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Implantacion de técnicas NAT
en un centro de transfusion

La terapia transfusional se ha demostrado muy
eficaz para la supervivencia de determinados pa-
cientes. Aunque tiene beneficios clinicos eviden-
tes, conlleva también numerosos efectos adversos,
que cada vez son mejor conocidos y diagnostica-
dos y que actualmente se pretende que sean evi-
tados de manera eficiente. En este sentido, las
medidas encaminadas a incrementar la seguridad
de la sangre en los Gltimos afios, han hecho que
actualmente la sangre tenga una elevada garantia
alo largo de la cadena transfusional, aunque no
se ha alcanzado la seguridad total.

De entre los gérmenes transmisibles por la
transfusioén (bacterias, virus y protozoos), las
complicaciones infecciosas virales, sobre todo a
partir de la epidemia de sida, representan una
notable causa de preocupacion para los profe-
stonales sanitarios. No obstante, han sufrido una
notable disminucién en la segunda mitad del pa-
sado siglo, debido fundamentalmente al desarro-
llo de técnicas cada vez mas sensibles y especificas
para su deteccion.

Método de estudio de la infeccion
transmitida por transfusion:
riesgo residual por transfusion

Aunque podemos afirmar que ha habido un enor-
me progreso en reducir el riesgo de transmisioén
de enfermedades infecciosas por transfusion, que-
da un pequefio riesgo residual donde el factor
fundamental dentro de las infecciones virales es
el “periodo ventana serologico”. Se define el ries-
go residual como la probabilidad de que un com-
ponente sanguineo transmita una infeccion a
pesar de que se hayan tomado todas las medidas
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disponibles para evitarlo, incluida la realizacion
de analisis serologicos para esa infeccién. Me-
diante el conocimiento de ese riesgo se puede
informar a los pacientes receptores y a los pro-
fesionales sanitarios para que puedan optar en-
trela transfusion y otras medidas terapéuticas.

Actualmente dado el bajo riesgo de trans-
misién de infecciones en los paises desarrolla-
dos, la medici6n del mismo es dificil. Es por
ello que dichas cifras se obtienen por métodos
mdirectos, a través de métodos matematicos
que proporcionan una estimaciéon bastante
exacta. El mas utilizado y reproductible es el
modelo de tasa de incidencia/periodo ventana
del grupo REDS! que mide la tasa de inciden-
cia de nuevas infecciones (seroconversiones) en
la poblacién de donantes de sangre durante un
periodo de tiempo. Dicho método se ha apli-
cado a diferentes 4reas geograficas,? obtenien-
do asi los riesgos de transmision en diferentes
paises®’ como se muestra en cuadro I; los ba-
jos riesgos obtenidos, sugieren que el proceso
de seleccion de donantes es muy efectivo.
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Cuadro |

Riesgo residual de transmision de virus en diversos paises (posNAT)

Riesgo por unidad transfundida (posNAT)

Virus Estados Unidos Francia Alemania Espafia
HIV 1:1.576.000  1:1,000.000 1:1,900.000 -
HCV 1:223.000 1:200.000 1:<350.000 1:342.000
HBV 1:135.000 1:180.000 1:220.000 -
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Cuadro Il

Resultados del Centro de Hemodonacién de Castilla y Ledn

NAT
2004 2005
Donaciones  Positivos  Ventana Donaciones Positivos  Ventana
PCR VHC 33.789 3 0 35.412 4 0
PCR VIH 0 0 0 30.514 0 0
Mediante este modelo, se puede predecir  Medidas de prevencién
ademas la reduccion del riesgo tras la introduc- e |las enfermedades infecciosas
ci6n de tecnologias mas sensibles, como la de  transmisibles por transfusion
amplificacién de acidos nucleicos del agente
patogeno (técnicas NAT), observando disminu-  pary disminuir el riesgo de transmision de agen-
ci6n aun mayor del riesgo de transmision de geg patégenos en los componentes sanguineos
enfermedades viricas: VHC, reduccion estima- e han utilizado diversos mecanismos en las di-
da 59 dias y porcentaje de reduccion 72 %; VIH,  ferentes etapas de la obtencion y procesamien-
reduccion estimada 11 dias y porcentaje de re- ¢ de los mismos. El incremento de pruebas
duccién 50 %; VHB, reduccion estimada 10 dias — diagnésticas a la sangre donada, que a primera
y porcentaje de reduccion 18 %.4° vista pareceria interesante, tiene su contraparti-
da, ya que por un lado aumentaria el nimero de
falsos positivos y por tanto la preocupacion en
el donante, y por otro supondria un incremento
en los costes, en el ttempo de procesamiento de
los componentes, que en ocasiones no permiti-
rian el uso de la sangre en su periodo de caduci-
dad, y ademas llevaria a incremento en el numero
Fraccionamiento Registro resultado de errores.
En cuanto a las infecciones virales, desde
Etiquetado Llegadas enero de 2003 en Espaifia es obligatorio, ade-
muestras mas de las pruebas anteriormente descritas, rea-
Mafiana _ lizar otras mas sensibles de deteccion del VHC
Resultados Senniigado (genoma del virus —técnicas NAT— o el anti-
Registro geno del core del VHC). Es posible que estas
medidas se extiendan por ley tanto al VIH como
Pooles (24) 21 l al VHB en un corto plazo.
c r
. h d .
e e e - Tecnicas NAT de uso comin
Amplificacion/deteccion BRI micnta
Llegadas ) )
Fraccionamiento muestras = PCR:Reaccién en cadena de la polimerasa.
= TMA: Amplificaciéon mediada por tras-
Centrifugado cripcion.
Registro = _Ag IVHC: en centros pequefios.

Figura 1. Sistematica de trabajo en el Centro de Hemodonacién

de Castillay Ledn
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En Espafia, desde encro de 2003 es obliga-
toria la deteccion de VHC en todos los compo-
nentes sanguineos. En nuestro Centro, dadas las
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peculiaridades del espacio geografico nos decan-
tamos por la PCR como método habitual, de-
jando como método alternativo Ag VHC

Fundamento de la técnica

En nuestro Centro utilizamos el sistema Cobas
Ampliscreen (Roche). Como esta prueba admi-
te un minimo 240 muestras por proceso, para
rentabilizar costes se organizan colectas de en-
tre 250 a 300 donaciones diarias 5 0 6 dias a la
semana en funcion de las reservas del Centro.

Dicho sistema se basa en cinco procesos
principales:

1. Ultracentrifugacién de la muestra para con-
centrar las particulas del virus.

2. Trascripcion reversa del ARN blanco para
generar ADN complementario (cADN).

3. Amplificacién del cADN blanco por medio
de la reaccién en cadena de la polimerasa,
usando sondas complementarias especificas
de los virus.

4. Hibndacion de los productos amplificados
con sondas de oligonucleétidos especificos
para el blanco.

5. Detecciéon de los productos amplificados
unidos a la sonda por determinacion colori-
métrica. Todos estos procesos se realizan
durante unas siete horas.

Sistematica de trabajo

Dadas las caracteristicas de la Comunidad Au-
tonoma ala que pertenecemos (territorio: 94.224
km?, poblacion: 2.484.603, densidad: 26 habi-
tantes/km?), las extracciones se realizan en va-
rios lugares diferentes y las muestras suelen llegar
por la tarde entre las 20 y 24 horas. La sistema-
tica de trabajo se muestra en la figura 1; como
se observa, implica diferentes procesos, y se ha
establecido para rentabilizar el trabajo y dar sa-
lida a los productos sanguineos en 24 horas. En
concreto, la seccion encargada de PCR necesita
un técnico de laboratorio en turno de noche y
otro en turno de mafiana, seis dias a la semana.
En nuestro centro hay un poo/ de seis técnicos
de laboratorio entrenados para realizar estas ta-
reas.
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Si se produce algun problema en la técnica de
PCR (inhibicién del proceso o de alguno de los
pooles) o para dar salida a un pequefio nimero de
muestras (con menos de 240 muestras la técnica
de PCR no es rentable) disponemos de la técnica
automatizada del Ag VHC.

En la figura 2 se muestra el algoritmo de ac-
tuacion en funcién de los resultados obtenidos
en PCR VHC/VIH.

PCR VHCNVIH
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Isabel

Gonzéalez-Fraile et al.
Implantacion de técnicas
NAT

donacion

Rechazar donacion
Primera Confirmacién

PCR dif. lote
RIBA, p24

Positivofindeterminado

Negativo

}

!

Aceptar donante

Rechazar donante
Carta al donante (nueva muestra)
Informacién centros receptores

—

| Segunda confirmacion |

N

Positivo

!

Indeterminado

Exclusién temporal
Estudios adicionales

Figura 2. Algoritmo de actuacion ante muestras PCR positivas

Resultados en nuestro centro

En el cuadro IT mostramos los resultados obte-
nidos en nuestro Centro desde su creacion. Como
se observa el estudio de rutina de PCR VIH se
ha montado este afio. Hasta el momento no he-
mos detectado ningin periodo ventana ni para
VHC ni para VIH.

Ademas, hemos llevado a cabo un estudio
comparativo entre PCR VHC y Ag VHC: PCHR
VHC negativos, 2180; positivos, 8; falso negativos,
0; falsos positivos, 0; total, 2194. Ag VHC nega-
tivos, 2174; positivos, 20; falsos negativos, 8; falsos
positivos, 20; total 2194. Destaca con AG VHC
la elevada incidencia de falsos positivos y falsos
negativos en esta ultima técnica.
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