PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM VIGILANCIA SANITARIA
INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE
FUNDACAO OSWALDO CRUZ

Renata Malachini Maia

TESTES MOLECULARES PARA O DIAGNOSTICO DA COVID-19: AVALIACAO
DAS INSTRUCOES DE USO SEGUNDO A RDC N° 36/2015

Rio de Janeiro

2022



Renata Malachini Maia

TESTES MOLECULARES PARA O DIAGNOSTICO DA COVID-19: AVALIACAO DAS
INSTRUCOES DE USO SEGUNDO A RDC N° 36/2015

Monografia  apresentada ao Curso de
Residéncia Multiprofissional em Satde na
Area de Vigilancia Sanitdria com Enfase na
Qualidade de Produtos, Ambientes e Servigos,
do Programa de P6s-Graduacdo em Vigilancia
Sanitaria, do Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude, da Fundag¢do Oswaldo
Cruz, como requisito para a obten¢do do titulo
de Especialista por ter concluido o Curso de
Residéncia Multiprofissional em Satde na
Area de Vigilancia Sanitdria com Enfase na
Qualidade de Produtos, Ambientes e Servicos.

Tutora: Marisa Coelho Adati
Preceptora: Helena C. B. G. Borges

Rio de Janeiro

2022



Catalogagdo na Fonte
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude
Biblioteca

Maia, Renata

Testes moleculares para o diagnéstico da COVID-19: avaliagdo das
instrugdes de uso segundo a RDC N°36/2015. / Renata Maia. - Rio de
Janeiro: INCQS/FIOCRUZ, 2022.

69 f. : fig. ; graf. ; tab.

Monografia (Programa de Residéncia Multiprofissional em Satde na
Area de Vigildncia Sanitaria com Enfase na Qualidade de Produtos,
Ambientes e Servigos) - Programa de Pos-Graduacdo em Vigilancia
Sanitaria, Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Satde, Fundagdo
Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, 2022.

Tutor: Marisa Coelho Adati.
Preceptora: Helena Cristina Balthazar Guedes Borges.

Bibliografia: Inclui Bibliografias.

1. COVID-19. 2. Testes moleculares. 3. swab nasofaringeo. 4. VTM. L.
Titulo.

Molecular tests for the diagnosis of COVID-19: evaluation of instructions
for use according to RDC N°36/2015.



Renata Malachini Maia

TESTES MOLECULARES PARA O DIAGNOSTICO DA COVID-19: AVALIACAO DAS
INSTRUCOES DE USO SEGUNDO A RDC N°36/2015

Aprovada em: 24/02/2022

Monografia apresentada ao Curso de
Residéncia Multiprofissional em Satde na
Area de Vigilancia Sanitdria com Enfase na
Qualidade de Produtos, Ambientes e Servigos,
do Programa de P6s-Graduacdo em Vigilancia
Sanitaria, do Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude, da Fundag¢do Oswaldo
Cruz, como requisito para a obten¢do do titulo
de Especialista por ter concluido o Curso de
Residéncia Multiprofissional em Satde na
Area de Vigilancia Sanitdria com Enfase na
Qualidade de Produtos, Ambientes e Servicos.

BANCA EXAMINADORA

Dra. Renata Faria de Carvalho

Instituto Nacional em Controle de Qualidade em Saude

MsC. Sabrina Alberti Nobrega de Oliveira

Instituto Nacional em Controle de Qualidade em Saude

MsC. Jarbas Emilio dos Santos

Instituto Nacional em Controle de Qualidade em Saude

Dra. Helena Cristina Balthazar Guedes Borges — Orientadora

Instituto Nacional em Controle de Qualidade em Saude

Dra. Marisa Coelho Adati - Tutora

Instituto Nacional em Controle de Qualidade em Saude



Dedico este trabalho a minha familia, as minhas tutora e preceptora, e aos profissionais que

contribuiram para o seu desenvolvimento.



AGRADECIMENTOS
Inicialmente gostaria de agradecer a minha tutora Marisa Coelho Adati e a minha preceptora
Helena Cristina Balthazar Guedes Borges, pelos exemplos de profissionais de exceléncia, por
toda a aten¢do, paciéncia e suporte durante esse tempo de trabalho juntas. Agradeco pelos
ricos ensinamentos e contribui¢do para a realizacdo deste trabalho.
Aos profissionais do Laboratério de Sangue e Hemoderivados do INCQS, por todo o
aprendizado, troca de experiéncias, amizade e contribuicdo para que esse trabalho fosse

desenvolvido.

A minha familia por todo o apoio, companheirismo e suporte para o cumprimento de mais

essa etapa na minha vida.

A coordenagio de pos-graduagdo em Vigilancia Sanitiria por toda a atencio, cuidado e

paciéncia para resolver possiveis pendéncias.

Aos professores do INCQS pelos ensinamentos adquiridos.

Aos colegas de residéncia pela amizade e companheirismo durante este periodo.

Ao INCQS por ser minha segunda casa nesses ultimos dois anos e pela oportunidade de

realizar este curso.

A banca examinadora por aceitar o convite e contribuir com o trabalho.



Sonhos determinam o que vocé quer.
Acdo determina o que vocé conquista.

Aldo Novak



RESUMO

Em 2020, a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) declarou que a COVID-19 era uma
doenca com caracteristicas suficientes para ser considerada uma pandemia. Esta situacdo
demandaria um esfor¢o internacional para conter a disseminagdo da doenca, evitar o colapso
do sistema de satde e reduzir o nimero de mortes. A COVID-19, é uma doenga causada pelo
novo coronavirus (SARS-CoV-2), e a sua transmissdao ocorre através do contato com
goticulas contaminadas pelo virus. O diagndstico da doenca € realizado através das
metodologias dos tipos molecular e soroldgica. Atualmente, os testes moleculares sdao
considerados padrdo-ouro para o diagnostico da doenca. O uso de meio de transporte viral
(VIM) é comumente utilizado para preservacao da amostra de swab apds coleta de material
bioldgico para técnicas moleculares. No Brasil, a RDC N° 36/2015 (Resolu¢do da Diretoria
Colegiada) dispOe entre outros aspectos, sobre registro, rotulagem e instrucdo de uso de
produtos para diagndstico in vitro reguladas pela da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria
(ANVISA). O objetivo desse trabalho foi avaliar o cumprimento dos requisitos nas instrugdes
de uso preconizados na RDC N° 36/2015 e avaliar o uso de meio de transporte viral (VITM) na
preservacdo de particulas virais em swab nasofaringeo, para realizagdo de testes moleculares
para COVID-19 recebidos para andlise no Instituto Nacional de Controle de Qualidade em
Saude (INCQS) no periodo de maio a de dezembro de 2020. Foram selecionados um total de
16 produtos. Os dados obtidos foram confrontados com o Artigo 35° da referida legislagdo
para posterior analise critica. Foi observado que apesar da auséncia de algumas informacdes
solicitadas nessa Resolucdo, nenhuma foi limitante para a execugdo dos procedimentos de
ensaio e interpretagdao dos resultados. Nao houve diferenca em relacdo ao desempenho entre
os produtos que preconizam o uso de VIM e os que ndo preconizam ou ndo informaram. O
controle da qualidade dos testes para diagnostico da COVID-19 configura importante acao de

vigilancia sanitaria.

Palavras-chave: =~ COVID-19, testes moleculares, swab  nasofaringeo, @ VTM.



ABSTRACT

In 2020, the World Health Organization (WHO) declared that COVID-19 was a disease with
sufficient characteristics to be considered a pandemic. This situation would require an
international effort to contain the spread of the disease, prevent health system collapse and
reduce the number of deaths. COVID-19 is caused by new coronavirus (SARS-CoV-2), and
transmission occurs through contact with droplets contaminated by the virus. Disease
diagnosis is carried out through molecular and serological methods. Molecular tests are
considered the gold standard in laboratories and have greater diagnostic sensitivity and
specificity compared to other methodologies, such as serological tests. The use of viral
transport medium (VTM) is commonly used to preserve swab sample after collection of
biological material. In Brazil, importation and national manufacture of in vitro diagnostic
products are regulated by Resolution of the Collegiate Board (RDC) N° 36/2015 of the
National Health Surveillance Agency (ANVISA), which provides, among other aspects, for
registration, labeling and use instruction of these products. The aim of this work was evaluate
the compliance with requirements for instructions for use recommended in RDC received at
the National Institute for Quality Control in Health (INCQS), from May to December 2020. A
total of 16 products were selected. Data obtained were compared with Article 35° of the
aforementioned legislation for further critical analysis. It was observed that despite the
absence of some information requested in this Resolution, none was limiting for test
procedures execution and results interpretation. There was no difference of performance
between products that advocate VIM use and those that do not or did not inform. Quality

control of diagnosis tests of COVID-19 is an important health surveillance action.

Keywords: COVID-19, molecular tests, nasopharyngeal swab, VTM.
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1 INTRODUCAO

1.1 Historico da COVID-19 e situacio atual

A palavra coronavirus (CoV) € derivada da palavra “corona” que significa
“coroa” em latim. O CoV foi descoberto durante a década de 1960. O grupo de estudo
sobre o coronavirus sob o Comité Internacional de Taxonomia Viral usou o principio da
gendmica comparativa para avaliar e particionar as proteinas replicativas em fases de
leitura abertas (ORF) para identificar os fatores que diferenciam CoV em diferentes
classificagdes de clados. Os coronavirus sdao a segunda principal causa de resfriado
comum, apds os rinovirus. Sdo responsaveis por uma série de infec¢des do trato
respiratorio humano, que variam de resfriado leve a sindrome de dificuldade respiratoria
grave. Atualmente, cerca de sete coronavirus ja foram descritos (HCoVs): HCoV-229E,
HCoV-0C43, HCoV-NL63, HCoV-HKU1, SARS-COV (sindrome respiratéria aguda
grave), MERS-COV (sindrome respiratéria do Oriente Médio) e mais recente, novo
coronavirus, que no inicio foi temporariamente nomeado 2019-nCoV e,
posteriormente em 11 de fevereiro de 2020, denominado de SARS-CoV-2. Os tipos
mais graves que resultaram em pandemias em grande escala no passado sdo a SARS
(em 2002-2003) e a MERS (em 2012). O novo coronavirus € responsdvel por causar a
doenca COVID-19 (OPAS, 2022), considerada uma ameaca emergente a saude global
(UMAKANTHAN et al., 2020).

A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) foi alertada em 31 de dezembro de
2019, sobre diversos casos de pneumonia na cidade de Wuhan, provincia de Hubei, na
Republica Popular da China. No dia 07 de janeiro de 2020, as autoridades chinesas
confirmaram o surgimento de uma nova cepa de coronavirus (CoV), que ndo havia sido
antes identificada em seres humanos (OPAS, 2022). A epidemia de COVID-19, desde
entdo, se espalhou rapidamente para a Tailandia, Japao, Coreia do Sul, Cingapura e Ira
nos primeiros meses. Isso foi seguido por uma ampla disseminagdo viral em todo o
mundo, incluindo Espanha, Itdlia, Estados Unidos da América (EUA), Emirados Arabes
Unidos e Reino Unido, fato que levou a OMS declarar o surto de COVID-19 como uma
pandemia. Em 6 de maio de 2020, surtos e infec¢Oes esporadicas em humanos
resultaram em 3.732.046 casos confirmados e 261.517 mortes (UMAKANTHAN et al.,
2020). Atualmente, o mundo conta com um total de 298.915.721 milhdes de casos e

5.469.303 milhdes de mortes registradas. O Brasil registrou nos primeiros dias de
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janeiro de 2022, um total de 22.351.104 de casos e 619.513 mortes, ocupando terceiro
lugar no ranking mundial, apenas atrds dos EUA e India em nimero de casos e Gbitos

(OMS, 2022).

Acredita-se que a atual pandemia de COVID-19, tenha surgido de um
hospedeiro animal. A COVID-19 € causada pelo virus SARS-CoV-2, cujo genoma
compartilha 96% de semelhanga com o betacoronavirus isolado de um morcego em
2013 (RaTG13). A sequéncia do dominio de ligacdo ao receptor do SARS-CoV-2, que é
fundamental para a infeccdo do hospedeiro, também compartilha uma semelhanca de
alta sequéncia com o betacoronavirus isolado de um pangolim malaio. Observaram que
5 dos aminoécidos compartilhados exclusivamente entre SARS-CoV-2 e pangolin-CoV
ocorrem nos principais locais envolvidos na ligagdo ao hospedeiro. Portanto, especula-
se que o SARS-CoV-2 se originou em morcegos € passou por varios eventos de
recombina¢@o a medida que migrava para outros mamiferos (Figura 1) (SALIAN et al.,

2021).

Figura 1 - Semelhanca do novo coronavirus com coronavirus de morcego; pangolin; virus SARS; virus

MERS e coronavirus do resfriado comum.
q 4
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Fonte: WEIZMANN BRASIL, 2022.
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1.2 Estrutura viral

CoV sao virus de RNA da subfamilia Coronavirinae. Eles pertencem a familia
Coronaviridae e a ordem Nidovirales (nido em latim para ninho'). A ordem Nidovirales
¢ composta pelas familias Coronaviridae, Arteriviridae, Mesovirididae e
Roniviridae. As caracteristicas dos Nidovirales sdo as seguintes: (1) contém genomas
muito grandes para virus de RNA, (2) sdo altamente replicativos devido a organizagdo
gendmica conservada, (3) exibem varias atividades enzimaticas unicas e (4) tém extensa

mudanga de matriz de leitura ribossomal devido a expressdo de vérios genes ndo

estruturais. A familia Coronaviridae possui duas subfamilias: Coronavirinae e
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Torovirinae. A subfamilia Coronavirinae consiste em 4 géneros alfa CoV, beta CoV,
gama CoV e delta CoV com base na estrutura gendmica (UMAKANTHAN et al.
2020).

Os CoV sdo virus de RNA de fita unica positivos com envelope, tendo os
maiores genomas de RNA viral conhecidos, de 8,4 — 12 kDa de tamanho. Os genomas
virais sd@o compostos pelos terminais 5' e 3'.O terminal 5' constitui uma parte
importante do genoma e contém quadros de leitura abertos, que codificam proteinas
responsaveis pela replicacao viral. O terminal 3' contém as cinco proteinas estruturais, a
saber, a proteina spike (S), a proteina de membrana (M), a proteina do nucleocapsideo
(N), a proteina do envelope (E) e a proteina hemaglutinina-esterase (HE) (Figura 2). A
proteina S medeia uma ligagdo e fusdo entre o virus e a membrana da célula hospedeira
e também entre as células infectadas e as células ndo infectadas adjacentes. Eles sdo os
principais indutores de anticorpos neutralizantes em uma vacina (UMAKANTHAN et
al. 2020).

A proteina N forma complexos de RNA que auxiliam na transcricdo € montagem
do virus. A proteina M € a proteina estrutural mais abundante e também define a forma
do envelope viral. A proteina E é a mais enigmatica € a menor das principais proteinas
estruturais, que € altamente expressa dentro da célula infectada durante o ciclo de
replicacdo viral. A proteina HE € responsavel pela ligacdo ao receptor e especificidade

do hospedeiro (UMAKANTHAN et al., 2020).

Figura 2 - Representagdo esquemadtica da estrutura do SARS-CoV-2.

Nucleocapsideo
+— Glicoproteina spike (S)
Proteina de membrana (M)

Envelope (E)

RNA

Dimero de hemaglutinina-esterase

Fonte: Adaptado de: FLORINDO et al. 2020.
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1.3 Replicacao viral

Ap6s a ligagdo ao receptor, o virus deve acessar o citoplasma da célula. Ocorre
clivagem proteolitica dependente de acido da proteina S por uma catepsina, TMPRRS2,
seguida pela fusdo das membranas viral e celular. A clivagem da proteina S ocorre em
dois sitios dentro da por¢ao S2 da proteina, com a primeira clivagem para separar o
dominio de ligacdo ao receptor e os dominios de fusdo da proteina S e a segunda para
expor o peptideo de fusdo (clivagem em S2) (V'KOVSKI et al. 2021).

A fusdo geralmente ocorre dentro de endossomas acidificados, mas alguns
coronavirus podem se fundir na membrana plasmatica. Em seguida, o gene da replicase
viral, consiste em duas fases de leitura abertas que codificam duas poliproteinas, ppla e
pplab. Essas poliproteinas contém todas as proteinas nao estruturais do virus que sdao
essenciais para a replicagdo intracelular. As poliproteinas sdo clivadas para formar
proteinas individuais por proteases, incluindo uma ou duas proteases semelhantes a
papaina e uma protease do tipo serina, a principal protease (M). Muitos dessas proteinas
se montam no complexo replicase-transcriptase que replica o RNA viral (WARD et al.,
2020).

Ap6s a replicagdo e a sintese de RNA viral, as proteinas estruturais virais S, E e
M sdo traduzidas e inseridas no reticulo endoplasmético (RE). Essas proteinas movem-
se para o compartimento intermedidrio do reticulo endoplasmatico-Golgi (ERGIC),
onde os genomas virais encapsidados pela proteina N brotam nas membranas do ERGIC
contendo proteinas estruturais virais, formando virus maduros (Figura 3) (V'KOVSKI

etal.,2021; WARD et al., 2020).
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Figura 3 — Replicagdo viral do SARS-CoV-2.
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Fonte: Adaptado de WARD et al. 2020. (1) A proteina de superficie do virus se liga ao receptor ACE2,

uma proteina de superficie celular. A enzima TMPRSS2, auxilia a entrada do virus. (2) O virus libera seu
RNA. (3) O RNA ¢ traduzido em proteinas pela maquinaria da célula. (4) Algumas dessas proteinas
formam um complexo de replicacdo para produzir mais RNA. (5) Proteinas e o RNA é montado em um

novo virus no complexo de Golgi e (6) liberado.

1.4 Transmissao

A transmissdo precoce do SARS-CoV-2 em Wuhan em dezembro de 2019 foi
inicialmente ligada ao Mercado Atacadista de Frutos do Mar de Huanan e foi sugerida
como a fonte do surto (WU, MCGOOGAN 2020, LI et al., 2020). No entanto, a
transmissdo comunitdria pode ter ocorrido antes disso (NISHIURA, LINTON,
AKHMETZHANOYV, 2020). Mais tarde, a transmissdo continua de humano para
humano propagou o surto. E geralmente aceito que 0 SARS-CoV-2 é mais transmissivel
que o SARS-CoV e o MERS-CoV;no entanto, a determinacdo de um nimero de
reproducdo preciso (RO) para COVID-19 ainda ndo é possivel, pois muitas infeccoes
assintomaticas ndo podem ser contabilizadas com precisdo neste estagio (PETERSEN et

al., 2020).

Notavelmente, a maior parte da transmissdo de SARS-CoV-2 de humano para
humano no inicio na China ocorreu em grupos familiares e, em outros paises, grandes
surtos também ocorreram em outros ambientes, como comunidades de trabalhadores
migrantes, matadouros e frigorificos, indicando a necessidade de isolamento de pessoas

infectadas (CHAN et al., 2020). A transmissao hospitalar ndo foi a principal fonte de
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transmissdo na China devido a implementacdo de medidas de controle de infeccdo em
ambientes clinicos. Em contraste, um alto risco de transmissao nosocomial foi relatado
em algumas outras dreas. Por exemplo, um estudo de coorte em Londres revelou que
44% dos profissionais de saude da linha de frente de um hospital estavam infectados

com SARS-CoV-2 (HOULIHAN, et al., 2020).

As goticulas respiratdrias sao as principais vias de transmissdo. O SARS-CoV-2
pode ser transmitido a uma pessoa saudavel se ela tiver contato com a pessoa infectada
ou qualquer um de seus pertences, incluindo roupas e maganetas. No entanto, a
transmissdo pode ser evitada mantendo uma distancia de 2 metros entre duas pessoas,
usando madscaras ao sair e o isolamento de pessoas infectadas (YESUDHAS et al.,
2021).

A transmissdo de pessoa para pessoa ocorre por meio de rotas comuns, como
transmissao direta, transmissao por contato e transmissdes aéreas por meio de aerossois
e durante procedimentos médicos. Tosse, espirro, inalagdo de goticulas, contato com as
mucosas oral, nasal e ocular s3o os modos comuns de disseminagdo. A eliminacao viral
ocorre a partir do trato respiratério, saliva, fezes e urina, resultando em outras fontes de
disseminagdo do virus. A carga viral € maior e de maior duracdo em pacientes com
COVID-19 grave. A disseminacdo de COVID-19 de pacientes para trabalhadores de
saude e comissarios de bordo que estiveram em contato proximo com 0s pacientes
infectados também ¢é relatada (UMAKANTHAN et al., 2020).

O periodo de incubagdo do SARS-CoV-2 € de 1 a 12 dias, no entanto, o periodo
médio € de 4 dias. Os sintomas mais comuns sdo febre (43% na admissdo e 88,7%
durante a internacdo), tosse (67,8%), diarreia (3,8%) e fadiga. O SARS-CoV-2 foi
detectado na saliva, sangue, escarro e urina antes do desenvolvimento da pneumonia
viral, e alguns pacientes ndo desenvolvem pneumonia.Pessoas assintomadticas sao
fontes potenciais de infeccdo por SARS-CoV-2, que controlam a dindmica de
transmissao (GUAN et al., 2020).

Conforme determinado recentemente, a transmissao do COVID-19 foi
identificada como originaria de morcegos, mas pode ter sido originalmente transmitida
aos seres humanos por meio de outros animais intermedidrios potencialmente
provenientes do mercado local de frutos do mar na cidade de Wuhan, provincia de
Hubei, China. Para que o0 SARS-CoV-2 seja transmitido para humanos, um hospedeiro

intermedidrio deve sempre estar presente, pois CoVs derivados de morcegos raramente
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infectam humanos. Pangolins selvagens chineses e malaios foram testados para
coronavirus do tipo SARS-CoV-2, com a maioria testando reagente (Figura 4) (XIAO et

al., 2020; SHARMA, FAROUK, LAL, 2021).

Figura 4 — Origem e modos de transmissdo da COVID-19.
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Fonte: Adaptado de SHARMA, FAROUK, LAL 2021.

A alta transmissibilidade do SARS-CoV-2 pode ser atribuida as caracteristicas
virologicas tunicas do SARS-CoV-2.A transmissio do SARS-CoV ocorre
principalmente logo apds o inicio da doenga e atinge o pico apds a gravidade da
doenca. No entanto, a carga viral do SARS-CoV-2 em amostras do trato respiratorio
superior é maior durante a primeira semana de sintomas e, portanto, o risco de
disseminagdo do virus pela faringe € muito alto no inicio da infeccdo (ZOU et al., 2020,
WOLFEL et al., 2020). Postulou-se que as infec¢cdes ndo documentadas poderiam ser
responsaveis por 79% dos casos relatados devido a alta transmissibilidade do virus
durante a doenca leve ou o periodo assintomatico. Um paciente com COVID-19 espalha
virus em goticulas liquidas durante a fala. No entanto, particulas menores € muito mais
numerosas, conhecidas como particulas de aerossol, podem permanecer no ar por um
longo tempo e depois penetrar profundamente nos pulmdes quando inaladas por outra

pessoa (VAN et al., 2020), porém ndo foram evidenciados claramente como via de

infeccao.
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Além disso, a transmissdo do virus através da superficie ocular e a presenca
prolongada de RNA viral SARS-CoV-2 em amostras fecais também foram
documentadas. Os coronavirus podem persistir em superficies inanimadas por dias, o
que também pode ser o caso do SARS-CoV-2 e pode representar um risco prolongado
de infeccio (KAMPF et al. 2020). Esses achados explicam a rapida disseminagdo
geografica da COVID-19, e as intervengdes de saude publica para reduzir a transmissao
trardo beneficios para mitigar a epidemia, como se mostrou bem-sucedido na China e
em varios outros paises, como a Coreia do Sul (CHINAZZI et al., 2020; HU et al.,
2020).

1.4.1 Transmissao Nosocomial

Os hospitais sdo conhecidos por serem uma das fontes de transmissao secundaria
do SARS-CoV-2, pois hospedam um grande nimero de individuos infectados. No caso
do COVID-19, a contaminacdo viral em quartos de hospital onde pacientes com
COVID-19 estao sendo atendidos foi relatada como possivel modo de transmissao (CAI
et al., 2020), apesar de nesses casos ser dificil descartar a transmissdo respiratria do
virus, devido ao contato muito proximo dos profissionais de satde e pacientes, ainda

mais com lotagdo de leitos e alta rotatividade.

A medida que o SARS-CoV-2 se espalha por goticulas e fomites, é importante
que os setores de saude considerem cuidadosamente os métodos a serem incorporados a
pratica para controlar a transmissdo potencial em ambientes nosocomiais. Além da
descontaminacdo de areas comuns, equipamentos € autoprote¢do, controles de
precaucdo podem ser tomados para evitar uma possivel disseminacdo durante
procedimentos médicos. Como o SARS-CoV-2 € encontrado em goticulas respiratdrias
e abundantemente presente nas secregOes nasofaringeas e salivares, sdo necessarias
consideracOes ao realizar procedimentos orais, como endoscopias e atendimento
odontoldgico. Mais recentemente, foi destacado que o SARS-CoV-2 foi detectado nas
amostras fecais de pacientes infectados, indicando a capacidade do SARS-CoV-2 de
proliferar no trato digestivo e o potencial para a via de transmissdo fecal-oral
(CHEUNG et al. 2020). Portanto, cuidados adicionais devem ser tomados ao realizar
procedimentos médicos como colonoscopias, pois pode ocorrer contato com amostras

fecais do paciente (SANTARPIA et al., 2020; SOETIKNO et al., 2020).
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As unidades de terapia intensiva (UTI) hospitalares tém se deparado com
desafios na ascensdo da pandemia de COVID-19. Ao lado da urgéncia em atender a
demanda de saude, outro desafio tem sido minimizar a transmissdao do virus de
pacientes internados em UTI com COVID-19 para outros pacientes e profissionais do
hospital. Para superar isso, medidas foram recomendadas e aplicadas aos regulamentos
da UTI, incluindo o gerenciamento da capacidade da UTI, carga de trabalho da equipe e
infraestrutura para prevengdo de infecgdes. O manejo clinico de pacientes graves com
COVID-19 requer cuidados adequados na desinfec¢do de itens ndo descartaveis que
entram em contato com mais de um paciente, como ventiladores e leitos de UTI, para
reduzir as chances de transmissdo de fomites (PHUA et al., 2020; SHARMA,
FAROUK, LAL, 2021).

1.4.2 Transmissao Materna

O potencial de transmissdo vertical intrauterina de maes gravidas para seus
filhos foi relatado como negativo em nove maes gravidas positivas para SARS-CoV-2.
Todos os nove recém-nascidos foram testados para o SARS-CoV-2 e foram relatados
como negativos para o virus. Além disso, amostras de leite materno, liquido amnidtico e
sangue do cordao umbilical coletadas dos pacientes também apresentaram resultados

negativos para o virus (CHEN et al., 2020; SHARMA, FAROUK, LAL, 2021).

1.5 Manifestacoes clinicas

A patogénese da infeccdo por SARS-CoV-2 em humanos se manifesta como
sintomas leves a insuficiéncia respiratdria grave. Ao se ligar as células epiteliais no trato
respiratorio, o SARS-CoV-2 comega a se replicar e migrar para as vias aéreas e entra
nas células epiteliais alveolares nos pulmdes. A rapida replicacio do SARS-CoV-2 nos
pulmdes pode desencadear uma forte resposta imune. A sindrome da tempestade de
citocinas causa sindrome do desconforto respiratorio agudo e insuficiéncia respiratoria,
que € considerada a principal causa de morte em pacientes com COVID-19 (HUANG et
al., 2020). Pacientes com idade mais avangada (> 60 anos) e com doencgas preexistentes
graves tém maior risco de desenvolver sindrome do desconforto respiratério agudo e
6bito, enquanto a maioria dos jovens e criancas tem apenas doengas leves (sem

pneumonia ou pneumonia leve) ou sdo assintomdticos (HU et al., 2021).
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As alteragdes histopatologicas em pacientes com COVID-19 ocorrem
principalmente nos pulmdes. As andlises histopatologicas mostraram dano alveolar
difuso bilateral, formacdo de membrana hialina, descamagdo de pneumdcitos e
depdsitos de fibrina nos pulmdes de pacientes com COVID-19 grave. A inflamagdo
exsudativa também foi mostrada em alguns casos. Ensaios de imunohistoquimica
detectaram o antigeno SARS-CoV-2 nas vias aéreas superiores, epitélio bronquiolar e
epitélio da glandula submucosa, bem como em pneumdcitos tipo I e tipo II, macréfagos
alveolares e membranas hialinas nos pulmdes (HU et al., 2021).

Os sintomas tipicos da doenca sdo febre, tosse seca e fadiga e, em casos mais
graves, dispnéia. A doenca grave geralmente se desenvolve em 8 dias apds o inicio dos
sintomas e a doenga critica e a morte ocorrem em 16 dias (Figura 5) (HU et al., 2020).
Sintomas menos comuns incluem producdo de escarro, cefaleia, hemoptise, diarreia,
anorexia, dor de garganta, dor no peito, calafrios e nduseas e vomitos em estudos de
pacientes na China. Distirbios do olfato e paladar também foram relatados por
pacientes na Itdlia. A maioria das pessoas apresentou sinais de doengas apds um periodo
de incubacdo de 1 a 14 dias (mais comumente em torno de 5 dias), e dispneia e
pneumonia se desenvolveram em um tempo médio de 8 dias apds o inicio da doenga

(HU et al., 2021, WU et al., 2020).

Figura 5 - Caracteristicas clinicas da COVID-19. SDRA, sindrome do desconforto respiratério agudo;

UTI, unidade de terapia intensiva.
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Parece que todas as idades da populacdo sdo suscetiveis a infeccdo por SARS-
CoV-2, e a idade média de infec¢do € de cerca de 50 anos (GUAN et al. 2020). No
entanto, as manifestacdes clinicas diferem com a idade (LU et al. 2020). Notavelmente,
o risco de doenga ndo foi maior para as mulheres gravidas. No entanto, foi relatada
evidéncia de transmissdo transplacentdria de SARS-CoV-2 de uma mae infectada para
um recém-nascido, embora tenha sido um caso isolado (CHEN et al., 2020).

Em um relato de 72.314 casos na China, 81% dos casos foram classificados
como leves, 14% foram casos graves que necessitaram de ventilagdo em unidade de
terapia intensiva (UTI) e 5% foram criticos (ou seja, os pacientes apresentavam
insuficiéncia respiratoria, choque séptico e/ou disfun¢do ou faléncia de multiplos
orgaos) (WU, MCGOOGAN, 2020). Na admissdo, a opacidade em vidro fosco foi o
achado radioldgico mais comum na tomografia computadorizada (TC) de térax (WANG
et al., 2020). A maioria dos pacientes também desenvolveu linfopenia acentuada,
semelhante ao observado em pacientes com SARS e MERS, e os ndo sobreviventes
desenvolveram linfopenia mais grave ao longo do tempo.Em comparacdo com
pacientes nao internados em UTI, os pacientes internados em UTI apresentaram niveis
mais elevados de citocinas plasmadticas, 0 que sugere um processo imunopatolégico
causado por uma tempestade de citocinas (HUANG et al., 2020). Nesta coorte de
pacientes, cerca de 2,3% das pessoas morreram em um tempo médio de 16 dias desde o
inicio da doenca. Homens com mais de 68 anos apresentaram maior risco de
insuficiéncia respiratdria, lesdo cardiaca aguda e insuficiéncia cardiaca que levou a
morte, independentemente de histéria de doenca cardiovascular. A maioria dos
pacientes se recuperou o suficiente para receber alta do hospital em 2 semanas (HU et

al., 2020, WANG et al., 2020).

1.6 Tratamento e prevencao

Atualmente, ndo ha medicamentos ou terapias clinicamente aprovados pelo FDA
dos EUA para o tratamento do COVID-19. As abordagens tradicionais de descoberta de
medicamentos sdao demoradas e os métodos de tentativa e erro geralmente sao
ineficazes. Devido as exigéncias regulatdrias para avaliar a seguranga e eficdcia do
medicamento, o tempo necessario para desenvolver um novo medicamento leva, em
média, de uma a duas décadas. Uma abordagem racional para superar as altas taxas de

falha sustentadas e o tempo e os custos envolvidos na pesquisa e desenvolvimento para
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trazer um novo medicamento ao mercado € redirecionar os medicamentos existentes
com base na semelhanca dos mecanismos da doenca para os medicamentos alvo
(PUSHPAKOM et al., 2019). Além disso, os medicamentos reaproveitados t€m a
vantagem de menores custos e tempo de desenvolvimento por causa de seus dados
farmacocinéticos, toxicoldgicos e de seguranga previamente disponiveis. Tomando o
reaproveitamento como estratégia primdria, muitos ensaios clinicos randomizados de
medicamentos conhecidos estdo em andamento em pacientes com COVID-19
(MAJUMDER, MINKO, 2021).

Os tratamentos gerais incluem tratamentos de suporte e repouso. Essas acodes
garantem a ingestdo energética didria suficiente e monitoram os sinais vitais, como
saturagdo de oxigénio, frequéncia respiratoria e frequéncia cardiaca (XU et al.,
2019). Quanto aos pacientes com COVID-19 leve, o tratamento sintomdtico como
antitérmicos para febre e dor, nutricdo adequada e reidratacdo sao recomendados pela
OMS. No entanto, a antibioticoterapia ou profilaxia ndo é recomendada, pois 0 uso
generalizado de antibidticos pode levar a uma maior taxa de resisténcia e aumentar a
carga de doengas e mortes durante a pandemia de COVID-19. Se os pacientes estdo
sofrendo de hipoxemia refrataria, a OMS recomenda a oxigenacdo por membrana
extracorpérea (ECMO) para eles MAJUMDER, MINKO, 2021).

Com uma melhor compreensdo do genoma do SARS-CoV-2, a maioria das
estratégias no desenvolvimento de vacinas visa a sequéncia de codifica¢do da proteina S
ou antigenos derivados da proteina S SARS-CoV-2. Atualmente, as plataformas de
produgdo de vacinas para SARS-CoV-2 incluem vacina viva atenuada, vacina de virus
inativado, vacina de subunidade, vacina baseada em vetor viral, vacina de DNA e
vacina de RNA (MAJUMDER, MINKO, 2021).

Atualmente, hd uma falta de tratamento eficaz para o COVID-19. A melhor
maneira de reduzir a chance de infeccdo € realizar as medidas de preveng¢do, como
vacina¢do, manter uma boa higiene pessoal, usar mascara médica e evitar ir a lugares
lotados. A manuten¢do de uma distancia interpessoal de 2 metros pode ser considerada
uma medida significativa para minimizar o risco de transmissdao. Um estudo recente
mostrou que o uso de mascara facial em toda a comunidade pode controlar o COVID-
19, reduzindo a emissdo de saliva infectada e goticulas respiratorias de individuos
assintomaticos ou com sintomas leves (TAO-HSIN TUNG et al., 2021).

Para os profissionais de saude, as precaucdes padrdo com o uso adequado de

equipamentos de protecao individual (EPI), como luvas, avental, protecao para os olhos,
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mascara facial e respirador N95 ao realizar procedimentos geradores de aerossois,
podem reduzir o risco de infec¢do (TAO-HSIN TUNG et al., 2021).

Para os governos, a deteccdo, isolamento e o tratamento precoces sao
significativos para impedir a propagacdo do virus e a recuperagdo de casos positivos. A
aplicagdo do sistema de rastreamento geografico on-line e mapeamento de casos de
COVID-19 usando andlise de big data permite rastreamento oportuno e eficaz e
superdisseminador de mapeamento na comunidade para monitoramento € resposta a
epidemias (TAO-HSIN TUNG et al., 2021).

Dessa forma, quanto mais o virus da COVID-19 circular, através da
movimentacdo e infeccdo das pessoas, mais oportunidades tera de sofrer mutagdes.
Portanto, a coisa mais importante que as pessoas podem fazer é reduzir o risco de
exposicao ao virus e se vacinar contra a COVID-19 (com todas as doses necessérias,
segundo o esquema de vacinagdo), continuar a usar mascaras, manter a higiene das
maos, deixar os ambientes bem ventilados sempre que possivel, evitar aglomeragdes e
reduzir a0 maximo o contato proximo com muitas pessoas, principalmente em espacgos

fechados (OPAS, 2021).

1.7 Epidemiologia

1.7.1 Panorama mundial

O virus se espalhou rapidamente para mais de 200 paises, com 12,2 milhdes de
casos confirmados e 555.000 mortes registradas em 11 de julho de 2020. Os padrdes de
vida normais foram muito afetados pelo virus como resultado dos pedidos de
isolamento e quarentena. O impacto da doenga do Sars-CoV-2 (COVID-19) coloca
grandes desafios ndo s6 a sistemas de satde, mas também para a economia global. Em
meados de 10 de julho de 2020, aproximadamente 23.000 novos casos por dia foram
reportados. Os EUA apresentaram mais de 3 milhdes de casos confirmados (Figura 6)
(SUMIRTANURDIN, BARLIANA, 2021).

Em 26 de novembro de 2021, a OMS designou a variante da COVID-19
B.1.1.529 como uma variante de preocupacio denominada Omicron. Essa variante
apresenta um grande numero de mutacdes, algumas das quais preocupantes. As outras

variantes de preocupacdo ainda estdo em circulacdo e sdo: Alfa, Beta, Gama e Delta. A
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situacdo global ao final de janeiro de 2022 era de um total de 376.478.335 casos
confirmados e 5.666.064 6bitos registrados no mundo (OPAS, 2021; BRASIL, 2022).

Figura 6 - Distribuicdo global de casos de COVID-19.
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Fonte: Adaptado de SUMIRTANURDIN, BARLIANA, 2021.

1.7.2 Situacao atual no Brasil

O Brasil registrou até o final de janeiro de 2022 um total de 25.620.209 casos de
COVID-19 confirmados, 193.465 casos novos com uma incidéncia de 12191,6/100 mil
habitantes. Quanto ao nimero de 6bitos confirmados foi registrado um total de 628.067
obitos acumulados, 929 casos novos, uma letalidade de 2,5% e mortalidade de 298,9 %.
A figura 7 mostra a situac@o atual do numero de casos novos e dbitos registrados no
pais por data de notificacdo. Percebe-se que houve um aumento consideravel de casos
no comego de 2022, enquanto que as mortes apresentaram um declinio nos meses finais

de 2021 seguido de leve aumento em janeiro de 2022 (BRASIL, 2022).



30

Figura 7 - Numero de casos novos e 6bitos causados por COVID-19 no Brasil por data de notificagao.
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1.8 Diagnéstico

O diagnéstico precoce € crucial para controlar a propagacdo do COVID-19. Os
testes diagnosticos oferecidos comercialmente hoje no Brasil para Covid-19 incluem as
técnicas moleculares de amplificacdo de acido nucleico de SARS-CoV-2 por PCR em
tempo real (RT-qPCR) e os testes imunologicos (teste rapido ou sorologia classica para

detecgdo de anticorpos) (BRASIL, 2020).
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1.8.1 Teste para a deteccao de anticorpos

Os testes imunoldgicos (soroldgicos) para detecgdo de anticorpos permitem
conhecer o perfil soroldégico da populagdo, identificando a resposta imunoldgica
(producao de anticorpos IgA, IgM e/ou IgG) do individuo em relagdao ao virus SARS-
CoV-2. Entretanto, possui uso limitado para diagnéstico da COVID-19 uma vez que,
devido as caracteristicas da infec¢do, fornece diagnostico tardio, geralmente oito dias
apos o inicio dos sintomas. Atualmente, podem ser realizados por varios tipos de
metodologias — imunocromatografia (teste rapido), ensaio imunoenzimatico (ELISA),
quimioluminescéncia (Clia) ou eletroquimioluminescéncia (Eclia), imunofluorescéncia
indireta (pouco usados neste caso), sendo que os testes baseados nos métodos ELISA e
quimioluminescéncia (realizados dentro de ambiente laboratorial através de técnicas
automatizadas)  apresentam  desempenho  analitico  superior aos  testes
imunocromatograficos (testes rapidos) (SECRETARIA DE ESTADO DE SAUDE,
2021).

A dinamica da resposta imunologica nas infec¢des por SARS-CoV-2 ¢ atipica,
com aparecimento quase simultaneo dos anticorpos IgM e IgG (Figura 8). Portanto, ndo
ha vantagem na identificacdo isolada de IgG e IgM ou na detec¢do de anticorpos totais.
Além disso, a detecgdo de IgM isolado, sem deteccdo de IgG, ¢ incomum e pode ser
indicativa de resultado falso positivo (SECRETARIA DE ESTADO DE SAUDE,
2021).

Figura 8 — Método ideal de testagem de acordo com o periodo de inicio dos sintomas.
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Fonte: SECRETARIA DE ESTADO DE SAUDE, 2021.
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1.8.2 Teste rapido imunocromatografico para pesquisa de antigeno viral

Os testes de antigeno sdo testes imunoldgicos que detectam proteinas do virus, e
indicam a presenca de uma infec¢do viral aguda (atual). Sdo de execugdo simples, ndo
exigindo estrutura laboratorial complexa, podendo ser realizado no local de atendimento
do paciente. Sdo utilizados para o diagndstico na fase aguda da doenca (geralmente
recomendado do 1° ao 7° dia ap6s inicio dos sintomas) e realizados a partir de diferentes
amostras clinicas (esfregago nasofaringeo ou nasal, saliva, escarro) com resultados
sendo liberados em aproximadamente 15 minutos. A amostra ¢ aplicada a tira de teste e
se o antigeno estiver presente, ele ¢ ligado por anticorpos marcados com moléculas
detectoras, bem como anticorpos imobilizados na linha de teste mais abaixo na tira

(Figura 9) (SECRETARIA DE ESTADO DE SAUDE, 2021).
Figura 9 - Diagrama de um teste rapido de antigeno.
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molécula detectora
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Antigeno
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Fonte: Adaptado de CAMPBELL, 2020.

1.8.3 Reagdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-qPCR)

O NAAT (Teste de Amplificacio de Acido Nucléico) é a tecnologia de escolha
para fazer um diagndstico de uma infeccdo ativa por COVID-19. A OMS recomenda
que o diagnostico laboratorial seja realizado utilizando testes moleculares, que visam a
deteccdo do RNA do SARS-CoV-2 em amostras do trato respiratdrio por RT-qPCR em
tempo real (reacdo em cadeia da polimerase em tempo real precedida de transcri¢do
reversa). Até o momento, este permanece sendo o teste laboratorial padrao-ouro para o
diagnéstico da COVID-19 em pacientes sintomaticos na fase aguda (entre o 3° e 7° dia

de doenca, preferencialmente). (PATEL, JERNIGAN, 2020; SECRETARIA DE
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ESTADO DE SAUDE, 2021). Os ensaios tém como alvo os genes do nucleocapsideo
(N), envelope (E), spike (S), regides na primeira janela de leitura aberta
(ORFlae ORF1b), além da RNA polimerase dependente de RNA (RdRp) do SARS-
CoV-2. Idealmente, dois alvos de genes independentes devem ser utilizados, pois o
desempenho de ensaios de alvo tnico pode ser afetado por mutagdes virais (OMS,
2020). Outras técnicas de NAAT, como a amplificacdo isotérmica mediada por loop
(LAMP) foram desenvolvidas (CARTER, GARNER, 2020; YAN, CUI, HUANG,
2020).

A metodologia é em geral realizada em trés etapas: extracdo do RNA,
transcri¢do reversa para obtencdo do DNA complementar (cDNA) e a reacdo em cadeia
da polimerase em tempo real. A detecgdo da amplificacdo do material genético ¢
realizada em tempo real pela medida da fluorescéncia emitida pelo fluoréforo. (Figura

10) (CHU, PAN, CHENG, 2020, ZHOU et al., 2020).

Figura 10 - Deteccdo de 4cido nucleico para diagndstico de SARS-CoV-2.

j

1. Coleta da amostra: Swab 2. Extragdo de RNA da 3. Amplificagdo por PCR com 4. Interpretacdo dos
amostra e conversao em DNA primers especificos para  resultados: presenga de RNA
SARS-CoV-2 viral indica infecgdo ativa por

SARS-CoV-2

Fonte: Adaptado de SOCIEDADE AMERICANA DE MICROBIOLOGIA, 2020.

O limiar de ciclo (Ct) dos ensaios de refere-se ao nimero de ciclos necessarios
para amplificar o RNA viral para atingir um nivel detectavel. O valor de Ct esta
inversamente relacionado ao nivel relativo de RNA viral em uma amostra. Os valores de
Ct ndo sdo padronizados para quantificar a concentragdo viral e entre plataformas de
RT-PCR (LAI, LAM, 2021).

Para a execugcdo do ensaio é necessdria a coleta de amostras obtidas da
nasofaringe em swab, que devem ser acondicionados em solug¢do salina ou meio de
transporte viral, de acordo com o preconizado pelo fabricante dos testes. O momento da
coleta e armazenamento da amostra ¢ crucial e deve ser realizado apenas por

profissional de satde treinado para que ndo haja alteragdes na viabilidade da amostra e
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consequentemente alteracdo no resultado final. Para o diagnéstico de infecgdes recentes
por SARS-CoV-2, o CDC (Centers of Disease Control and Prevention) recomenda o
uso de swabs estéreis para a coleta de amostras do trato respiratorio superior, tanto para
garantir a seguranca do paciente quanto para preservar a integridade da amostra. As
amostras devem ser manuseadas de forma asséptica, o congelamento e descongelamento
repetidos, podem reduzir a recuperagdo de organismos viaveis (CDC, 2021a).

Os swabs de alginato de cdlcio sdo toxicos para muitos virus envelopados e
podem interferir nos testes de anticorpos fluorescentes e, portanto ndo devem ser usados
para a coleta de amostras. Os swabs de madeira podem conter toxinas e formaldeidos e
ndo devem ser usados, pois inativam o virus e inibem a PCR. As amostras devem ser
mantidas em refrigeracdo apos a coleta (2°C — 8°C) (CDC, 2021a).

Segundo o CDC, os swabs utilizados devem ser do tipo Rayon e estéreis. O
swab deve ser introduzido na cavidade nasal (cerca de 5 cm), direcionando-o para cima
(direcdo dos olhos), com uma angulacdo de 30° a 45° em relagdo ao labio superior
(Figura 11). Apds a coleta, deve ser removido e imediatamente introduzido em tubo
para transporte e preservacio da amostra até o momento do uso. E possivel ser utilizado
o Meio de Transporte Viral (VITM - meio rosa) ou alternativamente solugao salina para

o diagnoéstico do RT-PCR (CDC, 2021a; RODINO et al., 2020).

Figura 11 — Coleta com swab nasofarigeno e meio de transporte viral.

Swab nasal .

Fonte: SECRETARIA DE SAUDE, 2020; MEDICAL EXPO, 2022.

Amostras de swab de nasofaringe ou orofaringe sdo também utilizadas como
matriz de andlise para detec¢do do antigeno do SARS- CoV-2 nos testes rapidos, além

de material genético nas técnicas moleculares. Essas amostras podem ser divididas em:

¢ Amostras de swab de nasofaringe frescos, coletados no momento do teste, na

sua maioria negativas;
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¢ Amostras de swab verdadeiro positivas (com RT-qPCR positivo), congeladas
sem Meio de Transporte Viral (VITM);
¢ Amostras de swab verdadeiro positivas (com RT-qPCR positivo), congeladas

com Meio de Transporte Viral (VIM).

O VTM destina-se ao transporte ¢ manutencdo de amostras clinicas contendo
virus para andlises laboratoriais, trata-se de uma solu¢do contendo: soro fetal bovino;
gentamicina e anfotericina B, conforme o procedimento n. DSR-052-5: Preparacdo do
meio de transporte viral do CDC. As amostras que contém virus vivos podem ser
direcionadas a um laboratdrio para diagnodstico ou confirmacdo da doenga do paciente.
O VTM contém meio liquido especial para manter a amostra imida e o virus em
condi¢do vidvel até que possa ser investigado adequadamente no laboratério. (CDC,
2019).

Assim como o VTM, o sistema de Meio de Transporte Universal (UTM-RT)
Copan destina-se a coleta, transporte, manuten¢do e armazenamento por congelamento
de amostras clinicas contendo microrganismos como virus, clamidias, micoplasma e
ureaplasma para analises laboratoriais (CDC, 2019).

O sistema de Transporte Viral Universal da BD® ¢ estavel a temperatura
ambiente, que mantém a viabilidade (e infectividade) de virus clinicamente importantes.
A formulag@o deste meio inclui proteinas para estabilizagdo, antibidticos para minimizar
a contaminacdo bacteriana e fungica, e um tampdo para manter o pH neutro (CDC,
2019).

O meio de transporte eNAT™ ¢é composto a base de tireocianato de guanidina
que estabiliza 0 RNA e o DNA de virus, e permite o manuseio seguro da amostra gracas
a sua inativag¢do da viabilidade microbiana. Como o principal objetivo das técnicas de
amplificacdo de 4cidos nucleicos é detectar uma vasta gama de doencas infecciosas, a
integridade dos 4cidos nucleicos das amostras clinicas durante o transporte e
armazenamento deve ser preservada. Além disso, contém um detergente € um
desnaturante proteico que impede a proliferacdo microbiana e assegura a preservagao do
RNA e do DNA a temperatura ambiente at¢ 4 semanas e at€ 6 meses a -20°C
(MEDICAL EXPO, 2022).

O eSwab™ € um sistema de coleta e transporte multifuncional adequado para

ensaios moleculares. E capaz de eluir toda a amostra para o meio fornecendo aliquotas
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de suspensdo de amostra liquida que podem ser usadas para executar varios testes de um
unico espécime coletado de um paciente (MEDICAL EXPO, 2022).

Apds a amostra ser coletada e acondicionada no meio VIM seguindo o
procedimento do fabricante, ela pode ser investigada por culturas virais, testes
moleculares, testes por imunofluorescéncia direta e testes rapidos para pesquisa de
antigenos. O VIM foi desenvolvido seguindo os padrdes de controle do CDC (CDC,
2021b).

A técnica RT-qPCR tem como primordiais caracteristicas a alta sensibilidade e
agilidade nos resultados, usando-se RNA viral retirado do lavado broncoalveolar,
escarro, swab nasofaringeo, ou swab orofaringe. Entretanto, a metodologia apresenta
limitacdes em relacdo a efetividade da coleta, dependente da qualidade e quantidade de
RNA viral colhido do paciente, a variagdo de carga viral de SARS-Cov-2 no trato
respiratorio de organismo para organismo, sendo os aspectos da fase pré-analitica, os
principais interferentes nos resultados. Desta forma, demonstra-se complementar no
diagnostico da COVID-19, indicada majoritariamente para investigagao de pacientes na
fase aguda da doenca, correspondente ao intervalo entre 7 a 10 dias da janela
diagnostica, o que limita o tempo apto ao emprego da técnica (HAN et al., 2020;
TRINDADE, 2021; ZHANG et al., 2020).

A deteccdo molecular pode ser afetada por fatores como, coleta inadequada,
condi¢des de transporte e periodo de infec¢do divergentes do preconizado nas instru¢des
de uso dos produtos de diagnostico. Uma andlise precoce ou tardia da amostra, pode
levar a alta taxa de resultados inconclusivos ou falso-negativos. No entanto, apesar das
limitacdes existentes, a RT-qPCR constitui-se como uma técnica robusta, bem
protocolada e aceita pela comunidade médica (BORDI et al., 2020; TRINDADE, 2021).

Outros métodos como a tomografia computadorizada de térax (TC) vem sendo
adotados para confirmar o diagnéstico de COVID-19 quando a carga viral decai de seu
nivel maximo, e resultados falsos negativos podem ser comuns. Pacientes com COVID-
19 apresentaram caracteristicas tipicas na TC inicial, incluindo opacidades em vidro
fosco multilobares bilaterais com distribuicdo periférica ou posterior (KANNE,
2020). Finalmente, os testes sorologicos SARS-CoV-2 que detectam anticorpos para a
proteina N ou S podem complementar o diagndstico molecular, particularmente nas

fases tardias ap6s o inicio da doenca ou para estudos retrospectivos (GUO et al., 2020).



37

1.9 Vigilancia Sanitaria de produtos para diagndstico in vitro no Brasil

A disponibilizacdo de produtos para o diagnostico da COVID-19 no mercado
brasileiro, depende de aprovagdo pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA). Os medicamentos e dispositivos médicos a serem importados devem ser
pré-qualificados pela OMS ou possuir regularizagdo valida em um pais que possua uma
autoridade regulatéria pré-determinada. Em todos os casos, deve-se apresentar o
comprovante de cumprimento das Boas Praticas de Fabricagdo (BPF), ou documento
equivalente (ANVISA, 2022).

A RDC n° 36, de 26 de agosto de 2015, dispde sobre a classificagdo de risco, os
regimes de controle de notificacdo e registro e os requisitos de rotulagem e instrucdes de
uso (IU) de produtos para diagnéstico in vitro, inclusive seus instrumentos. Esta
Resolugdo se aplica aos produtos para diagnéstico in vitro fabricados em territorio
nacional e aqueles fabricados em outros paises que venham a ser importados para o

Brasil. A RDC define dentre outros:

XII - especificidade analitica: capacidade de um método analitico determinar

somente o analito frente a outras substancias presentes na amostra;

XIII - especificidade clinica: também conhecida como especificidade diagnostica,
corresponde ao percentual de resultados negativos obtidos quando o analito ndo esta
presente na amostra, reconhecendo a auséncia de uma determinada doenca ou

condigao;

XVIII - instrucdes de uso: orientacdes fornecidas pelo fabricante ou detentor do

registro ao usuario para a correta utilizagdo do produto com seguranga e eficécia;

XXII - matriz: todos os componentes de um sistema de material ou amostra, exceto

o analito;

XXVII - produto para diagnéstico in vitro: reagentes, calibradores, padroes,
controles, coletores de amostra, materiais e instrumentos, usados individualmente ou
em combinacdo, com inten¢do de uso determinada pelo fabricante, para andlise in

vitro de amostras derivadas do corpo humano, exclusivamente ou principalmente
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para prover informagdes com propdsitos de diagndstico, monitoramento, triagem ou
para determinar a compatibilidade com potenciais receptores de sangue, tecidos e

orgaos;

XXXVI - sensibilidade analitica: a capacidade de um método analitico obter
resultados positivos frente a resultados positivos obtidos pelo método de referéncia.

A menor quantidade do analito que pode ser mensurada;

XXXVII - sensibilidade clinica: percentual de resultados positivos obtidos quando
o analito estd presente na amostra, reconhecendo a presenga de uma determinada

doenca ou condigao;

O Art. 35 descreve os itens obrigatorios que devem conter nas instru¢des de

uso dos produtos (I — XXIV) que devem estar na lingua portuguesa.

1.10 Analise dos produtos para diagnéstico da COVID-19

O Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS), situado na
Fundacdo Oswaldo Cruz, atua como referéncia no controle da qualidade de produtos
ambientes e servigos vinculados a vigilancia sanitaria. No INCQS, o Laboratério de
Sangue e Hemoderivados (LSH) avalia rotineiramente produtos para o diagnostico in
vitro (kits) pertencentes as classes de risco III e IV, junto a ANVISA em atendimento a
legislacao vigente (INCQS, 2022).

Com o contexto emergencial da pandemia do novo coronavirus foram criados
atos normativos para o enfrentamento desse momento. Um exemplo foi a autorizagao de
forma excepcional e temporaria da importagdo e distribuicdo de insumos para a area de
saude sujeitos a vigilancia sanitaria sem registro na ANVISA, considerados essenciais
ao enfrentamento da pandemia. Nesse sentido, o controle de qualidade de kits
empregados no diagnostico da COVID-19, como os de metodologias moleculares, por
meio de andlises controle e fiscal ¢ de grande importancia para a saude publica,
sobretudo nessa conjuntura de pandemia e com a autoriza¢do tempordaria e excepcional
de insumos para a saide serem importados e distribuidos em territério nacional

(BRASIL, 2020).
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De acordo com a RDC N° 36/2015 no Art.17°, os produtos de diagndstico in
vitro pertencentes a classe de risco I e II estdo sujeitos a notificagdo. Ja os produtos
pertencentes as classes III e IV, de acordo com o Art. 18° estdo sujeitos ao registro na
ANVISA. Os produtos de diagndsticos para COVID-19 sido classificados como classe
III de risco, por serem produtos de alto risco ao individuo e/ou médio risco a satde
publica (ANVISA, 2015). A RDC 423/2020 altera a RDC 27/2011, a RDC 36/2015 e
RDC 40/2015 para dispor sobre a extingdo do regime de cadastro e migracdo dos
dispositivos médicos de classe II para notificagao.

Segundo a legislacdo vigente, as andlises previstas para os produtos submetidos
ao sistema de vigilancia sanitdria estdo assim definidas: analise prévia - efetuada em
determinados produtos sob regime de vigilancia sanitdria, a fim de ser verificado se os
mesmos podem ser objeto de registro; andlise controle - efetuada em produtos sob o
regime de vigilancia sanitaria, apds sua liberagdo ao consumo e destinada a comprovar a
conformidade do produto segundo as especificacOes estabelecidas por ocasido da
solicitacdo do registro e, por fim, a analise fiscal - efetuada sobre os produtos
submetidos ao sistema instituido pela legislacdo, em carater de rotina, para apuragdo de
infracdo ou verificagdo de ocorréncia fortuita ou eventual (Lei n° 6.360/76; Lei n°
6.437/77). Na andlise realizada pelo LSH/INCQS sao avaliados os atributos de
sensibilidade e especificidade dos produtos de acordo com os parametros declarados nas
instrugdes de uso. Sao utilizadas amostras em swabs frescos, com ou sem VIM quando
preconizadas pelo fabricante. Os produtos cujos valores de sensibilidade e/ou
especificidade foram superiores ou iguais aos declarados pelo fabricante nas instrugdes
de uso sdo considerados SATISFATORIOS. Aqueles que apresentaram valores
inferiores sio considerados INSATISFATORIOS.
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1.11 Justificativa

Dentro do atual contexto da pandemia de COVID-19, a importancia de um
diagnostico correto para a confirmagdo e exclusdo de novos casos ¢ primordial. Os
testes moleculares sdo técnicas precisas e indispensaveis para a identificagdo do SARS-
CoV-2, usados para detectar a carga viral antes mesmo da manifestagao dos sintomas.

A avaliagdo da qualidade de kits diagnésticos inclui, dentre outros, o
cumprimento de imposi¢des legais em relagdo a rotulagem e instru¢do de uso. Tais
exigéncias estdo presentes na RDC N° 36/2015, onde sdo enumerados requisitos de
rotulagem e instru¢do de uso aplicados a produtos para diagndstico de uso in vitro
(ANVISA, 2015).

O cumprimento dos requisitos referentes a instru¢do de uso possui grande
relevancia para os profissionais de satde, pois auxilia na obtencdo de informagdes
corretas e completas sobre o produto, evitando equivocos na realizagdo dos testes,
preservando a qualidade do produto e minimizando erros técnicos. Dessa forma, a
analise critica desses itens, um dos objetos desse trabalho, contribui como agdo de
vigilancia sanitéria.

Um dos procedimentos de rotina no diagndstico de infec¢des causadas por virus
envolve a coleta e o transporte de amostra do paciente para o laboratorio. Para a
realizacdo dos testes moleculares, diferentes tipos de coleta e conservacdo podem ser
utilizados sem prejuizo para o resultado final, permitindo a manutengdo da condicdo
viavel da amostra até que possa ser investigada adequadamente no laboratério. Dentre
eles swabs de nasofaringe ou orofaringe, fresco ou congelado ou congelado com VIM
(FDA, 2021). Em vista disso, ¢ interessante avaliar o desempenho dos testes
moleculares nas diferentes meios de conservacao das particulas virais.

A avaliacdo dos produtos para o diagndstico da COVID-19 frente a legislacao
vigente ¢ uma importante a¢ao de vigilancia sanitdria, alinhada a missao institucional do

INCQS.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar as instrugdes de uso que acompanham os testes moleculares para a
COVID-19 quanto ao cumprimento dos requisitos da Resolucao da Diretoria Colegiada
da Ageéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (RDC) N° 36 de 2015 e o desempenho dos
testes que preconizavam ou ndao uso de meio de transporte viral (VIM) para

preservacao das particulas virais.

2.2 Objetivos especificos

¢ Selecionar e identificar os testes moleculares para diagnostico da COVID-19
encaminhados para andlise no Laboratério de Sangue e Hemoderivados no

periodo de maio a dezembro de 2020.

¢ Analisar o cumprimento dos requisitos da Resolu¢do da Diretoria Colegiada da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (RDC) N° 36 de 2015 nas instrucdes

de uso dos testes moleculares.

¢ Analisar as instru¢des de uso dos testes moleculares quanto a descricdo da
necessidade da utilizagdo ou ndo de conservantes para preservagdo das particulas

virais em swabs e condi¢des de armazenamento das amostras coletadas.

¢ Avaliar o desempenho dos produtos que utilizaram VTM para preservagao das

amostras de swab com aqueles que ndo preconizam o uso de VIM.
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3 METODOLOGIA

Este estudo foi realizado no Laboratério de Sangue e Hemoderivados (LSH)

localizado no Departamento de Imunologia (DI) do Instituto Nacional de Controle de

Qualidade em Satde.

3.1 Identificacao e selecao dos testes moleculares para diagnéstico da COVID-19

avaliados no LSH

Ap6s o recebimento seguindo procedimentos internos da institui¢do, os produtos
sdo cadastrados em cadernos de registro, onde recebem numeracdo sequencial e as
seguintes informacdes sdo incluidas: nome do produto, lote, data de validade, fabricante
e/ou importador, metodologia, tipo de sensibilizacdo e quantidade de testes a serem
analisados. Os produtos sdo cadastrados no sistema HARPYA (plataforma utilizada
pelo INCQS) para emissdo do laudo de andlise e consequentemente, a manutengao da
rastreabilidade (INCQS, 2012). Utilizando-se os cadernos de registro, como fonte de
consulta dos produtos para diagnostico molecular da COVID-19, encaminhados para
andlise no periodo de maio a dezembro de 2020, foram selecionados e codificados com

0 objetivo de preservar a identificacdo dos mesmos.

Foram elaboradas duas planilhas para organizacdo e analise dos dados gerados

com as seguintes informagoes:

¢ Andlise de cumprimento dos termos da RDC N° 36/2015 (Apéndice A).

¢ Numero de registro de entrada no laboratério, nome do produto,
metodologia, fabricante, nimero de lote, data de validade, data de
entrada, valores de sensibilidade e especificidade declarados na IU,
resultado obtido, apds a analise de desempenho quanto a sensibilidade e
especificidade  (satisfatério  ou  insatisfatorio), condicdo de
armazenamento, possibilidade de uso de meio de transporte viral

(Apéndice B).
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3.2 Analise das instrucdes de uso dos testes moleculares, em atendimento aos itens

definidos pela RDC N° 36/2015

Para andlise, foi construida uma planilha no MICROSOFT® EXCEL® 2019
utilizando as informacdes de cada produto avaliado, baseados nos incisos descritos da
RDC N° 36/2015, complementada pela RDC 270/2019, no Art. 35° e critérios referentes
ao cumprimento desses itens. Os resultados obtidos foram compilados para compara¢ao
entre os produtos e posterior andlise critica. Abaixo estdo apresentados os critérios

adotados para essa analise.

¢ CUMPRE: o inciso da RDC em questdo foi inteiramente cumprido;
¢ NAO CUMPRE: o inciso da RDC em questdo nado foi cumprido;
¢ PARCIAL: o inciso da RDC em questdo foi cumprido parcialmente;

¢ NAO SE APLICA: o inciso da RDC em questio ndo se aplica a essa

metodologia.

De acordo com a RDC N° 36/2015, as instrucdes de uso devem estar em lingua
portuguesa e sdo definidas como: orientagdes fornecidas pelo fabricante ou detentor do
registro ao usudrio para a correta utilizacdo do produto com seguranca e eficéicia

(ANVISA, 2015).

Os incisos utilizados para a confec¢do da planilha estdo enumerados no quadro 1

a seguir:



44

Quadro 1 — Itens contidos no Artigo 35° da RDC N° 36/2015 referente as instru¢des de uso.

ITEM N° DESCRICAO
I- Nome técnico ou nome comercial do produto e indicagdo do componente;
Razdo social e endereco do fabricante legal, junto com um numero de telefone ou fax ou
II- endereco de sitio eletrdnico onde seja possivel obter assisténcia técnica (Servico de
Atendimento ao Consumidor);
1L Finalidade e modo de uso do produto, incluindo indicac¢ao de que € para "uso em
diagnéstico in vitro";

Iv- Usuario pretendido, quando aplicavel;

V- Indicagdes de condi¢des de armazenamento ou de manuseio aplicavesis;

VI- Principio de funcionamento do teste ou do instrumento;

VII- Tipos de amostras ou matrizes a utilizar, quando aplicavel;
VIII- Condicdes para coleta, manuseio, preparo e preservacao de amostras;

IX Descricao do produto, incluindo os acessorios e quaisquer limitagdes para seu uso, como
utilizacdo de instrumento dedicado, e se aplicavel, versao do software;

Estabilidade em uso do produto, exceto para instrumentos, incluindo condigdes de
armazenamento apos abertura de embalagens primarias, bem como condi¢des de

X-
armazenamento e estabilidade de solugdes de trabalho, quando relevante;
XI Detalhes de qualquer tratamento ou manuseio dos produtos antes de estarem prontos para
uso, como instala¢ao, reconstitui¢ao, calibragdo, entre outros;
XII- Quando aplicavel, recomendagdes para procedimentos de controle de qualidade;
XIII- Procedimento de ensaio, incluindo célculos e interpretacdo de resultados;
XIV Informagdo sobre substancias interferentes ou limitagdes que podem afetar o desempenho
do ensaio;
Caracteristicas de desempenho, tais como sensibilidade, especificidade, exatiddo e precisdo,

XV- .
exceto para instrumentos;
Riscos residuais identificados;

XVI-
XVII- Intervalos de referéncia, quando aplicavel;
Quando relevante, requisitos de instalagdes especiais (como sala limpa) ou treinamento
XVIII- especial (como em seguranga contra radiagdo) ou qualificagdes especificas do usudrio do
produto;
XIX- Se o produto ¢ fornecido estéril, instrugdes de como agir se a embalagem estiver danificada
antes do uso;

XX Informagdo de outros produtos, materiais ou instrumentos necessarios para a realiza¢ao do
ensaio ou reacao;

Alertas ou precaugdes a serem tomadas com relagdo ao descarte do produto, de seus
XXI- acessorios e dos consumiveis usados, incluindo riscos de infec¢do ou microbiologicos,
ambientais e fisicos;

XXII Para produtos destinados a usudrios leigos, as circunstancias nas quais o usudrio deve
consultar um profissional de satude;

XXIII Data de emissdo ou ultima revisao das instrugdes de uso e, quando apropriado, uma
identificagdo numérica;

XXIV- Indicagdo dos termos e condi¢des de garantia da qualidade do produto.

Fonte: ANVISA, 2015.
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3.3 Analise das condicoes de armazenamento das amostras e uso de meio de

transporte viral (VITM)

Para esta andlise, foi construida uma planilha no MICROSOFT® EXCEL®
2019 utilizando as informacgdes contidas nas instru¢des de uso (referentes aos Itens V e
VII do artigo 35 da RDC N°36/2015) quanto as condi¢cdes de armazenamento das
amostras apds coleta e quanto a possibilidade de uso de meio de transporte viral. E
importante salientar que as amostras utilizadas em todos os testes realizados para avaliar
os kits, foram amostras de swab de nasofaringe frescos, congeladas com VIM ou

congeladas sem VTM.
3.4 Analise do desempenho dos produtos (sensibilidade e especificidade)

Os produtos que apresentaram valores de sensibilidade e especificidade
superiores ou iguais aos declarados nas instrugdes de uso foram considerados
satisfatorios. Produtos com valores inferiores aos declarados foram considerados
insatisfatorios. O célculo dos valores percentuais de sensibilidade e especificidade foi

realizado de acordo com as equacdes apresentadas abaixo (GUIMARAES, 1985):

¢ SENSIBILIDADE = VP + FN/VP, onde VP = verdadeiro positivos e FN =
falso negativo;
¢ ESPECIFICIDADE = VN + FP/VN, onde VN = verdadeiros negativos ¢ FP =

falso positivo.

3.5 Analise do desempenho dos produtos em relacio ao uso ou ndo de VIM

O desempenho dos produtos que indicavam o uso do VIM foi comparado aos que

ndo indicavam nas U o uso.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

No periodo de maio a dezembro 2020 foram recebidos para analise 17 testes
moleculares para o diagnostico da COVID-19 (3 RT-Lamp e 14 RT-qPCR). Do
quantitativo total foram selecionados 16 produtos de lotes distintos, codificados de 1 a
16 Dois produtos apresentaram lotes idénticos e foram contabilizados como apenas um

produto (Tabela 1).

Tabela 1 — Quantitativo de produtos selecionados referentes ao periodo de maio a dezembro de 2020.

N°do Produto  Metodologia N° de lotes
analisados
0lal2/14e 16 RT-gPCR 14 lotes
13e15 RT-LAMP 2 lotes
Total 16 lotes

Fonte: LSH, 2022.

4.1 Analise da instrucao de uso dos testes moleculares destinados ao diagnéstico da

COVID-19

4.1.1 Quanto ao uso da lingua portuguesa

Do total de instrucdes de uso analisadas, 81% (13) atenderam a norma
estabelecida pela RDC 36/2015 no Artigo 35, que exige o uso do portugués na sua
redagdo, como pode ser visto no grafico 1. Cerca de 19% (3) dos produtos ndo
atenderam a norma e as instrugdes encontravam-se em inglés quando foram avaliadas

pelo INCQS.
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Grafico 1 - Andlise das instru¢des de uso quanto ao uso da lingua portuguesa.

m Portugués mInglés

Fonte: LSH, 2022.

Apesar de cumprirem 80% dos itens estabelecidos pela RDC, 3 IU encontravam-
se apenas na lingua inglesa, quando obrigatoriamente deveriam ter a versdo em

portugués.

4.1.2 Quanto ao atendimento aos itens da legislagao

Foram avaliadas um total de 16 instrugdes de uso. Em relacdo a andlise dos
incisos, alguns itens da RDC em questao, referente ao Artigo 35° foram classificados

como nao aplicaveis e estdo listados na tabela 2 a seguir:

Tabela 2 — Itens considerados ndo aplicaveis aos testes moleculares analisados.

Itens nao aplicaveis

XVII - Intervalos de referéncia, quando aplicavel;

XIX - Se o produto é fornecido estéril, instrucdes de como agir se a embalagem estiver
danificada antes do uso;

XXII - Para produtos destinados a usudrios leigos. as circunstancias nas quais o usuério
deve consultar um profissional de saude.

Fonte: ANVISA, 2015.

O item XVII estd relacionado com avaliagdo de desempenho do produto. Os
produtos de diagnodstico para o coronavirus, inclusive os de metodologias moleculares,
nao possuem intervalos de referéncia padrao, por se tratar de uma doenca recente. Os

valores de referéncia utilizados sdo os preconizados na instru¢c@o de uso pelo fabricante.
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Desse modo, ainda ndo € possivel avaliar o cumprimento desse item e ele foi
considerado como ndo aplicdvel para esse trabalho. O item XIX, ndo se elegeu, pois os
testes moleculares avaliados ndo sdo estéreis. Por fim, o item XXII ndo foi aplicado,
uma vez que esses produtos sdo destinados a profissionais especializados. Desse modo,

apenas 21 itens foram considerados na andlise das instru¢des de uso.

O Gréfico 2 ilustra o cumprimento dos itens da legislacdo utilizada referente as
instrucdes de uso por produto. Observou-se que 3 (19%) produtos (2,9 e 15) cumpriram
integralmente todos os itens da RDC N° 36/2020 em relacdo a IU. Os 13 produtos

restantes (81%) cumpriram entre 80% — 90% das informagdes requeridas.

Griéfico 2 - Andlise dos itens da RDC N° 36/2015 Artigo 35 por produto.

100% -
90% -

80% -
70% -
60% -
50% - Parcial
40% 1 m Nio cumpre
30% 7 ® Cumpre
20% -

10%

Cumprimento dos itens (%)

0% -

1 2 3 4 5 6 7 8 910111213 14 1516

Produto
Fonte: LSH, 2022.

No grifico 3 estd representada a andlise das instrugdes de uso quanto ao
cumprimento dos itens avaliados no artigo 35 da RDC 36/2015. Os itens I, II, IV, V, VI,
VII, IX, X, XI, XIII, XIV e XV foram integralmente cumpridos por todos os produtos.
Esses estdo relacionados com informacdes para a identificacdo e realizacdo da
metodologia dos produtos diagndsticos.

Os itens III, VII, XII, XVI, XVII, XX, XXI, XXIII e XXIV referentes a
finalidade de uso, condi¢Oes de coleta, preparo, manuseio e preservacdo de amostras,
controle de qualidade, riscos residuais, requisitos especiais, informacgdes de
instrumentos necessarios mas nao fornecidos, descarte do produto, data da emissdo da
IU e garantia da qualidade, ndo foram cumpridos ou apresentavam informacdes

incompletas (Quadro 2).
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Grafico 3 - Analise das instrugdes de uso dos testes moleculares para COVID-19 quanto aos itens

avaliados no Artigo 35 da RDC 36/2015.

Cumpre ®Nido cumpre = Parcial © Néo se aplica

] |
" I I

Quantidade de produtos

I- - - V- V- Ve VI VI IX- X=X X=X XIV- XV- XVI- XVIE- XV XIX- - XX- - XX XX XX XXTV-

Itens analisados da RDC

Fonte: LSH, 2022.

Quadro 2 — Quantitativo de produtos que ndo cumpriram ou cumpriram parcialmente os itens do Artigo

35°da RDC N°36/2015.

Itens da RDC N° 36/2015 Nao cumpre Parcial

IIT - Finalidade e modo de uso do produto,
incluindo indicaco de que € para ‘“uso em - 1
diagnéstico in vitro”;

VIII - CondicOes para coleta, manuseio, preparo e

~ 5 -
preservacio das amostras;
XII - Quando aplicivel, recomendacoes para 3 _
procedimentos de controle de qualidade;
XVI - Riscos residuais identificados; 3 -
XVIII - Quando relevante, requisitos de instalacoes
especiais (como sala limpa) ou treinamento especial 3 i

(como em seguranca contra radiacao) ou
qualificacoes especificas do usuario do produto;

XX - Informacao de outros produtos, materiais ou
instrumentos necessarios para a realizacio do 1 -
ensaio ou reacao;

XXI - Alertas ou precaucoes a serem tomadas com
relaciio ao descarte do produto, de seus acessorios e
dos consumiveis usados, incluindo riscos de
infeccdo ou microbiolégicos, ambientais e fisicos;

XXIII - Data de emissdo ou ultima revisio das
instrucées de uso e, quando apropriado, uma 1 -
identificacdo numérica;

XXIV - Indicacdo dos termos de garantia da
qualidade do produto.

Fonte: ANVISA, 2015.
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Apenas trés dos testes avaliados atenderam na totalidade aos itens da RDC
36/2015 complementada pela RDC 270/2019 aplicaveis as instrugdes de uso. A RDC n°
379 de 2020 alterou a RDC n° 356 de 2020 e trouxe normas voltadas para a fabricagdo,
importagdo e aquisi¢do dos dispositivos médicos considerados prioritdrios para o
servigo de saude, frente a pandemia do novo coronavirus. Porém a emergéncia de saude
publica internacional relacionada ao SARS-CoV-2 e a necessidade de répida
disponibilidade destes produtos para diagndstico da COVID19 impds condicdes
extraordinarias e tempordrias para fabricagcdo, importacdo e aquisicdo de testes para
diagnéstico da doenga. Os responsaveis legais por estes produtos ndo sofreram sancdes
referentes as discordancias em relagdo aos itens da RDC 36/2015 complementada pela
RDC 270/2019 devido a situacdo pandémica (BRASIL, 2020). Os fabricantes ou
importadores sdo responsaveis pelo produto e pelas informagdes fornecidas.

A RDC n° 348 de 2020 estabeleceu critérios para os pedidos de registro de
produtos para a saude com indica¢do para o tratamento, preven¢do ou diagnostico do
SARS-CoV-2. Esta RDC descreve que “a auséncia de qualquer estudo de desempenho
ou restricdo de dados deve ser justificada com motivagdes técnicas que permitam a
avali¢do da confiabilidade dos resultados e da efetividade diagnéstica do produto”. Os
registros concedidos nestas condic¢des terdo a validade de um ano (emergencial), exceto
para os produtos que se enquadrarem exclusivamente no art. 11, relacionado aos estudos
de estabilidade acelerada, que terdo a concessdo regular de validade de registro de
produtos para saude de dez anos (padrao) (BRASIL, 2020).

Com o fim da situacdo pandémica causada pelo novo coronavirus, os
responsaveis pelos produtos deverdo realizar as devidas correcdes para se adequarem
aos itens estabelecidos pela legislagdo vigente.

Ao ter a indicacdo da garantia de qualidade na instru¢do de uso, o fabricante
atesta que as informacgdes ali prestadas sdo seguras e os dados sobre desempenho sdo
reais e respaldados pelas BPF. Embora essa informagao ndo tenha sido apresentada em
4 das instrugdes de uso analisadas, o responsavel pelo produto deve apresentar a
ANVISA, como parte da documentacdo para obten¢do de registro dos produtos de
classe IIl e IV, a Certificacdo em BPF (ANVISA, 2015).

A andlise critica das rotulagens e das instru¢cdes de uso fornecem informagdes
sobre a qualidade dos produtos disponiveis no mercado nacional, auxiliando no

conhecimento sobre a legislagdo vigente e regulacao dos produtos de diagndstico in
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vitro. As informagdes previstas na legislacdo devem ser cumpridas para a seguranca do
usuario e confiabilidade do produto. No presente trabalho foi demonstrado que o
controle de qualidade de kits diagndsticos para a COVID-19, representado aqui pelos

testes moleculares, ¢ uma importante agao de vigilancia sanitdria.

4.1.3 Quanto ao armazenamento das amostras e uso de meio de transporte viral

No referente a0 armazenamento e conservagdo de amostras apos a coleta, 100%
(16/16) das informagdes das [U recomendam que as amostras devam ser testadas o mais
rapido possivel apos a coleta, 56% (9/16) das informacdes correspondem aos produtos
que consideram utilizar amostras armazenadas entre 2 a 8°C por um periodo de 24 a 72
horas, se exceder (manter por periodos curtos) a — 20°C ou (longos) a -70°C. Um total
de 12% (2/16) podem ser utilizadas amostras congeladas em diferentes temperaturas.
Cerca de 31% (5/16) nao informou sobre o armazenamento das amostras apos coleta

(Quadro 3).
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Quadro 3 - Informagoes contidas nas U de uso analisadas quanto ao armazenamento das amostras apos

coleta, uso de VIM e desempenho do produto.

- AAFC ate_“%‘;ge SRS UTM ou UVT Satisfatrio
- -20°C Nao consta Satisfatorio
- Nao informado Nao consta Satisfatorio
- Nao informado Nao consta Satisfatorio
2-8°C até 24h; periodos curtos a ~ S
- - 20°C ou -70°C em longos Nao consta Satisfatorio
- 2 atej%g‘,’(s:e e N3o consta Satisfatorio
- 2:8°Claic _727}(1)’0? exceder Nao consta Satisfatorio
2-8°C at¢ 24h; periodos curtos a ~ e
- - 20°C ou -70°C em longos Nao consta Satisfatorio
2-8°C por até 48h, se exceder a Com ou sem Safisfatério
-20°C ou — 70°C meio
- Nao informado Nao consta Satisfatorio
- 2-8°C até 24h, se exceder -70°C Nio consta Insatisfatorio
- Nao informado Nao consta Satisfatorio
- 4°C até 72h, se exceder — 70°C Nao apropriado Satisfatorio
o , eSwab™, eNAT o,
- 2-8°C até 24h e UTM Satisfatorio
- 2-8°C até 24h Nao apropriado Satisfatorio
- Nao informado Nao consta Satisfatorio
i 15 1
) satisfatérios  insatisfatério

Fonte: LSH, 2022. TU: Instrugo de uso.

Ao comparar os produtos n° 2, 5, 6, 7, 8 e 11 (6/16 ou 37,5%) as informagdes
constantes da instru¢do de uso, quanto ao armazenamento e estabilidade das amostras,
indicam apenas o resfriamento ou congelamento, ndo ha qualquer informag¢ao quanto ao
uso ou ndo, de amostras em VITM. Os produtos n° 3, 4, 10, 12 e 16 (5/16 ou 31,2%) ndo
informam quanto ao armazenamento das amostras, contendo apenas informacdes
referentes a conservagdo dos reagentes dos kits.

Segundo o estudo realizado por Yilmaz e colaboradores (2021), ¢ seguro
armazenar amostras RNA positivas do Sars-CoV-2 em temperatura ambiente por até 5
dias. Apenas amostras com cargas virais altas permanecem positivas por até 12 dias,
independentemente de serem armazenadas em temperatura ambiente ou 4°C. Amostras

negativas ndo se tornam invalidas se armazenadas no VTM. Foi concluido que ¢
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melhor armazenar amostras no VIM para obter resultados mais confidveis e evitar
repeticdes de testes e nova coleta de amostras, devido a resultados invalidos.

Do total de produtos avaliados, 19% (3/16) informam a possibilidade de serem
utilizadas amostras em VTM. Os sistemas descritos foram: (1) sistema copan UTM-RT
(UTM-RT) ou BD® Universal Viral Transport (UVT); (2) com ou sem meio de
transporte (dependendo do tipo de amostra); e (3) eswab™, eNAT™ e UTM e 12%
(2/16) recomendam ndo usar amostras em VIM e 69% (11/16) ndo mencionam a

utilizacao de amostras coletadas em VIM (Grafico 4).

Grafico 4 - Utilizag@o de meio de transporte viral nas IU.

NA
ENI

Fonte: LSH, 2022. VTM: Meio de Transporte Viral, NA: Nao apropriado o uso; NI: Nao informado.

Gokulan e colaboradores indicaram que o método de deteccdo de RNA em swab
seco ¢ tao eficiente quanto o método baseado em VTM, quando verificado por até 72
h. O menor Ct das amostras de swab seco em compara¢do com as amostras de VIM
sugerem melhor sensibilidade do método dentro de 48 horas. Os resultados sugeriram
que as amostras de swab secos sdo estdveis em temperatura ambiente por 24h e a

detec¢dao de RNA de SARS-CoV-2 por RT-PCR ndo mostra variagdo em VITM.

4.2 Quanto ao desempenho dos produtos (sensibilidade e especificidade)

Os produtos foram contabilizados e divididos em dois grupos, de acordo com o
desempenho de sensibilidade e especificidade: satisfatorios e insatisfatérios. Um total
de 15 produtos (94%) foram considerados satisfatorios, enquanto 1 foi insatisfatério
(6%), apresentando resultados falso positivos, ndo tendo atingido a especificidade

declarada na IU (Gréfico 5).
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Grafico 5 - Desempenho dos testes moleculares analisados.

W Satisfatorio

W Insatisfatorio

Fonte: LSH, 2022.

Os parametros de sensibilidade e especificidade, inclusive, sdo dados
imprescindiveis para a avaliagdo de desempenho do produto pelo INCQS. No caso dos
kits diagnosticos para a COVID-19, como os testes moleculares, objeto deste trabalho,
os valores informados na instru¢do de uso sobre esses dois aspectos foram utilizados
para a avaliagdo da conformidade dos produtos. O critério de aceitabilidade
(sensibilidade e especificidade) utilizado pelo laboratério ¢ o definido na instrucao de

uso do fabricante.

4.2.1 Quanto ao desempenho dos produtos em relagdo ao uso ou ndo de VIM

Tanto os produtos que informam a possibilidade de uso de VIM (3/16), quanto
os que nao recomendavam (2/16) sua a utilizagdo foram satisfatorios. Do total de
produtos (11/16) que ndo informaram sobre o uso de VIM, 1 (9%) produto foi
insatisfatorio apds andlise, enquanto que os demais foram satisfatorios (91%) (Tabela
3). O produto considerado insatisfatorio, ndo preconizou o uso de VIM em sua IU.
Independente de preconizar o uso de VIM (n° 1,9 e 14) oundo (n° 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 10,
11, 12, 13, 15 e 16) os produtos analisados apresentaram resultados de sensibilidade e

especificidade dentro do descrito nas IU.
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Tabela 3 — Quantitativo dos produtos analisados quanto ao uso de VITM e o desempenho obtido.

Uso de VIM N produtos Resultado
Indica 3 Satisfatorio (100%)
Nao apropriado - Satisfatorio (100%)
(RT-LAMP) -
Nao informam 11 110 lj?s:ffg;lgﬁi((gg{;g)
TOTAL 16

Fonte: LSH, 2022.

Ao analisar comparativamente os diferentes produtos recebidos para andlise
sugere evidente que o uso ou ndo, de amostras acondicionadas e preservadas com VTM,
ndo parece afetar diretamente o resultado analitico. Uma parte das amostras verdadeiro
positivas utilizadas nos testes estavam em VTM, caracterizadas através da técnica de
RT-PCR.

Além disso, por determinagdo contida na instru¢do de uso dos testes, uma parte
das amostras de swab de nasofaringe utilizadas foram amostras frescas coletadas no
momento da analise, totalmente isentas de VTM.

O FDA recomenda o uso de VIM para o transporte de amostras clinicas em
testes de RT-PCR para a COVID-19 (FDA, 2021; MEARS et al. 2021). Contudo, um
estudo realizado por Nguyen e colaboradores avaliou o teste molecular isotérmico para
COVID-19, baseado na tecnologia de reagdo de amplificacdo da enzima de corte que
tem como alvo o gene RdRP. O teste apresentou sensibilidade acima de 98% e valor
preditivo negativo de 98,7% em comparagdo com o ensaio de referéncia do estudo RT-
PCR. Ao comparar o ensaio, usando amostras em VTM, foi observado que a
sensibilidade diminuiu para 62,5% e o valor preditivo negativo para 79,7%.

Na instru¢do de uso dos produtos n° 13 e 15, as informagdes indicam ndo ser
apropriado o uso de amostras em VTM. Enquanto que os produtos (n° 1 e 14)
especificam o tipo de meio de transporte viral adequado. O produto n® 9 declara a

possibilidade de uso ou ndo de VTM.
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O produto analisado como insatisfatorio (n°11), ndo informou o uso de VIM em
sua IU. Indicou apenas a condi¢do de preservagdo da amostra apos coleta. O produto foi
avaliado frente as matrizes de swabs frescos e congelados em meio de solugdo salina. O
teste foi reprovado no quesito especificidade, pois apresentou diversos resultados falso
positivos em amostras coletadas frescas sabidamente negativas para a COVID-19.

O CDC projetou um painel de diagnostico de RT-PCR em tempo real de SARS-
CoV-2 para minimizar a chance de resultados falso-positivos. A ocorréncia de falsos
positivos com uma ou mais reacdes do primer e da sonda ¢ indicativa de contaminagao
da amostra. E importante ressaltar que o controle interno deve ser incluido para ajudar a
identificar as amostras que contém substancias que podem interferir na extracdo do
acido nucleico e na amplificagdo por PCR (CDC 2021b, TAHAMTAN, ARDEBILI
2020).

Resultados falso negativos podem ser obtidos quando a carga viral do SARS-
CoV-2 diminui gradualmente desde o inicio dos sintomas. Portanto, amostras
apropriadas e coletadas no periodo adequado da infec¢do seriam um fator chave para
melhorar a taxa de deteccdo atual de SARS-CoV-2 (LIU ET AL. 2020).

A coleta e transporte adequados sdo pontos fundamentais para garantir a maxima
chance de confianga nos resultados do teste de PCR para a COVID-19. No que diz
respeito ao tipo de amostra a ser coletada, o swab nasofaringeo ¢ considerado o de
maior taxa de deteccdo viral. Muitas das alteragcdes se devem principalmente a erros
durante a coleta de swab da nasofaringe, temperatura e o tempo de transporte,
considerando que o RNA do virus ¢ extremamente instavel e pode se degradar apos 24
horas da coleta e/ou diante de condi¢gdes de transporte inadequadas. Assim como
efetivos ciclos de congelamento e descongelamento podem alterar a viabilidade da
carga viral presente na amostra. Além disso, contar com um profissional de saude
capacitado para coleta ¢ fundamental (SOCIEDADE BRASILEIRA DE PATOLOGIA
CLINICA 2020).

O VTM ¢ considerado um meio de transporte de alto custo, portanto, um estudo
preliminar realizado por Borkakoty e colaboradores, avaliou o uso da salina como
alternativa do uso de VIM para o diagndstico da COVID-19. Este estudo preliminar
sugere que a salina estéril ¢ adequada para o isolamento viral, podendo ser utilizada da
mesma forma que VIM para a coleta de amostras para diagndstico de COVID-19 por

RT-qPCR.
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O conhecimento sobre a Covid-19 ¢ dinamico e vem sendo construido e
ampliado ao longo do tempo (ANVISA 2021). Portanto, o laboratério ao analisar os
produtos destinados ao diagnostico da COVID-19 utiliza amostras frescas, congeladas
(em salina ou a seco) e congeladas em VTM, segundo as instrugdes de uso que

acompanham os produtos.



58

5 CONCLUSOES

As conclusdes do presente estudo, ao analisar as instrugdes de uso dos 16

testes moleculares, no periodo de maio a dezembro de 2020 sdo:

¢ As instrugdes de uso dos testes moleculares analisados, apesar de ndo terem
atendido a todos os itens da RDC 36/2015 complementada pela RDC 270/2019,
apresentaram as informagdes essenciais para a realizagdo do ensaio e

interpretacdo dos resultados.

¢ N3ao houve diferenca em relacdo ao desempenho entre os produtos que ndo

informavam, preconizam ou ndo empregavam o uso de VIM.

¢ Independente da matriz de andlise (swab fresco, congelado e congelado em

VTM) utilizada ndo houve alteracdo no desempenho dos produtos analisados.
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6 PERSPECTIVAS

¢ Avaliar a rotulagem dos testes moleculares avaliados segundo a RDC
N°36/2015.

¢ Avaliar os testes moleculares de COVID-19 analisados em 2021.

¢ Avaliar os testes rapidos de antigeno da COVID-19.

¢ Publicar os resultados obtidos em periddico indexado.
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APENDICE A - INSTRUCAO DE USO: MODELO DA PLANILHA UTILIZADA
PARA A TABULACAO DOS DADOS

PRODUTO

IDENTIFICACAO

ITEM
N°

DESCRICAO

OBSERVACOES

Nome técnico ou nome comercial do
produto e indicagdo do componente;

II-

Razdo social e enderego do fabricante
legal, junto com um niimero de telefone
ou fax ou endereco de sitio eletrénico
onde seja possivel obter assisténcia
técnica (Servigo de Atendimento ao
Consumidor);

III-

Finalidade e modo de uso do produto,
incluindo indicagdo de que € para "uso em
diagnostico in vitro";

Usuario pretendido, quando aplicavel;

Indicagdes de condigdes de
armazenamento ou de manuseio
aplicaveis;

VI-

Principio de funcionamento do teste ou
do instrumento;

VII-

Tipos de amostras ou matrizes a utilizar,
quando aplicavel;

VIII-

Condigdes para coleta, manuseio, preparo
e preservacao de amostras;

IX-

Descrigao do produto, incluindo os
acessorios e quaisquer limitagdes para seu
uso, como utilizagdo de instrumento
dedicado, e se aplicavel, versdo do
software;

X-

Estabilidade em uso do produto, exceto
para instrumentos, incluindo condig¢des de
armazenamento ap0s abertura de
embalagens primarias, bem como
condigdes de armazenamento e
estabilidade de solugdes de trabalho,
quando relevante;

XI-

Detalhes de qualquer tratamento ou
manuseio dos produtos antes de estarem
prontos para uso, como instalagao,
reconstitui¢do, calibragdo, entre outros;

XII-

Quando aplicavel, recomendagdes para
procedimentos de controle de qualidade;

XIII-

Procedimento de ensaio, incluindo
calculos e interpretagdo de resultados;

XIV-

Informagdo sobre substancias
interferentes ou limitagdes que podem
afetar o desempenho do ensaio;

XV-

Caracteristicas de desempenho, tais como
sensibilidade, especificidade, exatiddo e
precisdo, exceto para instrumentos;

XVI-

Riscos residuais identificados;

XVII-

Intervalos de referéncia, quando
aplicavel;




XVIII-

Quando relevante, requisitos de
instalagdes especiais (como sala limpa)
ou treinamento especial (como em

qualificagdes especificas do usuario do

segurancga contra radiagdo) ou

produto;

XIX-

Se o produto ¢ fornecido estéril,
instrugdes de como agir se a embalagem

estiver danificada antes do uso;

Informagao de outros produtos, materiais
ou instrumentos necessarios para a

realizag@o do ensaio ou reagéo;

XXI-

Alertas ou precaugdes a serem tomadas
com relag@o ao descarte do produto, de
seus acessorios € dos consumiveis usados,

microbioldgicos, ambientais e fisicos;

incluindo riscos de infecgdo ou

XXII-

Para produtos destinados a usuarios
leigos, as circunstancias nas quais o
usudrio deve consultar um profissional de

saude;

XXIII-

Data de emissdo ou ultima revisdo das
instrugdes de uso e, quando apropriado,

uma identificagdo numérica;

XXIV-

Indicag@o dos termos e condi¢des de

garantia da qualidade do produto;

Fonte: LSH, 2022.
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APENDICE B - MODELO DA PLANILHA UTILIZADA PARA A TABULACAO
DOS DADOS DOS PRODUTOS SELECIONADOS

LAN°

PRODUTO

METODO

FABRICANTE

LOTE N°

VALIDADE

ENTRADA

DECLARADO
NAIU

RESULTADOS

CONCLUSAO

PRESERVACAO DA
AMOSTRA

USO DE
VIM

Fonte: LSH, 2022.




