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Objetivo: Padronizar ensaio de diagnostico molecular para detec¢éo do virus da Hepatite
B (HBV) e Dengue na plataforma de PCR em Tempo Real. Atualmente, para triagem de
doadores de sangue no Brasil, sdo realizados testes NAT para HIVV e HCV. No entanto,
visando ampliar a seguranca transfusional, o teste para HBV e Dengue esta sendo
desenvolvido/padronizado, aproveitando as bases técnicas do modelo atual do Kit NAT

de Bio-Manguinhos que contempla a deteccao de HIV e HCV.

Metodologia: Os iniciadores e sondas usados na padronizagdo dos ensaios foram das
regides S para HBV e 3’NCR para Dengue. Até o momento, para obtencao das provas de
conceito, foram processadas amostras HBV, positivas em ensaios sorologicos (HBsAQ) e
ensaios de quantificacdo de carga viral. Para Dengue, utilizamos 3 subtipos de virus, de
culturas de Dengue. Os testes foram realizados, individualmente, para cada alvo,
permitindo a padronizacdo da concentracdo de sondas e iniciadores. Para padronizacao
do ensaio triplex, os dois alvos e a particula calibradora (PC), como controle interno de

reacao, estdo sendo ajustados em uma mesma reacao.

Resultados: Para cada alvo (HBV e Dengue) foram testadas as fluorescéncias FAM e
VIC e para PC, DYES3 (ja estabelecida para o KIT NAT). A fluorescéncia FAM foi a
melhor para os dois alvos, e a VIC ndo apresentou resultados satisfatérios em alguns
subtipos de Dengue. Desta forma, adotou-se 0 FAM para Dengue e o VIC para HBV.
Entretanto, foi necessaria a otimizacdo de concentracdo de sondas e iniciadores, para o

uso da fluorescéncia VIC em HBV.

Conclusdo: Os testes realizados indicam que a reacéo triplex por PCR em tempo real,
para Dengue e HBV é bastante promissora. Visando padronizar e validar a reacéo para
Dengue, e uma vez que amostras de cultura ndo refletem a complexidade de se

amplificar/detectar, existe a real necessidade de se buscar amostras clinicas de Dengue
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(tipo 1 a4). Serdo necessarios, também, estudos de avaliacdo da metodologia e plataforma
de equipamentos frente a painéis internacionais, para confirmacdo das caracteristicas
técnicas do produto, e verificacdo da compatibilidade de aplica¢do nas rotinas de triagem
de doadores nos Servicos de Hemoterapia. Dentre essas caracteristicas técnicas serdo

determinados os niveis de sensibilidade, especificidade e reprodutibilidade, entre outros.
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