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“You look at science (or at least talk of it) as some sort of demoralizing invention of
man, something apart from real life, and which must be cautiously guarded and kept

separate from everyday existence. But science and everyday life cannot and should
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RESUMO

INTRODUCAO: As doagdes de 6rgéos e tecidos tém o potencial de salvar diversas
vidas. Tecidos provenientes de doadores cadaver (DC) sao utilizados em varias
condig¢des clinicas e a transmissdo de doencas infecciosas ja foi relatada. Analises
de amostras de sangue de DC s&do um desafio devido a sua baixa qualidade. Apesar
de alguns estudos ja terem demonstrado a aplicacdo de métodos embasados em
biologia molecular, a falta de estudos utilizando testes moleculares comerciais foi
reportada. Ainda, no Brasil, € obrigatéria a realizacdo de testes moleculares em
amostras de DC, entretanto, ndo ha validacdo dessa metodologia. OBJETIVO:
Avaliar a performance, especificidade, sensibilidade e acuracia de diferentes kits
moleculares para deteccdo e quantificacdo de HIV e HCV em DC contaminadas
artificialmente. METODOS: 20 amostras de sangue provenientes de DC e 20
amostras de doadores de sangue foram aliquotadas e contaminadas artificialmente
utilizando 1.000 copias/mL e 1.000 Ul/mL de padrdes virais liofilizados de HIV e
HCV, respectivamente. As aliquotas contaminadas, ndo contaminadas e seus
respectivos controles internos foram analisados pelos kits XPERT HCV Viral Load e
HIV-1 (Cepheid), COBAS® TagMan® HIV-1 / HCV Test, v2.0 (Roche), artus® HI
Virus-1 QS-RGQ e artus® HCV RG RT-PCR Kit (Qiagen). Foram avaliados os
parametros de sensibilidade, especificidade e acuracia, além de correlacdo de
resultados invalidos com qualidade das amostras e concordancia entre os Kkits
através do coeficiente de Cohen's kappa. RESULTADOS: HIV e HCV em amostras
de DC foram detectados pelos kits quantitativos baseados em PCR. Os testes
conduzidos pelos kits Cepheid e Roche demonstraram-se acurados, sensiveis e
especificos, entretanto, uma grande variabilidade foi observada em todos os Kits,
principalmente em amostras de DC. Ambos os kits da Qiagen ndo apresentaram
resultados satisfatérios em termos de acuracia, sensibilidade e especificidade. Nao
foi observada nenhuma correlacdo entre a qualidade das amostras de DC e
resultados invélidos. Ainda, os kits de HIV e HCV das marcas Roche e Cepheid
demonstraram boa concordancia pelo coeficiente de Cohen's kappa. CONCLUSAO:
A avaliacdo das amostras de DC mostrou grande variabilidade. Kits da Cepheid e
Roche foram mais sensiveis, acurados e especificos para deteccdo de HIV em DC, e
o kit da Cepheid foi 0 mais eficiente para a quantificacao e deteccdo de HCV em DC.
Os kits da Roche e Cepheid podem ser aplicados para a triagem de HIV e HCV em
doador cadaver. Em conjunto, os resultados apresentados, levando em
consideracao as limitacbes do estudo, sugerem que realizar testes moleculares em
amostras de doador cadaver pode aumentar a seguranca no transplante de érgaos e
tecidos, evitando a liberacdo de resultados falso-negativos e evitando o descarte de
orgaos e tecidos viaveis por resultados falso-positivos.

PALAVRAS-CHAVE: HIV; HCV; doador cadaver; banco de tecidos; biologia
molecular



ABSTRACT

INTRODUCTION: The organs and tissue donations have the potential of saving
several lives. Tissues from cadaveric donors (CD) are used in several clinical
circumstances, and the transmission of infectious diseases has been reported. CD
blood sample analysis is challenging due to its poor quality. Despite some studies
have demonstrated the usefulness of molecular based methods, the lack of studies
using available commercial molecular tests was reported. Moreover, in Brazil, it is
mandatory to perform molecular tests on CD samples, however, there is no validation
of this methodology. PURPOSE: To evaluate the performance, specificity, sensitivity,
and accuracy of different commercial molecular tests for HIV and HCV detection and
quantification in CD through artificial contamination of samples. METHODS: 20 CD
and 20 blood donor samples were aliquoted and tested using 1,000 copies/mL and
1,000 IU/mL of Iyophilized standards of HIV and HCV, respectively.The
contaminated, non-contaminated and the respective kits intern controls were
analyzed by XPERT HCV Viral Load and HIV-1 (Cepheid), COBAS® TagMan® HIV-1
/ HCV Test, v2.0 (Roche), and artus® HI Virus-1 QS-RGQ and artus® HCV RG RT-
PCR Kit (Qiagen). Parameters such as sensitivity, specificity and accuracy were
evaluated, and the correlation between the invalid results with the samples quality.
Moreover, the concordance among the kits was calculated through Cohen's kappa
coefficient. RESULTS: HIV and HCV in CD were detected by PCR-based
quantitative kits. The tests performed by the Cepheid and the Roche kits showed
accurate, sensitive and specific results, however, a wide variability between the
assays and kits was observed, mainly in CD samples. Both Qiagen’s kits did not
demonstrate satisfactory results for accuracy, sensitivity and specificity. Any
correlation was observed between the CD samples quality and the invalid results. In
addition, the Roche and Cepheid HIV and HCV kits have demonstrated good
agreement by Cohen's kappa coefficient. CONCLUSION: CD evaluation showed
great variability. The Cepheid and Roche kits were more sensitive, accurate and
specific for detecting HIV on CD and Cepheid was the most efficient kit for HCV
quantification in CD. The Roche and Cepheid kits can be used to screen tissue
donors for HIV and HCV. The presented results, considering the study limitations,
suggest that performing molecular tests in CD samples can improve the safety on
organ and tissue transplantation, avoiding the liberation of false-negative results and
avoiding the discharge of viable organs and tissues due to false-positive results.

KEYWORDS: HIV; HCV; deceased donor; tissue bank; molecular biology
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1 INTRODUCAO

1.1 ORGAOS E TECIDOS PROVENIENTES DE DOADORES-CADAVER

As doacOes de 6rgdos e tecidos tém o potencial de salvar diversas vidas. A
nivel mundial, os rins sdo os 0Orgaos soélidos mais comumente transplantados,
seguidos por figado e coracdo. Ainda, cOrnea e enxertos musculoesqueléticos sao
os tecidos mais utilizados para transplante (SULANIA et al., 2016).

Tecidos e 6rgdos provenientes de doadores cadaver (DC) sdo a principal
fonte para transplante, e sdo utilizados em diversas areas clinicas, sendo o0s
principais tecidos: musculoesqueléticos (ossos, cartilagem, tenddes, ligamentos e
fascia), corneas e enxertos cardiovasculares (valvas adrticas e pulmonares,
pericardio, veias e artérias) (EDLER et al., 2011; WILKEMEYER et al., 2012;
PADLEY et al., 2005), e buscam proporcionar melhora na qualidade de vida de
pacientes, sendo assim uma importante fonte para tratamentos (MEYER et al.,
2012). Além disso, os transplantes de 6rgdos podem reduzir os custos associados
com os estagios finais da faléncia de algum 6érgdo. Entretanto, o nUmero de 6rgaos e
tecidos disponiveis para transplante € limitado (ABOUNA, 2001). Estima-se que
nenhum pais no mundo consegue captar O0rgdos suficientes para atender as
necessidades da populacdo, cobrindo aproximadamente <10% da necessidade
global (GARCIA et al., 2012).

Adicionalmente, em ritmo crescente, a necessidade de transplantar 6rgéos é
conduzida por diferentes abordagens e métodos nos mais diferentes paises,
conforme a conduta das agéncias regulatdrias de transplantes de cada pais, e de
maneira geral, sdo seguidas diretrizes propostas pela OPTN (Organ Procurement
and Transplantation Network) e OPQ’s (Organ Procurement Organizations). Paises
como Espanha, Austria, Croécia, Estados Unidos, Noruega, Portugal, Bélgica e
Franca apresentam as maiores taxas de doacfes de Orgdos provenientes de DC
(GARCIA et al., 2012). Entretanto, cada instituicdo apresenta peculiaridades em
suas funcbes, o que acarreta diferentes taxas de doacdo de oOrgdos, estando
atreladas a diferencas estruturais, monetarias e culturais de cada regido. Ainda,
fatores como autopsia, diferencas na populacdo de doadores, localizacédo
geografica, manipulacdo das amostras, validacdo de testes internos, disponibilidade
e variabilidade dos testes também estdo atribuidos a essas diferentes taxas
(KAZEMEYNI, 2009; GREENWALD et al., 2017).
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1.2 TRIAGEM E SELECAO DE DODADORES-CADAVER

Os bancos de tecidos humanos tém como objetivo selecionar potenciais
doadores, avaliar, triar, captar, processar, armazenar e disponibilizar tecidos para
fins terapéuticos e/ou cientificos. Ao redor do mundo séo reportadas diversas
abordagens pelas diferentes agéncias regulatorias a fim de avaliar testes buscando
doencas infecciosas (GREENWALD et al., 2012; GROSSI et al., 2009; GUYOTAT,
1990; PRUSS, 2010; DA FONSECA VICTER et al., 2016).

No Brasil, para realizar captacdes de tecidos, as equipes de retirada devem
estar cadastradas e autorizadas pela Central de Notificacdo, Captacao e Distribuicédo
de Orgdos e Tecidos dos Estados e Coordenacdo Geral do Sistema Nacional de
Transplantes, conforme exigéncias legais. Os aspectos legais e éticos do processo
da doacao sao conduzidos pelas Centrais de Transplantes dos Estados, baseados
na legislacdo brasileira vigente pela RDC n° 55, de 11 de dezembro de 2015 e
portaria 2600 do Ministério da Saude (ANVISA, 2015; BRASIL, 2009).

Adicionalmente, a avaliacdo do potencial doador é feita por meio de triagem
clinica, social, fisica e laboratorial, além de uma entrevista e questionario com
responsaveis pelo curatelado a respeito do histérico de vida e habitos; essas
medidas tém como finalidade investigar a presenca de antecedentes médicos e
sociais que estabelecam risco de transmissdo de doencas infectocontagiosas ou
doencas malignas para o receptor. Perante a RDC n° 55, de 11 de dezembro de
2015 (boas praticas em tecidos humanos para uso terapéutico) e a portaria
n°2.600/GM de 21 de outubro de 2009, que estabelece o regulamento técnico do
sistema nacional de transplantes, entre os critérios de selecéo e exclusao de DC, a
doacao s6 pode ser efetivada seguindo os critérios técnicos estabelecidos. Portanto,
doadores com causa da morte indefinida, sinais fisicos que sugiram risco de
doencas malignas ou sexualmente transmissiveis, infec¢do local ndo controlada no
momento da doacdao, histéria de doenca cronica, sistémica e auto-imune capazes de
prejudicar a qualidade dos tecidos a serem doados, exposi¢cdo a agentes infecciosos
em viagens, exposi¢do a substancias toxicas nos ultimos 12 meses, historia de
vacinacao, testes laboratoriais anti-citomegalovirus (CMV) (IgG) e anti-Toxoplasma
(IgG) reagentes. Ainda, indica-se a realizacdo de testes laboratoriais especificos
para o doador, que inclui sorologia para Virus da Hepatite B (HBV), HCV, HIV, sifilis,
Chagas, HTLV I/ll (Virus Linfotropico T Humano tipos | e 1) (ANVISA, 2015; BRASIL,
2008; BRASIL, 2009).
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Além disso, recomenda-se que todos os doadores de tecidos sejam triados
através de anti-HIV 1 e 2, anti-HBc, HBsAg e anti-HCV, utilizando testes sorologicos
para doador de sangue licenciados pela ANVISA e também pelo teste de deteccéo
de &cido nucleico para HIV (Virus da Imunodeficiéncia Humana)e HCV (Virus da
Hepatite C). Destaca-se também que o tempo de coleta dos 6rgaos e ou tecidos de
DC entre a parada cardiorrespiratéria e retirada pode variar de 0 a 24 horas, a
depender do que serd captado e das condicbes de preservacdo do DC (ANVISA,
2015; BRASIL, 2008; BRASIL, 2009).

Entretanto, foram relatados casos de transmissao de doencas infecciosas em
transplantes de 6rgdos e tecidos provenientes de doadores vivos e cadaver, tais
como HIV, HCV, HBV, Raiva, doenca pridbnica e Dengue (EASTLUND, 1995;
TOMFORD, 1995; CONRAD et al., 1995; FISHMAN et al., 2012; ISON et al., 2011;
BIXLER et al, 2019; ROSSO et al., 2018; GUPTA et al., 2016; CHEN et al., 2017;
SURYAPRASAD et al.,, 2015; NAM et al., 2018). Adicionalmente, foi relatada
transmissdo de doencas virais na realizacdo de transplantes em situacées onde
houve falha de comunicagéo interna, em outra ocasiao nao foram realizados exames
sorologicos adicionais antecedendo a doacédo, e pela falta de realizacdo de NAT
(Nucleic Acid Test - Teste de Acidos Nucleicos) (BELLANDI et al., 2010; ISON et al.,
2012; ISON et al., 2011). Ainda, Ball e colaboradores (1991) constaram em seu
trabalho que os virus conseguem sobreviver em tecidos preservados em condi¢cdes
laboratoriais por véarias horas apés a morte de um individuo.

Para tanto, se faz necessaria a realizacdo de testes para marcadores de
doencas em doadores com o intuito de minimizar a transmissdo de doencas
(EASTLUND, 2000). A liberacdo dos tecidos musculoesqueléticos, cardiacos e de
cOrnea para uso terapéutico s6 é feita apds a revisdo das informagbes contidas no
relatorio de captacdo, no historico médico e social, no exame fisico, no termo de
autorizacdo de remocao de érgaos e tecidos, nos exames sorologicos e nos testes
laboratoriais.

Além disso, a OPTN (Rede de Obtencdo de Orgdos — Organ Procurement
and Transplantation Network) ordena que, no minimo, doadores de 6rgdo sejam
triados para infecgbes ativas e latentes, através de cultura bacteriana do sangue,
urina e escarro. Testes para antigeno e anticorpo de HIV 1 e 2, anticorpo para sifilis,
anticorpo para citomegalovirus, anticorpo para o0 virus Epstein-Barr, anticorpo

nuclear de hepatite B, antigeno de superficie de hepatite B e anticorpo de HCV.
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Adicionalmente, a OPTN exige que testes soroldgicos sejam validados para plasma
e soro de DC (OPTN, 2013; THEODOROPOULOS, 2013).
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1.3 INFECCOES VIRAIS POR HIV E HCV

Estima-se que 71 milhdes de pessoas ao redor do mundo convivem com HCV
(WHO, 2017) e outros 36,7 milhdes estao infectadas com HIV (UNIAIDS, 2016). O
namero de pessoas que apresentam quadros de coinfec¢cdo chegam 2,3 milhdes a
nivel global (PLATT et al., 2016).

No Brasil, de 2007 até junho de 2018, foram notificados no SINAN (Sistema
de Informacdo de Agravos de Notificagdo) 247.795 casos de infecgdo pelo HIV,
sendo 117.415 (47,4%) na regido Sudeste, 50.890 (20,5%) na regido Sul, 42.215
(17,0%) na regido Nordeste, 19.781 (8,0%) na regido Norte e 17.494 (7,1%) na
regido Centro-Oeste (BRASIL, 2018). Ainda, segundo dados do Ministério da Saude,
(2018), entre 2007 e 2017, 9,4% do total de casos notificados de HCV apresentaram
coinfeccdo com HIV.

De 1999 a 2017, foram notificados no Brasil 331.855 casos de hepatite C com
um dos marcadores — anti-HCV ou HCV-RNA — reagente. Adicionalmente, a hepatite
C representa 75,8% dos Obitos por causa béasica e associada as hepatites virais
segundo o agente etioldégico no Brasil entre 2000 a 2016, e representa a terceira
maior causa de transplantes hepaticos (BRASIL, 2018).

Mesmo que as transmissdes de doencas possam ocorrer em menos de 1%
dos receptores de 6rgdos (ISON, 2009; ISON, 2011), testes altamente sensiveis
para HIV e HCV sao essenciais para minimizar e mitigar o risco de transmissao de
doencas (EASTLUND, 2005), visto que quando ocorrem, as transmissdes de virus
geralmente causam acometimentos graves e morte dos receptores de 0Orgaos
(GASINK et al., 2006; FABRIZI et al., 2014; CARBONE et al., 2013).
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1.4 CONTEXTUALIZACAO E HISTORIA NATURAL DOS VIRUS HIV E HCV

O HIV caracteriza-se por ser um virus pertencente a familia Retroviridae do
género Lentivirus (VAISHNAY et al.,, 1991; CAMPBELL & ROBINSON, 1998).
Apresenta longo periodo de incubacéo, e ao entrar na célula-alvo, 0 genoma de
RNA viral é convertido em DNA de cadeia dupla pela transcriptase reversa (SMITH &
DANIEL, 2006). O HIV é composto por duas copias de RNA de cadeia Unica e
senso positivo com aproximadamente 9749 nucleotideos. O espectro clinico da
infecc@o pelo HIV inclui infeccdo primaria (aguda), infeccdo assintomatica (latente),
sintomas iniciais da infeccdo e imunodeficiéncia avancada com complicacdes
oportunistas (MANDELL, DOUGLAS & BENNET, 2009).

A infeccdo pelo HIV-1 mostra um amplo espectro de apresentacdes clinicas,
e em individuos ndo tratados, estima-se que o tempo médio entre 0 contagio e o
aparecimento da doenca esteja em torno de dez anos. Neste momento, bilhées de
particulas virais se amplificam diariamente, onde apresentam elevada viremia
plasmatica e tem caracteristica de serem altamente infectante. Observa-se um
periodo de laténcia e fase sintomatica, cujo periodo pode variar de individuo para
individuo. Costumeiramente o exame fisico do paciente é normal, entretanto,
sintomas como linfadenopatia generalizada € frequente. A contagem de linfocitos T-
CD4+ apresenta-se normal, porém sdo relatados episédios de infeccbes
bacterianas. Com a progressdao da doenca, sintomas constitucionais sao
observados. Nesse periodo, ja é possivel encontrar diminuicdo na contagem de
linfécitos T-CD4+ (FAUCI et al., 1996; BRASIL, 2013; BACHETTI, 1989).

O aparecimento de infec¢des oportunistas e neoplasias é o que define de fato
a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS). Esses sintomas podem ocorrer
até o acometimento total do paciente (DAAR, LITTLE & PITT, 2001; PEDERSEN et
al., 1989; POLK et al., 1987).

A nivel mundial, a infeccdo pelo HIV é predominantemente transmitida via
sexual, também pela transmissédo vertical durante a gravidez (mée para o feto),
amamentacdo e compartiihamento de agulhas. Ainda, transfusdes com sangue
contaminado com HIV continuam sendo fontes de infeccdo em algumas partes em
desenvolvimento do mundo em consequéncia da falta de implementacéo de politicas
nacionais de transfuséo, o recrutamento de doadores voluntarios, a falta de triagem
apropriada do sangue coletado (TAGNY et al., 2008). Transmissdes de HIV por

compartilhamento seringas e agulhas nédo estéreis ainda ocorrem, mas a sua taxa de
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transmissdo em paises em desenvolvimento ndo € bem documentada (PRESTERL
et al., 2019).

A transmissao dos virus pelo sangue e outros tecidos pode ocorrer em casos
em que os receptores de sangue ou de produtos sanguineos ndo testados de
doadores infectados pelo HIV estdo sob alto risco de infeccdo pelo HIV, sendo
reportada a transmissdo de HIV através do recebimento de sangue total,
componentes celulares do sangue, plasma e outros hemoderivados em varios
estudos (CURRAN et al., 1984; EVATT et al., 1984; PRESTERL et al., 2019; CAPPY
et al.,, 2019). A deteccédo do HIV é reportada por diferentes métodos, podendo ser
detectado em diferentes condicdes, isto €, em doador vivo ou DC com diferentes
cargas virais (GREENWALD et al., 2017).

Uma reducdo adicional no risco de HIV transmitido por transfusdo nos
Estados Unidos ocorreu depois que a Food and Drug Administration (FDA) aprovou
a implementacdo do teste NAT de unidades de sangue em 2002, o que reduz o
periodo de janela para aproximadamente 12 dias. Em um ensaio clinico, um total de
7 doacdes positivas para o HIV-1 e 88 do virus da HCV que de outra forma néo
teriam sido diagnosticadas foram detectadas em mais de 20 milhdes de doacdes
testadas (EUA, 2002; EUA, 2017).

Apesar disso, é importante destacar que a transmissdo do HIV através de
transplante de figado, coracdo rim, pancreas, 0ssos e pele foram reportadas no
passado, e atualmente devido ao avanco da triagem, a transmissdo do HIV € um
evento raro (ERICE et al., 1991; CLARKE, 1987; SIMONDS et al., 1992, NAM et al.,
2018, ISON et al., 2011).

O HCV é um virus RNA da familia Flaviviridae, que se espalha
predominantemente por vias parenterais. Tem um genoma de 9379 pares de bases
(MANDELL, DOUGLAS & BENNET, 2009). A transmissdo do HCV requer que 0s
viribes infecciosos entrem em contato com as células suscetiveis que sé&o
permissivas a replicacédo. Os sintomas clinicos assemelham-se aos de outras formas
de hepatite viral, e a doenca pode ser distinguida apenas por testes sorologicos.
Menos de 15% a 25% dos casos de infeccdo aguda pelo HCV resultam no
desenvolvimento de ictericia e, portanto, ha uma alta taxa de infeccdo subclinica
(HUANG et al., 2005).

O RNA do HCV pode ser detectado no sangue (soro e plasma), saliva,

lagrimas, fluido seminal, liquido ascitico e liquido cefalorraquidiano (FIORE et al.,
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1995; MENDEL et al., 1997; WANG et al., 1992), podendo ser detectado em baixas
cargas virais e condicdes, dependendo do método. A transmissao do virus pode ser
por via percutdnea, produtos sanguineos contaminado, infec¢des nosocomiais,
transmissdo sexual, vertical e por transplante de 6rgaos e tecidos (BLANCHETTE
et al., 1994; KINOSHITA et al., 1993; PRESTERL et al., 2019; THOMPSON et al.,
2009; HEIKENS et al., 2019; TAVOSCHlI et al., 2019; GREENWALD et al., 2017).

Apos a infeccdo pelo HCV, o RNA do HCV torna-se detectavel no soro dentro
de alguns dias a 8 semanas (WITHERELL & BEINEKE, 2001). Geralmente esta
presente no sangue antes do desenvolvimento da ictericia, mas a carga de RNA
viral pode flutuar muito, e alguns pacientes podem ser intermitentemente negativos
para 0 RNA do HCV. O intervalo minimo ap6s suspeita de exposi¢cao, apos o qual
um teste de PCR do HCV persistentemente negativo exclui a infeccdo, nédo foi
definitivamente estabelecido. Os testes ELISA anti-HCV tornam-se positivos apos 8
semanas depois da exposicdo. Aproximadamente metade dos pacientes com
infeccdo aguda sintomatica tém anticorpos detectaveis para o HCV, no entanto, o
desenvolvimento de anticorpos contra o HCV pode ser retardado em pacientes com
infeccdo subclinica.

As aminotransaminases séricas tornam-se elevadas aproximadamente 6 a 12
semanas apos a exposicao e tém concentracao variavel. A distincdo do HCV agudo
de uma infeccdo crbnica pelo HCV recém-descoberta pode nem sempre ser
possivel, pois 0 RNA do HCV e os anticorpos anti-HCV estdo presentes em ambas
as situacdes (CHANG et al., 1994).

Um histérico de exposicdo recente, um teste de anticorpos negativo com um
RNA de HCV positivo, a presenca de sintomas sugestivos de hepatite aguda e o
nivel de aminotransaminases séricas podem fornecer alguma ajuda. Devido a
auséncia de sintomas associados a infeccdo aguda e a alta propensdo ao
desenvolvimento de doencgas crbnicas, o HCV pode persistir de maneira indolente e
silenciosa e surgir décadas mais tarde com manifestacdes de doenca hepatica
terminal. Como resultado, a triagem periédica para infeccéo pode ser justificada em

pacientes com alto risco de infeccdo (CHANG et al., 1994).
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1.5 TESTES PARA DETECCAO DE HIV E HCV

O primeiro relato de AIDS associado a transfuséao foi em 1982. Em 1983, os
bancos de sangue iniciaram a auto exclusédo voluntaria de doadores com riscos de
infeccdo pelo HIV. Em 1985, os primeiros testes sorolégicos para o anticorpo de HIV
tornaram-se disponiveis, e 0 uso desses testes sorolégicos para HIV a fim de
rastrear e triar as doagfes de sangue diminuiu drasticamente o risco de transmissao
de HIV por transfusdo de sangue (PETERMAN et al., 1987; LACKRITZ et al., 1995).

A identificacdo sorolégica de doadores repetidos com infeccdo por HIV
(incluindo a deteccéo de antigeno p24 e teste de acido nucléico), triagem de sangue
para HCV e HTLV I/ll, e reducdo no numero de transfusdes realizadas também
diminuiram o risco de transmisséao viral (LACKRITZ et al., 1995; SCHREIBER et al.,
1996; DODD, NOTARI & STRAMER, 2002; EUA, 2017). Doadores de 6rgaos e
tecidos devem ser avaliados e rastreados por testes soroldgicos de maneira
semelhante aos doadores de sangue (EUA, 1988; EUA, 1988).

Diversos testes podem ser executados em doadores de tecidos com o
proposito de diagnosticar HIV e/ou HCV, incluindo testes de anticorpos, antigenos,
NAT e outros testes moleculares (MEYER, 2012; PRUSS, 2010; DELMONICO,
2000; GREENWALD, 2018; GUBBE, 2012) e dentre eles, o NAT e outros métodos
moleculares podem detectar esses virus antes dos outros testes, funcionando como
testes complementares (PRUSS, 2010; DA FONSECA VICTER, 2016; DODD, 2009;
KOPPELMAN, 2012; VERMEULEN, 2009; KLAUS, 2011). O NAT pode ser positivo
entre 5,6 a 10,2 dias ap0s a infec¢do/exposicdo, o que reduz a janela imunoldgica
em aproximadamente 12 dias quando comparado ao teste sorologico de HIV (22
dias). Logo, sugere-se a utilizagdo de NAT a fim de transpassar os riscos da janela
imunoldgica. Adicionalmente, a triagem utilizando NAT pode ser benéfica ao detectar
doadores falso positivos (<1%) quando um doador ndo € identificado como usuario
de terapia antirretroviral e com supressao viral (KUCIRKA et al., 2011; FISHMAN &
GROSSI, 2014; THEODOROPOULOS et al., 2018)

Também é relatado que técnicas utilizando métodos sorolégicos podem falhar
ao testar amostras de soro ou plasma de baixa qualidade provenientes de DC,
podendo gerar resultados discordantes juntamente a variavel do tempo de parada
cardiaca de cada doador (HEIM et al., 1999). E relatado que amostras provenientes
de DC podem ter tanto resultados falso-negativos quanto falso-positivos, levando ao

descarte de tecidos aplicaveis para terapia (DOW, 2000).



23

Além das sorologias, é exigida a realizacdo de teste de biologia molecular por
meio de NAT através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para o diagndstico
de HIV e HCV para os doadores de tecidos cardiovasculares e osteomusculares,
visto que entre os eventos adversos do transplante de tecido cadaveérico, a
transmissdo de virus transmitidos pelo sangue (HIV, HCV e HBV) representa uma
complicacéo importante (MEYER et al., 2012).

A triagem realizada por NAT permite detectar os virus em fase de infec¢éo
aguda e, assim, podem reduzir o risco de transmissao de HIV, HBV e HCV aos
doadores. Como o NAT detecta diretamente material genético viral, o tempo para o
diagnéstico no periodo da janela imunoldgica (periodo entre o momento da infecgcéao
até o teste ser capaz de detectar o virus) é substancialmente reduzido com este
teste, quando comparado aos testes soroldgicos, que necessitam de maior tempo
pois detectam a formacéo de anticorpos (KUCIRKA et al., 2011; KLEINMAN et al.,
2009; FIEBIG et al., 2003). Isso acrescenta mais seguranca aos tecidos utilizados
para transplante (MUELLER et al., 2012; SCHMIDT et al., 2010; KOPPELMAN et al.,
2012; VERMEULEN et al., 2009). O uso de técnicas embasadas em PCR tem se
mostrado amplamente aplicavel para a detec¢do de virus como o HIV e o HCV
(CHURCHILL, 2016; BUSTIN, 2005, LI & LO, 2015).

Técnicas moleculares atualizaram o diagnoéstico de doencas infecciosas,
particularmente o diagndstico de doencas virais, e testes moleculares quantitativos
estdo sendo avaliados e validados com baixas cargas virais (£1.000 copias/mL ou
IU/mL) de HIV e HCV usando padrdes virais liofilizados fornecidos pelo NIBSC,
porém, eles estdo focados em doadores vivos de sangue (AMENDOLA et al., 2014;
WIESMANN et al.,, 2015; BRAUN et al., 2017). Ainda, métodos moleculares
quantitativos demonstraram um menor turnaround time (tempo de detecg&o) quando
utilizado 1.000 copias ou Ul/mL. (PRONIER et al., 2018; SENECHAL, 2012; NOLTE,
1999).

Greenwald e colaboradores (2018) realizaram um estudo comparando
diferentes kits de antigeno, anticorpo e NAT para os virus HIV, HCV e HBV com
amostras de DC com histérico de contaminacdo por pelo menos um desses virus.
Foi constatado que para individuos com HIV, 97,9% deles tiveram teste de anticorpo
reagente, enquanto 50,0% tiveram NAT positivo, e ao unir as duas metodologias,
98,1% tiveram resultado positivo. Para HBV, 94,4% dos DC apresentaram anti-HBc

positivo e 25% apresentaram reatividade para antigeno de superficie e 19,2%
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apresentaram NAT positivo, entretanto, ao unificar os exames, 97,5% dos individuos
tiveram pelo menos uma metodologia reagente. Para HCV, 93,8% dos DC tiveram o
teste de anticorpo positivo, enquanto 78,0% deles apresentaram NAT positivo,
entretanto 96,9% foram reagentes quando somadas as metodologias.

Entretanto, a analise de amostras provenientes de DC s&do impares, pois
contam com a presenca de inibidores de reacdo de PCR como de testes
sorolégicos, que podem atrapalhar a interpretacdo e/ou qualidade dos resultados
destes exames devido a fen6menos naturais que ocorrem ap0s a morte, como
hemolise (aumenta devido a parada cardiorrespiratéria), hemodiluicdo, proteolise,
autolise, inibidores, transfusdes de sangue pré-morte, inibicdo por produtos de lise
de células sanguineas, degradacdo de &cidos nucleicos virais e interferéncia com
contaminacdes bacterianas (presenca de DNAse e RNAse de origem bacteriana).
Estas condi¢cdes podem levar a resultados falso-negativos, interferéncia na deteccéo
do &cido nucleico viral ou mesmo reduzir a sensibilidade analitica dos sistemas de
NAT. O mecanismo de interferéncia devido & hemdlise é caracterizado como néo
sendo somente da hemoglobina, mas também dos outros constituintes
intracelulares, que séo liberados no soro ou plasma durante o processo de hemdlise.
Um procedimento de extracdo eficiente, entretanto, é essencial para a performance
de sistemas de NAT (EDLER et al., 2011; GUBBE et al., 2012; BURTONBOY et al.,
1996; MIEDOUGE et al., 2002; PRUSS et al., 2010).

Alguns estudos sugerem que amostras para testes sorolégicos sao seguras
com coletas até 48h apos a parada cardiaca do doador, enquanto para NAT e outros
testes moleculares, recomenda-se que as coletas sejam realizadas em até 24h
(EDLER et al., 2011; PRUSS et al., 2010), mas ja foi demonstrado que amostras
coletadas de 36 a 48h apGs a morte também foi possivel detectar com seguranca
cargas virais elevadas (MEYER, et al.,, 2012). Porém, ha um grande perigo de
contaminagao bacteriana em amostras coletadas >24h post mortem (PRUSS et al.,
2010).

Ainda, é importante destacar que ao testar amostras provenientes de DC é
requerido um teste individualizado, e ndo em forma de pool, pois as amostras podem
ser comprometidas (DA FONSECA VICTER, 2016).
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2 JUSTIFICATIVA

Nos Estados Unidos, foi reportada a transmissao de HIV e HCV para quatro
receptores apoés transplante de érgaos provenientes de um doador infectado, porém
seu exame sorologico foi ndo reagente (ISON et al.,, 2011). Desde entdo, a
otimizacao da triagem de doadores vem sendo requerida mundialmente (ISON et al.,
2011; LAI et al.,, 2013; LEN et al.,, 2012). Ainda, os 6rgdos responsaveis pela
captacdo realizam uma entrevista buscando o histérico de saude de cada DC, porém
existe um problema nessa abordagem devido a disponibilidade de informacao que
os entrevistados podem fornecer, e que podem ndo estar cientes de um historico
recente de riscos (EDLER et al., 2011).

Atualmente, a metodologia NAT é obrigatéria para a triagem de doadores de
sangue e doadores cadaver em Varios paises, inclusive no Brasil. Estudos
comparativos feitos em diversos paises, como Estados Unidos, Alemanha e Italia,
demonstram reducéo da janela imunolégica de deteccao do virus HIV de 16-20 dias
nos testes sorologicos para 10-12 dias utilizando NAT, e de 70 para 10 dias para o
virus HCV (GALLARDA & DRAGON, 2000; NUBLING et al., 2009; VELATI et al,
2008). Em outro estudo, foi demonstrado que a janela imunologica entre o periodo
de exposicdo até a deteccao no soro ou plasma utilizando NAT foi de 3 a 5 dias para
HCV e 5 a 6 dias (HUMAR et al., 2010).

Entretanto, até agora, a maioria dos kits NAT comerciais ndo séo licenciados
para amostras de sangue pés-morte e, por isso, devem ser validados para esta
finalidade. Adicionalmente, estudos prospectivos sobre o comportamento de
parametros infecciosos para HIV e HCV em condi¢cdes pds-morte sdo escassos
(EDLER et al.,, 2011; GUBBE et al.,, 2012; MEYER et al., 2012; DA FONSECA
VICTER et al., 2016).

Para os doadores de tecidos cardiovasculares ou osteomusculares, o NAT
somente estd validado para doadores vivos que evoluiram para morte encefélica.
Por outro lado, parte dos doadores destes tecidos pode ser cadaver, isso €, uma
doacéo ja com coracdo parado, e usualmente, apenas o0 sangue post mortem pode
ser coletado em circunstancias definidas. Nestes casos, a captagdo em geral &
realizada dentro de 12 a 15 horas quando o corpo fica em temperatura ambiente ou
em até 24 horas quando refrigerado. Tecidos podem ser recuperados de DC, porém,
o grande desafio € que o sangue, plasma e soro pds-morte é de baixa qualidade,

sendo modificado por hemodlise, hemodiluicdo, autdlise e crescimento bacteriano
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devido translocacédo depois da circulacdo ter cessado, fatores esses que podem
interferir nos resultados de testes imunoldgicos/sorologias (GESSONI et al., 2004;
KLAUS et al., 2011; EASTLUND, 2000).

Alguns kits de sorologia ja foram validados para amostras de cadaver,
entretanto, poucos kits comerciais de NAT foram estudados com esta finalidade.
Ainda, no Brasil, os kits NAT utilizados atualmente para DC ndo se encontram
validados para esse tipo de amostra, apesar de ser um exame mandatério pela
legislagédo brasileira de transplantes. O kit NAT desenvolvido no Brasil pela Bio-
Manguinhos® kit NAT HIV/HBV/HCV® é usado de rotina de triagem nos bancos de
sangue (FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brasil), entretanto a bula ndo especifica a
validacdo para amostras provenientes de DC. Estas consideracdes justificam a
necessidade de um estudo que valide os testes disponiveis no Brasil para este fim,
isto €, em amostras de DC.

Ao detectar o RNA ou DNA do proprio virus, o NAT pode identificar infeccdes
virais em niveis mais baixos do que os imuno-ensaios detectam. O NAT pode ajudar
a tornar o fornecimento de sangue mais seguro para doacdo de érgaos e tecidos
como um teste complementar. Porém, apesar de alguns estudos ja terem
demonstrado a empregabilidade de NAT e outros testes moleculares em amostras
de sangue de doadores cadaver, a falta de estudos com testes comercialmente
disponiveis e validacdes foi reportada (DA FONSECA VICTER et al., 2016).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Comparar e avaliar o desempenho de diferentes kits moleculares comerciais
disponiveis no Brasil para a detec¢céo e quantificacdo do HIV e HCV em amostras de

sangue de doador cadaver através de contaminacao artificial.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Validar a metodologia de extracdo e deteccdo de acido nucleico do HIV e
HCV em amostras de sangue periférico, soro e plasma obtido de doadores
cadaveres através de contaminacéo artificial com os respectivos virus.

Avaliar o desempenho dos testes comerciais para detec¢ao de acido nucléico
do HIV e HCV e comparar a deteccdo do controle interno para validacao dos testes
moleculares em amostras de sangue periférico, soro e plasma de cadaveres.

Avaliar e comparar a sensibilidade, especificidade, acuracia, valores

preditivos positivo e negativo dos diferentes testes moleculares comerciais.
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4 METODOLOGIA

A definicdo dos doadores cadaveres de oOrgados e tecidos respeitou 0s
critérios estabelecidos na Resolucdo da Diretoria Colegiada da Anvisa, RDC N° 55,
de 11/12/2015, publicada no Diario Oficial da Unido em 14/12/2015, que dispbe
sobre as Boas Praticas em Tecidos Humanos para uso terapéutico, bem como a
portaria n°2.600/GM de 21 de outubro de 2009 que estabelece o regulamento
técnico do sistema nacional de transplantes.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da PUCPR sob parecer
ndmero 83139718.5.0000.0020.

N&o houve nenhum conflito de interesse entre os pesquisadores e as
marcas de kits estudadas.

O manuscript do artigo foi submetido para a revista Journal of Clinical
Virology, com fator de impacto 3.020, Q1 na é&rea de Medicina e Doencas
Infecciosas no Scimago e Qualis B1 perante a qualificacdo da plataforma Sucupira
para o estrato Medicina |, e encontra-se no topico a seguir (resultados) em forma de
artigo, com os topicos introducdo, material e métodos, resultados, discussédo e

conclusdo desenvolvidos.
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HIGHLIGHTS

« Transmission of infectious diseases can occur in organ and tissue transplantations
* NAT tests can detect the viruses sooner than serologic tests

« Cadaveric blood specimens are usually of poor quality, with inhibition factors

« There is a lack of available and validated tests for cadaveric specimens in Brazil

* Assays have a wide variability to accurately provide results on cadaveric specimens
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Abstract

Background: Tissues from cadaveric donors are used in several clinical circumstances, and
the transmission of infectious diseases has been reported. Cadaveric donor (CD) blood sample
analysis is challenging due to its poor quality. However, studies have demonstrated the
usefulness of molecular based methods, and the lack of studies using available commercial
molecular tests was reported.

Objective: The aim of this study was to evaluate the performance, specificity, sensitivity, and
accuracy of different commercial molecular tests for HIV and HCV detection and
quantification in CD through spiked samples.

Study design: 20 CD and 20 blood donor samples were tested using 1,000 copies/mL and
1,000 IU/mL of lyophilized standards of HIV and HCV, respectively. Samples were analyzed
by different molecular kits: XPERT HCV Viral Load and HIV-1 (Cepheid), COBAS®
TagMan® HIV-1 and COBAS® TagMan® HCV Test, v2.0 (Roche), and artus® HI Virus-1
QS-RGQ and artus® HCV RG RT-PCR Kit (Qiagen).

Results: HIV and HCV in CD were detected by RT-PCR-based quantitative kits. The tests
performed by the Cepheid and the Roche kits showed the most accurate, sensitive and specific
results, however, a wide variability between the assays and kits was observed. The Qiagen
Kits did not demonstrate satisfactory results.

Conclusions: CD evaluation showed great variability. The Cepheid and Roche kits were more
sensitive for detecting HIV on CD and Cepheid was the most efficient kit for HCV
quantification in CD. The Roche and Cepheid kits can be used to screen tissue donors for HIV
and HCV.

Keywords: HIV, HCV, deceased donor, tissue bank, molecular biology
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INTRODUCTION

Tissue banks evaluate potential donors with several serological screening tests for infectious
diseases. These tests can vary according to the tissue and the patient’s origin, including risk
for endemic infectious diseases [1-5]. Despite the rigorous microbiological and viral
screening of tissue donors, transmission of infectious diseases has been reported [6-10], such
as cytomegalovirus, rabies, prion disease, hepatitis B virus, hepatitis C virus (HCV), and

human immunodeficiency virus (HIV).

Several analytical methods can be performed in tissue donors samples for HIV and HCV
diagnosis, including testing for antibodies, antigens and nucleic acids (NAT) [4, 11-14]. All
these tests are specific and sensitive; however, NAT and other molecular-based methods can
detect the viruses sooner than antibodies and antigens tests, increasing the safety of the
donated tissues [4, 5, 15-18]. Cadaveric serum and plasma specimens are usually collected
after circulation and are often of poor quality. This is due to effects of hemolysis,
hemodilution, autolysis, bacterial growth, and other factors, which can interfere in

immunological tests (antigen and antibody) [18].

Considering the shortage of available tests for cadaveric specimens that are developed,
validated for use and standardized in Brazil, the aim of this study was to evaluate the
specificity, sensitivity, and accuracy of different commercial molecular tests for the detection
and quantification of HIV and HCV in peripheral blood samples from cadaveric donors

through spiked samples.
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MATERIALS AND METHODS

Experimental study design

The definition of cadaveric tissue donors used the Brazilian criteria established by regulatory
agencies [19]. This study was approved by the Ethics Committee of Pontificia Universidade
Catdlica do Parand (approval number 83139718.5.0000.0020). All samples were obtained
after donor or family authorization. A total of 20 samples from cadaveric donors and 20
samples from blood donors were collected from April/2018 to October/2018 and stored at -

80°C until testing (Figure 1).

Sample collection, storage and organization

Peripheral blood samples from 20 cadaveric tissue donors were collected into serum tubes
(Vacutainer®, BD Biosciences, San Jose, CA, USA) and in EDTA K2 tubes for plasma
(Vacutainer®, BD Biosciences, San Jose, CA, USA). In this group, 20 samples were spiked
with 1,000 copies/mL HIV, 20 samples were spiked with 1,000 IU/mL HCV, and 10 samples
were not spiked and used as negative controls for both HIV (5 samples) and HCV (5
samples). For HIV tests, only the plasma aliquots were used, while the HCV tests were
performed using serum aliquots (except when using Qiagen Kits, which used plasma for both

tests, see below).

In addition, peripheral blood samples from 20 blood donors were collected after informed
authorization. The peripheral blood samples were collected into serum and plasma tubes. In

this group, 10 samples were spiked with HIV, 10 samples were spiked with HCV, and, as
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above, 10 samples were not spiked and used as negative controls for both HIV (5 samples)
and HCV (5 samples). For HIV tests, only plasma aliquots were used, while HCV tests were
performed with serum aliquots (except for Qiagen kits, which used plasma for both tests, see

below).

For both groups (cadaveric and blood donors), the tubes were homogenized according to the
manufacturer's recommendation and centrifuged at 3,500 x g for 15 minutes at room
temperature, according to Gubbe et al. [14]. One mL aliquots were stored at -80 °C. Fresh
samples (immediately processed and analyzed after collection) from both groups were
previously tested for HIV and HCV by two distinct standardized routine serological
methodologies (immunoenzymatic assays, 4" generation) and NAT, with the aim of

excluding contaminated samples (Figure 1).

Characteristics of Molecular Detection Kits

Tests were performed according to the manufacturer’s instructions for use (IFU), using six
different kits commercialized in Brazil. XPERT HCV Viral Load (Cepheid, Sunnyvale, CA,
USA), XPERT HIV-1 (Cepheid, Sunnyvale, CA, USA), COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0
(Roche, Meylan, France), COBAS® TagMan® HCV Test, v2.0 (Roche, Meylan, France),
artus® HI Virus-1 QS-RGQ (Qiagen, Hamburg, Germany) and artus® HCV RG RT-PCR Kit
(Qiagen, Hamburg, Germany). The IFU do not include instructions for specimen collection,

storage and handling of cadaveric specimens.
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Spiking technique using Viral Standards from National Institute and Biological Standards

and Control (NIBSC)

Viral lyophilized standards of HIV-1 RNA 16/194 (NIBSC/WHO/2017) and HCV NAT
14/150 (NIBSC/WHO/2016) were diluted with molecular grade water (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA), according to their respective IFU. Each standard was then aliquoted and stored at -

80 °C until use (Figure 1).

The samples of plasma or sera for each group were contaminated with 1,000 copies/mL of
HIV-1 and 1,000 IU/mL of HCV, separately. They were then immediately tested using the

detection protocol described below (Figure 1).

Detection Protocol using molecular detection

All tests were performed strictly according to the IFU. All kits used the methodology based
on PCR tests. Interpretation of the results was done using the software for each Kit. In addition
to the spiked and negative samples, internal, positive and negative controls were evaluated in

each reaction to validate the reaction, according to IFU.

Sample characteristics and clinical data from each donor were collected and evaluated. These
included: hemolysis none, + (mild), ++ (moderate) and +++ (severe), hemodilution, fibrin
clot, gender, age, hospital of origin, city, state, use of antibiotics, cause of death,

comorbidities, presence of infection, day and time of death, and time of sample collection.
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Statistical analyses

Results were compiled and analyzed using mean, standard deviation (SD) and Cohen’s kappa
coefficient (x), which was calculated to measure inter-rater agreement for qualitative
(categorical) items. Fisher’s exact test was performed to correlate the sample quality and
assay results. The evaluation of operational characteristics of the PCR-based tests was made
through a comparison of the results obtained using the different kits. Sensitivity, specificity
and accuracy were calculated. Moreover, the Student’s T-test and p value concordance were

also calculated with GraphPad Prism 7 (GraphPad Prism Software Inc., San Diego, USA).
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RESULTS

Cadaveric donors’ and samples’ characteristics

Among the cadaveric donor samples, some showed hemolysis + (n=7), lipemic characteristic
(n=1) and fibrin clots (n=3). Twelve patients were under antibiotic therapy; but sepsis or
active bacterial infection was diagnosed in only 6 donors. In two donors, hemodilution
(increased plasma volume in relation to red cells) was detected, one donor presented increased
bilirubin, and one donor had a positive HTLV serology. None of these factors were associated
with tests results (invalidity, positive or negative results, p > 0.05). The mean time difference
between death and sample collection was 03:37 h, ranging from 01:05 h to 11:14 h. The
cadaveric donors’ mean age was 51.5 years old, ranging from 8 to 77 years old. In addition,
55% of donors were men. Twenty five percent of donations were heart (for valves), 75% the
cornea, 10% bones, and 5% skin. Samples collected from blood donors had no alterations
(such as hemolysis, lipemic characteristic, or fibrin clots). Among the samples, 60% were
from women, while 40% were from men. All donor specimens tested for HIVV-1/2 and HCV
using two distinct serological methodologies (immunoenzymatic assays, 4" generation) and
routine NAT prior to using the specimen for the study, and one blood donor had HCV

reactivity with serological methodologies, being excluded from the study.
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HIV Molecular Detection Kits evaluation

When analyzing Cepheid’s XPERT HIV-1, 19 out 20 samples from cadaveric donors had
virus detected and the viral load quantified, with a mean quantification of 2.83 log (SD 0.13)
and 703.95 copies/mL (SD 216.15). Only one sample had an invalid result (unable to obtain
result), indicating that some factor inhibited the reaction. For the same kit, 10 out 10 samples
from blood donors were able to have the viral load quantified, with a mean quantification of
2.80 log (SD 0.04) and 629.60 copies/mL (SD 68.75). None of the negative controls from
cadaveric donors had virus detected, demonstrating 100% specificity. In addition, the

accuracy of this test for cadaveric samples spiked with HIV was 96% (Table 2).

For Roche’s COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0, HIV was detected and quantified in all
samples from cadaveric donors, with a mean quantification of 2.41 log (SD 0.16) and 274.60
copies/mL (SD 90.10). For the same Kkit, all samples from blood donors were quantified, and
had a viral load with a mean quantification of 2.25 log (SD 0.13) and 186.50 copies/mL (SD
55.08). None of the negative controls from cadaveric donors showed amplification of virus,
demonstrating 100% specificity. Additionally, the accuracy of this test for cadaveric samples

spiked with HIV was 100% (Table 2).

Qiagen’s artus® HI Virus-1 QS-RGQ had a mean quantification of 2.63 log (SD 0.52) and 690
copies/mL (SD 603.49) for cadaveric donor samples. However, 6 out the 20 samples were
invalid and 4 did not have virus detected. In the negative controls, 3 were invalid and 2 did
not have virus detected. For the blood donors, all samples had virus detected, with a mean
quantification of 2.82 (SD 0.25) and 750 copies/mL (SD 382.88). Moreover, all the negative

controls did not have virus detected. Due to the invalid results on the negative controls from
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cadaveric samples, the test specificity was 40%. In addition, the accuracy of this test for

cadaveric samples spiked with HIV was 48% (Table 2).

Comparing the quantitative results, the tests showed distinct results with a statistical
difference between Roche vs. Qiagen (p = 0.0028) and between Roche vs. Cepheid (p =
0.0002). When comparing Qiagen vs. Cepheid, no significant difference was observed (p =
0.9925). Furthermore, the same analysis for blood donor samples demonstrated a significant
difference between Roche vs. Qiagen (p < 0.0001) and Roche vs. Cepheid (p = 0.0005),

however, Qiagen vs. Cepheid showed no significant difference (p = 0.4710) (Figure 2).

Regarding the qualitative results, an almost perfect agreement was observed between Cepheid
and Roche, while a slight agreement could be observed between Cepheid- and Roche vs. the

Qiagen kits (Table 1).

HCV Molecular Detection Kits evaluation

The Cepheid’s XPERT HCV Viral Load could quantify all 20 cadaveric donor samples,
reporting a mean quantification of 2.50 log (SD 0.17) and 343.35 IU/mL (SD 134.36), 100%
accuracy and 100% sensitivity. Blood donors’ samples showed 10 out 10 detection with a
mean quantification of 2.51 log (SD 0.12) and 333.60 IU/mL (SD 84.29). None of the
negative controls from cadaveric samples had virus detected, demonstrating 100% specificity

(Table 2).

The Roche’s COBAS® TagMan® HCV Test, v2.0 showed a mean quantification of 2.62 log

(SD 0.30) and 501.11 1U/mL (SD 308.96) for cadaveric donor samples, however, 2 out of the
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20 samples showed no detection of virus and 2 out 20 samples showed an invalid result.
Moreover, 2 out 5 negative controls showed an invalid result, demonstrating 60% specificity,
80% sensitivity and 76% accuracy. For the blood donor samples, all showed quantification
with a mean of 2.53 log (0.51) and 571.28 IU/mL (SD 560.03). All negative control samples

did not have virus detected (Table 2).

For the Qiagen’s artus® HCV RG RT-PCR Kit, the cadaveric spiked donor samples showed
that 8 were invalid and 12 did not have virus detected, while the negative controls showed that
4 were invalid and 1 did not have virus detected, demonstrating that the test had 0% accuracy,
20% specificity and 0% sensitivity (Table 2). For spiked blood donor samples, the mean
quantification was 2.68 log (SD 0.20) and 528 IU/mL (SD 241.33), and all negative controls

did not have virus detected.

The tests between brands showed no significant difference when comparing Cepheid vs.
Roche (p = 0.4104). Furthermore, the same analysis for blood donor samples demonstrated no
significant difference among the brands; Roche vs. Qiagen (p = 0.9600), Roche vs. Cepheid

(p = 0.3090) and Qiagen vs. Cepheid (p = 0.4502) (Figure 3) (Figure 3).
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DISCUSSION

HIV and HCV in cadaveric samples could be detected by PCR-based quantitative kits, and the
tests performed by Cepheid and Roche showed the most accurate, sensitive and specific
results. However, a wide variability between the tests and kits quantification was found.
Blood donor samples showed less variability than the cadaveric ones when HIV was tested.
These samples also showed no inhibition or false-negative results. The Qiagen kit showed

wider variability than the other kits for HIV.

Quantitative molecular-based methods showed that the turnaround time is short, and it is
possible using these methods when using approximately 1,000 copies or [U/ml.
Complementary to these data, our results with the different assays performed in this study
have demonstrated good agreement between tests [20-22]. Cadaveric samples are known to
contain inhibitory factors that may lead to invalid or false-negative results. These include:
hemodilution, increased bilirubin, hemolysis, sepsis or active bacterial infection and viral
detection and may affect the reaction[23-25]. Similar results were observed in this study
comparing kits and samples quality, where altered cadaveric samples showed invalid results.
Qualitative and quantitative tests using living donors and clinical samples are reported using
different tests and approaches. Amendola et al., 2014 have demonstrated the ability of two
commercially available assays to quantify low levels of HIV-1 RNA, using clinical and
spiked samples from living donors [26], and the results of this work showed high accuracy
and sensitivity, being able to detect as low as 3.5 copies/mL of HIV-1 RNA with 95% of

probability.
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Moreover, a study for HCV RNA quantification using human plasma and serum and NIBSC

standards showed robust and reliable assays, exhibiting high sensitivity and specificity [27].

Usually, qualitative NAT tests have been recommended to be used to analyze cadaveric
samples, which have showed higher specificity, accuracy and sensitivity [14], detecting lower
viral loads than quantitative NAT tests. In Brazil, only quantitative PCR tests are
commercially available to detect these pathogens. However, this probably would not change
the findings, as the results observed most likely are a consequence of the DNA/RNA
purification system. The utility of the quantitative results of these assays should be interpreted
and used only for complement screening. In the tissue banks, any inconclusive or

controversial result is a subject to discharge the tissues.

This study has some limitations. (i) The samples were spiked with a viral load of 1,000
copies/mL, thus, this test cannot be reliable for tests in cadaveric donor with lower viral loads.
However, in the acute phase of HCV/HIV, where antibody-based tests can be negative, viral
loads are extremely high, reducing this limitation [28, 29]. (ii) Another point to highlight is
that quantitative tests might fail in situations of elite controllers (people who have
undetectable viral load even without treatment), but these cases would be detected by
serological tests [30], which remain mandatory for tissue transplantation. (iii) Quantitative
Kits cannot be as sensitive as qualitative NAT tests. The assays we validated in this study are
not used or indicated for these kinds of samples, thus, we suggest using only when specific

commercial cadaveric tests are not available.
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The evaluation and comparison of the different tests and brands showed that the assays have a
wide variability in their ability to accurately and reliably provide results on cadaveric
specimens. The Cepheid and Roche kits were more sensitive in detecting HIV/HCV on
cadaveric samples than the Qiagen kit. The Roche and Cepheid kits can be used for screening

tissue donors for HIV and HCV with more than 1,000 copies or 1U/ml, respectively.
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Figure 1. Processing scheme of samples (of both groups — blood and cadaveric donors)
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Figure 2. Boxplot indicating HIV (copies/mL) mean detection and SD among the brands for cadaveric and blood
donor samples by Student’s T-test. For CD group (left), all spiked samples were included (n=20) for each test. For

BD group (right), all spiked samples were included (n=10). For CD group and for each brand, invalid results were
considered as 0.
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Figure 3. Boxplot indicating HCV (1U/mL) mean detection and SD among the brands for cadaveric and blood donor
samples by Student’s T-test. For the cadaveric sample figure, the Qiagen brand was not shown due to a lack of
amplification. For CD group (left), all spiked samples were included (n=20) for each test. For BD group (right), all
spiked samples were included (n=10). For CD group and for each brand, invalid results were considered as 0.
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Table 1. Cadaveric blood samples’ characteristics. Data such as donated tissue(s), gender, age, city and state, hospital of
origin, date and time of death, date and collection time and time difference, use of antibiotics, other observation(s) such as

hemolysis, causa mortis (CM), presence of fibrin clots

hemodilution, presence of infection and lipemic sample.

Donated . Hospital of Date and time of Date and collection Time L .
Donor ID . Gender | Age City State L. R . Use of antibiotics Observation(s)
tissue(s) origin death time difference
No hemolysis CM:
1 Cornea, Heart F 57 Curitiba PR Cajuru 05/04/2018, 5:54h 05/04/2018, 11:20h 05:26 Cefazolin Subaracnoide bleeding.
Reagent HTLV
Cefepi
M;:pelnm:n"] No hemolysis. CM:
2 Cornea M 40 Curitiba PR Cajuru 13/04/2018, 09:00h 13/04/2018, 11:00h 02:00 B . Recurrent pneumonia
Vemesimyen e and pulmonary sepsis
Polymyxin P ry sep
3 |ComeaHeart| M | 50 | curitiba | PR | Evangélico | 18/04/2018,10:20h | 18/04/2018, 15:00h 04:40 Rocefin and No hemolysis. CM:
Flagyl Cardiogenic shock
Cornea, No h lysis CM:
4 Heart, Bones |  F 31 | curitba | PR | Evangélico | 07/05/2018,18:20h | 07/05/2018, 23:00h 04:40 Maxcef R
. Aneurysm
and Skin
No hemolysis CM: Lung
5 Cornea F 65 | curitiba | PR Marcelino | 11 02018, 14:00h |  11/05/2018, 17:00h 03:00 Ceftriaxone, |~ cancer. Urinary tract
Champagnat Meropenem |infection by Escherichia
coli
Hemolysis +,
7 Cornea M 55 Curitiba PR Santa Casa 26/05/2018, 11:10h 26/05/2018, 15:20h 04:10 Cefazolin hemodiluted. CM:
Hemorragic shock
. No hemolysis. CM:
. Ceftriaxone, X
8 Cornea F 54 Curitiba PR Santa Casa 18/06/2018, 05:56h 18/06/2018, 10:00h 04:04 A Alzheimer and
Metronidazole ) )
cardiogenic shock
Cornea, " No hemolysis. CM:
9 M 54 Curitiba PR Santa Casa 25/06/2018, 00:20h 25/06/2018, 5:00h 04:40 None v
Bones Heart atack
Lipemicand Hemolysis
10 Cornea, Heart M 8 Curitiba PR Cajuru 25/06/2018, 15:12h 25/06/2018, 17:00h 01:48 None +. CM: Severe head
trauma
Hemolysis +. CM: In
12 Cornea F 55 Curitiba PR S&o Vicente 21/07/2018, 13:30h 21/07/2018, 18:00h 04:30 None consequence of Polio
and sequels
13 Cornea F 47 | curitiba | PR S3oVicente | 09/08/2018,16:32h | 09/08/2018, 9:00h 02:28 None No hemolysis. CM:
Mestastatic ovary cancer
" . . Hemolysis +and fibrin
16 None F 37 Curitiba PR Cajuru 18/09/2018, 06:30h 18/09/2018, 10:30h 04:00 Ceftriaxone
clot. CM: Aneurysm
No hemolysis. Fibrin
17 Cornea M 50 | curitiba | PR Marcelino | 10/00/2018, 15:50h | 18/09/2018, 17:00h 01:10 None clot. CM: Metastatic
Champagnat bleeding intestinal
adenocarcinoma
. . ) No hemolysis and fibrin
18 None M 58 Curitiba PR Cajuru 21/09/2018, 00:46h 21/09/2018, 12:00h 11:14 Cefazolin
clot. CM: AVEH e HAS
No hemolysis. Dialitic
patient under use of
19 None F 77 | curitiba | PR Cajuru 21/09/2018, 08:45h | 21/09/2018, 12:15h 03:30 None insulin (type 2 DM). CM:
Acute pulmonary
edema and sepsis with
urinary focus
i ~ Hemolysis +. CM:
21 Cornea, Heart M 58 Curitiba PR Sdo Vicente 29/09/2018, 12:54h 29/09/2018, 17:00h 04:06 None e —
Cefazolin,
. X Cefepime, Hemolysis +. CM: Brain
22 None M 64 Curitiba PR Cajuru 02/10/2018, 7:30h 02/10/2018, 9:20h 01:50 . . .
Vancomycin, Neoplasia and sepsis
Tobramycin
Cefepime,
€ eplme‘ No hemolysis.
Levofloxacin, H diluted. CM: head
23 None M 61 | curitiba | PR Cajuru 02/10/2018, 08:38h | 02/10/2018, 10:00h 01:22 Amikacin, emodiluted. LVi hea
X trauma and meningitis
Vancomycin, after surge
Linezolid =y
Cefepime, No hemolysis. CM:
Ceftriaxone, MRSA sepsis. Hepatic
24 None F 45 Curitiba PR Cajuru 02/10/2018, 14:55h 02/10/2018, 16:00h 01:05 Meropenem, disfuntion and
Levofloxacin, |increased bilirrubin, use
Amikacin of insulin
25 Cornea M 63 | curitiba | PR SantaCasa | 04/10/2018,13:37h | 04/10/2018, 16:30 02:53 None Hemolysis +. CM: subit

cardiac death
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Table 2. Cohen's kappa coefficient (k) between Cepheid, Roche and Qiagen results for HIV and HCV
detection for cadaveric donors’ samples. The agreement values established are: <0.00: Poor, 0.00-0.20:
Slight, 0.21-0.40: Fair, 0.41-0.60: Moderate, 0.61-0.80: Substantial and 0.81-1.00: Almost perfect.

HIV HCV
0, 0,
Cohen’s ¥ ol Agreement | Cohen’s ol Agreement
agreement agreement
Cepheid
vs. 0.89 97% Almost 0.80 95% Almost
Roche perfect perfect
Cepheid
VS. 0.13 44% Slight 0.33 67% Fair
Qiagen
Roche
VS 0.12 43% Slight 0.17 53% Slight

Qiagén




Table 3. Results of sensitivity, specificity and accuracy of each test of each brand, respectively. Sensitivity
was calculated using the total of spiked samples from cadaveric donors (n=20), specificity was calculated
using the total of non-spiked samples from cadaveric donors (n=5) and accuaracy was calculated using the
total of quantified samples divided by the total number of both spiked and non-spiked samples from

cadaveric donors.
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Brand Virus Sensitivity Specificity Accuracy
Cepheid HIV 19/20, 95% 5/5, 100% 24/25, 96%
Cepheid HCV 20/20, 100% 5/5, 100% 25/25, 100%

Roche HIV 20/20, 100% 5/5, 100% 25/25, 100%

Roche HCV 16/20, 80% 3/5, 60% 19/25, 76%

Qiagen HIV 10/20, 50% 2/5, 40% 12/25, 48%

Qiagen HCV 0/20, 0% 1/5, 20% 0/25, 0%
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A avaliacdo e comparacgdo dos diferentes testes e marcas mostraram que as
amostras de doadores cadaver apresentam grande variabilidade, de acordo do
kit utilizado;

e Os kits da Cepheid e da Roche foram mais sensiveis para a detec¢do do HIV em
amostras cadavéricas que o kit da Qiagen;

e O kit da Roche demonstrou menor variagdo entre os resultados com amostras de
doadores cadaver quando contaminadas com HIV;

e Kits da Cepheid e Roche demonstraram boa acurécia, sensibilidade e
especificidade;

e O kit da Cepheid foi o mais eficiente para deteccdo de HCV em amostras
cadavéricas, com menos variacdo entre os resultados utilizando amostras de
cadaver e com 100% de acuracia, especificidade e sensibilidade;

e Ambos os kits da Qiagen ndo apresentaram resultados satisfatorios quando
analisadas acuracia, especificidade e sensibilidade;

e Os kits da Roche e Cepheid podem ser utilizados para a triagem de doadores de

tecidos para HIV e HCV com mais de 1.000 copias ou Ul/mL, respectivamente.

Em conjunto, os resultados apresentados, levando em consideracdo as
limitacbes do estudo, sugerem que realizar testes moleculares em amostras de
doador cadaver pode melhorar a seguranca no transplante de 6rgdos e tecidos,
evitando a liberagéo de resultados falso-negativos e evitando o descarte de tecidos
viaveis por resultados falso-positivos.

Essa abordagem deve também ser considerada para outras doencas
altamente prevalentes em nosso pais, como arboviroses. Adicionalmente, os testes
gue tentamos validar nesse estudo ndo sao indicados para amostras de origem
cadaveérica, portanto, todos os resultados devem ser interpretados cuidadosamente
e nunca devem extrapolar os resultados estabelecidos e indicados em pacientes
vivos. Além disso, a implementacdo dessa técnica deve ser conduzida como um
complemento a outras metodologias que ja se encontram bem estabelecidas, junto a

uma estratégia para definir condi¢cdes 6timas para realizar a triagem do DC.
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8 ANEXOS

Abaixo encontra-se o print da tela do computador referente a submissédo do
artigo “Detection and Quantification of Human Immunodeficiency Virus and Hepatitis
C Virus in Cadaveric Tissue Donors Using Different Molecular Tests” para a revista
Journal of Clinical Virology, submetido em 02 de julho de 2019.
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