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APRESENTACAO

Este documento foi elaborado por um grupo de trabalho composto por especialistas da
Fundagdo Oswaldo Cruz (Fiocruz), Sociedade Brasileira de Imunizagdes (SBIm),
International Society of Blood Transfusion (ISBT) e Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), com o objetivo principal de subsidiar o Ministério da Saiude na
inclusdo da plataforma molecular PanFlav, baseada na tecnologia de PCR em tempo real,
para o rastreamento de flavivirus de relevancia médica que circulam no Brasil em

amostras de doadores de sangue.

E, portanto, de extrema importancia que a triagem para a identificagdo da presenga de
flavivirus, como o virus da dengue, Zika virus, virus da febre amarela, virus West Nile e
virus da encefalite de Saint Louis, seja realizada em doadores de sangue, assegurando a

qualidade e seguranca de hemocomponentes para a populagdo brasileira.

Destacamos ainda que a plataforma PanFlav pode eventualmente ser adaptada para
detectar os virus recombinantes atenuados dos sorotipos 1 a 4 do dengue, que compdem
as vacinas tetravalentes Qdenga (Takeda Pharma) e Butantan-DV (Instituto Butantan). Da

mesma forma, pode ser expandida para outros arbovirus.



CONTEXTUALIZACAO SOBRE OS FLAVIVIRUS NO BRASIL

Os flavivirus sdo virus com genoma RNA e grande plasticidade genética e alta frequéncia
de mutagdes, o que permite adaptacdes em hospedeiros. E um grupo de virus de
importancia significativa para a saide publica no Brasil, pois inclui patégenos
responsaveis por doencas endémicas e epidémicas. Essas doencgas representam um grande
desafio para o sistema de saude brasileiro devido a sua alta incidéncia e potencial
epidémico. A transmissao ocorre principalmente por meio dos mosquitos Aedes aegypti €
Aedes albopictus, que sao amplamente distribuidos em dareas tropicais e subtropicais.
Estudos recentes destacam a complexidade da interagdo entre esses virus e seus vetores,
bem como a influéncia de fatores ambientais e socioecondmicos na dindmica das
epidemias (FIGUEIREDO, 2007; DE AZEVEDO et al., 2020). No Brasil, fatores como
a populacao estimada em 2024 de 212,6 milhdes de habitantes e a extensao territorial de
8.510.000 km? sendo a maior propor¢io da cobertura com florestas tropicais e
ecossistemas naturais com a presenca de flora e fauna extremamente diversas, resultam
em condigdes ideais para a existéncia de arboviroses que atingem nossa populagdo, ¢ a
infestacdo de mosquitos altamente antropofilicos traz ao pais um cendrio epidemioldgico

de aumento de zoonoses de dificil controle.

Os flavivirus transmitidos por mosquitos € com relevancia médica sao motivo de grande
preocupacao devido ao nimero elevado de infectados sintomaticos, com altas taxas de
complicagdes e de obito. Em destaque encontram-se dengue virus sorotipos 1, 2, 3 ¢ 4
(DENV1-4), Zika virus (ZIKV), virus da febre amarela (FA), entre outros, que possuem
ampla circulagao no Brasil (FIGUEIREDO, 2000).

A dengue ¢ uma das doengas de maior impacto no pais. O Brasil enfrenta epidemias
recorrentes da doenca desde a década de 1980, com aumento significativo na incidéncia
e na severidade dos casos ao longo dos anos. Os quatro sorotipos do DENV em circulagdo
no Brasil sio DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4. Todos eles sdo transmitidos pelo
Aedes aegypti e apresentam diferengas antigénicas. Podem causar infec¢do assintomatica,
quadros leves e autolimitados e até quadros muito graves, como a febre hemorragica e
sindrome do choque da dengue (PAHO, 2024). A infec¢do por qualquer um dos sorotipos
provoca uma resposta imune que oferece imunidade duradoura contra o0 mesmo sorotipo,
mas ndo confere prote¢cdo completa contra os outros. Pelo contrario, a infecgdo

subsequente por um sorotipo diferente esta associada a um risco maior de desenvolver



formas graves da doenga, devido a um fendmeno conhecido como Antibody-dependent
enhancement (ADE), que possui associacdo com aumento da viremia (MARTINA et al.,
2009). Clinicamente, os quatro sorotipos podem apresentar sintomas semelhantes, sendo
os mais comuns: febre alta, mal-estar, dores musculares e articulares, dor retro ocular,
erupcao cutanea e cefaleia intensa. A evolucdo e a gravidade dependerdo da viruléncia do
sorotipo e da resposta imunolédgica do individuo (GUZMAN & HARRIS, 2015; KOK et
al., 2023).

A dengue, inicialmente relatada na América do Sul em 1981 com os sorotipos DENV1 e
DENV4, teve um surto significativo no Brasil nos anos 1990 com mais de 100 mil pessoas
infectadas pelo DENV-2. Entre 1998 ¢ 2003, DENV-1 e DENV-3 predominaram na regiao
Norte, enquanto o sorotipo DENV-4 emergiu entre 2010 e 2011, com casos de infec¢des
simultaneas. O DENV ¢ hiper endémico e apresenta incidéncias variadas em todo o pais.
Até a semana epidemiologica 52 de 2023, o Ministério da Saude contabilizou 1.658.816
de casos provaveis, enquanto em todo ano de 2021 e 2022 foram contabilizados 531.922
e 1.420.259 casos provaveis, respectivamente (BRASIL, 2024a). Neste ano de 2024, o
Brasil apresentou o maior numero de casos desde o inicio da série historica, sendo
registrados 6.383.823 casos provaveis e 5.362 obitos, permanecendo em investigagao

1.796, até dia 24/09/2024 (BRASIL, 2024b).

O ZIKV ¢ endémico nas Américas e igualmente transmitido pelo mosquito Aedes aegypti.
A epidemia brasileira de Zika ocorreu nos anos de 2015-2016, como um episodio curto,
intenso e assustador. Registrou-se 200 mil casos de infec¢ao, rapidamente se espalhando
para outros paises das Américas e gerando um alerta de saude publica, especialmente
devido a transmissao transplacentaria do virus, que demonstrou estar associada a casos
de microcefalia e outras malformacgdes congénitas em bebés (ANTONIOU et al., 2020).
A maioria dos infectados apresenta quadro clinico leve ou até assintomatico, sendo os
sintomas mais comuns: febre, artralgia, exantema, conjuntivite, mialgia e prostracao
(PROENCA-MODENA et al., 2018). Complicagdes neuroldgicas foram registradas em
adultos, especialmente a sindrome de Guillain-Barré, causando sintomas de fraqueza

muscular e paralisia.

A Sindrome Congénita do Zika destacou a vulnerabilidade da populacdo e a necessidade
de vigilancia epidemioldgica, controle de vetores e desenvolvimento de vacinas. O surto

de ZIKV no Brasil exp6s desafios na infraestrutura de satide publica e na resposta a
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emergéncias de saude global, levando a uma mobilizac¢do internacional para investigar e
mitigar os impactos do virus (HEYMANN et al., 2016; BAUD et al., 2017). Em fevereiro
de 2016, a Organizacao Mundial da Satide (OMS) declarou a microcefalia relacionada ao

ZIKV como uma emergéncia de satide publica de importancia internacional.

A FA ¢ uma infec¢do febril aguda, imunoprevenivel, de inicio abrupto e gravidade
variavel, com letalidade elevada nos pacientes que evoluem com sintomas graves. A
transmissao do virus se da pela picada de mosquitos dos géneros Aedes (febre amarela
urbana) e Haemagogus ou Sabethes (febre amarela de forma silvestre). No Brasil, o ciclo
da doenca atualmente ¢ o silvestre, sendo que os ultimos casos de febre amarela urbana
foram registrados no pais em 1942. No ciclo silvestre, os primatas ndo humanos sio
considerados os principais hospedeiros, amplificadores do virus, e sdo vitimas da doenca

assim como o ser humano, que, nesse ciclo, apresenta-se como hospedeiro acidental.

Durante a viremia, pessoas infectadas contribuem para transmissao viral através da picada
do mosquito que ¢ responsavel pelo aumento de casos. Estima-se que, a cada 200 mil
casos, ocorram cerca de 30 mil mortes (GIANCHECCHI et al., 2022). No pais, ha uma
preocupacao de saude publica recorrente, especialmente em areas rurais e silvestres
endémicas. Os sintomas da febre amarela incluem febre subita, calafrios, dor de cabeca,
dores no corpo, nauseas, vomitos, fadiga, e fraqueza. Nas formas graves, o paciente pode
apresentar hepatite com ictericia, insuficiéncia renal, hemorragia e, em alguns casos,
choque e morte (MONATH & VASCONCELQOS, 2015). Além disso, a doenca apresenta
estagios distintos, comecando com a fase de viremia, seguida por uma remissao
acompanhada de soroconversao e variagdes nos sintomas. Em alguns casos, evolui para
uma fase de intoxicacao, caracterizada pelo aparecimento de sintomas graves, como febre
hemorréagica, que acomete cerca de 25% dos pacientes sintomaticos (LITVOC et al.,
2018). A FA esta atualmente controlada gracas a vacinagdo em massa, com surtos entre
2016 e 2017 que levou ao aumento da vigilancia e busca por aumento da cobertura

vacinal.

Nas ultimas décadas, diversas reemergéncias do virus da FA foram registradas na regido
extra-amazonica, com destaque para a mais recente, iniciada em 2014. Este surto se
transformou no maior do ultimo século, afetando uma vasta area e resultando em um
prolongado periodo de transmissdo, que se estende até os dias de hoje. A disseminagdo

do virus, que se expandiu do Centro-Oeste até o extremo leste do Brasil, incluiu regides

5



onde a FA nunca havia sido anteriormente registrada, e nessas areas a vacina¢ao nao era,
até entdo, recomendada. Essa expansdo territorial levou a mudangas nas recomendacdes
de vacinagdo pelo Programa Nacional de Imunizagdes (PNI), sendo incluida como rotina
para todos os brasileiros a partir de 9 meses de vida. Milhares de casos e centenas de
mortes ocorreram apenas na ultima década, com letalidade de 34,3% (BRASIL, 2024c).
Nos ultimos seis meses, quatro casos de FA foram registrados no Brasil: um em Roraima,
um no Amazonas e dois em Sao Paulo. Trés desses pacientes foram a obito (BRASIL,

2024d).

A febre do West Nile ¢ uma infeccao viral aguda transmitida principalmente por mosquitos
do género Culex. A doenca pode variar de formas assintomaticas até quadros graves.
Usualmente apresenta-se com sintomas leves como febre, mal-estar e fraqueza. Nos
quadros mais graves, com acometimento do sistema nervoso central, os pacientes podem
apresentar quadros de meningite, encefalite ou paralisia flacida aguda. A transmissao
ocorre através da picada de mosquitos infectados, tendo aves silvestres como hospedeiros
naturais. Nao ha vacina ou tratamento antiviral especifico, sendo o tratamento focado em
cuidados de suporte. Casos graves podem necessitar de hospitalizacdo e cuidados

intensivos (HABARUGIRA et al., 2020).

O Ministério da Satde esta monitorando o avanco da doenca causada pelo virus
Oropouche, que ja contabilizou 8.174 casos no Brasil até¢ 24 de setembro deste ano. O
virus, transmitido pelo inseto Culicoides paraensis (conhecido como maruim), provoca
sintomas semelhantes aos da dengue, como febre, dor de cabeca e dor muscular. Sem
tratamento especifico ou vacina disponivel, a doen¢a pode causar complicagdes
neuroldgicas e, em casos raros, ser fatal. A¢des de testagem e vigilancia em todo o pais
forma intensificadas, especialmente em regides com maiores surtos (BRASIL, 2024a;

ZHANG et al., 2024).

O virus da encefalite de Saint Louis ¢ transmitido por mosquitos do género Culex. Os
sintomas podem variar de leves, como febre e dor de cabecga, a graves, incluindo
meningite e encefalite, com maior incidéncia de casos graves entre idosos. No Brasil, o
virus foi isolado pela primeira vez em 2004 em um paciente que apresentou fortes dores
de cabega e suspeita de dengue. H4 também registros raros de coinfec¢des com outros

sorotipos do virus da dengue (DENV) (LOPES et al., 2014).



RELEVANCIA DA TRIAGEM MOLECULAR DE FLAVIVIRUS EM
DOADORES DE SANGUE

Nos ultimos anos, o aumento dos casos das infe¢des por flavivirus no Brasil despertou a
preocupacao das agéncias sanitarias quanto a possibilidade de transmissdo de flavivirus
através de transfusdes de sangue, especialmente de doadores infectados ou portadores do
virus. A ocorréncia de alguns casos elevou a vigilancia epidemiologica nos hemocentros,
pois esses virus podem estar presentes no sangue de individuos assintomaticos ou durante
a fase de viremia. [sso gerou uma crescente preocupacdo com a seguranca do sangue
coletado em regides endémicas (LEVI, 2018). A transfusdo de sangue contaminado pode
resultar na transmissdo dos virus para os receptores, que podem desenvolver formas
graves da doenca. Esse risco acentua a necessidade de testes rigorosos e protocolos de
triagem para doadores de sangue em areas endémicas, além de estratégias para minimizar
a transmissao, como o uso de testes de amplificagdo de acido nucleico (NAT) para detectar

a presenga de flavivirus no sangue doado (FADDY et al., 2019).

A transfusdo de sangue ¢ uma pratica médica essencial, desempenhando um papel crucial
no tratamento de diversas condigdes clinicas, desde emergéncias traumaticas até
tratamentos de doencas cronicas e procedimentos cirurgicos complexos. Os receptores de
sangue frequentemente enfrentam situagdes como hemorragias graves, anemia severa,
leucemias e doencas hemorragicas, sendo a transfusao uma ferramenta indispensavel em
terapias para cancer. A disponibilidade de sangue seguro e compativel ¢ fundamental para
o sucesso dos tratamentos e para que vidas sejam salvas em situagdes criticas (STORCH

et al., 2019; YADAV et al., 2024).

Apesar dos indiscutiveis beneficios, a transfusdo de sangue apresenta desafios complexos,
especialmente em relacdo a seguranca do receptor, pois o sangue pode servir como um

veiculo para a transmissdo de infec¢cdes (OBEAGU et al., 2024).

Neste contexto, para garantir a seguranga dos pacientes receptores de sangue, ¢ essencial
implementar processos rigorosos de triagem e testes dos doadores. Campanhas de doagao,
educagdo publica e pesquisa continua sao fundamentais para assegurar a disponibilidade
de sangue seguro e minimizar riscos. O monitoramento de reacdes adversas e a gestdo
eficaz dos sistemas de rastreamento sdo igualmente cruciais para manter a eficacia e a

seguranca do sistema de transfusdo. A pesquisa continua e a inovacao sao indispensaveis



para aprimorar as praticas transfusionais e enfrentar novos desafios, como o surgimento

de novos patogenos e a necessidade de métodos de triagem mais avangados e eficazes.

CASOS DOCUMENTADOS DE TRANSMISSAO DE FLAVIVIRUS POR
TRANSFUSAO SANGUINEA

A questéo do risco transfusional de flavivirus s6 entrou na pauta da Hemoterapia a partir
da introducdo do virus West Nile (WNV) nos Estados Unidos, no final do milénio
passado. Foi o primeiro registro deste agente no hemisfério ocidental e resultou em uma
grande epidemia entre pessoas e aves daquele pais (NASH et al., 2001). Cerca de dois
anos apos este evento, foram identificados clusters de transmisséo de WNV em receptores
de transplante de 6rgdos. A investigacdo destes casos levou a conclusdo da transmissdo
transfusional deste flavivirus e outros casos transfusionais com repercussdo clinica
evidente foram reportados (PEALER et al., 2003). Imediatamente, houve uma
mobilizacdo do U.S. Food and Drug Administration (FDA), de agéncias de fomento,
servigos de sangue e empresas no sentido de desenvolver um teste que pudesse mitigar

este risco de transmissdo transfusional (DODD, 2015).

Como o0 WNV e os flavivirus em geral apresentam um curto periodo de viremia, de cerca
de uma semana, que precede o desenvolvimento de anticorpos, era natural que este teste,
necessariamente, deveria detectar o RNA viral. Coincidentemente, naquele momento, o
teste NAT havia sido implantado em todos os servicos transfusionais americanos, visando
cobrir o periodo de janela imunoldgica dos virus da hepatite C (HCV) e da
imunodeficiéncia humana (HIV). Assim, as empresas produtoras do NAT rapidamente
desenvolveram os reagentes para mais este alvo molecular. O NAT para WNV foi
implementado em 2003 e segue sendo obrigatorio nos Estados Unidos e no Canada, sendo

posteriormente adotado em pequenos surtos na Europa.

Por motivos ainda desconhecidos, 0 WNV nunca chegou aos humanos na América do Sul
(LORENZ & CHIARAVALLOTI-NETO, 2022). No entanto, sabemos que nosso
continente, especialmente o Brasil, abriga varias espécies endémicas de flavivirus
patogénicos ao homem (MARCONDES et al., 2017).

Varios estudos retrospectivos mostram que doadores de sangue, cujas doag¢fes foram
aceitas para transfusdo, estavam virémicos no momento da doacdo (CUSTER et al.,
2023).



Estudos de amostras provenientes de doadores de sangue de Vvarios paises endémicos para
dengue, a partir de analises de testes moleculares, documentaram taxas de viremia de até
0,4% durante surtos nestas localidades, fator preocupante que deve ser constantemente
monitorado para a contingéncia e controle desta doenca (LINNEN et al., 2008
MOHAMMED et al., 2008; DIAS et al., 2012; STRAMER et al., 2012).

Em momentos de pico das epidemias de dengue, até 2% dos doadores estdo virémicos em
capitais brasileiras como Rio de Janeiro e Recife (SABINO et al., 2016), e taxas até
maiores foram observadas para doadores com Zika virus na regido de Ribeirdo Preto
(SLAVOV etal., 2017).

Estes percentuais contrastam fortemente com o reduzido nimero de casos na literatura de
transmissédo transfusional de algum destes flavivirus, principalmente da dengue, a mais
incidente dentre as citadas acima. Embora algumas hipdteses tenham sido sugeridas para
esta discrepancia (LEVI, 2016), a subnotificacdo de casos de dengue transmitida via
transfusional no Brasil tem levado a crenca de que intervencdes adicionais para garantir
a seguranca transfusional ndo seriam necessarias. No entanto, ainda que escassos, 0S casos
existem e em alguns deles observaram-se quadros de dengue com sinais de alarme nos
receptores, sendo fundamental implementar medidas que aumentem a seguranca
(TAMBYAH etal., 2008; SANTOS et al., 2020). Alguns estudos relataram evidéncias de
que individuos receptores de transfusdes apresentaram sintomas compativeis com os da
dengue, com deteccdo de niveis de anticorpos de fase aguda (IgM) especificos para 0s

sorotipos, meses apos a transfusdo (POZZETTO et al., 2015).

Uma excelente revisdo recente compilou 74 casos publicados de transmissao
transfusional de arbovirus nos ultimos 20 anos, envolvendo 10 arbovirus distintos. Chama
a atencdo que dos 74 casos, tem-se 72 associados ao género flavivirus, inclusive com 3
casos de transmissdo do virus vacinal da FA (GIMENEZ-RICHARTE et al, 2022).

As preocupacfes com a possivel transmissdo da dengue e outros flavivirus por transfusao
se intensificaram ap0s os primeiros relatos da transmissao transfusional de DENV serem
publicados em 2002 em trés receptores em Hong Kong e, em 2008, em dois receptores
em Singapura (CHUANG et al., 2008; TAMBY AH et al., 2008). Além disso, um caso de
dengue hemorragica em um receptor de uma transfuséo positiva para RNA de DENV foi

identificado por meio de um estudo retrospectivo em Porto Rico em 2007 (STRAMER et



al., 2012). Mais recentemente, trés casos de infeccdo por DENV a partir de transmisséo
transfusional em receptores de sangue foram descritos no Brasil e em Singapura (LEVI
et al., 2015; OH et al., 2015; SANTOS, 2020).

Aproximadamente 60-80% dos infectados com DENV sdo assintomaticos ou tém
infecgdes subclinicas. As razBes para a ocorréncia da transmissdo transfusional de uma
infeccdo comum como a dengue pode incluir a falta de vigilancia ativa durante grandes
epidemias de arbovirus, a possivel atenuacdo dos sintomas pela presencga de anticorpos
pré-existentes contra 0 DENV, além da diminui¢do dos sintomas clinicos em receptores
de transfusdo devido a imunossupressao causada por doengas subjacentes (TEO et al.,
2009; WILDER-SMITH et al., 2009; PETERSEN & BUSCH, 2010).

Entre fevereiro e junho de 2012, amostras foram coletadas de doadores e receptores de
sangue. Essas amostras foram testadas retrospectivamente para RNA de DENV por
amplificagdo mediada por transcri¢do. Foi realizada uma revisdo dos prontuarios dos
receptores, utilizando um design de caso-controle (positivo e negativo para DENV), para
a avaliacdo dos sintomas (SABINO et al., 2016). Dos 39.134 doadores de sangue
recrutados neste estudo, a viremia por DENV-4 foi confirmada em 0,51% das doacdes de
individuos no Rio de Janeiro e em 0,80% dos individuos em Recife. No total, 42 unidades
positivas para RNA de DENV foram transfundidas em 35 receptores. Destas, 16 unidades
positivas para RNA transfundidas em 16 receptores suscetiveis foram identificadas como:
cinco casos considerados provaveis de transmissao transfusional, um caso possivel e dez
casos sem transmissdo. A taxa de transmissdo transfusional foi de 37,5%,
significativamente maior do que a taxa de viremia de 0,93% em receptores nao expostos.
Este estudo identificou que mais de 0,5% das doacdes foram positivas para RNA viral, e

aproximadamente um terco dos componentes resultaram em transmisséo transfusional.

Esses dados sdo um indicador preocupante da capacidade de transmissdo do DENV
através de transfusdes de sangue (SABINO et al., 2016) e ressaltam a importancia do
monitoramento continuo e da introducdo de medidas de controle mais rigorosas para a
prevencdo da disseminacdo de flavivirus, especialmente em contextos de grandes surtos

epidémicos.
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NECESSIDADE DE TRIAGEM MOLECULAR PARA FLAVIVIRUS EM
DOADORES DE SANGUE

Embora a triagem molecular para flavivirus de doadores ainda ndo seja uma pratica
adotada no Brasil, outros paises ja lancaram méo desta medida. Portugal, Porto Rico e
Polinésia Francesa introduziram o método NAT para dengue em periodos epidémicos.
Mais recentemente, o banco de sangue da Catalunha (Espanha) também passou a realizar
a triagem para dengue virus, Zika virus e chikungunya apds casos autoctones de DENV
no verdo de 2023 na regi&o.

Pelo baixo nimero de casos relatados com impacto clinico no receptor, fica complexa a
realizacdo de estudos de custo-efetividade, um aspecto importante a ser considerado antes
da tomada de decisdo de implantacdo. Cabe ressaltar que, financeiramente, 0 NAT com
os alvos tradicionais HBV, HCV e HIV néo é custo-efetivo, mas ainda assim é um padréo
adotado internacionalmente em dezenas de paises, incluindo o Brasil. No entanto, ao
invés de utilizar um teste NAT que cubra apenas 0s quatro sorotipos de DENV, o uso de
iniciadores (primers) e sondas (probes) genéricos para flavivirus de relevancia médica
em um unico teste ira aumentar significativamente a eficacia do diagndstico. Esse teste,
que ainda ndo existe em qualquer servico de triagem de sangue do mundo, tera uma
importancia ndo apenas para 0 Brasil, mas também para outros paises da regido com
circulacdo potencial ou existente dos mesmos agentes, ao incluir ao menos a detec¢édo de
DENV1-4, ZIKV, virus da FA, WNV e virus da encefalite de Saint Louis.

A partir das evidéncias de transmissdo transfusional de flavivirus, como o DENV, torna-
se imprescindivel a implementacdo de triagens rigorosas em doadores de sangue,
especialmente em regides endémicas como o Brasil. A identificacdo precoce de doadores
com viremia € essencial para reduzir o risco de transmissdo do DENV por transfusdo,
protegendo, assim, a saude dos receptores e evitando surtos associados a infecgdes por
flavivirus. A adocédo de testes moleculares sensiveis para a deteccdo do RNA viral pode
ajudar a minimizar esses riscos e garantir a seguranca transfusional (COSTA-LIMA et
al., 2021).

Além disso, uma triagem eficaz para flavivirus em doadores de sangue aumentara a
confianca dos pacientes e da sociedade nas préaticas de transfusdo, assegurando que o
sangue doado esteja seguro e livre de patdgenos infecciosos. Adicionalmente, esta
triagem mais robusta pode contribuir para a vigilancia epidemioldgica, colaborando no
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monitoramento da prevaléncia de infec¢Oes virais na populacdo e a na orientagéo de
politicas em saude publica (COSTA-LIMA et al., 2021).

LIMITACOES DOS METODOS CONVENCIONAIS NA TRIAGEM DE
FLAVIVIRUS

Nenhum método especifico de triagem para flavivirus é utilizado hoje em triagem
laboratorial de doadores no Brasil. Indiretamente, a temperatura corporal é monitorada e
sdo feitas perguntas sobre o estado geral do doador, procedimentos que sdo aplicaveis a
todas as infeccdes. Para evitar a transmissdo transfusional de virus vacinal atenuado, é
verificado o histérico de vacinacdo. Doadores que foram imunizados com vacinas vivas
atenuadas, como aquelas para FA, sarampo, caxumba e rubéola (SCR), varicela e dengue,

sdo temporariamente inabilitados para doagdo por um periodo de quatro semanas.

A Nota Técnica N° 5/2020-CGSH/DAET/SAES/MS destaca a importancia da triagem
clinica e epidemioldgica dos candidatos a doagéo de sangue, considerando, por exemplo,
0 histdrico de doencas infecciosas, como dengue e Zika, e 0 contato com pessoas
infectadas (Ministério da Saude. Nota Técnica N° 5/2020- CGSH/DAET/SAES/MS).
Esses critérios de inaptiddo a doacao sao utilizados para reduzir o risco de transmisséo
transfusional de infecc¢des, sendo ajustados conforme a prevaléncia epidemiologica local
e as evidéncias cientificas disponiveis. No entanto, em situacdes assintomaticas, somente
a triagem clinica e epidemiologica pode ser insuficiente, o que reforca a necessidade de
ampliar os mecanismos de complementacdo com testes laboratoriais. Esses testes sdo
essenciais para garantir maior seguranca no diagnostico de potenciais riscos,

especialmente em candidatos que ndo apresentam sintomas evidentes.

Juntamente, a Nota Técnica N° 5/2024/SEI/GSTCO/GGBIO/DIRE2/ANVISA aborda
critérios técnicos para a triagem clinica de candidatos a doacdo de sangue e
hemocomponentes, levando em consideracao a infec¢do por dengue e as recomendacfes
em relacdo a vacinagdo e ao uso de hemocomponentes e imunoglobulinas (ANVISA.
Nota Técnica N° 5/2024/SEI/GSTCO/GGBIO/DIRE2/ANVISA). No contexto do
aumento de casos de dengue e o inicio da vacinacdo no Brasil neste ano, orientacdes
detalhadas foram fornecidas para a triagem clinica, como a inaptiddo temporaria de
candidatos infectados pelo virus da dengue, aqueles com contato sexual com infectados,

e vacinados contra a dengue. Critérios que sdo fundamentais para a triagem clinica e
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epidemioldgica, visando reduzir os riscos transfusionais associados ao DENV. No
entanto, em casos assintomaticos ou de infec¢Bes subclinicas, onde a triagem clinica e
epidemioldgica pode ndo detectar potenciais infeccdes, € essencial incluir triagem por
teste molecular, de forma a garantir a seguranca na selecdo de doadores e,
consequentemente, na protecéo dos receptores de sangue e hemocomponentes.

Se por um lado, testes moleculares proporcionam uma detecgdo precisa e confidvel das
infeccBes, os métodos convencionais para diagnéstico de dengue, como a detec¢do do
antigeno NS1 e dos anticorpos IgM e 1gG, apresentam limitacGes significativas de
sensibilidade, que também se refletem na triagem de doadores de sangue e no diagnéstico
de outros arbovirus. Esses testes frequentemente falham em identificar infeccbes em
estagios iniciais ou subclinicos, o que pode resultar em uma menor acuracia na detecgédo
de doencas como Zika, FA e outros flavivirus. Essa deficiéncia na sensibilidade pode
levar a subnotificacdo de casos e a falha na identificacdo de infeccOes atipicas ou
assintomaticas, comprometendo a eficicia das estratégias de vigilancia e controle
(Ministério da Saude. Nota Tecnica N° 16/2024-CGLAB/SVSA/MS).

Pelo exposto, a deteccdo do RNA viral por técnicas de amplificagdo molecular, como a
PCR, oferece uma sensibilidade muito maior e é capaz de identificar diversos arbovirus
simultaneamente. Este método permite uma triagem mais eficaz e reduz o risco de
transmissdo de patdgenos, como dos flavivirus aqui apresentados. Portanto, a inclusao de
testes moleculares na triagem de doadores e na rotina diagnostica é estratégia crucial para
garantir a seguranca transfusional, em complementacdo a triagem clinica e

epidemioldgica.

DESCRICAO DO METODO PANFLAV

Atualmente, ndo existe um método PanFlav completo disponivel para uso diagndstico no
Brasil. Para suprir essa necessidade, a Fiocruz desenvolveu e validou uma metodologia
multiplex baseada em PCR em tempo real, reconhecendo a importincia critica de um teste
capaz de detectar simultaneamente multiplos flavivirus em amostras de sangue. Este
método ¢ fundamental ndo apenas para a triagem de doadores de sangue, mas também
para melhorar a vigilancia epidemioldgica e o controle de surtos de doengas, como

dengue, Zika e FA.
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A metodologia desenvolvida pela Fiocruz foi projetada para integragdo com a plataforma
e produto NAT-Plus brasileiro. A técnica amplifica fragmentos gendmicos e detecta
produtos diretamente na plataforma de instrumentagdo utilizando marcadores sensiveis
de medicdo da fluorescéncia. Pela andlise de amostras de sangue, o ensaio inclui a
detec¢do dos flavivirus de interesse epidemiologico, como os quatro sorotipos de dengue
virus (DENV1-4), ZKV, virus da FA, WNV e virus da encefalite de Saint Louis, utilizando
alvos altamente conservados. Durante a fase exponencial da amplificagdo, a quantidade
de alvo na reagdo ¢ determinada por comparacdo com uma curva padrdo, e o ciclo de
reacdo necessario para atingir o limiar de fluorescéncia (cycle threshold, Ct) ¢
inversamente proporcional a quantidade inicial do alvo. Este método passou por uma
rigorosa validagdo para garantir sua eficicia e robustez na identificacao viral, ndo tendo

sido ainda submetido ao registro sanitario na ANVISA.

CONSIDERACOES REGULAMENTARES E DE SAUDE PUBLICA

O desenvolvimento de métodos de diagnostico para a deteccao de acidos nucleicos de
arbovirus tem se tornado um ponto crucial na seguranca transfusional e nas praticas de
doagdo de sangue no Brasil. Esses métodos tém papel fundamental na identificacao
precoce de infec¢des e na prevencdo da transmissdo dessas doengas por transfusdao
sanguinea, uma questdo de extrema relevancia na saude publica brasileira, dada a alta

prevaléncia dessas arboviroses em diversas regioes do pais.

A cada doacao de sangue, ¢ mandatorio realizar testes laboratoriais de alta sensibilidade
para detec¢ao de marcadores de algumas doengas infecciosas transmissiveis pelo sangue,
conforme diretrizes do Ministério da Saude, nao tendo sido ainda incluidos os flavivirus.
A ANVISA segue as diretrizes internacionais, como as recomendacdes da Organizagao
Mundial da Saude (OMS) e da Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS), que
enfatizam a necessidade de métodos diagnosticos eficientes para triagem laboratorial

aplicada a doagdo e transfusdo de sangue.

Os reagentes utilizados devem estar registrados ou autorizados pela ANVISA, e os testes
devem seguir estritamente as instrugdes dos fabricantes, em processos de trabalho
definidos, utilizando reagentes validados para triagem de doadores. Produtos para
diagnostico in vitro, regulamentados pela agéncia, incluem reagentes, calibradores,

controles, coletores de amostras e outros instrumentos destinados a analise de amostras
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humanas, com a finalidade de diagnostico clinico, triagem de doadores, compatibilidade

para transfusdes e transplantes, dentre outras.

Os critérios para a classificagdo desses produtos de diagnostico in vitro consideram:

1. Aindicagdo de uso pelo fabricante;

2. O conhecimento técnico-cientifico desenvolvido;
3. A importancia diagnoéstica da informagao gerada;
4. O impacto dos resultados para a satde publica;

5. Arelevancia epidemiologica.

De acordo com a Lei n° 6.360/1976 e a Lei n°® 9.782/1999, produtos de diagndstico in
vitro s6 podem ser comercializados ap6s o registro na ANVISA, seguindo rigorosos
padrdes de qualidade, seguranca e eficacia. O fabricante deve submeter documentagdo
técnica completa, incluindo detalhes sobre o produto, instrugdes de uso e validagao

metodologica, assegurando a sensibilidade e especificidade dos resultados.

No caso de kits como o método PanFlav de Bio-Manguinhos/Fiocruz que utiliza
tecnologia para deteccao de acidos nucleicos de dengue virus, ZKV, virus da FA, WNV e
virus da encefalite de Saint Louis, o registro sanitario ira incluir validagdo rigorosa e
estudos de performance permitindo a identificacdo de patdgenos em fases iniciais da
infec¢dao, mesmo antes da manifestacao clinica dos sintomas, para garantir a eficacia em
condigdes reais de uso, protegendo tanto doadores quanto receptores de sangue. Essa
antecipacao ¢ essencial para reduzir os riscos de transmissao transfusional, ja que muitas
dessas infecgdes podem ser assintomaticas ou subclinicas nos doadores e ndo serem

captadas na fase de triagem clinica e epidemiologica.

As arboviroses constituem um dos maiores desafios de satide publica no Brasil,
representando ndo apenas um impacto direto sobre a populagdo, mas também sobre os
servicos de satide e a economia. Kits de diagnostico de alta performance permitem uma
triagem mais segura dos doadores, contribuindo para a reducao da incidéncia de infecgdes

transmitidas por transfusao.
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RECOMENDACOES FINAIS

Tendo como referéncia as informagodes contidas neste documento e, ainda, a Nota
Informativa Conjunta N° 2/2024 - DEDT/DPNI/DEMSP e a Nota Técnica N° 16/2024-
CGLAB/SVSA/MS, o Grupo de Trabalho (GT) recomenda ao Ministério da Satde a
incorpora¢ao da plataforma molecular PanFlav, baseada na tecnologia de PCR em tempo

real, para a triagem obrigatoria de doadores de sangue.

A triagem laboratorial para a identificacdo de flavivirus, incluindo os quatro sorotipos do
dengue virus, Zika virus, virus da febre amarela, virus West Nile e virus da encefalite de
Saint Louis, ¢ crucial para garantir a qualidade e a seguranga do sangue coletado e

disponibilizado em bolsas de sangue pelos hemocentros.

A implementacao deste método de triagem atenderd ndo apenas a necessidade de proteger
os receptores de sangue contra possiveis infecgdes transfusionais, mas também
contribuird para a vigilancia epidemiologica e o monitoramento da prevaléncia de
flavivirus no Brasil. Além disso, a adaptacao da plataforma PanFlav para detectar os virus
recombinantes das vacinas tetravalentes de dengue representa um beneficio adicional,

garantindo a seguranga em contextos de vacinagao.

Portanto, recomenda-se a adogdo da triagem laboratorial molecular PanFlav obrigatoria
como um padrdo para a triagem de doadores de sangue, em adi¢do a triagem clinica e
epidemiologica, visando proteger a saude publica e aumentar a confianca na seguranca

das transfusdes de sangue no pais.
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