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PREFACIO

O final do ano de 2019 foi marcado pelo surgimento do virus SARS-CoV-2, causador da
Covid-19. Virus este com alta transmissibilidade e que logo se tornaria um caso de emergéncia em
satde publica mundial, levando a uma crise sanitaria que vem gerando impactos tanto na gestdao em
satide quanto na economia.

Travou-se uma corrida contra o tempo para se descobrir um tratamento eficaz, para se
desenvolver uma vacina e para conter a disseminagdo do virus tentando-se minimizar os impactos
negativos sobre a economia. Uma das medidas de conten¢do utilizadas foi o isolamento social, o
fechamento de estabelecimentos comerciais considerados nao essenciais ¢ a adogdo de medidas de
seguranga como o uso de mascaras e de alcool em gel para higienizacdo das maos. No entanto, os
estudos abordados neste livro mostram que os impactos da pandemia sobre a populacdo ultrapassam
aqueles relacionados ao niimero de infectados e de 6bitos.

O presente livro traz estudos que buscam analisar agdes de gestdo em saude para o enfrentamento
a Covid-19 bem como os impactos dessas agdes na saude das pessoas que vao para além da infec¢ao
pelo SARS-Cov-2.

Em nossos livros selecionamos um dos capitulos para premiacdo como forma de incentivo
para os autores, e entre os excelentes trabalhos selecionados para compor este livro, o premiado foi
o capitulo I, intitulado “A PANDEMIA DA COVID-19: UM ANALISADOR DA GESTAO EM
SAUDE NO BRASIL E NA FRANCA”.
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RESUMO: Introduc¢do: O novo coronavirus, severe acute respiratory syndrome coronavirus 2
(SARS-CoV-2), causador da Coronavirus Disease-2019 (COVID-19), foi descoberto em Wuhan,
China em dezembro de 2019. A Organizagdo Mundial da Satide declarou pandemia em margo de
2020. Diferentes laboratorios desenvolveram protocolos, utilizando a tecnologia de transcri¢cao
reversa seguida de reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR) a partir de raspado
de nasofaringe e orofaringe. Objetivo: Este capitulo tem como objetivo apresentar os resultados
das andlises realizadas para diagnoéstico de COVID-19 no CLR Santo André, bem como relatar
as adequacdes metodologicas na condugdo da rotina laboratorial. Metodologia: Foi realizado um
estudo descritivo dos resultados dos exames de diagndstico para COVID-19 realizados no CLR Santo
André, no periodo de abril de 2020 a fevereiro de 2021, utilizando dados compilados do sistema
Gerenciador de Ambiente Laboratorial (GAL). No periodo do estudo foram utilizados 3 diferentes
protocolos de reagdes de RT-PCR para deteccdo de SARS-CoV-2. Resultados: Foram recepcionadas
60.885 amostras de pacientes suspeitos de COVID-19. Do total de amostras recebidas, 33,56% foram
positivas para SARS-CoV-2, 0,14% apresentaram resultados inconclusivos e 66,30% foram negativas.
Mensalmente foram recebidas em média 6.670 amostras que apresentaram positividade de 35,96%.
A utilizacdo do protocolo de RT-PCR multiplex, bem como a aplicagdo da técnica automatizada de
extragdo promoveram maior agilidade na execu¢do dos testes e liberagdo de resultados. Conclusao:
O ensaio RT-PCR continuard sendo uma ferramenta central para diagnosticar a doenca, entretanto,
seria conveniente a validacdo de outras metodologias, que permitam a agilidade na identificacdo de
pacientes infectados.

PALAVRAS-CHAVE: Infec¢des por coronavirus. Pandemias. Reagdo em Cadeia da Polimerase Via
Transcriptase Reversa.

POLYMERASE CHAIN REACTION VIA REVERSE TRANSCRIPTASE (RT-PCR)
APPLIED TO COVID-19 DIAGNOSIS DURING PANDEMIC IN PUBLIC HEALTH
LABORATORY

ABSTRACT: Introduction: The new coronavirus, severe acute respiratory syndrome coronavirus
2 (SARS-CoV-2), which causes Coronavirus Disease-2019 (COVID-19), was discovered in Wuhan,
China in December 2019. The World Health Organization declared a pandemic in March 2020.
Different laboratories developed protocols, using reverse transcription technology followed by real-
time polymerase chain reaction (RT-PCR) from the nasopharynx and oropharynx swab. Objective:
This chapter aims to present the results of the analyzes carried out for the diagnosis of COVID-19 at
CLR Santo André, as well as to report the methodological adjustments in the conduct of the laboratory
routine. Methodology: A descriptive study of the results of the diagnostic tests for COVID-19 carried
out at the CLR Santo Andr¢, from April 2020 to February 2021, was carried out, using data compiled

from the Laboratory Environment Manager (GAL) system. During the study period, 3 different
RT-PCR reaction protocols were used to detect SARS-CoV-2. Results: 60.885 samples of patients
suspected of COVID-19 were received. Of the total samples received, 33,56% were positive for
SARS-CoV-2, 0,14% showed inconclusive results and 66,30% were negative. On average, 6,670

samples were received on average, with a positive result of 35,96%. The use of the multiplex RT-PCR




protocol, as well as the application of the automated extraction technique, promoted greater agility
in the execution of tests and release of results. Conclusion: The RT-PCR assay will continue to be a
central tool to diagnose the disease, however, it would be convenient to validate other methodologies,
which allow the agility in the identification of infected patients.

KEY-WORDS: Coronavirus Infections. Pandemics. Reverse Transcriptase Polymerase Chain

Reaction.

INTRODUCAO

Em dezembro de 2019, foi descoberto um novo coronavirus causador de uma doenga
respiratoria similar & pneumonia em Wuhan, China (ZHU et al., 2020). Em janeiro de 2020, os dados
de sequenciamento foram disponibilizados para a comunidade cientifica (WHO, 2020a) e com base
na filogenia e taxonomia, o Comité Internacional de Taxonomia de Virus nomeou o novo virus como
severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2), causador de uma doenca de grande
complexidade intitulada Coronavirus Disease-2019 (COVID-19) (CSG, 2020).

SARS-CoV-2 pode afetar os pulmdes dos individuos acometidos pelo virus, com possibilidade
de evoluir para uma Sindrome Respiratoria Aguda Grave - SRAG (CHU et al., 2020). Como uma
doenca infecciosa respiratoria, o virus se espalha principalmente através do trato respiratdrio por
meio de goticulas de secregdes respiratorias. A pneumonia apresenta-se como um quadro clinico que
pode ser indistinguivel de outras pneumonias virais. Dessa forma, ¢ importante que diversos virus
causadores de pneumonia (influenza, parainfluenza, adenovirus, virus sincicial respiratorio, rinovirus,
etc.) sejam incluidos no diagnostico diferencial da COVID-19 ou para a deteccdo de uma possivel
coinfecc¢do (LAI et al., 2020).

Estudos também demostraram que os coronavirus humanos podem acometer fungdes
neurologicas e entram no cérebro a partir da circulagdo sistémica ou através de conexdes sinapticas
e disseminagdo neuronal retrograda (HELMS et al., 2020; HON et al., 2003; MAO et al., 2020).
Apesar de ainda serem necessarios mais estudos, SARS-CoV-2 tem a capacidade de infectar o
epitélio intestinal humano com implicagdes importantes na transmissdo fecal-oral (XIAO et al.,
2020; ZHANG et al., 2020). Adicionalmente, ha relatos de comprometimento renal caracterizado por
proteinuria, hematuria, insuficiéncia renal aguda a faléncia de multiplos 6rgaos (MARTINEZ-ROJAS
et al., 2020; MATTOS et al., 2020).

Na auséncia de tratamentos terapéuticos especificos, morosidade em relagdo a vacinagdo
e devido ao elevado potencial de infectividade do SARS-CoV-2, estratégias de satde publica sdo
cruciais para mitigar a pandemia e, dessa forma, o diagndstico da doenga em estagio inicial € essencial,
objetivando isolar imediatamente as pessoas infectadas da populacdo saudavel (PETRILLO et al.,
2020; REIINS et al., 2020).

Diferentes laboratorios desenvolveram protocolos de detec¢do molecular, utilizando a
tecnologia de transcri¢do reversa seguida de reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR) em tempo
real (CDC, 2020a; CORMAN et al., 2020). Com isso, € possivel detectar a presenca do RNA viral
no individuo ainda na fase inicial da doenca, auxiliando no diagndstico para melhor conduta médica,

bem como nas intervencdes de satide publica necessarias.

A Organizacao Mundial da Saide (OMS) considera a RT-PCR como principal técnica (padrao




ouro) para diagnostico laboratorial e essencial no contexto atual da pandemia (WHO, 2020b).

Os protocolos de RT-PCR basicamente consistem em uma Unica reacdo (one-step) a
transcrigdo do RNA viral em uma molécula de DNA complementar (¢cDNA), devido a presenga da
enzima transcriptase reversa, e a reagdo de amplificacdo do gene alvo utilizando primers (iniciadores)
especificos. Depois a detec¢do ocorre através do sistema conhecido como 7agMan, em que sondas
especificas, que contém fluor6foros na sua extremidade 5° e um supressor (quencher) na extremidade
3°, se ligam ao gene alvo, e entdo a atividade exonuclease da enzima 7ag polimerase degrada as sondas
aneladas ao DNA molde, liberando assim o fluoréforo de seu supressor. Com isso, hd um aumento
da fluorescéncia a medida que ocorre a amplificacdo do fragmento de interesse e esta fluorescéncia ¢
detectada pelo equipamento (ESBIN ef al., 2020).

Inicialmente, os alvos utilizados na confeccao de kits para deteccdo de SARS-CoV-2 foram:
o gene RARP gene (RNA-dependent RNA polymerase gene) dentro da regido ORF1ab (open reading
frame), o gene E gene (envelope protein gene), e o gene N (nucleocapsid protein gene) (UDUGAMA et
al., 2020). O protocolo desenvolvido pelo laboratorio do Centers for Disease Control and Prevention
(CDC), aprovado para uso emergencial em fevereiro/2020, com posteriores revisdes (CDC, 2020a),
padronizou a detec¢do dos genes N1, N2 e N3, em que cada reagdo utilizava uma sonda especifica
ligada ao fluoréforo 6-carboxifluoresceina (FAM). Posteriormente, eles removeram o gene N3 do
painel, ficando apenas os outros dois, mais o controle positivo, totalizando, portanto, trés reagdes de
RT-PCR para cada amostra de paciente suspeito de COVID-19 (CDC, 2020b). Esse controle positivo
também ¢ aplicado em diferentes protocolos de diagndstico que utilizam a técnica de PCR, e consiste
na amplificacdo e deteccdo do gene humano RNase P (RP) como controle da qualidade das amostras
e do procedimento de extracdo do material genético, que precede a PCR (CORMAN et al., 2020).

O outro laboratério que desenvolveu um protocolo amplamente utilizado na producao de kits
comerciais ¢ o Charité, Alemanha, onde foi padronizado um protocolo para detec¢do dos genes E,
RdRp e N, e que também usa o fluor6foro FAM, portanto, sendo necessario a execugdo de reagdes
individuais para cada gene alvo, além do controle positivo RP (CORMAN et al., 2020).

Para ampliar o nimero de genes avaliados em uma mesma reacao, pode-se adotar a estratégia
multiplex. Nesta abordagem estad presente um par de primers, além de uma sonda especifica, para
cada gene alvo a ser avaliado, sendo que as sondas precisam estar ligadas a fluor6foros diferentes, e
estes ndo podem ter espectros de emissdo que se intercalem, para ndo comprometer a interpretacao
dos resultados. A reagdo multiplex, apesar de ideal, apresenta maior custo com sondas especificas
diferentes e maior tempo e gasto na sua padroniza¢do. Em face da rapida dissemina¢do de SARS-
CoV-2, ndo houve tempo habil para padronizacao dessas estratégias multiplex num primeiro momento.
Por isso, inicialmente diferentes laboratérios de saude publica adotaram o protocolo de mais de uma
reacdo por paciente, ocasionando aumento no consumo de insumos para a PCR, que estdo cada vez
mais escassos com o avango da pandemia (CORMAN et al., 2020; PETRILLO et al., 2020; REIJNS
et al.,2020).

Para diagnostico de COVID-19 sdo coletadas amostras de secrecdo nasofaringea (nariz e
garganta combinados) com swabs de fibra sintética (rayon) com haste de plastico, sendo o melhor

momento para a coleta entre o 3° e 7° dia a partir do inicio dos sintomas (MS, 2020).
p p

Em pacientes hospitalizados, o Ministério da Saude recomenda a coleta de lavado




broncoalveolar, aspirado traqueal, aspirado naso ou orofaringe como amostra preferencial ao swab. O
processo de coleta dessas amostras clinicas ¢ menos passivel de erros que a coleta de swab favorecendo
assim, resultados com maior acuracia para RT-PCR (MS, 2020).

Devido a escassez mundial de insumos relacionados a assisténcia e ao diagnostico laboratorial
da COVID-19, diversas sdo as dificuldades relatadas pelos profissionais da saide quanto a realizacao
dos procedimentos. No Brasil ndo tem sido diferente e inimeros sdo os relatos de falta de swab
para a coleta de amostras de trato respiratorio superior para diagnostico da COVID-19. Seguindo as
recomendacdes da OMS e do CDC, a Coordenagao-Geral de Laboratorios de satide publica recomenda
a utiliza¢do de um swab para as duas narinas (MS, 2020).

Profissionais de satde devem utilizar Equipamentos de Prote¢do Individual (EPI) no
atendimento de pacientes, que incluem mascara tipo N95, avental e luvas descartaveis e protetor
facial ou dculos, especialmente nos procedimentos que podem gerar aerossol, que ¢ o caso da coleta
de amostras de secre¢do nasofaringea (SBI, 2020).

O Instituto Adolfo Lutz - Centro de Laboratério Regional de Santo André (CLR Santo Andr¢),
como laboratorio central de satde publica (LACEN), ¢ responsavel pelos testes laboratoriais de
diversas doencas de notificacdo compulsoria para a vigilancia epidemiologica. Durante a pandemia
este laboratorio foi incluido na plataforma do diagnodstico de SARS-CoV-2 criada pelo governo do
estado de Sdo Paulo.

Este capitulo tem como objetivo apresentar os resultados das andlises realizadas para
diagnostico de COVID-19 no CLR Santo André, bem como relatar as adequacdes metodoldgicas na

conducao da rotina laboratorial.

METODOLOGIA

O presente capitulo trata de um estudo descritivo dos resultados dos exames de diagndstico
para COVID-19 realizados no CLR Santo André, no periodo de abril de 2020 a fevereiro de 2021.
Os dados foram compilados do sistema Gerenciador de Ambiente Laboratorial (GAL), plataforma
nacional de banco de dados de resultados de diagnéstico laboratorial de varias doengas de notificagao
compulsoéria e de andlise de dgua para consumo humano. Nesta plataforma, foram selecionados os
campos: codigo do exame “Virus Respiratorio” e o periodo de 16/04/2020 a 01/02/2021. Os dados
foram exportados e analisados em Excel e graficos foram confeccionados com auxilio do software
GraphPad Prism.

No periodo do estudo foram utilizados diferentes protocolos de reacdes de RT-PCR para
detec¢dao de SARS-CoV-2, de acordo com os kits fornecidos (Tabela 1).

Tabela 1 — Protocolos utilizados na rotina diagnostica para COVID-19 no CLR Santo André, no periodo de abril/2020 a

fevereiro/2021
, <1t
Pe;l(ido Protocolo Extracio Y-PCR Genes alvos
abril a
Biogene (Quibasa, SARS-CoV-2 (E
julho 1 & (Q ) ) ) ) EeRP?
Brasil) (Biomanguinhos, Brasil)

2020




agosto a
novembro
2020

dezembro
2020 a
fevereiro
2021

kit de primers IDT (EUA)

QuickExtract DNA .
) ) e de enzima GoTaq Probe
2 Extraction Solution NI, N2 e RP?

. 1- Step RT-qPCR System
(Lucigen, EUA) P EUA
EXTRACTA kit romega, EUA)

— DNA e RNA
. Allplex 2019-nCov Assay
3 Viral; equipamento E, NeRP*

(Seegene, Coreia do Sul)
EXTRACTA 32

(Loccus, Brasil)

Legenda: a - CORMAN et al., 2020; b - CDC, 2020a; 2020b

Uma parte dos exames recepcionados no CLR Santo Andr¢ foi realizada por laboratérios da

plataforma estadual de diagnostico, que também adotaram kits similares que empregam o protocolo

do laboratorio Charit¢ (CORMAN et al., 2020). Todas as reacdes de extragdo do material genético

e RT-PCR foram executadas de acordo com as instru¢des dos fabricantes, assim como a analise ¢

interpretagdo dos resultados.

RESULTADOS E
No periodo

DISCUSSOES
de 16/abril/2020 a 01/fevereiro/2021, foram recepcionadas no CLR Santo André

60.885 amostras de pacientes suspeitos de COVID-19. Do total de amostras recebidas, 33,56% foram

positivas para SARS-CoV-2, 0,14% apresentaram resultados inconclusivos e 66,30% foram negativas.

Em média, foram recebidas 6.670 amostras por més, e apresentaram positividade de 35,96% mensal

em média.

Figura 1: Numero de

amostras de pacientes suspeitos de COVID-19 recebidas no CLR Santo André por més fechado,
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E possivel observar na Figura 1, aumento gradual na média mensal de exames realizados,
bem como no numero de casos positivos, principalmente nos meses de novembro e dezembro/2020
e janeiro/2021, provavelmente em decorréncia das aglomeragdes causadas pelas eleicdes em
outubro/2020 e pelas festividades de fim de ano, ou talvez a presenca de variantes mais infectantes.
A alta porcentagem de amostras nao detectadas para SARS-CoV-2 pode ter varias explica¢des, como
coleta inapropriada, problemas de conservagao ou transporte da amostra, coleta em data inoportuna,
podendo levar a resultados falso-negativos.

Inicialmente, somente casos de SRAG, profissionais de saude com sintomas de Sindrome
Gripal (SG), ou investigagdo de surto de SG em comunidade fechada ou semifechada; como presidios,
instituicdes de longa permanéncia de idosos, escolas, creches, empresas, deveriam ser notificados
como suspeitos de COVID-19 e ter seu material colhido e analisado por RT-PCR. No perfil de SRAG,
enquadram pacientes com dispneia/desconforto respiratorio, ou pressdo persistente no torax, ou
saturagdo de O, menor que 95% em ar ambiente ou coloragdo azulada dos 1abios ou rosto (MS, 2021).

A partir de julho/2020, a investigagdo de COVID-19 foi ampliada para todos os individuos
sintomaticos, incluindo, portanto, pacientes com SG, ou seja, casos definidos com quadro respiratorio
agudo, caracterizado por sensagdo febril ou febre, acompanhada de tosse ou dor de garganta ou
coriza ou dificuldade respiratéria (MS, 2021). Portanto, os casos negativos sintomaticos poderiam
ser atribuidos a outros patdgenos como outros coronavirus de resfriado comum, por exemplo. No
entanto, esta afirmacdo ndo pode ser confirmada, j& que outros patdégenos nao sdo testados no CLR
Santo André, exceto os virus da Influenza tipo A e B, para todas as amostras de pacientes com SRAG
e que foram negativas para SARS-CoV-2. Os resultados indicaram que praticamente 100% das
amostras negativas para SARS-CoV-2, também foram negativas para os virus da Influenza (dados
nao mostrados).

O maior numero de resultados negativos para SARS-CoV-2 também pode ser atribuido as
investigagdes de surtos de SG em comunidade fechada ou semifechada. Nestes casos, sdo avaliadas
até 25 pessoas do local em que foram detectados dois casos suspeitos ou confirmados com vinculo
epidemioldgico, conforme diretrizes do Instituto Adolfo Lutz que sdo periodicamente atualizadas (IAL,
2021), inclusive os profissionais que trabalham naquele ambiente, mesmo que sejam assintomaticos,
para que se possa segregar e isolar qualquer pessoa portadora do virus. Nessas investigagoes de

surtos, a maioria dos individuos analisados apresenta resultados ndo detectaveis, contribuindo para o

aumento de amostras negativas mensais do CLR Santo André.




Figura 2: Quantidade de amostras recebidas no CLR Santo André de pacientes suspeitos de COVID-19, por més
fechado, no periodo de 01/05/2020 a 31/01/2021, para todos os municipios atendidos por este laboratorio.
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Analisou-se também a distribui¢io das amostras recepcionadas no CLR Santo André. E
possivel observar que o maior nimero de amostras ¢ proveniente do municipio de Sdo Bernardo do
Campo (Figura 2), provavelmente por ser o mais populoso, 844 mil habitantes segundo estimativa
para 2020 (IBGE, 2021) e/ou ter melhor politica de testagem. Contudo, Santo André¢, com nimero
populacional similar a Sdo Bernardo do Campo, apresentando 721 mil habitantes segundo estimativa
para 2020 (IBGE, 2021), tiveram menor nimero de exames realizados, talvez por terem o diagnostico
focado nos laboratorios privados.

Conforme apresentado em materiais e métodos deste estudo, durante o curso da pandemia, o
CLR Santo André¢ utilizou diferentes kits empregando diferentes estratégias de diagndstico molecular,
mas sempre se baseando na técnica considerada padrado ouro para detecc¢ao de virus: a RT-PCR (WHO,
2020b). Muitas estratégias foram desenvolvidas e alteradas ao longo do tempo, mas muitas questdes
ainda precisam ser resolvidas.

No inicio da pandemia, instituicdes de pesquisa cientifica e empresas de tecnologia
desenvolveram rapidamente técnicas de deteccao de acido nucleico de SARS-CoV-2 e kits com base
nas plataformas de PCR em tempo real. A Coreia do Sul, por exemplo, validou e implantou kits
de teste desenvolvidos por empresas privadas, examinando mais de 200.000 individuos dentro das
primeiras 7 semanas da pandemia (LEE; LEE, 2020; SHIM et al., 2020). O isolamento subsequente
e a rastreabilidade dos contatos de pessoas com resultados positivos permitiram ao pais desacelerar a
propagacdo da doenga sem impor um bloqueio social e econémico severo.

Um sucesso semelhante foi observado na Alemanha, que realizou cerca de 120.000 testes por

dia. Os Estados Unidos, em contraste, ficaram para tras, realizando cerca de 5.000 testes nas primeiras

7 semanas em todo o pais, e provavelmente perdeu o momento propicio para conter o surto (BIALEK




et al., 2020).

Teste desenvolvido pelo CDC e outras organizacdes de saide deram lugar aos testes usando
plataformas comerciais. Em julho de 2020, mais de 110 testes moleculares comerciais receberam
a autorizagdo de uso emergencial da Food and Drug Administration (FDA), enquanto mais de 300
testes baseados em anticorpos, que nao requerem autorizacdo da FDA, inundaram o mercado (FDA,
2020; FIND, 2020). O desempenho diagnoéstico dos testes disponiveis varia amplamente, o que pode
levar a resultados confusos e decisdes politicas erroneas (KILIC et a/, 2020; MAXMEN, 2020).

E evidente que o uso de protocolos de RT-PCR multiplex pode melhorar consideravelmente o
diagnoéstico de COVID-19, ja que em uma Unica reacao varios genes podem ser avaliados, inclusive o
gene RP utilizado como controle positivo, diminuindo assim o consumo de reagentes e promovendo
celeridade aos resultados. Adicionalmente, pode-se combinar em uma Uinica reagao multiplex primers
para genes alvos de outros patdogenos, como padronizado pelo CDC, o protocolo Influenza SARS-
CoV-2 (Flu SC2) Multiplex Assay e liberado para uso em julho de 2020 (CDC, 2020c).

Importante ressaltar que a precisdo analitica da RT-PCR para diagnostico de COVID-19
depende principalmente do desenho do primer e da sonda. Devido a alta similaridade genomica entre
as diferentes espécies de coronavirus, a identificacdo de sequéncias gé€nicas unicas ¢ importante para
eliminar reatividade cruzada (KILIC et al., 2020).

Diversos trabalhos mostram resultados do uso de kits comerciais para diagnodstico de
COVID-19, a maior parte deles para aplicacdo em RT-PCR multiplex, sendo bastante promissores.
Igldi e colaboradores (2020) compararam diversos kits comerciais para diagnostico de COVID-19
e os resultados mostraram boa sensibilidade para pelo menos um dos alvos incluidos, podendo
ser usado para o diagnéstico de infecgdo por SARS-CoV-2 mesmo em caso de deteccdo de alvo
unico, este estudo revelou ainda que a maioria dos kits comerciais testados ndo apresentou reagao
cruzada com outros coronavirus circulantes. Reijns e colaboradores (2020) também testaram um
kit para RT-PCR multiplex, utilizando como alvo os genes E, N e RdRp e RP, com 4 marcadores
fluorescentes diferentes (FAM, HEX, CAL Fluor Red (CFR) 610, e Quasar 670) para cada uma das
sondas, permitindo sua deteccdo em uma unica reagdo, concluiram que o teste foi eficiente e ainda
apresentou custo reduzido. Petrillo e colaboradores (2020) também desenvolveram uma RT-PCR
multiplex para a deteccao simultanea do genoma SARS-CoV-2 (gene N) e do gene RP como controle
interno, verificaram que o RT-PCR multiplex foi eficaz na detec¢ao da infeccao por SARS-CoV-2 em
amostras humanas com 100% de sensibilidade, notavelmente, pacientes com poucas copias de RNA
de SARS-CoV-2 (<5 copias / reagao) foram detectados com sucesso pelo método.

Todos os protocolos citados neste estudo utilizam equipamentos de PCR em tempo real que
sdo amplamente utilizados na rede internacional de vigilancia e diagndstico do virus Influenza, além
de serem utilizados no diagnoéstico de outras doengas, porém, existem ainda outras metodologias
mais modernas que utilizam equipamentos diferenciados e que talvez ndo estejam disponiveis para a
grande maioria dos Laboratérios de Saude de Publica pelo mundo, como o sequenciamento de tltima
geracdo (NGS) (KILIC et al., 2020).

Outras plataformas novas mais complexas, que também se baseiam na detec¢do molecular de

acidos nucleicos, requerem extensivos ensaios para padronizacdo e por isso, ainda ndo sdo aplicadas
rotineiramente ao diagnéstico, como exemplo a técnica de RT-LAMP, RT-RPA, RAMP, PCR digital,




detec¢do baseada em CRISPR (ESBIN et al., 2020; UDUGAMA et al., 2020). Algumas sdo mais
rapidas em tempo total de execu¢do do que a técnica de RT-PCR, porém apresentam maior custo
(ESBIN et al., 2020). Outras metodologias atualmente aplicadas, como a imunocromatografia e
teste imunoenzimatico (ELISA), ndo detectam material genético, mas sdo capazes de detectar outros
indicadores como antigenos do virus SARS-CoV-2 ou anticorpos contra o virus (MATSUDA ef al.,
2021).

Importante destacar que a OMS incentiva a validagao analitica e clinica dos ensaios, inclusive
das plataformas mais complexas e modernas, apoia a demonstracdo de sua potencial utilidade
operacional, bem como o compartilhamento rapido de dados, a revisdo regulatoria da emergéncia de
testes manufaturaveis e de bom desempenho objetivando aumentar o acesso aos testes para detec¢ao
de SARS-CoV-2 (WHO, 2020b).

O Instituto Adolfo Lutz avaliou e comparou com a técnica de RT-PCR duas marcas de teste
rapido que utilizam a metodologia de cromatografia para detec¢do de um antigeno, a proteina de
nucleocapsideo (N). Ambas apresentaram resultados satisfatorios de sensibilidade e especificidade,
além de terem resultados comparéaveis ao RT-PCR. Este tipo de metodologia pode ser aplicado no
local de atendimento ao paciente e ndo requer pessoal treinado para sua execucao, indicando que seria
uma estratégia promissora para detectar um individuo infectado rapidamente, isold-lo e assim conter
o avang¢o da pandemia (MATSUDA et al., 2021).

J4 os testes para deteccdo de anticorpos, seja o teste rapido ou ELISA, ndo sdo indicados para
identificar individuos infectados e isola-los. Isto porque estas metodologias analisam a resposta imune
do individuo apds contato com o virus, o que pode ser mais de 8 dias apos o inicio dos sintomas,
porém, a fase inicial da doenca, assim como outras doengas virais, ¢ a fase de maior transmissibilidade,
devido a alta carga viral presente no individuo, o que indica que estas metodologias ndo devem ser
implementadas para conten¢ao da pandemia, e sim para prover informagdes de vigilancia populacional,
por exemplo (KILIC et al., 2020).

Outros gargalos no diagnostico de COVID-19 foram surgindo, principalmente em decorréncia
do aumento expressivo do nimero de amostras a serem analisadas. Como exemplo, a extragdo do
material genético que precede a RT-PCR, era realizada por coluna de silica. Esta técnica ¢ amplamente
utilizada em laboratorios em paises mais pobres, como o Brasil, e de menor custo, mas ¢ laboriosa
e rende poucas amostras extraidas por reagdo. Isto repercutiu em dificuldade de processar o grande
volume de amostras a medida que o virus disseminava na comunidade. Laboratorios em paises
desenvolvidos sdo dotados de melhores estruturas e por isso possuem extratores automatizados que,
apesar de encarecer a rea¢do, sdo mais rapidos, eficientes e demandam menos trabalho do corpo técnico
do laboratorio (KILIC et al., 2020). Em dezembro de 2020, foi implantada a extra¢do automatizada
no CLR Santo André promovendo a celeridade e aumento do quantitativo de exames realizados.

Diante dessa realidade, o CDC padronizou um protocolo de tratamento da amostra por
calor, como alternativa para extracdo do material genético, porém este procedimento s6 ¢ indicado
na auséncia dos referidos insumos, j& que a extragcdo elimina inibidores da PCR, podendo assim
repercutir no aumento de amostras falso-negativas, além da necessidade da realizagdo da RT-PCR no

mesmo dia em que a amostra foi tratada por calor (CDC, 2020a).

O Instituo Adolfo Lutz padronizou a metodologia de aquecimento utilizando o reagente da




marca Lucigen (vide materiais e métodos), em que seria possivel degradar os compostos inibitorios,
conforme referido pelo fabricante (CDC, 2020a; 2020b). Em contrapartida, Petrillo e colaboradores
(2020) avaliaram a eficacia da RT-PCR multiplex sem extragdo de RNA e os resultados forneceram
evidéncias de uma ferramenta confidvel para deteccdo de SARS-CoV-2.

Outra estratégia em decorréncia da alta demanda foi avaliar um maior nimero de amostras
de pacientes por reagdo de RT-PCR. Neste protocolo, o CDC avaliou a aplica¢do até 4 amostras de
pacientes (poo/) em uma mesma reagdo, quando o resultado deste pool for positivo, inconclusivo ou
invalido para deteccao de SARS-CoV-2, as amostras devem ser testadas individualmente. Porém, na
ocorréncia de alto nimero de positivos, este procedimento pode se tornar inviavel, ja que todas as
amostras de pool deveriam ter suas reagoes repetidas individualmente posteriormente (CDC, 2020a).

Ainda no cendrio de escassez de insumos ocasionados pela pandemia de SARS-CoV-2, outras
metodologias de coleta estdo sendo estudadas a fim de substituir a técnica de raspagem da nasofaringe
e orofaringe com swab. A limitacdo na disponibilidade de swabs, a necessidade de profissionais
de saude muito bem treinados, bem como o risco de contamina¢do devido a formac¢do de aerossol
culminou no estudo de estratégias alternativas. Muitos estudos avaliaram a saliva como um fluido nao
invasivo, confidvel e mais sensivel do que amostras de nasofaringe (AZZl et al.,2020; BYRNE et al.,
2020; KHURSHID et al., 2020; WYLLIE et al., 2020a, 2020b).

Outra estratégia avaliada pelo Instituto Adolfo Lutz como alternativa ao uso de swab ¢ a
realizagdo de gargarejo com salina. O estudo sugere que a técnica da auto-coleta da amostra do
paciente ¢ confidvel e permite maior seguranca e menor consumo de insumos (LOPEZ-LOPES et al.,
2020).

CONCLUSAO

A RT-PCR para deteccdo de SARS-CoV-2 estd sendo fundamental na resposta global a
pandemia de COVID-19. Evidentemente, o método multiplex oferece algumas vantagens, como
economia de tempo e reducdo de custos, além da eficacia, alta sensibilidade e boa especificidade.

Dentre as desvantagens da plataforma de RT-PCR, destaca-se a necessidade de possuir o
equipamento, além do tempo da reagdo, ndo adequado para triagem rapida e para locais com recursos
limitados.

Dada a rapidez da propagacao do virus, o ensaio RT-PCR continuard sendo uma ferramenta
central para diagnosticar a doenca. No entanto, devido a problemas da cadeia de abastecimento,
decisdes politicas e capacidade laboratorial para testagem, seria conveniente a validacdo de novas
metodologias, como o teste de antigeno imunocromatografico, minimizando a necessidade de testes

mais laboriosos e caros.
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