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NAT no mundo
• Final Década 90
Técnicas de
Amplificação do
ácido nucléico

• Bancos de Sangue da
Europa, EUA,
Austrália e Japão
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E no Brasil?
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NAT no Brasil

Portaria 262 de 5 de Fevereiro de 2002:

Resolve:

“Art. 1º Tornar obrigatório, no âmbito da Hemorrede Nacional a

inclusão nos Serviços de Hemoterapia públicos, filantrópicos

e/ou privados contratados pelo SUS, e privados, os testes de

amplificação e detecção de ácidos nucléicos NAT, para HIV e

HCV, em todas as amostras de sangue de doadores.”
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• Portaria 262 de 5 de Fevereiro de 2002:

• Falta de registro do produto por parte das empresas

comerciais;
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NAT no Brasil
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Portaria nº 1407, 1º de agosto de 2002 – Falta de condição de fornecimento de

kits e equipamentos por parte das empresas comerciais;

NAT no Brasil
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Portaria nº 79, 31 de janeiro de 2003 – Cerca de 150 milhões de reais/ano para

compra de kits e instalação de equipamentos em comodato;

NAT no Brasil
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Portaria nº 112, de 29 de janeiro de 2004

Dispõe sobre a implantação, no âmbito da Hemorrede
Nacional, da

realização dos testes de amplificação e detecção de ácidos
nucléicos (NAT), para HIV e HCV.
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NAT no Brasil
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Portaria nº 112, de 29 de janeiro de 2004

Art. 1º Determinar a implantação, em etapas, no âmbito da
Hemorrede Nacional, da realização dos testes de amplificação
e de detecção de ácidos nucléicos (NAT), para HIV e para HCV,

nas amostras de sangue de doadores.
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NAT no Brasil
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• Plataforma de testes NAT brasileira:

• Instituto de Tecnologia em Imunobiológicos (Bio
Manguinhos FIOCRUZ)
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• Plataforma de testes NAT brasileira:

Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ)
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• Plataforma de testes NAT brasileira:

Instituto de Biologia Molecular do Paraná (IBMP) /
Instituto de Tecnologia do Paraná (TECPAR)

Curso de aperfeiçoamento: triagem laboratorial e controle de qualidade em sangue, tecidos, células e órgãos



• Plataforma de testes NAT brasileira:

Empresa Brasileira de Hemoderivados e Biotecnologia
(HEMOBRÁS)
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• Plataforma de testes NAT brasileira:

Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA)

Hemorrede do SUS
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• Plataforma de testes NAT brasileira:
– Recursos:

• Ministério da Saúde;

– Fundo Nacional de Saúde (FNS)

– Finaciadora de Estudos e Projetos (FINEP)
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• Plataforma de testes NAT brasileira:

– Coordenação:

Secretaria de Assistência a Saúde (SAS) do Ministério
da Saúde por meio da Coordenação Geral de Sangue e
Hemoderivados (CGSH/MS)

Curso de aperfeiçoamento: triagem laboratorial e controle de qualidade em sangue, tecidos, células e órgãos
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• Plataforma de testes NAT brasileira:

– Plataforma multiplex para HCV e HIV;

– Pool de 6 amostras;

– 2008 estudos piloto;

– 2010 Estudos multicêntricos (outros
hemocentros brasileiros: Fundação pró
sangue, PE e RJ) para aprovação e validação.

Plataforma de testes NAT brasileira:

Plasma

Preparation Tube
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Plataforma de testes NAT brasileira:

Plasma

Preparation Tube
Identificação
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Código ISBT 128

•
•

Plataforma de testes NAT brasileira:
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Plataforma de testes NAT brasileira:

Plasma

Preparation Tube
Identificação Coleta
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Plataforma de testes NAT brasileira:

Plasma

Preparation Tube Homogeneiizaçã
o

Identificação Coleta

Curso de aperfeiçoamento: triagem laboratorial e controle de qualidade em sangue, tecidos, células e órgãos

Plataforma de testes NAT brasileira:

Plasma

Preparation Tube Homogeneiizaçã
o

Identificação Coleta

Centrifugação
800g (2100rpm)

10min
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Descarte de amostras
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Lipemia
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Hemólise
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Amostras sem centrifugação a mais de 6 dias
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Amostras sem Hemodiluídas ou baixo volume
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Tubos danificados
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Tubos não padronizados
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• Plataforma de testes NAT brasileira:

– Plataforma multiplex para HCV e HIV;

– Pool de 6 amostras;

– 2008 estudos piloto;

– 2010 Estudos multicêntricos (outros
hemocentros brasileiros: Fundação pró
sangue, PE e RJ) para aprovação e validação.
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JANUS (PerkinElmer)

Plataforma de testes NAT brasileira:
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JANUS (Pooling de amostras)

Plataforma de testes NAT brasileira:
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• PORTARIA CONJUNTA Nº 193, DE 17 DE MARÇO DE 2014
Regulamenta o inciso XII do art. 14 da Lei nº 10.205, de 21 de
março de 2001, quanto aos critérios técnicos para realização de
testes de ácidos nucléicos em triagem de doadores de sangue.

• Art. 1º Fica permitida a testagem de amostras ou unidades de

sangue em conjunto de amostras (pool) na pesquisa de HIV e HCV

pela tecnologia NAT para triagem de doadores de sangue.

Plataforma de testes NAT brasileira:
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Plataforma de testes NAT brasileira:

JANUS (Leitura dos Códigos de barras)

Tubos
primários

Tubos secundários
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Plataforma de testes NAT brasileira:

Tubos
primários

Curso de aperfeiçoamento: triagem laboratorial e controle de qualidade em sangue, tecidos, células e órgãos

Plataforma de testes NAT brasileira:

Tubos primários
100µL de cada

amostra

Tubos
secundário
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Plataforma de testes NAT brasileira:

Tubos
primários

Partícula
Calibradora

Tubos
secundário
600µL de plasma
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Partícula Calibradora

Biossegura

Plataforma de testes NAT brasileira:
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BioRobot MDx (Qiagen)

Plataforma de testes NAT brasileira:
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Leitura dos Códigos de
barras dos tubos
secundários

Plataforma de testes NAT brasileira:
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C. NEG C. POS POOL

= 96 wells – 4 Controles
= 92 wells

= 92 wells x 6
= 552 amostras

Plataforma de testes NAT brasileira:
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Lise, extração e
purificação do
ác. nucléico

Plataforma de testes NAT brasileira:
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JANUS (PerkinElmer)

Plataforma de testes NAT brasileira:

Curso de aperfeiçoamento: triagem laboratorial e controle de qualidade em sangue, tecidos, células e órgãos

JANUS (PCR Setup – Pipetagem da mistura de reação)

Plataforma de testes NAT brasileira:

Transcriptase reversa

Sonda

Tampão
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30 µl de 

reagentes

20 µl do RNA 

extraído no MDx

Plataforma de testes NAT brasileira:
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• Termociclador ABI 7500 (Applied Biosystems)

Plataforma de testes NAT brasileira:
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Plataforma de testes NAT brasileira:
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RNA

cDNA
C

T

Termociclador ABI 7500 (Rela Time PCR)

Plataforma de testes NAT brasileira:
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R Q
SONDA

ss cDNA
5´ 3´

PRIMER

5´3´

ss cDNA
5´ 3´

R

QR Q
SONDA

R

R

R

Termociclador ABI 7500 (Rela Time PCR)

Plataforma de testes NAT brasileira:
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VIC
HIV

FAM
HCV

Dye3 P.
Calibradora

R R R R

Rox
Branco

Termociclador ABI 7500 (Rela Time PCR)

Plataforma de testes NAT brasileira:
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Plataforma de testes NAT brasileira:

Curso de aperfeiçoamento: triagem laboratorial e controle de qualidade em sangue, tecidos, células e órgãos

Plataforma de testes NAT brasileira:
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Vídeo PCR em tempo Real
Plataforma de testes NAT brasileira:
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Plataforma de testes NAT brasileira:
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Plataforma de testes NAT brasileira:
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Plataforma de testes NAT brasileira:
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KIT NAT
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Teste NAT

PCR Setup –
30min

Amplificação–
3h

Tempo total 8h 
(HIV e HCV)

Tempo total 8h e 
30 min(HBV)

Pooling – 2h Extração –
2h e 30min

Curso de aperfeiçoamento: triagem laboratorial e controle de qualidade em sangue, tecidos, células e órgãos

Primeira rotina
Liberação da primeira rotina às 16:00hs

Segunda Rotina
Liberação da segunda rotina às 16:30hs

Plataforma de testes NAT brasileira:

Terceira Rotina
Liberação da segunda rotina às 17:00hs

PCR Setup –
30min

Amplificaç
ão–3h

Tempo total 
8h (HIV e 

HCV)

Tempo total 
8h e 30 

min(HBV)

Pooling –
2h

Extração 
– 2h e 
30min

PCR Setup –
30min

Amplificaç
ão–3h

Tempo total 
8h (HIV e 

HCV)

Tempo total 
8h e 30 

min(HBV)

Pooling –
2h

Extração 
– 2h e 
30min

PCR Setup –
30min

Amplificaç
ão–3h

Tempo total 
8h (HIV e 

HCV)

Tempo total 
8h e 30 

min(HBV)

Pooling –
2h

Extração 
– 2h e 
30min
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• Plataforma de testes NAT brasileira:

– Plataforma multiplex para HCV e HIV;

– Pool de 6 amostras;

– 2008 estudos piloto;

– 2010 Estudos multicêntricos (outros
hemocentros brasileiros: Fundação pró
sangue, PE e RJ) para aprovação e validação.

1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010
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• Plataforma de testes NAT brasileira:

Testadas 5000 amostras para a adequação da
metodologia e da plataforma;

Adaptações técnicas do kit;

Compra de equipamentos;

Reforma nas estruturas físicas dos hemocentros.
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• Plataforma de testes NAT brasileira:

– Plataforma multiplex para HCV e HIV;

– Pool de 6 amostras;

– 2008 estudos piloto;

– 2010 Estudos multicêntricos (outros
hemocentros brasileiros: Fundação pró
sangue, PE e RJ) para aprovação e validação.

1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010
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SIT – NAT
Início
das

rotinas

Santa Catarina HEMOSC mai/11

Rio de Janeiro HEMORIO mai/11

São Paulo Fundação Pró
Sangue

mai/11

Campinas Hemocentro da
UNICAMP

ago/11

Ribeirão Preto FHDERP abr/12

Minas Gerais HEMOMINAS jun/11

Pernambuco – HEMOPE mai/11

Brasília FHB mai/11
Curitiba HEMEPAR jun/12

Pará HEMOPA jun/12
Ceará – HEMOCE jun/12

Manaus – HEMOAM jun/12

Mato Grosso do Sul HEMOSUL set/12

Bahia HEMOBA Jun/13
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PORTARIA Nº 2.712, DE 12 DE NOVEMBRO DE 2013 

Redefine o regulamento técnico de procedimentos hemoterápicos. 

Art. 129. É obrigatória a realização de exames laboratoriais de alta

sensibilidade a cada doação... :

§ 4º É permitido o emprego de pool de amostras para testes de pesquisa de
ácido nucléicos (NAT) para detecção de infecções transmissíveis pelo sangue

Curso de aperfeiçoamento: triagem laboratorial e controle de qualidade em sangue, tecidos, células e órgãos



PORTARIA Nº 2.712, DE 12 DE NOVEMBRO DE 2013 

Redefine o regulamento técnico de procedimentos hemoterápicos. 

Art. 129. É obrigatória a realização de exames laboratoriais de alta

sensibilidade a cada doação... :

§ 7º São os testes para detecção de hepatite C:
I - detecção do anticorpo contra o vírus da hepatite C (HCV) ou detecção
combinada de anticorpo + antígeno do HCV; e
II - detecção de ácido nucleico (NAT) do HCV.

Curso de aperfeiçoamento: triagem laboratorial e controle de qualidade em sangue, tecidos, células e órgãos

PORTARIA Nº 2.712, DE 12 DE NOVEMBRO DE 2013 

Redefine o regulamento técnico de procedimentos hemoterápicos. 

Art. 129. É obrigatória a realização de exames laboratoriais de alta

sensibilidade a cada doação... :

§ 8º São os testes para detecção de AIDS/SIDA:
I - detecção de anticorpo contra o HIV ou detecção combinada do anticorpo
contra o HIV + antígeno p24 do HIV; e
II - detecção de ácido nucleico (NAT) do HIV.

§ 9º O teste de que trata o inciso I do § 8º incluirá, obrigatoriamente, a pesquisa
de anticorpos contra os subtipos 1, 2 e O.

Curso de aperfeiçoamento: triagem laboratorial e controle de qualidade em sangue, tecidos, células e órgãos

Hemocentro

Número de

amostras

Mensais

Banco de Sangue da Santa Casa de

Alfenas (Alfenas)
420

Hospital Alzira Velano (Alfenas) 210

Hospital Santa Rosália (Teof. Otoni) 450

Hospital Márcio Cunha (Ipatinga) 700

Biocor 500

Curso de aperfeiçoamento: triagem laboratorial e controle de qualidade em sangue, tecidos, células e órgãos

2280

PORTARIA Nº 158, DE 04 DE FEVEREIRO DE 2016 DOU de 05/02/2016 
Redefine o regulamento técnico de procedimentos hemoterápicos. 

§ 6º São os testes para detecção de hepatite B:
I - detecção do antígeno de superfície do vírus da hepatite B (HBV) - HBsAg;
II - detecção de anticorpos contra o capsídeo do HBV - anti-HBc (IgG ou IgG
+ IgM); e
III - detecção de ácido nucleico (NAT) do HBV.

Art. 275. Esta Portaria entra em vigor 180 (cento e oitenta) dias após sua
publicação.
Art. 276. Fica revogada a Portaria nº 2.712/GM/MS, de 12 de novembro de
2013, publicada no Diário Oficial da União nº 221, de 13 de novembro de
2013, Seção 1, página 106
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RESOLUÇÃO - RDC Nº 75, DE 2 DE MAIO DE 2016
Altera a Resolução da Diretoria Colegiada - RDC N° 34, de 11 de junho de 2014, que

dispõe sobre as Boas Práticas no Ciclo do Sangue.

"Art. 89.......................................................................

....................................................................................

III - Hepatite B (HBV): 3 (três) testes em paralelo: 1 (um) teste para detecção do antígeno

de superfície do vírus da hepatite B (HBsAg), 1 (um) teste para detecção de anticorpo

contra o capsídeo do vírus da hepatite B (anti-HBc), com pesquisa de IgG ou IgG + IgM

e 1(um) teste para detecção de ácido nucléico do vírus HBV por técnica de biologia

molecular;"

Art. 10 Esta Resolução de Diretoria Colegiada - RDC entra em vigor 90 (noventa) dias

após a sua publicação.
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Incorporação do alvo HBV na testagem do NAT

Curso de aperfeiçoamento: triagem laboratorial e controle de qualidade em sangue, tecidos, células e órgãos

Vírus da Hepatite B (HBV)

• Vírus DNA;

• Família Hepadnaviridae.
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4 milhões de infecções
aguda/ano
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Curso de aperfeiçoamento: triagem laboratorial e controle de qualidade em sangue, tecidos, células e órgãos

(VIANA, 2005).
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ELETROFEROGRAMAGenótipos: Diferenças > 8% genoma
completo e 4% no HBsAg (A H)

HBV é dividido em 8 Genótipos basedos na diferença
do genoma
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Distribuição Geográfica dos Genótipos do HBV

A
B, C, D, G

F,H

A, D,
F,B, C

A D

A

E

D D A, D B, C

A, C

Adapted from P. Martin, University of Miami

G

Testes precisam ter a capacidade de detectar todos os genótipos virais

F,H
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Patrícia Alvarez

Bio Manguinhos

Mesma
Plataforma

Implementação
na Hemorede

NAT Ampliado HIV/HCV/HBV Bio-
Manguinhos

KIT NAT HIV/HCV Bio-Manguinhos
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ELETROFEROGRAMA
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Cobas® TaqScreen MPX Test, v2.0
HIV/HCV/HBV

Curso de aperfeiçoamento: triagem laboratorial e controle de qualidade em sangue, tecidos, células e órgãos



• Sistema triplex de HIV, HBV e HCV;

• Totalmente automatizado – com registro na
ANVISA;

• Mini pools de 6 quando o mini pool é reativo,
há o

desmembramento e é realizado o teste
individual;
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• Sensibilidade

• HIV => 50 UI/mL

• HCV => 11 UI/mL

• HBV => 4 UI/mL
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Hamilton
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TIGRES
PROCLEIX® ULTRIO® Assay
HIV/HCV/HBV - TMA
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RT



Transcrição mediada por amplificação (TMA)
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• Vídeo TMA

• Redução do risco transfusional para HIV, HCV e HBV

Finalidade do NAT
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Objetivo Específico do NAT HIV/HCV/HBV
Diminuição do período de detecção em Janela Imunológica

Agente
infeccioso

Teste Sorológico Sorologia/dias NAT/dias

HIV EIA Ac 28 30 10 12

HCV EIA – Ac 3ª Geração 70 10 12

HBV EIA HBsAg 59 10 12

Fonte: MS, 2004; Bula kit NAT HIV/HCVHBV Bio Manguinhos
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• JANELA IMUNOLÓGICA
É o período entre o momento da contaminação com um agente
infeccioso e o momento em que esse agente infeccioso é
detectado por um teste sorológico.

Os testes NAT detectam a existência do próprio vírus no sangue
do doador e não a presença de anticorpos.

Curso de aperfeiçoamento: triagem laboratorial e controle de qualidade em sangue, tecidos, células e órgãos



• Mais Sensível

– É capaz de detectar o vírus antes da produção de
anticorpos;

• Mais Específico

– Utiliza primers específicos do genoma do vírus que se
deseja amplificar.

Vantagens
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• Mais Sensível

– É capaz de detectar o vírus antes da produção de
anticorpos;

• Mais Específico

– Utiliza primers e sondas específicos do genoma do vírus
que se deseja amplificar.

Vantagens
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• Custo

– KIT R$ 7629,00

– O NAT custa cerca de US$ 6 por bolsa de sangue e o ELISA
cerca e US$ 1.

Desvantagens

Curso de aperfeiçoamento: triagem laboratorial e controle de qualidade em sangue, tecidos, células e órgãos



Quantitativos de amostras testadas com o Kit NAT nacional pelos serviços de hemoterapia do SUS e de janelas
imunológicas identificadas e confirmadas, por fase de implantação e disponibilização do teste, Brasil, 2008 a

2015.

Ano
Amostras testadas

HIV e HCV

Janelas Imunológicas Amostras
testadas HBV

Janelas Imunológicas

HIV HCV HBV

2008 (EP) 5.392 0 0

aNT NT

2009/2010
(EM)

219.791 b 2 0

2011 471.360 0 1

2012 1.292.558 3 1

2013 2.511.092 14 4

2014 2.939.086 12 5 43.442 0

2015 3.015.848 13 6 2.596.573 18

2016 978.089 1 2 978.089 6

TOTAL 11.433.216 45 19 2.640.015 25

Legenda: EP: Estudo Piloto; EM: Estudo Multicêntrico; a NT: Não Testado; b Duas janelas identificadas em
amostras de plasmateca (lookback);
c Algumas amostras aguardando confirmação.
Fonte: Coordenação Geral de Sangue e Hemoderivados Ministério da Saúde, junho/2016.

HIV 1:254.071
HCV 1:601.748
HBV 1:105.600
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Rendimento do NAT Hemominas – 2011 a 2016

PMI
56

HBH 21 UDI 21 HBH 39

JFO 35HBH 29 JFO 26HBH 34
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1:1.147.058
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1:1.149.425
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1:166.666
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Africa do Sul : 1: 83.473
China: 1:17.501
Brasil: 1:14.000

USA : 1: 300.000
Canada: 1: 153.000
Suiça: 1: 296.000
Alemanha: 1:500.000
França: 1:640.000
Inglaterra: 1:2.000.000
Japão: 1:3.900.000
República da Korea: 1:45.896
Austria: 1:1.000.000

Curso de aperfeiçoamento: triagem laboratorial e controle de qualidade em sangue, tecidos, células e órgãos

Hemoterapia e doenças infecciosas
Por Nelson Hamerschlak,João Carlos Pina Saraiva

Curso de aperfeiçoamento: triagem laboratorial e controle de qualidade em sangue, tecidos, células e órgãos



Teste Inicial NAT
HIV/ HCV/ HBV

Testes sorológicos
REAGENTES (positivos
ou inconclusivos) e
NAT REAGENTE

Testes sorológicos
REAGENTES (positivos
ou inconclusivos) e
NAT não reagente

Testes sorológicos
não reagentes e
NAT REAGENTE

Testes sorológicos
não reagentes e
NAT não reagente

Liberar Amostra NAT Detectável
após repetição do teste e
confirmação do resultado.
Para investigação de Janela

Imunológica solicitar recoleta se
possível, até a soroconversão.

Ativar o sistema de
retrovigilância.

Amostra Liberada
NAT Não

Detectável e
Sorologia Não
Reagente

Confirmação de Janela
imunológica após
soroconversão

Se para esta amostra cujo
teste sorológico HIV/ HCV

e HBsAg reagente ou
inconclusivo teve o teste
NAT realizado em pool

este deve ser realizado em
single.

O resultado se
manteve

Sim Não

Liberar amostra NAT
não detectável

Liberar amostra NAT Detectável
após repetição e confirmação do

resultado

Liberar amostra NAT
Detectável após
repetição e

confirmação do
resultado.

Ativar o sistema de
retrovigilância.
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http://www.dollzmania.net/CandyDollMaker3.htm

NAT HEMOMINAS

– 04 Farmacêuticos/Bioquímicos/Biomédicos

– 07 Técnicos de Patologia Clínica;

– 03 Estagiários.

Funcionamento: Segunda aos sábados de 07 às 19 horas
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Perspectivas futuras

• Testagem de novos alvos;
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Contatos

milena.oliveira@hemominas.mg.gov.br

nat@hemominas.mg.gov.br

3768 4695 ou 3768 4697

Ministério da
Saúde

Governo
Federal

CURSO DE APERFEIÇOAMENTO: TRIAGEM LABORATORIAL E CONTROLE DE 
QUALIDADE EM SANGUE, TECIDOS, CÉLULAS E ÓRGÃOS


