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Resumo

A pandemia da doenca de coronavirus 2019 (COVID-19) veio representar grandes
ameacas ao mundo em diversos aspetos. Nesta situacdo € essencial haver uma
testagem regular de toda a populacéo.

J& existem varios testes disponiveis para detecdo de Sindrome respiratorio aguda
grave - coronavirus 2 (SARS-CoV-2), no entanto demos especial atencao as técnicas
de antigénio e de diagndstico molecular. Na primeira técnica a amostra foi colocada
numa cassete de cromatografia, que possuia uma area revestida com o anticorpo
monoclonal anti-SARS-CoV-2. A segunda técnica dividiu-se em dois testes. O primeiro
foi o teste VitaPCR™, onde a amostra foi armazenada num tampéo especifico, que
lisou e extraiu a amostra numa Unica etapa, sendo possivel a dete¢cdo do SARS-CoV-2
através da fluorescéncia em multiplos canais. O segundo teste foi o Reverse
Transcription—Polymerase Chain Reaction em tempo real (rRT-PCR). Neste, houve
primeiramente a extragdo do &cido nucleico através do uso de beads magnéticas,
seguindo-se para a fase de amplificacdo através do rRT-PCR que serviu para detetar

a presenca dos genes S, RdRP e N.

Este estagio serviu para realizar todo o processo analitico de amostras com
suspeita de SARS-CoV-2. Foi feita uma andlise de cada um dos testes de modo a
entender 0os seus principios tedricos, metodologia, resultados possiveis e respetiva
interpretagao.

Em suma, foi concluido que o teste rRT-PCR é o método mais adequado para o
diagnostico de COVID-19. No entanto, os testes VitaPCR™ e de detecdo de antigénio,
foram considerados melhores como métodos de Point of Care (POC), prestando um

grande auxilio no controlo da pandemia e diminuigdo da sobrecarga nos hospitais.

Palavras-Chave:
SARS-CoV-2 ; Antigénio; rRT-PCR; COVID-19;
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Abstract

The coronavirus disease 2019 (COVID-19) pandemic has come to pose major
threats to the world in many ways. In this situation, regular testing of the entire
population is essential.

There are already several tests available for the detection of Severe Acute
Respiratory Syndrome - coronavirus 2 (SARS-CoV-2), however we paid special
attention to antigen and molecular diagnostic techniques. In the first technique, the
sample was placed in a chromatography cassette, which had an area coated with the
anti-SARS-CoV-2 monoclonal antibody. The second technique was divided into two
tests. The first was the VitaPCR™ test, where the sample was stored in a specific
buffer, which lysed and extracted the sample in a single step, making it possible to
detect SARS-CoV-2 through fluorescence in multiple channels. The second test was
the real-time Reverse Transcription—Polymerase Chain Reaction (rRT-PCR). In this
one, the nucleic acid was first extracted using magnetic beads, followed by the
amplification phase through rRT-PCR, which served to detect the presence of the S,
RdRP and N genes.

This stage served to carry out the entire analytical process of samples with
suspected SARS-CoV-2. An analysis was made of each of the tests in order to
understand their theoretical principles, methodology, possible results and respective
interpretation.

In summary, it was concluded that the rRT-PCR test is the most suitable method for
the diagnosis of COVID-19. However, VitaPCR™ and antigen detection tests were
considered better as Point of Care (POC) methods, providing a great help in controlling
the pandemic and reducing the burden on hospitals.

Key-words:
SARS-CoV-2 ; Antigen; rRT-PCR; COVID-19;

vi
Escola Superior de Tecnologia da Saude—Instituto Politécnico de Lisboa | 2021/2022



Estagio em Biologia Molecular - Dete¢éo de SARS-CoV-2 em amostras nasofaringeas com as técnicas de antigénio,
RT-PCR e VitaPCR real time PCR

Indice
O g foTo [UTor=To i =T o oF= W TR P TP PPOPPPPP
1.1  Evolucdo do coronavirus e inicio da pandemia mundial de Covid-19.............. 1
1.2 SARS-COV-2 ittt 5
1.2.1. Caracterizag8o d0 SARS-COV2 .........uuuummiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 5
1.2.2. ProteiNas @StIULUAIS .......uuuurrueuieeiiiiniuneeunnnnnnnnannnnsnnssnnnnsnnnnnsnnnsnnssnsnnsssnnnnnnnnns 7
1.2.3. Proteinas N80 €SIrULUIAIS .......uuuuurreeieriiieiiiinieeeiennnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnennnnnnnnnes 10
1.2.4. Ciclo de vida d0 SARS-COV-2......oouuiiiiiieeeiieeiee e 12
1.2.6. Patogénese da infecao por SARS-COV-2........cccceeeiiiiiiiiiiiiiiiee e, 14
1.3 Testes rapidos de detecdo de antigénio do SARS-COV-2......ccceeeeevvvvvvvvnnnnnn. 16
1.4  Testes rapidos de diagndstico molecular para dete¢cédo de SARS-CoV-2...... 20
1.5 Testes de diagnostico molecular para detecdo de SARS-CoV-2 .................. 26
2. ODJELVOS. ..o
3. Material € MELOUOS ......cevviiiiiiiiiiiiiiiiiiieee ettt ettt ettt e e
IO B Y 4 [0 1 = PP PUPPPPP PPN 32
3.2. Teste rapido de detecdo de antigénio do SARS-COV-2 ........cccccvvvvvvmnnnnnnnnnnns 33
1.2.1. Materiais e reagentes fOrNECIdOS: ..........uuuuuuuuurrmiiiiiiiiiiiiiiiiiiinieieinneeeneeees 33
2 o To =T [ 0= | (o 33
3.3. Teste para SARS-CoV-2 VitaPCR™ GeN 2..........uuuumimmiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnnns 34
3.3.1. Materiais e reagentes fornecidos pelo Kit:...........cccooeeeiiiiiiiiiiiineencciiinn, 34
3.3.2. Materiais e reagentes ndo fornecidos pelo Kit: ............cccovvviiiiiiieenniiinnn, 34
3.3.3.  ProCcedimento: ........ooouiiiiiiiiii 35
34, TeSIE FRT-PCR ..o 36
3.4.1. Materiais e reagentes (EXIraGa0)........cccuviriiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 36
G N = (o Tod=To 11T o] (o PSRRI 36
3.4.3. Materiais e reagentes (TRT-PCR) ........ccccoiiiiiiiiii 39
N (o E T = o o PP
4.1 Teste rapido de detecdo de antigénio do SARS-COV-2........ccooviiiiiiiiiiiieeennnnnnns 43
4.2 Teste para SARS-CoV-2 VitaPCR™ GEeN 2.......cveiiiiiieiiiieiiieee e 45
4.3 TeSte TRT-PCR.... et 47
5. DIiSCUSSE0 UOS rESUIATOS ......evviiiiiiieeee e e e e e e et e e e e e e e eaereaa e e aeaes
5.1 Diagndstico por detecdo de antigenio (presenga/auséncia do antigénio do SARS-
(O 1Y S 50
5.2 Testes Moleculares de Amplificacdo de Acidos Nucleicos -TAAN ..................... 53
B.  CONCIUSBES.....cco e
N o ] o 1] T o 1
8. Proposta de Projeto de INVESHAaGA0 ..........coeeviiiiiiiiiiiiiie
9. Referéncias BIiblIOGrafiCas .........ccuuiiiiiiiiieiiei e
O TR 4= (o SRS PRUPPPIN

Vii
Escola Superior de Tecnologia da Saude—Instituto Politécnico de Lisboa | 2021/2022



Estagio em Biologia Molecular - Dete¢éo de SARS-CoV-2 em amostras nasofaringeas com as técnicas de antigénio,
RT-PCR e VitaPCR real time PCR

indice de Tabelas

Tabela 1.1- Proteinas néo estruturais do SARS-CoV-2. (adaptado de 4) ................... 11
Tabela 1.2- Resultados obtidos para avaliar o desempenho do teste de antigénio com
zaragatoas nasais. (adaptado de 22) ... 19
Tabela 1.3- Resultados obtidos para avaliar o desempenho do teste de antigénio com
zaragatoas nasofaringeas. (adaptado de 22)..........ccoovvviiiiiiiiiiiiiiiie e 19
Tabela 1.4- Resultados obtidos para avaliar o desempenho do teste para SARS-CoV-2
............................................................................................................................ 24
Tabela 1.5- Resultados obtidos para avaliar o desempenho do teste para SARS-CoV-2
VITAPCR™ Gen 2 com zaragatoas orofaringeas. (adaptado de 26) ................... 24
Tabela 1.6- Classificagc&o dos valores de cts (adaptado de referéncia 33) ................. 27
Tabela 1.7- Resultados do desempenho clinico do kit allplex™ sars-cov-2 / flua/flub/rsv
assay (adaptado de 43) .....cooviiiiiiii 30
Tabela 3.1- Perfil térmico da reagéo. (adaptado de 43) ........cceevvviiviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieenen, 41
Tabela 3.1- Perfil térmico da reacéo. (adaptado de 43) ........cccevvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnn, 100
Tabela 4.1- Cronograma de tarefas e respetiva duracéo, realizadas durante o estagio.
.......................................................................................................... 43
Tabela 10.1- Preparacéo das placas para usar no processamento de amostras de 200
ML. (daptado da 43) ........uuumiiiiiiiiiiiiiiiii e 97
Tabela 10.2- Preparacédo da mix de beads magnéticas de ligacdo. (adaptado da 42) 98
Tabela 10.3- Preparagédo da mastermix. (adaptado da 43)........ccccccvvevvviiiiiiiiiiiiiiinnnnnn. 99
viii

Escola Superior de Tecnologia da Saude—Instituto Politécnico de Lisboa | 2021/2022



Estagio em Biologia Molecular - Dete¢éo de SARS-CoV-2 em amostras nasofaringeas com as técnicas de antigénio,
RT-PCR e VitaPCR real time PCR

indice de Figuras

Figura 1.1- Genoma do SARS-COV-2 4 .......cooiiee ettt 6
Figura 1.2- Estrutura do SARS-CoV-2 (adaptado de 16)...........cceoeeeiiieeiiiieieeeeeeeeeeeen 6
Figura 1.3- Estrutura da proteina estrutural S.(adaptado de 4) .........ccccvvveveeeeriiiiinnnne. 7
Figura 1.4- Proteina estrutural N e respetiva sequéncia proteica.(adaptado de 4) ....... 9
Figura 1.5- Proteina estrutural E (adaptado de 4) ...........oovvviiiiiieeeiieeiieee e, 9
Figura 1.6- Proteina estrutural M (adaptado de 4).........coooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 10
Figura 1.7- Ciclo de vida do SARS-COV-2% .......ooo oo 12
Figura 1.8- Sintomas associados a infecao por SARS-CoV-2 (adaptado de 7).......... 15
Figura 1.9- Estrutura interna de uma cassete de teste de um teste rapido para detecao

de antigénio do SARS-CoV-2. (adaptado de 18).........ccceerriiiiiriiiiiiienniiiiiiieeeeenn 17

Figura 1.10- Metodologia rRT-PCR. Esta iniciou-se com a extracdo do RNA viral a
partir das amostras a analisar. Seguidamente com o0 auxilio da transcriptase
reversa, obteve-se a sequéncia de DNA complementar que foi amplificada com a
técnica de RT-PCR. Terminando a amplificagdo os resultados sdo analisados e

interpretados pelo software e pelo operador. .........ccccoeeeeiiiiiiiiiiin e, 21
Figura 1.11- Exemplo de resultado onde alvo foi detetado sem a presencga do sinal do
controlo interno devido a inibicdo molecular. ...........cccccccvviii 22
Figura 1.12- Extracdo do material genético das amostras com o kit de isolamento
magmax™ viral/pathogen ou magmax™ viral/pathogen ii. ...........cceeeveeeeeeeeeeeen. 29
Figura 3. 1- Colheita de exsudado nasofaringeo. (adaptado de 17).........cccccceeeernnnne 32
Figura 3. 2- Colheita de exsudado orofaringeo. (adaptado de 17)........cccccceevveeeeeinnnns 32
Figura 3. 3- Procedimento efetuado no teste rapido de detecéo de antigénio do SARS-
CoV-2. (adaptado de 17) ....ccooviiiiiiiiiee 33

Figura 3.4- Procedimento efetuado no teste para SARS-CoV-2 VITAPCR™ Gen 2..35
Figura 4.1- Teste rapido de dete¢do de antigénio do SARS-CoV-2 com resultado

NEGALIVO ..o 44
Figura 4.2- Testes rapidos de detecdo de antigénio do SARS-CoV-2 com resultado
0105111/ TSP 44
Figura 4.3- Testes rapidos de detecdo de antigénio do SARS-CoV-2 com resultado
1)Y= 1o [o OO U PSOOP RPN 45
Figura 4.4- Teste para SARS-CoV-2 VITAPCR™ Gen 2 com resultado positivo (rna
universal do tipo SARS: detetado) .........ceeiiiiiiiiiiiiice e 45
Figura 4.5- Teste para SARS-CoV-2 VITAPCR™ Gen 2 com resultado positivo (rna
universal do tipo SARS: NA0 detetado) .........coovvviiiiiiiii e 46
Figura 4.6- Teste para SARS-CoV-2 VITAPCR™ Gen 2 com resultado presuntivo
POSTEIVO ..ot 46

Figura 4.7- Teste para SARS-CoV-2 VITAPCR™ Gen 2 com resultado negativo...... 47
Figura 4.8- Teste para SARS-CoV-2 VITAPCR™ Gen 2 com resultado invalido ....... 47
Figura 4.9- Resultados de uma reacdo de rRT-PCR exportados para o programa de

Q1L g o] (=] r= Tor= Lo BT TPTRTTRT 47
Figura 4.10- Amostra com resultado negativo apds uma reagéo de rRT-PCR ........... 48
Figura 4.11- Amostra com resultado positivo apds uma reagéo de rRT-PCR............. 48
Figura 4.12- Amostra com resultado invalido ap6s uma reagdo de rRT-PCR............. 49
Figura 5.1- Resultado negativo na reacdo de rRT-PCR, com os controlos de qualidade

1V = L1 = [0 L PP PP PPPPPPP 101

Figura 5.2- Resultado da reacdo de rRT-PCR com uma ma curva de amplificacao.
Existe uma amplificacdo tardia e de apenas um dos genes alvo. Devido aos
valores de Ct apresentados devemos de ver a informacao clinica do utente e de
preferéncia repetir a anélise da amostra, mesmo que neste caso os controlos de
gualidade se encontravam validados. ..............cuuuiiiiieeiiiiciicee e 102

ix
Escola Superior de Tecnologia da Saude—Instituto Politécnico de Lisboa | 2021/2022


file:///C:/Users/Iuri%20Rodrigues/Desktop/Relatório_Estágio_Iuri_Rodrigues_2020208_MTCL.docx%23_Toc108359599
file:///C:/Users/Iuri%20Rodrigues/Desktop/Relatório_Estágio_Iuri_Rodrigues_2020208_MTCL.docx%23_Toc108359600
file:///C:/Users/Iuri%20Rodrigues/Desktop/Relatório_Estágio_Iuri_Rodrigues_2020208_MTCL.docx%23_Toc108359601
file:///C:/Users/Iuri%20Rodrigues/Desktop/Relatório_Estágio_Iuri_Rodrigues_2020208_MTCL.docx%23_Toc108359602
file:///C:/Users/Iuri%20Rodrigues/Desktop/Relatório_Estágio_Iuri_Rodrigues_2020208_MTCL.docx%23_Toc108359603
file:///C:/Users/Iuri%20Rodrigues/Desktop/Relatório_Estágio_Iuri_Rodrigues_2020208_MTCL.docx%23_Toc108359604
file:///C:/Users/Iuri%20Rodrigues/Desktop/Relatório_Estágio_Iuri_Rodrigues_2020208_MTCL.docx%23_Toc108359605
file:///C:/Users/Iuri%20Rodrigues/Desktop/Relatório_Estágio_Iuri_Rodrigues_2020208_MTCL.docx%23_Toc108359606
file:///C:/Users/Iuri%20Rodrigues/Desktop/Relatório_Estágio_Iuri_Rodrigues_2020208_MTCL.docx%23_Toc108359607
file:///C:/Users/Iuri%20Rodrigues/Desktop/Relatório_Estágio_Iuri_Rodrigues_2020208_MTCL.docx%23_Toc108359607
file:///C:/Users/Iuri%20Rodrigues/Desktop/Relatório_Estágio_Iuri_Rodrigues_2020208_MTCL.docx%23_Toc108359608
file:///C:/Users/Iuri%20Rodrigues/Desktop/Relatório_Estágio_Iuri_Rodrigues_2020208_MTCL.docx%23_Toc108359608
file:///C:/Users/Iuri%20Rodrigues/Desktop/Relatório_Estágio_Iuri_Rodrigues_2020208_MTCL.docx%23_Toc108359608
file:///C:/Users/Iuri%20Rodrigues/Desktop/Relatório_Estágio_Iuri_Rodrigues_2020208_MTCL.docx%23_Toc108359608
file:///C:/Users/Iuri%20Rodrigues/Desktop/Relatório_Estágio_Iuri_Rodrigues_2020208_MTCL.docx%23_Toc108359608
file:///C:/Users/Iuri%20Rodrigues/Desktop/Relatório_Estágio_Iuri_Rodrigues_2020208_MTCL.docx%23_Toc108359609
file:///C:/Users/Iuri%20Rodrigues/Desktop/Relatório_Estágio_Iuri_Rodrigues_2020208_MTCL.docx%23_Toc108359609
file:///C:/Users/Iuri%20Rodrigues/Desktop/Relatório_Estágio_Iuri_Rodrigues_2020208_MTCL.docx%23_Toc108359610
file:///C:/Users/Iuri%20Rodrigues/Desktop/Relatório_Estágio_Iuri_Rodrigues_2020208_MTCL.docx%23_Toc108359610
file:///C:/Users/Iuri%20Rodrigues/Desktop/Relatório_Estágio_Iuri_Rodrigues_2020208_MTCL.docx%23_Toc108359611
file:///C:/Users/Iuri%20Rodrigues/Desktop/Relatório_Estágio_Iuri_Rodrigues_2020208_MTCL.docx%23_Toc108359612
file:///C:/Users/Iuri%20Rodrigues/Desktop/Relatório_Estágio_Iuri_Rodrigues_2020208_MTCL.docx%23_Toc108359613
file:///C:/Users/Iuri%20Rodrigues/Desktop/Relatório_Estágio_Iuri_Rodrigues_2020208_MTCL.docx%23_Toc108359613
file:///C:/Users/Iuri%20Rodrigues/Desktop/Relatório_Estágio_Iuri_Rodrigues_2020208_MTCL.docx%23_Toc108359614
file:///C:/Users/Iuri%20Rodrigues/Desktop/Relatório_Estágio_Iuri_Rodrigues_2020208_MTCL.docx%23_Toc108359615
file:///C:/Users/Iuri%20Rodrigues/Desktop/Relatório_Estágio_Iuri_Rodrigues_2020208_MTCL.docx%23_Toc108359615
file:///C:/Users/Iuri%20Rodrigues/Desktop/Relatório_Estágio_Iuri_Rodrigues_2020208_MTCL.docx%23_Toc108359616
file:///C:/Users/Iuri%20Rodrigues/Desktop/Relatório_Estágio_Iuri_Rodrigues_2020208_MTCL.docx%23_Toc108359616
file:///C:/Users/Iuri%20Rodrigues/Desktop/Relatório_Estágio_Iuri_Rodrigues_2020208_MTCL.docx%23_Toc108359617
file:///C:/Users/Iuri%20Rodrigues/Desktop/Relatório_Estágio_Iuri_Rodrigues_2020208_MTCL.docx%23_Toc108359617
file:///C:/Users/Iuri%20Rodrigues/Desktop/Relatório_Estágio_Iuri_Rodrigues_2020208_MTCL.docx%23_Toc108359618
file:///C:/Users/Iuri%20Rodrigues/Desktop/Relatório_Estágio_Iuri_Rodrigues_2020208_MTCL.docx%23_Toc108359618
file:///C:/Users/Iuri%20Rodrigues/Desktop/Relatório_Estágio_Iuri_Rodrigues_2020208_MTCL.docx%23_Toc108359619
file:///C:/Users/Iuri%20Rodrigues/Desktop/Relatório_Estágio_Iuri_Rodrigues_2020208_MTCL.docx%23_Toc108359619
file:///C:/Users/Iuri%20Rodrigues/Desktop/Relatório_Estágio_Iuri_Rodrigues_2020208_MTCL.docx%23_Toc108359620
file:///C:/Users/Iuri%20Rodrigues/Desktop/Relatório_Estágio_Iuri_Rodrigues_2020208_MTCL.docx%23_Toc108359620
file:///C:/Users/Iuri%20Rodrigues/Desktop/Relatório_Estágio_Iuri_Rodrigues_2020208_MTCL.docx%23_Toc108359621
file:///C:/Users/Iuri%20Rodrigues/Desktop/Relatório_Estágio_Iuri_Rodrigues_2020208_MTCL.docx%23_Toc108359622
file:///C:/Users/Iuri%20Rodrigues/Desktop/Relatório_Estágio_Iuri_Rodrigues_2020208_MTCL.docx%23_Toc108359623
file:///C:/Users/Iuri%20Rodrigues/Desktop/Relatório_Estágio_Iuri_Rodrigues_2020208_MTCL.docx%23_Toc108359623
file:///C:/Users/Iuri%20Rodrigues/Desktop/Relatório_Estágio_Iuri_Rodrigues_2020208_MTCL.docx%23_Toc108359624
file:///C:/Users/Iuri%20Rodrigues/Desktop/Relatório_Estágio_Iuri_Rodrigues_2020208_MTCL.docx%23_Toc108359625
file:///C:/Users/Iuri%20Rodrigues/Desktop/Relatório_Estágio_Iuri_Rodrigues_2020208_MTCL.docx%23_Toc108359626
file:///C:/Users/Iuri%20Rodrigues/Desktop/Relatório_Estágio_Iuri_Rodrigues_2020208_MTCL.docx%23_Toc108359627
file:///C:/Users/Iuri%20Rodrigues/Desktop/Relatório_Estágio_Iuri_Rodrigues_2020208_MTCL.docx%23_Toc108359627
file:///C:/Users/Iuri%20Rodrigues/Desktop/Relatório_Estágio_Iuri_Rodrigues_2020208_MTCL.docx%23_Toc108359628
file:///C:/Users/Iuri%20Rodrigues/Desktop/Relatório_Estágio_Iuri_Rodrigues_2020208_MTCL.docx%23_Toc108359628
file:///C:/Users/Iuri%20Rodrigues/Desktop/Relatório_Estágio_Iuri_Rodrigues_2020208_MTCL.docx%23_Toc108359628
file:///C:/Users/Iuri%20Rodrigues/Desktop/Relatório_Estágio_Iuri_Rodrigues_2020208_MTCL.docx%23_Toc108359628
file:///C:/Users/Iuri%20Rodrigues/Desktop/Relatório_Estágio_Iuri_Rodrigues_2020208_MTCL.docx%23_Toc108359628

Estagio em Biologia Molecular - Dete¢éo de SARS-CoV-2 em amostras nasofaringeas com as técnicas de antigénio,
RT-PCR e VitaPCR real time PCR

Figura 5.3- Resultado positivo com valores de Ct baixos e controlos de qualidade
validados. Os valores de Ct apresentados estdo associados a uma elevada carga
14> LU 102

Figura 5.4- Resultado inconclusivo. Apesar de ter havido amplificacdo dos trés genes
detetdveis, os valores de Ct ndo sdo coerentes e estdo muito proximos da
borderling (CIS35)...ccci i 103

Figura 5.5- Resultado invalido. Ndo houve qualquer ipo de amplificacdo dos genes
alvo nem do controlo enddgeno. Isto significa, uma vez que temos um valor de
controlo exdgeno aceitavel, que apesar da reacdo de rRT-PCR ter sido bem
executada, ndo havia amostra pois ndo houve amplificacéo do controlo endégeno.
.......................................................................................................................... 103
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Listas de abreviaturas

ARDS: Sindrome de disfuncéo respiratéria aguda
COVID-19: Coronavirus disease 2019

Ct: Ciclo térmico

CTD: Dominio C-terminal

DMV: Vesiculas celulares de membrana dupla

E: Especificidade analitica

IC: Controlo interno

LOD: Limite de detecdo

MERS-CoV: Sindrome respiratério do médio oriente
MPRO: Main Protease

NF: Nasofaringeo

NSP: Proteina ndo estrutural

NTD: Dominio N-terminal

OF: Orofaringeo

ORF: Open reading frame

P: Preciséo analitica

PLPRO: Papain-like Protease

POC: Point of Care

ppla: Poliproteina la

pplab: Poliproteina lab

RBD: Dominio de ligacédo ao recetor

RBM: Motivo especifico de ligagcao ao recetor

RNA: Acido ribonucleico

RNP: Ribonucleoproteina

rRT-PCR: Reverse Transcription—Polymerase Chain Reaction em tempo real
RTC: Complexo replicacéo-transcricdo

S: Sensibilidade analitica

SARS-CoV: Sindrome respiratério agudo grave
SARS-CoV-2: Sindrome respiratorio aguda grave - coronavirus 2

TRAGg: teste de detegdo rapida de antigénio
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1. Introducao Tedrica

O estagio foi realizado no Labocentro S.A.- Laboratério de Analises Clinicas,
pertencente ao grupo Clara Saude. O Grupo Clara Saude foi fundado em 2010 pelo
atual Lider, Dr. Carlos Clara. Este grupo divide-se em quatro areas, sendo estas as
andlises clinicas, a anatomia patolégica, a radiologia e as clinicas médicas.!

A principal misséo é prestar aos seus utentes os melhores, mais rapidos e mais
Uteis servicos de saude e diagnostico, assim como satisfazer pessoal e
profissionalmente os membros da sua equipa e contribuir para o crescimento dos seus
parceiros.? O grupo Clara Saude é certificado pela Bureau Veritas de acordo com a
norma ISO 9001:2015 e composto por uma equipa de profissionais devidamente
qualificados, tendo como objetivo fornecer um servigo de qualidade e com o maximo
rigor, aos seus clientes.?

Falando especificamente do laboratério onde se realizou o estagio, este é
composto por varias seccdes de trabalho como a triagem, a bioquimica, a
hematologia, a biologia molecular, a autoimunidade e a microbiologia. Posto o tema
abordado no estagio e relatério, a componente pratica foi feita nas secgfes da triagem

e da biologia molecular.®

1.1Evolucao do coronavirus e inicio da pandemia mundial de
Covid-19

Os coronavirus sempre foram os principais causadores de infe¢des moderadas em
individuos imunocompetentes, até ao ano de 2003. No entanto, o aparecimento dos
virus do sindrome respiratério agudo grave (SARS-CoV) e do sindrome respiratério do
médio oriente (MERS-CoV) surpreenderam toda a comunidade cientifica, uma vez que
estes poderiam causar infegcbes graves e até levar a morte dos individuos
infetados.*>%7 Entre 2002 e 2003, a SARS-CoV resultou em 8.096 casos relatados e
774 mortes (taxa de mortalidade de ~10%).4>%7 Mais tarde, até ao final de janeiro de
2020, foram registados 2.500 casos de MERS-CoV, e mais de 800 mortes associadas
(taxa de morte por caso ~34%) em todo o mundo. #*%7 No final de dezembro de 2019,
foram identificados, pela primeira vez em humanos, na cidade chinesa de Wuhan,
provincia de Hubei, casos confirmados de pneumonia grave. O agente etiolégico foi

isolado e identificado como um novo betacoronavirus, chamado Sindrome respiratério
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aguda grave - coronavirus 2 (SARS-CoV-2), que partilha ~80% de semelhanca na
sequéncia do genoma com a SARS-CoV.4%67

Os primeiros doentes com COVID-19 foram diagnosticados em Portugal a 2 de
margo de 2020.%2 Desde entdo ja houveram mais de 5.500.000 casos confirmados e
mais de 25 000 mortes registadas em Portugal.® Nestes dois anos de pandemia,
Portugal enfrentou seis vagas pandémicas, que vieram afetar o pais em diversos
niveis, sendo que a intensidade, o impacto e a maneira de lidar com cada uma delas
foi variavel.®

Tudo comecou em mar¢co de 2020 com a primeira vaga pandémica. O facto de a
doenca ser ainda desconhecida, bem como as suas consequéncias, colocou o0 pais
em alerta. Assim, Portugal foi colocado em quarentena, mudando a vida de toda a
populacéo.®

Com o passar dos meses a situacdo pandémica tendia a estabilizar, mas em
setembro de 2020 agravou-se novamente, levando o Governo a decretar o estado de
calamidade em meados de outubro. Em novembro de 2020, foi declarado um novo
estado de emergéncia (segunda vaga pandémica).°

O més de janeiro de 2021 foi um verdadeiro pesadelo no que toca ao impacto do
Servigco Nacional de Saude, com os O6bitos e internamentos a atingirem valores
recorde. Desde modo, houve entdo a terceira vaga da pandemia. Ainda com apenas
uma pequena fatia da populacéo vacinada contra a Covid-19 esta “explosdo” de casos
teve fortes repercussdes com os hospitais sem maos a medir para a avalanche de
internamentos. A chegada de novas vacinas, aliada ao aceleramento do processo
vacinal fez com que os casos tendessem a diminuir. Como todos 0s virus, o0 SARS-
CoV-2, ao longo do tempo foi adquirindo varias mutagfes, dando origem a diversas
variantes. Para combater este problema, o processo vacinal foi acelerado e a 9 de
outubro de 2021 Portugal atingiu a marca dos 85% da populagcdo com a vacinacao
completa. Mesmo com este grande feito, houve o aumento de novos casos, fazendo
com que fosse necessario acelerar o reforco da terceira dose para os mais velhos.*°

Entre abril e maio de 2022, o pais entrou na sexta vaga da pandemia. Apesar de o
indice de transmissibilidade do coronavirus estar a baixar, a Direcao geral de saude e
o Instituto Nacional de Saude doutor Ricardo Jorge alertaram, que a epidemia de
COVID-19 mantém uma incidéncia muito elevada, com tendéncia crescente.!

A nivel estatistico, existem dois parametros que sdo avaliados nos estudos
epidemiol6gicos de modo a perceber como estd a pandémica em Portugal.

Primeiramente temos o numero basico de reproducéo (R0O), que € um indicador da
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transmissibilidade da infecdo e em segundo, o nimero médio de casos secundarios
resultantes de um caso infetado, medido em funcdo do tempo (R(t)). Segundo o
relatério feito pelo Instituto Nacional de Salde Doutor Ricardo Jorge, O RO teve uma
estimativa de 2,02 e o R(t) teve uma estimativa entre 0,8 e 2,12. Ao longos dos dois
anos de pandemia estes valores foram subindo e descendo, no entanto atualmente,
com base nos dados recolhidos, o valor médio do R(t) para os dias de 18/10/2022 a
22/10/2022 foi de 0,98.12 Apesar do R(t) apresentar valores inferiores a 1, considera-se
gue a transmissibilidade esteja a aumentar. Apesar do aumento que houve nos
internamentos, mantem-se o reduzido impacto da COVID-19 nos servigcos de saude e
na mortalidade. Desta forma foi recomendado a vacinacdo de reforgco, o uso das
medidas de protecdo individual e a comunicacdo frequente destas medidas a
populacdo.*®
O SARS-CoV-2 causa COVID-19, que foi o nome, atribuido pela Organizacado
Mundial da Saude, a doenca provocada pelo virus que pode causar infecdo
respiratéria grave como a pneumonia.>67.14
A doenca tem como principais sintomas:
e Febre;
e Tosse;
e Dor de cabega;
e Dores musculares;
¢ Dificuldade respiratoria/dispneia;
e Perda total do olfato (anosmia) ou parcial (hiposmia);
e Auséncia do paladar (ageusia) ou perturbacéo do paladar (disgeusia);
No entanto, em criangas, sintomas como dor de cabeca (cefaleias), vomitos
e diarreia também s&o considerados para despiste da COVID-19.56714
Até a data, houve mais de 160 milhdes de casos confirmados da COVID-19 e mais
de 3 milhGes de mortes relacionadas em todo o mundo. %67
A doenca pode durar até 5 semanas, mas depende de cada doente, do seu
sistema imunitario e dos fatores de risco associados. 56714
Hoje em dia a nivel de tratamento da doenga provocada pelo virus SARS-CoV-2,
pode incluir diferentes tipos de medicamentos: 56714
e Antivirais
e Anticorpos monoclonais

¢ Oxigenoterapia
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Desde o inicio da pandemia tém sido feitos esforcos para o desenvolvimento de
novos tratamentos para a COVID-19. Os medicamentos entretanto desenvolvidos
permitem completar uma estratégia de resposta a COVID-19 assente na prevencao da
doenca grave, hospitalizacdo e morte. >%714 No entanto, tem havido falta de terapias
eficazes para tratar o COVID-19. Devido a propagacdo desenfreada e continua do
COVID-19, é urgente identificar e caracterizar os alvos de drogas e vacinas para a
SARS-CoV-2, 4567
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1.2SARS-CoV-2
1.2.1. Caracterizacdo do SARS-CoV2

Os coronavirus séo virus envelopados que possuem um genoma formado por uma
molécula de &acido ribonucleico (RNA), ndo segmentado, de sentido positivo com 26 a
32 kb de comprimento. #6715 Estes virus sdo caracterizados por apresentarem um
formato esférico com um didametro que varia entre 80 a 120 nm. Estes pertencem a
familia Coronaviridae e subfamilia Orthocoronavirinae. De acordo com as variagfes na
sequéncia do genoma e reacdes serologicas, 0s membros coronavirus na subfamilia

sdo classificados em quatro géneros: 456715

Alphacoronavirus;
Betacoronavirus;

Gammacoronavirus;

A

Deltacoronavirus.

Os coronavirus sao caracterizados por elevadas taxas de recombinacao genética e
de mutacdo, que resultam na sua diversidade ecologica. Com isto, estes virus tém
uma alta capacidade de infetar e adaptar-se prontamente a uma grande variedade de
hospedeiros. 56715 Foram encontrados sete coronavirus para infetar humanos. Os
coronavirus humanos 229E, OC43, NL63 e HKU1 sédo responsaveis por 10 a 30% das
infecdbes do trato respiratorio superior anualmente, caracterizadas por doencas
respiratorias leves, como a constipacdo comum. No entanto, o SARS-CoV, o MERS-
CoV e 0 SARS-CoV-2 sdo capazes de causar doencas respiratérias humanas graves,
potencialmente resultando numa alta mortalidade. 56715

Cerca de um terco do genoma do SARS-CoV-2 é composto por open reading
frames (ORFs) e codifica 29 proteinas virais. 4>%715 Os outros dois tercos da
extremidade 5 do genoma SARS-CoV-2 codifica duas poliproteinas sobrepostas:
4,5,6,7,15

- Poliproteina 1a (ppla);

- Poliproteina 1ab (pplab).

A ppla é codificada pela ORF1la e engloba desde a proteina ndo estrutural (NSP)

1 a NSP11. A expressdo da ORFla e da ORF1b, por um mecanismo ribossomal de
frameshift na qual o coddo STOP da ORFla é ignorado, fazendo com que a leitura s6
termine no coddo STOP da ORF1b, originando a pplab, que engloba as NSP, da
NSP1 a NSP16.456"15 Estas duas poliproteinas sdo digeridas por duas proteases
5
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virais dando origem a 16 NSPs, que sdo essenciais para a replicacdo e transcricdo do

virus (figura 1.1).5671%

Non-structural proteins

ORFla -1 ribosomal frameshift
5"UTR
ORF1b

Mac1 ExoN NendoU
Ubl1 SUD TM1, [TM2 3Cle; M NiRAN HEL NMT|  OMT
1 viweww| v |y
SARS-CoV-2 ﬁﬁ m m It]
i [TTOE ™ | i i
nsp: 1 2 3 4 5 6 78910 12 13 14 15 16

pplab~780kDa

Prime drug targets

Structural proteins

AP Cleaves viral polyproteins W

Cleaves viral polyproteins W/
Viral replication and transcription

Viral entry/membrane fusion Accessory proteins

3’UTR

Figura 1.1- Genoma do SARS-CoV-2 4

Os ORFs no terminal do genoma viral codificam um conjunto de proteinas

estruturais, que podem ser observadas na figura 1.2. Estas por sua vez séo: 46715
g Proteina S

- proteina da nucleocapside (N);

- proteina spike (S); Proteina E
> proteina da membrana (M); S |
B Genoma de RNA
> proteina do envelope (E). i "
Prote-lna M

B Proteina N

Figura 1.2- Estrutura do SARS-CoV-2 (adaptado de 16)

Estas proteinas séo responsaveis pela estrutura do virus e também participam na
supressado da resposta imune do hospedeiro. Entre os genes estruturais existem ainda
varios genes que codificam outras proteinas (ORF3a, ORF3d, ORF6, ORF7a, ORF7b,
ORF8b, ORF9b, ORF14 e ORF10), que estdo envolvidas na regulacdo da infecado
viral, mas podem n&o ser incorporadas no virus, exceto as proteinas estruturais
ORF3a e ORF7a. 58715 Existem ainda as proteinas acessoérias que vao diferir das
NSPs, pois para além de possuirem func@es indiretas, ndo apresentam homologia
com proteinas de outros grupos de virus. 4587

O RNA genOmico expressa 0 gene numa sequéncia caracteristica na forma 5’-
gene replicase-S-E-M-N-3’, onde em cada extremidade estéo regides nao traduzidas
(UTRs, Untranslated regions). A componente estrutural 3-UTR é necessaria para a

replicacdo e transcricdo do RNA viral. Desta forma, este conjunto de proteinas
6
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estruturais, ndo estruturais e/ou acessorias sao responsaveis pelos aspetos estruturais
e funcionais do SARS-CoV-2, 4567

1.2.2. Proteinas estruturais
1.2.2.1. Proteina S

As proteinas S sdo, das proteinas estruturais do SARS-CoV-2, as que apresentam
maior dimens&o. S&o glicoproteinas de fuséo e estdo envolvidas na interacdo virus-
hospedeiro durante a entrada do virus na célula. Estas facilitam a ligacdo da particula
viral & célula hospedeira de forma a mediar a fusdo da membrana e entrada na célula.
Adicionalmente, sdo proteinas de classe |, ou seja, sdo ativadas por um processo de
clivagem. 4567 Estas proteinas podem ser divididas por uma protease semelhante a
furina em duas subunidades funcionais, S1 e S2, que sdo responséaveis pela mediagéo
da fusdo de membranas.>®"1® S30 caracterizadas pela sua estrutura trimétrica como
se pode observar na figura 1.3. Cada proteina S é composta por trés S1 ligadas a trés
S2, formando um trimero. A S1 esta envolvida na ligagdo ao recetor celular e envolve
0 dominio N-terminal (NTD) e o dominio de ligagdo ao recetor (RBD). Cada RBD do
SARS-CoV-2 contém um motivo especifico de ligacdo ao recetor (RBM) de interacdo
com a ACE2. A S2 medeia o processo de fusdo entre o invélucro viral e a membrana
da célula e compreende o péptido de fusdo, a heptad repeat 1 e a heptad repeat 2
(HR1 e HR2, respetivamente), a hélice central, o dominio conetor, o dominio
transmembranar e a cauda citoplasmatica. 457

0o%¢

RBM

S1

S2

IAY MY AYAY AY Membrana viral

Cauda citoplasmatica
Figura 1.3- Estrutura da proteina estrutural S.(adaptado de 4)

A nivel estrutural, a proteina S pode apresentar-se sob duas formas:
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- Fechada, onde esta mantém a sua estrutura nativa e os trés RBMs nao estdo
projetados de forma a reconhecer o recetor; 4567

- Aberta, onde os trés RBMs ja estdo projetados de forma a reconhecer o
recetor.4>67

A forma aberta é a forma necesséria para que ocorra fusdo da membrana viral com
a da célula hospedeira e caracteriza-se pela exposicdo do RBD, aumentando a
afinidade para a ACE2. O processo desta alteracdo é explicado pela acdo de
convertases do tipo furina, denominadas proteases , que reconhecem um local de
clivagem, identificado por S1/S2. Esta clivagem traduz-se na libertagdo da S1 e,
consequente, a transicdo da S2 para uma forma conformacional favoravel a mediar o
processo de fusdo. No entanto, para que ocorra a entrada do virus é necessario que a
S2 sofra uma clivagem num segundo local, designado S2’, cujo reconhecimento pela
protease hospedeira leva a ativagdo da S2 e consequente fusdo da membrana viral
com a da célula. Este processo € realizado principalmente por uma protease da célula
chamada protease transmembranar de serina 2. 4567

Como ja foi mencionado antes a proteina S trata-se de uma proteina altamente
glicosilada no NTD. Desta forma, os oligossacaridos presentes nesta regido
constituem um papel importante no reconhecimento de anticorpos, evitando que o

SARS-CoV-2 sofra respostas imunoldgicas do hospedeiro. 456715

1.2.2.2. Proteina N

A proteina N é a Unica proteina estrutural dentro do virus. E um componente
crucial que protege o genoma do RNA viral e o envolve num complexo de
ribonucleoproteinas (RNP). 456715

Esta caracteriza-se estruturalmente por possuir trés regides diferentes:

- um NTD;

-> uma regido central caracteristica;

- um dominio C-terminal (CTD).

A combinacdo destas regifes é crucial esta para ligar-se ao RNA gendmico e,
consequentemente formar uma RNP. 4587 Esta desempenha um papel importante no
ciclo replicativo do SARS-CoV-2 e intervém na regulacdo do metabolismo das células
infetadas. Assim, esta proteina desempenha um papel importante contra a resposta
imune do hospedeiro, combatendo as atividades antivirais, podendo ser considerada

um supressor viral do silenciamento do RNA. 46715
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A figura 1.4 mostra a sua localizagéo e a sua sequéncia proteica.

113 Dominio N-terminal 174 Regido central " Dominio C-terminal 419

Figura 1.4- Proteina estrutural N e respetiva sequéncia proteica.(adaptado de 4)

1.2.2.3. Proteina E

A proteina E é considerada a proteina estrutural mais pequena de todas. A figura
1.5 mostra a sua localizagdo no virus. Esta desempenha func¢des importantes
relacionadas com a infecdo dos coronavirus, nomeadamente na patogénese e
morfogénese. Este tipo de proteina é estruturalmente estavel e caracteriza-se por ser
composta por um longo e hidrofébico dominio NTD e um CTD. Esta proteina forma
canais idnicos a superficie dos virus que vao conferir uma maior patogenicidade. 4567

Ap6s a entrada do virus nas células hospedeiras, a proteina E regula a lise viral e
a subsequente libertacdo do genoma. Esta proteina participa na ativacdo do
inflamassoma do hospedeiro. Como a proteina E pode funcionar como um canal de
ibes, estd envolvida na regulacdo do bombeamento ca?' para fora do reticulo
endoplasmatico, o que pode levar a ativacao da inflamacao celular, aumentando assim
a resposta antiviral do hospedeiro.>6.7:15

Assim, como esta proteina possui dominios de natureza hidrofébica, pode assumir
fungbes de viroporinas e deste modo,
serd também bastante essencial na
gemulacdo e posterior libertacdo da Proteina E
particula viral da célula hospedeira,

mediando 0s processos patogénicos e

induzindo citotoxicidade. 457

Figura 1.5- Proteina estrutural E (adaptado de 4)
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1.2.2.4. Proteina M

7

A proteina M é a mais abundante na particula viral. Esta exerce funcdes
importantes na morfogénese dos coronavirus, contribuindo para a regulacdo da
transcri¢do e organizacéo do RNA gendémico em particulas virais. 4567

Varios estudos defendem que esta proteina liga-se a proteina S viral e ao recetor
da célula hospedeira para promover a fusdo entre as respetivas membranas. No
entanto, por outro lado, também foi demonstrado que esta proteina ativa o
desenvolvimento de viribes no compartimento intermédio reticulo endoplasmatico-
complexo de Golgi que interagem com a RNP formada a partir da proteina N. 4567

A nivel estrutural, a proteina M € constituida por trés dominios transmembranares
flanqueados, por um pequeno NTD glicosilado e por um longo CTD. A glicosilacdo do
NTD ocorre no complexo de Golgi ap6s a expressdo da proteina M e desempenha
uma funcao vital no tropismo do SARS-CoV-2 e na ativacéo da via de sinalizacdo de
interferBes. Esta encontra-se localizada na membrana viral como pode ser observado

na figura 1.6.4567

Membrana _<

viral

Proteina M

Figura 1.6- Proteina estrutural M (adaptado de 4)

1.2.3. Proteinas nao estruturais

Para além das proteinas estruturais mencionadas anteriormente, existem ainda
dezasseis proteinas ndo estruturais (NSP), como ja foi dito. Estas sao codificadas por

genes que se localizam na regido 5’ do genoma do SARS-CoV-2.4%6.7.15

A tabela 1.1 mostra cada uma delas e resume as suas respetivas funcgdes. 46715
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Tabela 1.1- Proteinas nédo estruturais do SARS-CoV-2. (adaptado de 4)

Nome Funcéo

NSPL Inibe a sintese proteica na célula hospedeira, desencadeando uma
resposta imunitaria
N&o se conhece totalmente, no entanto sabe-se que interage com o0s

NSP2 complexos Pro-hibitina 1 (PHB1) e Pro-hibitina 2 (PHB2) hospedeiros que
estdo envolvidos na biogénese mitocondrial

NSP3 Responsével pela clivagem em trés locais da regido N-terminal da ppla e
pplab, produzindo as proteinas maduras NSP1, NSP2 e NSP3
Auxilia no complexo replicagdo-transcricdo (RTC) e induz a formacdo de

NSP4 vesiculas celulares de membrana dupla (DMV) que facilitam a replicacao
viral

NSPS Responsavel pela formagédo das restantes NSP (da NSP4 a NSP16),
clivando-as em onze locais da regido N-terminal da ppla e pplab

NSP6 Induz a formagéo de autofagossomas do reticulo endoplasmaético e interfere
na degradacgéo de fatores virais nos lisossomas

NSP7 Cofator da NSP12. Em conjunto com a NSP8 e NSP12, formam o RTC,
estimulando a atividade RNA polimerase da NSP12

NSP8 Cofator da NSP12. Atua como primase, de forma a iniciar o processo de
replicacéo viral

NSP9 Envolvida na replicagéo do RNA viral ao ligar-se ao RNA de cadeia simples

NSP10 | Cofator nas atividades da NSP14 e NSP16

NSP11 | Desconhecida.

NSP12 Responsavel pela replicacdo e transcricdo do RNA viral. Forma, em
conjunto com varias NSP, o RTC

NSP13 Atua como helicase de RNA de cadeia dupla, auxiliando a replicacdo e
transcricdo do RNA viral

NSP14 Essencial na atividade de proofreading durante a replicacdo do RNA e no
capping do mRNA
Atividade de endorribonuclease e importante na limitacdo da exposicdo de

NSP15 RNA de cadeia dupla a sensores hospedeiros cruciais na defesa contra
virus

NSP16 Essencial no capping do mRNA

11
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1.2.4. Ciclo de vida do SARS-CoV-2

No primeiro passo do ciclo de vida SARS-CoV-2, a proteina S que se encontra na
superficie externa do virus, vai ser responsavel pela ligacdo do virus ao recetor
enzima conversora de angiotensina 2. Seguidamente, da-se a fusdo da membrana
celular viral com a hospedeira, levando a entrada do virus na célula hospedeira. Da-se
a internalizacdo do vacuolo contendo o virus e consequentemente a fusdo da
membrana com o virus. Posteriormente, o virus € libertado no citoplasma da célula
hospedeira e ha a traducdo do genoma viral de modo a produzir ppla e pplab.>6715
Apbs esta etapa ocorre a clivagem de ppla e pplab, levando a formacédo das 16 NSPs
maduras através de duas proteases de codificacéo de virus:>6715

1. Main Protease (MP™);

2. Papain-like Protease (PLP™).

Desta forma existe a formagédo do complexo de replicagdo- transcricdo (RTC) e
leva & replicacdo do genoma viral e a transcrigdo das proteinas estruturais codificadas
pelo mRNA. A traducdo dos mRNA subgenomicos acontece e leva & formagéo de um
novo virido derivado do reticulo endoplasmatico rugoso. Por fim, existe a libertagéo do
virus da célula hospedeira através da exocitose para iniciar outra ronda de infecdes.
4,5,6,7,15

A figura 1.7 resume de forma esquematica o ciclo de vida do SARS-CoV-2.
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Figura 1.7- Ciclo de vida do SARS-CoV-2. 4
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1.2.5. Transmissado de SARS-CoV-2

O conhecimento e identificacdo dos fatores que promovem a transmissdo do
SARS-CoV-2 sao cruciais para conter a pandemia e futuros surtos de coronavirus.
Assim como acontece com outros coronavirus, o principal mecanismo de transmissao
do SARS-CoV-2 ocorre através do contacto direto ou indireto de particulas virais com
a mucosa oral, nasal ou conjuntival. Além disso, contrariamente ao SARS-CoV, este

virus pode ser também transmitido por individuos assintomaticos. 4567

Transmissdo direta

O SARS-CoV-2 transmite-se principalmente de pessoa para pessoa. Todos 0s
individuos libertam fluidos respiratérios de diferentes tamanhos através da respiragéao,
da fala, da tosse e do espirro que, por sua vez, podem ser inalados e causar infecoes.
Este tipo de transmissdo ocorre maioritariamente através de aerossoéis e goticulas
contaminados. Considera-se que a transmissdo por goticulas ocorre através de
contactos proximos nao protegidos com individuos infetados até um metro de
distancia. 4567

Atualmente, medidas que se baseiam no distanciamento fisico superior a dois
metros, no uso correto de mascara, na limitagdo do nimero de pessoas em locais
fechados e com boa ventilagdo levaram a uma diminui¢cdo da transmisséo de SARS-

CoV-2 por esta via. 4567

Transmissao indireta

Por outro lado, o0 SARS-CoV-2 pode ser transmitido através do contacto com
objetos e superficies contaminados seguido do toque no rosto, olhos, boca ou nariz. Ja
foram realizados vérios estudos que tinham como principal objetivo a medicédo da
viabilidade do SARS-CoV-2 em superficies. Os resultados demonstraram que este
virus é capaz de permanecer infecioso durante longos periodos (um a sete dias) em
aco inoxidavel, plastico e vidro. No entanto, o virus pode permanecer viavel durante
periodos mais curtos (algumas horas até dois dias) em superficies de papel e cartao.
E de realcar que a sua viabilidade esta dependente de fatores como a humidade e
temperatura. 4567

Até a presente data, o risco de transmissao por esta via ainda ndo é totalmente
conhecido e depende de varios fatores como: #5¢7

- Concentracao viavel de virus numa determinada superficie;
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- Viabilidade do SARS-CoV-2 ao longo do tempo;

- Quantidade minima necessaria que tem de ser transmitida aguando do
toque na boca, olhos ou nariz para que cause infecao.

Porém, vérias diretrizes internacionais recomendam boas préaticas de higiene
para reduzir a propagacdo do virus, tais como a lavagem regular das méos e a

limpeza e desinfecdo de superficies passiveis de serem contaminadas. 457

1.2.6. Patogénese da infecdo por SARS-CoV-2

A COVID-19 apresenta uma grande variedade de sintomas e manifestacdes
que os doentes podem apresentar, variando desde uma infecdo assintomatica até
doenca grave e morte. 4557 A figura 1.8 mostra alguns exemplos dos sintomas de
COVID-19. Segundo o Centers for Disease Control and Prevention, qualquer pessoa
pode apresentar sintomas leves a graves. Alguns dos sintomas mais comummente
descritos de COVID-19 sdo tosse, febre, mialgia, dispneia e cefaleia. 4>%"14 No
entanto, apesar de menos frequentes, também podem existir sintomas como diarreia,
nauseas, anosmia, disgeusia (alteracdes no paladar) e dor de garganta. 456714

De acordo com os estudos epidemioldgicos ja realizados, concluiu-se que o
periodo de incubagdo do SARS-CoV-2 varia entre 1 a 14 dias e que 95% dos
individuos sintomaticos manifestam sintomas até 14 dias apés a exposi¢cdo. No que diz
respeito as cargas virais, estas podem ser semelhantes tanto em infecbes
assintomaticas como em infe¢Ges sintomaticas. 4714

Relativamente ao periodo de infecciosidade, para fins de rastreio de contactos,
este varia conforme os sintomas: %6714

1. Casos sintométicos:

e desde 48 horas antes da data de inicio de sintomas de COVID-19, até
ao dia em que é estabelecido o fim do isolamento do caso confirmado;
5,6,7,14

2. Casos assintométicos:

e desde 48 horas antes da data da colheita da amostra biolégica para
o teste laboratorial até ao dia em que é estabelecido o fim do
isolamento do caso confirmado; 56714

e quando for possivel estabelecer uma ligacédo epidemiolégica: desde 48h
apos exposicao ao caso confirmado, até ao dia em que é estabelecido o

fim do isolamento do caso; %6714
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Em casos graves, a infecdo por SARS-CoV-2 pode levar a sindrome de
disfuncéo respiratoria aguda (ARDS) e a manifestagfes extrapulmonares, como leséo

renal aguda e trombose. Pode ainda levar a faléncia de 6rgdos e até mesmo a morte.

4,5,6,7,14

\

Tosse Febre Fadiga Congestao
nasal

)

Coriza Dor de Dor de Diarreia
garganta cabeca
Cansaco Dificuldade
de respirar

Figura 1.8- Sintomas associados a infecdo por SARS-CoV-2 (adaptado de 7)

Outro ponto bastante importante sdo os fatores de risco que tém sido
associados a um aumento da gravidade da doenca, sendo estes a idade superior a 70
anos, obesidade, diabetes, doencas renais, imunodepressdo grave, doencas
pulmonares, doencas cardiacas, cirrose hepética, sindrome de Down e doenca

falciforme. 56714
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1.3Testes rapidos de detecdo de antigénio do SARS-CoV-2

O desenvolvimento de um sistema de teste mais rentavel e de alta qualidade é
muito importante para prevenir a propagacao viral e monitorizar os niveis de infegcao
em doentes com COVID-19.) Atualmente ja existem diversos tipos de testes
disponiveis para a detecdo de SARS-CoV-2 baseando-se, por exemplo, na dete¢éo de
antigénios, anticorpos ou material genético.

Os imunoensaios de fluxo lateral séo a plataforma portéatil POC (Point Of Care)
para a detecdo rapida de um analito.'® Um teste POC é um teste laboratorial realizado
perto do local de cuidados do paciente. Estes tém um papel muito importante durante
as infe¢des contagiosas de uma comunidade porque permite que estas diagnostiquem
infecdes sem a complexa infraestrutura laboratorial .

Para um diagnoéstico répido da infecdo por SARS-CoV-2, sdo utilizados os
testes de detecdo rapida de antigénio (TRAQ) para determinagdo qualitativa do
antigeno SARS-CoV-2.2° Estes detetam o antigénio viral através do anticorpo SARS-
CoV-2 revestido e imobilizado nas cassetes de teste. Consequentemente, os TRAg
podem aliviar a carga de trabalho em hospitais e laboratérios de diagndstico, assim
como melhorar o tempo de resposta.?° Inicialmente, de acordo com a OMS, o papel
dos TRAg para detecdo de antigénio para SARS-CoV-2 precisava de ser avaliado e
ndo era recomendado para diagnéstico clinico.'®* No entanto, atualmente apds varios
estudos tanto a OMS, como a DGS ja aceitam os TRAg como teste de diagndstico
clinico de COVID-19.%

O teste rapido de detecdo de antigénio do SARS-CoV-2 € um imunoensaio
cromatografico de fluxo lateral destinado ao detecdo qualitativa do antigénio da
proteina da nucleocapside (geralmente detetavel em amostras do trato respiratorio
superior durante a fase aguda da infecdo) do SARS-CoV-2 em exsudados nasais ou
nasofaringeos de individuos com razdes para suspeitar de infecdo por COVID-19.22%
Este teste de diagnostico in vitro, baseia-se no principio das reacdes antigénio-
anticorpo, em que a amostra a analisar é colocada numa cassete de ensaio e 0s
resultados sdo apresentados depois de alguns minutos.!822

Quando as amostras sdo processadas e adicionadas a cassete de teste, 0s
antigénios SARS-CoV-2, se presentes na amostra, vao reagir com as particulas
revestidas com anticorpo anti-SARS-CoV-2 coloridas. O complexo antigénio-anticorpo
migra em direcdo a membrana por agdo capilar, sendo capturado por anticorpos
monoclonais anti-SARS-CoV-2 imobilizados na regido da linha de teste e uma linha

colorida aparece na membrana na regido de teste (T). %2 Para servir como um
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controle de procedimento, uma linha vermelha deve de ser sempre visivel na regido de
controle (C) apés a adicdo da amostra de forma adequada na cassete de teste (figura
1.9). 22 Os resultados do teste sdo interpretados visualmente em 15-30 minutos com

base na presenca ou auséncia de linhas visualmente coloridas. 1922

Amostra Linha de teste  Linha de controlo

Membrana da amostra + Filtro de absorcio

i \

Membrana do conjugado

Wy IV } * /

L » Membrana

Y Anticorpo humano (IgG) anti-SARS-CoV-2
"q_‘ Conjugado

\ Anticorpos Monoclonais Anti-SARS-CoV-2

Y Anticorpo anti-humano (IgG) de cabra/coelho

* Particulas virais de SARS-CoV-2

Figura 1.9- Estrutura interna de uma cassete de teste de um teste rapido para detecéo de
antigénio do SARS-CoV-2. (adaptado de 18)

Os resultados positivos indicam a presenca de antigénios virais, no entanto,
deve de ser feita sempre uma correlagéo clinica com o histdrico do paciente e outras
informacg0des pertinentes de modo a perceber o estado da infegdo. Os individuos com
teste positivo devem isolar-se e consultar o médico. ?

Por outro lado, os resultados negativos sdo presumiveis, 0 que remete a uma
confirmagcdo com um ensaio molecular, caso seja necessario. Estes ndo excluem a
infecdo por SARS-CoV-2 e ndo devem ser usado como base Unica para decisdes de
tratamento ou gestéo do paciente, incluindo decisées de controle de infecdo. %

Neste relatorio vamos falar especificamente do teste Flowflex™, desenvolvido
pela ACON Laboratories, Inc.

O desempenho deste teste, de acordo com a respetiva bula, baseia-se nos

valores de:??

Sensibilidade analitica (S) = Probabilidade condicional de um teste

ser positivo dado que o individuo é doente (concordancia positiva). 24
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Esta calcula-se de acordo com a seguinte equacao:

Numero total de verdadeiros positivos

Numero total de positivos

Especificidade analitica (E)-> Probabilidade condicional de um teste
ser negativo dado que o individuo é ndo doente (concordancia negativa). 2

Calculando-se pela seguinte equacao:

Numero total de verdadeiros negativos

Numero total de negativos

Precisdo (P)»> Mantém a reprodutibilidade (baixa dispersdo de
resultados) em varias medigbes sucessivas da mesma amostra. Medida de
reprodutibilidade obtida por execucdo do teste varias vezes, na mesma
amostra. %

Esta foi dividida em:

Intra-ensaio:

A preciséo interna do ensaio foi determinada utilizando 60 réplicas de amostras
(amostra negativa e positiva de antigénio do SARS-coV-2). As amostras foram
identificadas corretamente > 99% das vezes. 22

Inter-ensaio:

A precisdo entre as séries foi determinada utilizando 60 ensaios independentes
na mesma amostra (amostra negativa e positiva de antigénio do SARS-CoV-2). Foram
testados trés lotes diferentes do teste rapido de detecdo de antigénio do SARS-CoV-2
usando estas amostras e as amostras foram identificadas corretamente > 99% das
vezes. %

Para amostras nasais, segundo o que consta na bula do kit, o desempenho foi
definido com 605 zaragatoas colhidas de doentes sintomaticos individuais com
suspeitas de COVID-19. Posto isto, os resultados obtidos podem ser vistos na tabela
1.2.%2
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Tabela 1.2- Resultados obtidos para avaliar o desempenho do teste de antigénio com
zaragatoas nasais. (adaptado de 22)

Método rRT-PCR Resultados
Teste rapido Resultados Negativo Positivo Totais
de detecgéo de Negativo 433 5 438
antigénio do Positivo 2 165 167
SARS-CoV-2
Resultados Totais 435 170 605

Desta forma, definiu-se uma sensibilidade analitica de 97,1%, uma

especificidade analitica de 99,5% e uma precisdo de 98,8%. %

Ja para amostra nasofaringeas, também segundo a bula do kit, o0 desempenho
foi definido com 299 colhidas também de doentes sintométicos individuais com
suspeitas de COVID-19. Neste caso, os resultados podem ser observados na tabela
1.3.%2

Tabela 1.3- Resultados obtidos para avaliar o desempenho do teste de antigénio com
zaragatoas nasofaringeas. (adaptado de 22)

Método rRT-PCR Resultados
Teste rapido Resultados Negativo Positivo Totais
de detecgéo de Negativo 175 3 178
antigénio do Positivo 1 120 121
SARS-CoV-2
Resultados Totais 176 123 299

Assim, foi definida uma sensibilidade analitica de 97,6%, uma
especificidade analitica de 99,4% e uma precisdo de 98,7%.22 Todas estas

percentagens foram definidas com um intervalo de confianca de 95%. 2

O limite de detecdo (LOD) foi determinado utilizando diluicées limitantes de
uma amostra viral inativa. Esta foi enriquecida com conjunto de amostra nasal e
nasofaringea negativa humana em diversas concentracfes, sendo que cada nivel foi
testado 30 vezes. Assim foi determinado um LOD de 1,6x10? TCIDso/mL. %2

Para garantir a maxima qualidade e veracidade nos resultados obtidos, existem
algumas medidas de controlo de qualidade como é o caso da linha de controlo que
estd nas cassetes de teste, como ja foi falado. Para além disto os kits por norma
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trazem zaragatoas de controlo positivo e negativo que servem para realizar os testes
de controlo quando sado utilizados novos lotes de testes e/ou quando um novo
operador executa o teste. Estas também podem ser utilizadas em intervalos periédicos
conforme o exigido pelos requisitos locais e/ou pelos procedimentos de controlo de
gualidade do utilizador (para consultar a bula de forma detalhada ver Anexo 1-

Flowflex™ Teste Rapida de detecdo de antigénio do SARS-CoV-2: folheto

informativo). 22

A principal vantagem dos imunoensaios de fluxo lateral € que a facilidade de
realizar testes fora do laboratério clinico e a rapidez dos resultados. Em resposta a
emergéncia de saude publica devido ao COVID-19, os investigadores de todo o
mundo esforcaram-se por desenvolver imunoensaios de fluxo lateral para detetar
anticorpos em SARS-CoV-2 ou antigénios virais. *® Por outro lado, o teste rapido de
detecdo de antigénio do SARS-coV-2 apresenta algumas limitacbes que podem ser
consultadas no Anexo 2- limitacGes dos testes rapidos de detecdo de antigénio.

1.4Testes rapidos de diagndéstico molecular para detecado de
SARS-CoV-2

Os testes de antigénio vieram ajudar muito na pandemia mundial de COVID-19
pois sao faceis de realizar e fornecem um diagnostico rapido. No entanto, estes testes
apresentam algumas limitacdes o que os torna pouco fiaveis para o diagnéstico do
COVID-19. Desta forma, os testes rRT-PCR continuam a ser o método ideal para o
diagnéstico de COVID-19.%°

Ja foram realizados varios estudos de modo a avaliar alguns testes
moleculares que demorem menos de 1 hora a diagnosticar COVID-19. Porém, devido
a pandemia, existe uma escassez global de reagentes e kits, o que leva a uma
incerteza sobre a disponibilidade de véarios desses testes.?

O teste para SARS-CoV-2 VitaPCR™ Gen 2 € um teste rapido de diagndstico
molecular in vitro. Este € realizado com o equipamento VitaPCR™ utilizando uma
tecnologia de Reverse Transcription—Polymerase Chain Reaction em tempo real (rRT-
PCR) para uma detecdo qualitativa do RNA viral do SARS-CoV-2 em exsudados
nasofaringeos ou orofaringeos de pacientes com casos suspeitos de COVID-19
(Figura 1.10).26:27.28.29
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Figura 1.10- Metodologia rRT-PCR. Esta iniciou-se com a extracdo do RNA viral a partir das
amostras a analisar. Seguidamente com o auxilio da transcriptase reversa, obteve-se a
sequéncia de DNA complementar que foi amplificada com a técnica de rRT-PCR. Terminando
a amplificacéo os resultados sdo analisados e interpretados pelo software e pelo operador.

Analise e interpretacéo
RT-PCR dos resultados

Este tipo de teste rapido molecular, vai identificar o virus alvo podendo ajudar
no controlo efetivo do surto global. Os resultados servem para uma detecao presuntiva
do SARS-CoV-2 pois a identificacdo definitiva requer testes e procedimentos de
confirmacdo adicionais. Assim, mesmo ap0s um resultado negativo, a infegdo por
SARS-CoV-2 nao é excluida, ou seja, estes ndo devem de ser utilizados como a Gnica
base para diagnéstico, tratamento ou outras decisdes para a gestéo do paciente. 2

Ja foram realizados alguns estudos com este novo teste, nomeadamente um
estudo realizado entre 28 de setembro e 1 de outubro de 2020 com 534 doentes que
se apresentaram ao Instituto de Infecdo Mediterranee (Marselha, Franca), para o
diagndstico do COVID-19.2* O estudo tinha como objetivo avaliar o VitaPCR™ SARS-
CoV-2, comparando-o com o método de RRT-PCR de referéncia que usavam na sua
rotina. 2 De acordo com os resultados obtidos observou-se que o VitaPCR™ SARS-
CoV-2 apresentava uma elevada sensibilidade para a detecdo SARS-coV-2 em
amostras nasofaringeas. O teste ndo demonstrou apenas que era rapido, mas que
também era facil de manusear. O facto de os resultados serem automaticamente
interpretados, limita os possiveis erros da interpretacdo humana. A formacao
necessaria para os operadores é simples e ndo dura muito tempo. Como o aparelho
nado € volumoso pode ser instalado num laboratério deslocalizado, perto de pacientes
a testar. Por fim, também mostrou ser um sistema € seguro, uma vez que 0 virus &

inativado pelo tampé&o de colheita fornecido pelo kit. 2°
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De um modo geral, o VitaPCR™ mostrou ser um teste altamente sensivel que
permite obter resultados em menos de meia hora. Desta maneira, serd possivel
descentralizar os testes de SARS-CoV-2 dos hospitais. %

O teste para SARS-CoV-2 VitaPCR™ Gen 2 esta concebido para a detecdo do
RNA especifico de SAR-CoV-2 e do RNA universal do tipo SARS, sendo que ambos
os alvos de detecdo estdo localizados nas regides do gene da nucleocapside (N) do
virus. 26272829 A detecdo das sequéncias alvo é feita através da utilizagdo de uma
sonda de detecdo especifica para 0 SARS-CoV-2 (marcada com um fluoréforo), com
medicdo em tempo-real. E também utilizada uma sonda universal para o virus SARS e
uma para detecdo do RNA de controlo interno, para garantir o0 processamento da
amostra e monitorizar a presencga de fatores de inibicdo no processo rRT-PCR. Apos
este passo, segue-se a amplificagdo da sequéncia-alvo com a ajuda dos primers
complementares especificos através de uma metodologia de rRT-PCR. Durante todo o
processo de reacéo, é possivel visualizar as curvas de progresso do rRT-PCR para os
genes-alvo SARS-CoV-2 e SARS universal, bem como para o controlo interno. No final
da analise, é dado o CT de cada curva de amplificacdo. Tudo isto & feito no
equipamento VitaPCR™, apo6s a colheita e preparacdo da amostra, sendo que o
tempo de resposta da andlise é cerca de 20 minutos. 2627

De modo a garantir que os resultados sédo fidedignos, o teste também inclui um
RNA de cadeia simples artificial para servir como controlo interno (Cl), gene da [3-
globulina humana, de modo a monitorizar todo o processo. Este esta contido em cada
tubo de reagente e vai monitorizar a validade dos reagentes das reacdes de PCR
associadas com a amostra. O controlo interno vai sempre exibir sinal, porém em
algumas circunstancias é possivel que o alvo seja detetado sem o sinal do controlo
interno devido a inibicdo molecular (figura 1.11). 2628

s

CTe enveo Cov? B

2841

Figura 1.11- Exemplo de resultado onde alvo foi detetado sem a presenca do sinal do controlo
interno devido a inibicdo molecular.
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Para além de um controlo de qualidade interno, também existe um controlo de
gualidade externo. ? O controlo positivo consiste numa transcricdo do RNA do
segmento do gene N do SARS-CoV-2 cuja sequéncia € usada como alvo para a sonda
universal e para a sonda especifica. Adiciona-se 40 pl de controlo positivo no tampao
de colheita das amostras e procede-se a respetiva analise onde o resultado final tera
de ser positivo. Este vai servir para monitorizar a falha substancial do reagente,
incluindo a integridade do primer e da sonda de detecdo. 26 O tampé&o de colheita de
amostra (SCB) pode ser usado como controlo negativo, onde se realiza a anélise e o
resultado final tera de ser negativo. Desta forma vamos monitorizar as contaminacdes
do reagente e/ou ambientais. 2° Estes testes de controlo de qualidade devem ser
sempre usados quando chega uma nova encomenda de kits ou quando se troca de
operador. 26

No final da reacdo/analise da amostra existem 5 tipos de resultados possiveis:

- SARS-CoV-2: Positive (universal SARS-like: Detected);

- SARS-CoV-2: Positive (universal SARS-like: Not Detected);
- Presumptive Positive (universal SARS-like: Detected);

- Negative;

- Invalid;

O desempenho clinico deste teste, segundo a bula, baseia-se também nos
valores de sensibilidade analitica, especificidade analitica e precisdo analitica. 2® Para
fazer esta avaliacdo foram usadas amostras artificiais devido a dificuldade existente
para se obter amostras de pacientes infetados com SARS-CoV-2. % Neste teste, foi
usado como amostra artificial um virus recombinante que contém o RNA SARS-CoV-2
(Seracare, AccuPlex SARS-CoV-2, nimero de material 0505-0129). Este foi preparado
para fortificar 30 amostras de exsudados nasofaringeos (NF) ou orofaringeos (OF)
individuais negativos com concentragbes diferentes. Foi acrescentado de modo
aleatorio, de forma casual e em spiking no tampao de colheita de amostra onde sao
lavados os exsudados individuais. Vinte exsudados NF ou OF foram acrescentados
em spiking a 1,5x LOD, 5 a 3x LOD e 5 a 5x LOD. Por fim, outros 30 exsudados NF ou
OF negativos foram deixados sem adigéo. 2°

Resumidamente, foram adicionados exsudados NF ou OF em amostras
artificiais com varias concentracbes e em seguida procedeu-se com o teste de
avaliacdo desta secgdo.? Todas as 60 amostras foram distribuidas aleatoriamente a
operadores imparciais de modo a serem analisadas com o teste para SARS-CoV-2
VitaPCR™ Gen 2 e gerar a percentagem de concordancia positiva (sensibilidade
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analitica), de concordancia negativa (especificidade analitica) e de concordancia geral
(preciséo analitica).?®
As tabelas 1.4 e 1.5 mostram os resultados obtidos, segundo a bula, para as

amostras de exsudados NF e OF. %6

Tabela 1.4- Resultados obtidos para avaliar o desempenho do teste para SARS-CoV-2
VitaPCR™ Gen 2 com zaragatoas nasofaringeas. (Adaptado de 26)

) Amostra clinica artificial
Exsudados Nasofaringeos (NF)
(resultado esperado)

Variavel Estado Positivo Negativo
Teste para Positivo 30 0
SARS-CoV-2 _
_ Negativo 0 30
VitaPCR™ Gen 2
Sensibilidade analitica (%)* 100% (88,4-100)
Especificidade analitica (%)* 100% (88,4-100)
Precisédo analitica (%)* 100% (88,4-100)

*Todas estas percentagens foram definidas com um intervalo de confianca de 95%.

Tabela 1.5- Resultados obtidos para avaliar o desempenho do teste para SARS-CoV-2
VitaPCR™ Gen 2 com zaragatoas orofaringeas. (Adaptado de 26)

Exsudados Orofaringeos Amostra clinica artificial (resultado
(OF) esperado)
Variavel Estado Positivo Negativo
Teste para SARS- | Positivo 30 0
CoV-2 VitaPCR™

Gen 2 Negativo 0 30
Sensibilidade analitica (%)* 100% (88,4-100)
Especificidade analitica (%)* 100% (88,4-100)
Precisao analitica (%)* 100% (88,4-100)

*Todas estas percentagens foram definidas com um intervalo de confianca de 95%.

Este teste, Também apresenta limitacdes que podem ser consultadas no Anexo 3-

limitacoes dos testes rapidos de diagndstico molecular para detecdo de SARS-CoV-2.

Mesmo com as limitacbes apresentadas, a plataforma VitaPCR™ apresenta uma
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elevada sensibilidade, especificidade e precisdo. Porém, apos a realizacdo de varios
estudos confirmou-se que em caso de carga viral significativa (ou seja, valores gene N
com Ct < 33 por referéncia rRT- PCR), o VitaPCR™ apresentou taxas de desempenho
analitico mais elevadas. Em caso de carga viral moderada ou muito baixa (Ct > 33), os
desempenhos analiticos da plataforma diminuiram significativamente, nomeadamente
os valores de sensibilidade e precisdo, enquanto a sua especificidade se manteve
elevada. 2’ Com isto, é de realcar que o VitaPCR™ demonstrou um desempenho
excelente em casos de carga viral significativa, o que o torna adequado para ser
utilizado em varios cenérios onde é necesséario um diagndstico molecular rapido do
SARS-CoV-2. 272829 No entanto, é de frisar que os ensaios efetuados para demonstrar
o desempenho clinico do kit foram feitos com amostras artificiais, o que veio a
influencias os resultados obtidos de forma positiva. Este facto pode vir a justificar a
excelente performance do kit em amostras com carga viral elevada e o seu
decréscimo de performance em amostras com carga viral moderada ou muito baixa.
Para consultar a bula de forma detalhada ver Anexo 4- VitaPCR™: Teste para SARS-
CoV-2 VitaPCR™ Gen 2.

O teste e a plataforma utilizada séo de utilizagdo simples e demostraram uma

excelente apreciagdo para o uso pratico da rotina. Este necessita de aproximadamente
2-5 minutos de tempo dispensado por um operador e a transferéncia da amostra para
0 tubo de reagente, assim como a intuicdo da interface do computador foram
consideradas as fases com mais potencial para gerar erros. 2’ Existe uma facil
implantacdo da plataforma VitaPCR™ em instalagbes onde os operadores nao
necessitam de ser especialistas em PCR de alta complexidade, o que mostra que a
colocacdo da plataforma VitaPCR™ em &areas como 0s servicos de emergéncia pode
ser uma solugdo para a substituicdo de testes de antigénios insuficientemente
sensiveis para o diagnéstico do COVID-19. 2 A implementacdo de ensaios
moleculares POC para o RNA SARS-CoV-2 pode proporcionar beneficios nos
cuidados prestados aos doentes internados em hospitais com doenca respiratoria
relacionada com o COVID-19 em termos de confirmacdo mais rapida da infecdo por
coronavirus, levando a um periodo de permanéncia mais curto e a praticas de
isolamento mais rapidas dos doentes testados positivos. 27:28:29

Concluindo, foi demostrado que o VitaPCR™ apresenta uma elevada
usabilidade e boa apreciacdo da sua curta duracdo de andlise (20 min) e necessita
apenas de um pequeno local que serd ocupado pelo equipamento. 22 Estes vai
permitir com que haja uma reducdo de custos, consumiveis, do tempo de resposta e
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tudo isto com a mesma sensibilidade. Vai ainda permitir com que haja a possibilidade
de internamento de pacientes no mesmo dia em que fazem o teste, o que é de
extrema importancia para os utentes.?® Além disso, os desempenhos analiticos da
plataforma VitaPCR™ foram elevados e proximos das de referéncia rRT-PCR em caso
de carga viral significativa. 2"?®¢ Com isto, é notério que o teste VitaPCR™
SARS-CoV-2 é um teste rapido molecular preciso, adequado para a pratica clinica
para o diagnéstico rdpido de COVID-19, especialmente em doentes com sintomas
suspeitos de COVID-19. 27229 Dada a atual situagéo epidemioldégica com um aumento
significativo dos testes de PCR, a implementacdo deste teste podera ajudar os
laboratérios/hospitais a aliviar a sua carga de trabalho e a diminuir custos. 2°

1.5Testes de diagnostico molecular para detecao de SARS-
CoV-2

A Reverse Transcription—Polymerase Chain Reaction em tempo real (rRT-PCR)
€ um meétodo utilizado para detetar a presenca de material genético especifico em
gualquer agente patogénico, incluindo virus. Esta técnica permite que os resultados
sejam observados quase imediatamente, enquanto 0 processo ainda esta em curso,
ao contrario do rRT-PCR convencional que s6 fornece resultados no final do processo.
30 A Transcricdo reversa seguida de uma reacdo em cadeia da polimerase é um
método utilizado em laboratérios e em pesquisas para detecdo de diversos virus,
assim como para a avaliacdo de perfis genéticos de tumores. *°

O rRT-PCR é um dos métodos laboratoriais mais utilizados para detetar o virus
SARS-CoV-2. 3° Neste processo, a enzima transcriptase reversa transforma o RNA,
que carrega a informagéo genética do SARS-CoV-2, em DNA sintético. De seguida, é
formada a cadeia complementar com auxilio da Taq polimerase, obtendo-se assim
duas cadeias simples de DNA que sera amplificado 100 milhdes de vezes.*® Com isto
€ possivel observar com maior clareza se o conteldo analisado corresponde ao
SARS-CoV-2, 0 que ajuda a analisar se 0 virus esta presente mesmo que anticorpos
ainda ndo tenham sido recrutados para defender o organismo. 393! O facto desta
técnica ser em real time vai permitir monitorizar a amplificacdo do DNA ao longo dos
ciclos (e ndo apenas no fim do processo) com a ajuda de fluoréforos.

Os equipamentos de rRT-PCR tém a capacidade de imitir e receber

fluorescéncias com um determinado valor/comprimento de onda, permitindo fazer uma
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andlise retrospetiva do que se fez.3? As fluorescéncias sdo sempre medidas na fase de
extensdo da reacdo de PCR, que se divide em 3 fases. A primeira fase é a
desnaturacao, seguindo-se para o emparelhamento e terminando com a extensao.

Permite ainda comparar amostras de modo a perceber se houve mutacoes,
uma vez que os niveis de fluorescéncia vao variar.>?

Caso haja uma amplificacdo exponencial pouco depois do processo comecatr,
significa que existe uma grande quantidade de cépias de DNA, o que nao se verifica
guando a amplificacdo é tardia.*?

O teste de rRT-PCR para SARS-CoV-2 relata como negativo ou positivo na
pratica clinica, usando um limite especifico para valores de ciclo térmico qualitativo
(Ct). Este cut-off é calculado por um algoritmo que interpreta automaticamente varios
parametros do processo de amplificagdo. 3*** Quando o sinal fluorescente excede a
fluorescéncia de fundo, os ciclos térmicos séo definidos como o limiar do ciclo. Esta é
uma medida semi-quantitativa que auxilia na ampla categorizacdo do material genético
viral em amostras de pacientes apoOs testes por rRT-PCR. Pode ser variavel e
classificada como baixa, média ou alta. A tabela 1.6 mostra os valores considerados

para cada classificacdo. %

Tabela 1. 6- Classificacdo dos valores de Cts (adaptado de referéncia 33)

Valor do Ct Carga viral
17-24 Alta
24-35 Moderada

=36 Baixa

Um ensaio rRT-PCR padrédo executa um maximo de 40 Cts. Quanto maior for a
concentracdo de material genético, menor serd o valor de Ct, tipicamente
correlacionada com alto risco de infecdo. Valores altos de Ct indicam menor
quantidade de material genético indicando um menor risco de infecciosidade. No
entanto, a baixa carga viral também pode ser devido a um periodo de incubacéo,
estadio de convalescenca ou replicacdo priméria do virus em outros locais do corpo. 3
33, 34,35

Existem alguns cenérios associados a valores altos de Cts como é exemplo:

1. Infecdo assintomatica com risco de infecciosidade desconhecido onde o

estagio da doenca néo é conhecido; 33 3¢
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2. Infecdo pré-sintomatica que posteriormente pode evoluir para infecdo
sintomaética com alta carga viral e infecciosidade; 32 3’

3. MaA colheita das amostras; 33

4. Amostras insuficientes ou degradadas. 33

Embora altos valores de Ct possam estar associados a uma baixa carga viral e
infecciosidade reduzida, uma zaragatoa colhida num (nico ponto no tempo nao
fornece detalhes sobre a trajetéria ou curso subsequente da doenca.®* As pessoas
sintomaticas devem ser consideradas potencialmente infeciosas nos primeiros 10 dias
do inicio da doenca e as assintomaticas por 10 dias ap6s o resultado positivo. J&
individuos imunocomprometidos e hospitalizados com uma doenca critica sdo mais
propensos a libertar virus e potencialmente infeciosos por mais tempo. 33 3839

Antes de realizar a reagdo de rRT-PCR teremos sempre de fazer previamente
a extracdo do material genético das amostras (que neste caso serd RNA). 404142 pgra
isso € utilizado o kit de isolamento de &cidos nucleicos MagMAX™ Viral/Pathogen ou
MagMAX™ Viral/Pathogen Il. Este foi concebido para isolar e purificar o RNA de virus
e o DNA de bactérias gram-negativas em amostras biol6gicas como sangue,
zaragatoas naso/orofaringeas, urina e amostras em meios de transporte viral (VTM).
404142 kit utiliza a tecnologia de beads magnéticas MagMAX, garantindo a
recuperacao reprodutivel de acidos nucleicos de alta qualidade compativel com uma
ampla gama de aplicacdes, como por exemplo o PCR em tempo real. 404142

As beads magnéticas oferecem muitos beneficios em comparag¢éo com outras
tecnologias para isolar acidos nucleicos. Estas ligam-se ao acido nucleico de forma
mais eficiente do que os filtros de fibra de vidro, resultando em rendimentos mais
elevados e mais consistentes. Além disso, como nao sao utilizados filtros e coletores
de véacuo, ndo existe o risco de obstrucdo do filtro devido a particulas celulares nas
amostras. 44142 O Dynabeads MyOne Silane contido no MagMAX Viral/Pathogen Total
Nucleic Acid Isolation Kit tem uma quimica de superficie otimizada semelhante a silica
com uma area de superficie altamente especifica que permite uma cinética eficiente e
uma alta sensibilidade na captura de acidos nucleicos.

Estes aspetos tornam o Dynabeads MyOne Silane ideal para o isolamento de
RNA viral e DNA presentes em baixas concentragbes em amostras biol6gicas. % 24 %
Apds o seu isolamento, estes acidos nucleicos podem entéo ser eluidos em 50 uL de
tampdo de eluicdo para utilizacdo em aplicagbes a jusante.®®442 A figura 1.12
esquematiza e ilustra todo o processo de extracdo de RNA para uma melhor
compreenséo.
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Figura 1.12- Extracdo do material genético das amostras com o kit de
isolamento MagMAX™ Viral/Pathogen ou MagMAX™ Viral/Pathogen II.

Allplex™ SARS-CoV-2/FIUA/FIUB/RSV Assay é um ensaio médico de
diagnostico in vitro designado para a detecdo qualitativa da SARS-CoV-2, Virus
Influenza A virus (Flu A), virus Influenza B (Flu B) e Human respiratory syncytial virus
(RSV). ® Este tem como principio a transcricdo reversa em rRT-PCR de amostras
como aspiracoes nasofaringeas, esfregacos nasofaringeos, lavagens
broncoalveolares, esfregacos orofaringeos e saliva. *® Através deste método
conseguimos fazer uma amplificacdo e diferenciagdo simultdnea dos acidos nucleicos
alvo do gene S, gene RARP e gene N do SARS-CoV-2, Flu A, Flu B e RSV com dois
Controlos Internos (IC Endégeno e IC Exdgeno). 4 O IC enddgeno é um gene humano
que é utilizado para verificar se as colheitas das amostras foram adequadas enquanto
gue o IC exdgeno é utilizado para monitorizar todo o processo de extracao do acido
nucleico e para verificar alguma possivel inibicdo do PCR. ®” Deste modo, estes dois
controlos vao permitir demonstrar se a recolha de amostras foi adequada e validar o
ensaio de cada amostra numa Unica reacdo. *

Para além dos controlos internos de qualidade vamos ainda ter os controlos
externos de qualidade (positivo e negativo). Deste modo garantimos a veracidade dos

resultados obtidos em toda a reacdo de PCR efetuada. 43
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Relativamente ao seu desempenho clinico, segundo a bula do kit, este foi avaliado
com um total de 292 espécimes. Estes consistiam de 8 amostras de aspiracao
nasofaringea, 122 amostras de esfregaco nasofaringeo, 7 amostras de lavagem
broncoalveolar, 75 amostras de esfregaco orofaringeo e 80 amostras de escarro.
Posto isto, 0 desempenho clinico do Allplex™ SARS-CoV-2/FIUA/FIUB/RSV Assay foi
avaliado através da comparacdo com outro SARS-CoV-2 real-time PCR assay e o
respiratory virus real-time PCR assay que foram CE-IVD aprovados antes. O resultado
mostrou mais de 95% de acordo nas amostras clinicas. Assim, foi confirmado que a
gualidade do Allplex™ SARS-CoV-2/FIUA/FIUB/RSV Assay é valida. A tabela 1.7
resume os resultados obtidos e contidos na bula (para consultar a parte da bula
respetiva ao desempenho clinico do kit em mais detalhe, ver Anexo 5- Allplex™ SARS-
CoV-2/FIuA/FIuB/RSV Assay: Desempenho Clinico).*

Tabela 1.7- Resultados do desempenho clinico do kit Allplex™ SARS-CoV-2 / FIUA/FIUB/RSV
Assay (adaptado de 43)

Comparador Aprovado CE-IVD

SARS-CoV-2
Positivo Negativo Total
Allplex™ Positivo 152 4* 156
SARS-CoV-2/ Negativo 4** 132 136
FIuA/FIuB/RSV
Total 156 136 292
Assay

Precisdo: 97,26% (95% CI: 94,67% a 98,81%)

Sensibilidade: 97,44% (95% CI: 93,57% a 99,30%)

Especificidade: 97,06% (95% CI: 92,64% a 99,19%)

* Sequéncia e confirmacao positiva real

** As amostras mostraram os Ultimos valores Ct (37 a 40), que sao indicativas
de cargas virais abaixo de LoD.

O programa Seegene Viewer vai permitir ao operador a interpretacdo dos
resultados de um modo simultdneo ou de modo individual. Assim como dos controlos
internos e externos de qualidade. 3 Os valores de Ct obtidos através do software de
analise Seegene Viewer véao indicar a presenca ou auséncia de sequéncias de genes
especificos nas reacfes, indicando logo uma primeira avaliacdo das curvas de

amplificacdo e o respetivo resultado. 4
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2. Objetivos

Desde o dia 11 de marco de 2020, altura em que foi declarada a pandemia mundial de
SARS-CoV-2, que se estq a viver até aos dias de hoje, é essencial haver uma
testagem regular de toda a populacao.

Para isso este estagio serviu para executar e compreender todo o processo de
testagem desde a colheita da amostra até a andlise da mesma e emissdo do
resultado, sendo este o objetivo geral.

Desta forma teve-se como objetivos especificos:

1. Melhorar e adquirir novas competéncias relacionadas com a técnica de rRT-

PCR e antigénio para a dete¢do de SARS-CoV-2;

2. Compreender os principios basicos, metodologia e controlos de qualidade

usados de cada técnica que foi executada;

3. Compreender todo o processo de andlise de amostras suspeitas de SARS-

CoV-2 desde a fase pré-analitica até a fase analitica;

4. Gerir e resolver problemas dentro de um laboratério;

Verificar a especificidade dos testes através interpretacao critica dos resultados
obtidos em cada um dos testes realizados, de modo a perceber se 0s

resultados sao verdadeiramente positivos ou negativos.

31
Escola Superior de Tecnologia da Saude—Instituto Politécnico de Lisboa | 2021/2022



Estagio em Biologia Molecular - Dete¢éo de SARS-CoV-2 em amostras nasofaringeas com as técnicas de antigénio,
RT-PCR e VitaPCR real time PCR

3. Material e Métodos

3.1. Amostra

A amostra preferencial para ser usada em todos os kits € um exsudado
nasofaringeo ou orofaringeo, acabado de colher. O exsudado nasofaringeo foi o mais
utiizado, a menos que o individuo ndo colabora-se, tivesse alguma condicdo
impeditiva ou, em caso de crian¢a, apresenta-se idade inferior a 1 ano. Para garantir
um bom desempenho e de forma otimizada as amostras ndo devem ser colhidas com
zaragatoas com cabos em madeira ou em alginato de calcio, pois podem conter um
inibidor da reacdo. Estas devem ser colhidas com zaragatoas floculadas de fibra
sintética com cabos de plastico. Os tubos devem ser rotulados com as etiquetas
impressas pelo laboratério com o ID do paciente antes da colheita e ap6s a
confirmacgéo dos dados.

Exsudado nasofaringeo (Exsudado NF)

Inserir a zaragatoa cuidadosamente na narina e passar esta diretamente para
tras, sem inclinar a extremidade da zaragatoa para cima ou para baixo. Rodando
levemente inserir a zaragatoa nas nharinas anteriores, paralelamente ao palato,
fazendo avancar até a nasofaringe (figura 3.1). Deixar imovel durante alguns segundos

e seguidamente rodar lentamente ao retira-la.

Dorso nasal Assoalho nasal e palato

. . Nasofaringe
Narina anterior:

Meato nasal médio

Figura 3. 1- Colheita de exsudado nasofaringeo. (adaptado de 17)

Exsudado orofaringeo (Exsudado OF)
Passar a zaragatoa na faringe posterior e nas amigdalas, evitando sempre a lingua
(figura 3.2).

Faringe

Amigdalas \

Figura 3.2- Colheita de exsudado orofaringeo. (adaptado de 17)
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3.2. Teste rapido de detecdo de antigénio do SARS-CoV-
2

1.2.1. Materiais e reagentes fornecidos:

-\'—\ow.f"e’i
- Cassetes de teste;

STl

- Tubos com tampéo de extracao;

-> Zaragatoa de controlo positivo;
-> Zaragatoa de controlo negativo;

1.2.2. Procedimento:

A figura 3.3 resume o procedimento que deve de ser executado. Para consultar o
procedimento mais detalhado, consultar Anexo 6- Procedimento do teste rapido de
detecéo de antigénio do SARS-CoV-2.

Colocar a zaragatoa no
tubo e Girar 30 segundos

=

Girar pelo menos 5x a
zaragatoa enquanto

rta o tub
| se aperta o tubo T ‘\ Colocar

a tampa
no tubo

i~
W
1

Retirar o selo
de aluminio do
tubo 2

e @»'2 ':l:l: ':@:

2

. =20 \ Y J
Colocar 4 gotas Ver o resultado

na cassete de

teste

Figura 3.3- Procedimento efetuado no teste rapido de detecéo de antigénio do SARS- 33

coV-2. (adaptado de 17)
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3.3. Teste para SARS-CoV-2 VitaPCR™ Gen 2

3.3.1. Materiais e reagentes fornecidos pelo kit: %WWMA X
/. Sy e

T Y

- Tampédo_A de colheita de amostras VitaPCR™ (tubo de plastico com tampa de

rosca que contém 4 ml de tampao de colheita de amostra); F

- Tubo de reagente (tubo de teste transparente com reagentes liofilizados para a
amplificacédo alvo do RNA do SARS-CoV-2);

DAC  Z202208.04
0D 0, ™ W e §

EFTT weoner oo @l Tremiree 0 cmescn 1o

Scan Before Use
T SRR W
(240) AAOOOS(17) 220804 (10) RABSOSDAC

- Tampa do tubo de reagente (tampa de plastico usada para selar o tubo de
reagente apds adicionar a amostra);

3.3.2. Materiais e reagentes néo fornecidos pelo Kit:

- Equipamento VitaPCR™,;

- Suporte;

-> Micropipeta P100 e pontas descartaveis com filtro; Y

- Adaptador de alimentagao;
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3.3.3. Procedimento:

(Para consultar o procedimento mais detalhado, consultar Anexo 7- Procedimento do
teste para SARS-CoV-2 VitaPCR™ Gen 2)

A figura 3.4 resume todo o procedimento. Apos a colheita da amostra deve de
se inserir o exsudado NF ou OF dentro do frasco com o tampdao e girar a zaragatoa
contra a parede do tubo pelo menos 15 vezes. Descartar a zaragatoa e fechar o tubo.
Antes de iniciar o procedimento estas devem de se encontrar a temperatura ambiente
assim como todos os componentes do teste. Para se obter melhores resultados, se for
possivel, analisar os exsudatos logo apdés a sua colheita (caso ndo seja possivel
analisar imediatamente as amostras as condi¢cdes de armazenamento encontram-se

no Anexo 8- Transporte e armazenamento das amostras).

——
Inserir ID e password de utilizador
e —————————— W Ligar o equipamento
N

]

Iniciar a analise

Abrir a bolsa de aluminio do reagente e
retirar o tubo que contém o liofilizado

Fechar o tubo com a tampa e — — e

colocar dentro do equipamento

I Abrir o tubo com a amostra e pipetar 30 pl
para o tubo que contém os reagentes
liofilizados

Iniciar a reagdo e ver os
resultados apos o termino
da mesma

o (]

PRESUMPTIVE POSTIVE
& Universal SARS-Like : DETECTED

SARS-CoV-2:POSITIVE SARS-CoV-2:POSITIVE
Universal SARS-Like : DETECTED Universal SARS-Like : NOT DETECTEE

oD ad

Figura 3. 4- Procedimento efetuado no teste para SARS-CoV-2 VitaPCR™ Gen 2
(adaptado de 21)
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3.4. Teste RT-PCR real time

3.4.1. Materiais e reagentes (extracao)

- Micropipetas p10, p20, p200 e p1000;

- Pontas descartaveis;

- 4 placas KingFisher™ Deepwell 96;

-1 placa com pontas KingFisher™ 96 para as beads magnéticas DW e uma
placa kingfisher™ 96 KF;

- Parafilm;

-> MagMax™ viral/pathogen wash solution;

-> Etanol puro;

- Ambion™ nuclease-free water;

- MagMax™ viral/pathogen elution buffer;

- MagMax™ viral/pathogen binding beads;

-> MagMax™ viral/pathogen binding solution;

-> Controlo interno de amostra do kit de RT-PCR real time Werfen (RP-V IC 2);
- MagMax™ DNA multi-sample ultra 2.0 proteinase K;

3.4.2. Procedimento

3.4.2.1. Preparacdo das placas
(Para consultar o procedimento mais detalhado, consultar Anexo 9- Procedimento de

extracdo de RNA- Método automatizado - amostras de 200uL)

Antes de se iniciar o processo de extracdo tem de se determinar o niUmero de
reacfes necessarias com base no ndmero de amostras a processar, adicionando
sempre 0 controlo exdgeno por amostra.

De seguida prepara-se etanol a 80% utilizando etanol absoluto e 4gua sem
nuclease para o nimero de reacdes necessarias, de modo a que dé para utilizar cerca
de 500 pL por reacdo, mais 10% de excesso de reacdo. Este por sua vez vai ser
utilizado como reagente para a placa do wash 2.

E muito importante rotular sempre as placas de extracdo, que sero:

- Placa wash 1;
- Placa wash 2;
- Placa de eluicéo;

- Placa de amostra;
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As placas wash 1, wash 2 e de eluicdo podem ser previamente preparadas antes da

extracdo, sendo estas seladas e armazenadas no frio caso a extracdo ndo seja feita

até 1 hora apds a preparacao destas (consultar tabela 10.1, no anexo 6).

Placa Wash 1:

Adicionar 500 pL do tampé&o de lavagem (wash 1) a cada pogo

<. =, da placa W1

200 mL de agua

sem nuclease

Placa de Eluicdo:

800 mL de

etanol absoluto

W‘

Adicionar 500 yL do tampdo de lavagem

(wash 2) a cada pogo da placa W2

W2

Adicionar 50 L da solugédo de elui¢éo a cada pogo da placa E

E—
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Antes de se preparar a placa de amostra tem de se preparar a beadmix que vai

ser um dos componentes que vai colocado na placa em questao.

Beadmix:

i

o

265 pL de binding 10 yL de beads 10 pL de Controlo interno de Mix e ‘baas
solution por pogo magnéticas por amostra do kit de PCR magnéticas
pogo Werfen (RP-V IC 2) por pogo

Placa de Amostra:

Adicionar a cada pogo da placa A

—

- o+

5L de 285 pL da mix de
Proteinase K 2007HL He ambsta beads magnéticas

Apds o termino da preparacdo das placas, estas devem ser colocadas no

aparelho de extragdo de modo a ser possivel iniciar o processo automatizado para

extracdo de material genético em amostras de 200pL.
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\ Tip Comb )

* 22 minutos

Selecionar o programa MVP_2Wash_200_Flex

Material genético eluido em 50 pL de

solugdo de eluicdo

3.4.3. Materiais e reagentes (rRT-PCR)

3.4.3.1. Procedimento

(Para consultar o procedimento mais detalhado, consultar Anexo 10- Procedimento de
RT-PCR real time com o kit Allplex™ SARS-CoV-2/FIUA/FIUB/RSV Assay)

Para a preparacédo do rRT-PCR numa etapa temos de ter em atenc¢éo alguns aspetos
tais como a descongelacdo prévia de todos os reagentes e a sua centrifugacdo de
modo a recolher gotas residuais dentro da tampa.

Apds a extragdo do material genético das nossas amostras, de modo a iniciar a
nossa reacdo de rRT-PCR, o0 primeiro passo serd sempre a preparagdo da nossa

mastermix de acordo com o niumero de reacdes que vamos ter (amostras e controlos).
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Preparacdo da mastermix:

5 yL de SC2FabR 5 uL EM8 por reagéo Mastermix
MOM por reagéo

ApOs a preparacdo da mastermix, segue-se a preparacgao das tiras de PCR.

Adicionar 10 pL de mastermix

por reagéo =
& 5 & r -+
= ‘\‘-—__ _\.;‘ S i t/ '/ /
\ \ Y B "‘Ti:ll /( 10 puL de material genético por
R R | ‘ i reagéo

Para garantir a qualidade e fiabilidade do nosso processo devem de ser sempre
adicionados controlos de qualidade: —

- 10 pL de RNase-free Water (Controlo Negativo )

=
- 10 pL de SC2FabR PC (Controlo Positivo) a

=
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O equipamento deve de ser configurado de modo a ter as caracteristicas que
pretendemos para a nossa reacdo de rRT-PCR. O perfil térmico deverd de ser o

apresentado na tabela 3.1.

Tabela 3. 1- Perfil térmico da reacdo. (adaptado de 43)

Etapa N° de ciclos Temperatura Duracgéo
1 50°C 20 min.
2 ! 95°C 15 min.
3 95°C 10s
4 3 60°C 40 s
5 72°C 20s
6 Repetir etapa 3-5 mais 2x
7 95°C 10s
8* 42 60°C 15s
9* 72°C 10s
10 Repetir etapa 7-9 mais 41x

*Etapa de leitura da placa.

RESULTADOS
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4. Resultados

Apbs a explicacdo de todas as metodologias utilizadas no estagio realizado e antes de
se falar nos resultados que se podem obter em cada uma delas, é de grande
relevancia falar sobre a rotina diaria que foi feita durante o periodo de estagio.

O workflow diario do estagio realizado foi dividido em duas partes:

Parte da manha:

Teste rapido de detecdo do antigénio do SARS-CoV-2 B

A'*' —ﬁi\‘% ou
ou Teste para SARS-Cov-2 VitaPCR™ Gen2

w g

RT-PCR Real time

Colheita das amostras Colocagéo das amostras no tubo corresponde a técnica que iria

- As amostras foram seguidamente processadas e analisadas em laboratorio por outros
técnicos.

Parte da Tarde:

- Anédlise das amostras, colhidas na parte da tarde, em laboratério de acordo com a técnica
especifica a ser utilizada e interpretagéo critica dos resultados obtidos.

—

Teste rapido de detecdo do
2 I J antigénio do SARS-CoV-2

©

—_—

Teste para SARS-Cov-2 VitaPCR™ Gen2
“\E

| RT-PCR Real ime
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Durante o periodo do estagio foram realizados no laboratério, 104 114 testes de
antigénio, 13 343 testes VitaPCR™ e 115 645 testes rRT-PCR.

De um modo geral o estagio pode ser resumido de acordo com 0 seguinte cronograma
(tabela 4.1).

Tabela 4. 1- Cronograma de tarefas e respetiva duracao, realizadas durante o estagio.

setembro | outubro | novembro | dezembro | janeiro fevereiro

Tarefa 1
Tarefa 2
Tarefa 3
Tarefa 4

Tarefa 5

Tarefa 1. Aprendizagem dos métodos existentes no laboratério para a testagem de
SARS-CoV-2 (testes de antigénio, rRT-PCR e o VitaPCR™ real time PCR);

Tarefa 2: Pesquisa e recolha de informacéo cientifica relativa ao SARS-CoV-2 e os
todos os métodos de testagem efetuados;

Tarefa 3: Tratamento e interpretacdo dos resultados obtidos;

Tarefa 4: Discussao critica dos resultados obtidos nos testes de antigénio, rRT-PCR e
VitaPCR™ real time PCR, bem como da sua metodologia e eficiéncia;

Tarefa 5. Escrita de uma proposta de investigacdo com base no tema do estagio

realizado.

4.1 Teste rapido de detecdo de antigénio do SARS-CoV-2

Os resultados possiveis e apresentados por este método dividem-se em trés tipos:

1. Neqgativo
Este tipo de resultado caracteriza-se pelo aparecimento de apenas uma linha
vermelha, que aparece na regido da linha de controle identificada com a letra “C”
(figura 4.1).

Este resultado significa que ndo houve nenhum antigénio SARS-CoV-2 que foi
detetado. No entanto, um resultado negativo ndo descarta COVID-19 e ndo deve ser
usado como a Unica base para tratamento ou gerenciamento das decisdes dos
pacientes, incluindo decisbes relativas ao controle da infegéao.
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A guantidade de antigénios huma amostra pode diminuir conforme a duracao
da doenca aumenta. Os resultados negativos devem ser tratados como presuntivos e

confirmados com um ensaio molecular (rRT-PCR, por exemplo), para o tratamento do

paciente.
SARSCoV-2Ag
ID:
c
T
B

Figura 4. 1- Teste rapido de detecdo de antigénio do SARS-CoV-2 com resultado negativo

2. Positivo
O resultado positivo caracteriza-se pelo aparecimento de duas linhas vermelhas
distintas. Uma linha vermelha na regido da linha de controle (C) e a outra linha
vermelha na regido da linha de teste (T) (figura 4.2).

Com isto percebemos que a presenga do antigénio SARS-CoV-2 foi detetada e
0 paciente tem uma grande probabilidade de estar infetado com o virus, sendo
também considerado contagioso.

A intensidade da cor vermelha na linha de teste (T) pode variar dependendo do
nivel do antigénio SARS-CoV2 presente na amostra. Portanto, qualquer tom de
vermelho na regido da linha de teste (T) deve ser considerado positivo.

O resultado pode e deve ser sempre confirmado com um ensaio molecular
(rRT-PCR, por exemplo), para o diagndstico e tratamento do paciente.

Y
SARS-CoV-2 Ag
ID:

Figura 4. 2- Testes rapidos de detecao de antigénio do SARS-CoV-2 com resultado positivo
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3. Invélido
Neste resultado a linha de controle ndo aparece. Isto pode acontecer devido a um
volume de amostra insuficiente ou uma operacao incorreta, por exemplo (figura 4.3).
Desta forma, o teste deve de ser repetido com uma nova cassete de teste,

caso ainda haja amostra. Se o problema persistir ou ja ndo houver amostra deve de se
colher uma nova amostra e repetir o teste.

F—\. e —
SARS-CoV-2 Ag SARS-CoV-2 Ag
D: ID:

Figura 4. 3- Testes rapidos de detecao de antigénio do SARS-CoV-2 com resultado invalido

4.2 Teste para SARS-CoV-2 VitaPCR™ Gen 2

Neste teste os resultados aparecem escritos no ecra do equipamento e dividem-se nos
seguintes tipos:

1. SARS-CoV-2: Positive (universal SARS-like: Detected)

A presenca de RNA de SARS-CoV-2 é confirmada. Sdo detetados tanto o RNA
especifico do SARS-CoV-2 com o RNA universal do tipo SARS (figura 4.4). O controlo
interno é detetado de modo a validar o resultado.

Universal SARS-Like : DETECTED

>
S New Test |2 Fluor Curve

Figura 4. 4- Teste para SARS-CoV-2 VitaPCR™ Gen 2 com resultado positivo (RNA universal
do tipo SARS: detetado)

i‘:(l;\z;t;x[?x:xx Test Result ﬁ E
°
SARS-CoV-2:POSITIVE m E

CTeoe o202
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2. SARS-CoV-2: Positive (universal SARS-like: Not Detected)

Aqui 0 RNA de SARS-coV-2 também foi detetado mas o RNA universal do tipo SARS
néo foi. Isto pode ser causado por uma carga viral baixa na amostra ou a acumulagéo

de mutagbes ao longo do tempo (figura 4.5). Mais uma vez o controlo interno &

detetado, validando o resultado.

Patient ID :

XXXXXXXXXX Test Result

®

SARS-CoV-2:POSITIVE >
Universal SARS-Like : NOT DETECTED

)
li Fluor Curve

Figura 4. 5- Teste para SARS-CoV-2 VitaPCR™ Gen 2 com resultado positivo (RNA universal
do tipo SARS: nao detetado)

3. Presumptive Positive (universal SARS-like: Detected)

Um resultado deste tipo indica que o RNA especifico de SARS-CoV-2 nao foi detetado
devido a uma carga viral baixa ha amostra ou a acumulagéo de mutac¢des ao longo do

tempo, por exemplo. No entanto, 0 RNA universal do tipo SARS foi detetado, assim
como o controlo interno (figura 4.6).

Neste caso, as amostras devem de ser testadas novamente.

Patient ID :

XXIXXKXHKX Test Result

V]

PRESUMPTIVE POSTIVE  HBp
O Universal SARS-Like : DETECTED

-~
u Fluor Curve

Figura 4. 6- Teste para SARS-CoV-2 VitaPCR™ Gen 2 com resultado presuntivo positivo

4. Negative

Agui nem o RNA especifico de SARS-CoV-2, nem o RNA universal do tipo SARS
foram detetados. O controlo interno é o Unico a ser detetado de modo a validar o
resultado (figura 4.7).
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Test Result

®
NEGATIVE

»
/ New Test |2 Fivor Curve

CTe eo0o02
Figura 4. 7- Teste para SARS-CoV-2 VitaPCR™ Gen 2 com resultado negativo

5. Invalid

Neste caso, nada foi detetado na amostra incluindo o controlo interno (figura 4.8).
Deve de se repetir a colheita da amostra e a andlise.

Test Result

©
INVALID =

»
,\ New Test u Fluor Curve

Figura 4. 8- Teste para SARS-CoV-2 VitaPCR™ Gen 2 com resultado invalido

4.3 Teste rRT-PCR

No rRT-PCR os resultados, apds a sua exportagdo para o programa de
aparecem como esta demonstrado na figura 4.9.
U1 h“. Il ‘) I s i fic i

interpretacao,

B LA e [1} i il

Figura 4. 9- Resultados de uma reacdo de rRT-PCR exportados para o programa de
interpretacao
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Porém os resultados podem e devem de ser vistos e interpretados de forma

individual. Estes podem ser divididos em 3 grupos:

- Resultados negativos, onde ndo houve qualquer tipo de amplificacdo (figura 4.10)
a nao ser o controlo enddgeno (gene humano) e exdégeno (adicionado na etapa de
extracéo - RP-V IC 2);

MFaM [AHex [ calRed610 [ Quas 670

Endo IC

Endo IC

J.A0L —

0 10 20 30 40

Cytle (Graph 1)

1000

750
-
[
& 500

250 1

o4-A0L
o 10 0 ) 4C
Cyde (Graph 2)

Figura 4. 10- Amostra com resultado negativo apds uma reacdo de rRT-PCR com Ct de 28,85
(controlo end6geno) e Ct de 23,92 (controlo exégeno)

- Resultados positivos, onde houve amplificagcdo de pelo menos dois dos trés
genes que o kit amplifica (S, RdRP e N) assim como dos controlos endégeno e
exogeno (figura 4.11);

MFa [(AHEX [ CaRed 610 £F Quasar 670

0 10 20 30 40

A=

rd ExolC

Exw IC

Figura 4. 11- Amostra com resultado positivo apés uma reacéo de rRT-PCR
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- Resultados invalidos, onde houve amplificacdo de algum genes que o kit
amplifica (S, RARP e N) mas de um modo tardio (para aquilo que se considera como
positivo) assim como dos controlos enddgeno e exdgeno (figura 4.12). Por outro lado
se ndo houver qualquer tipo de crescimento dos controlos de qualidade o resultado

também é considerado invalido;

MFrwM HAHex [ CallRed 610 A Quasx 670

/ ExolC

v Exo IC

1607 = = = —_— 7‘—/'

Cyde (Graph 2)

Figura 4. 12- Amostra com resultado invalido apés uma reacéo de rRT-PCR

O processo completo faz o total de 42 ciclos (Ct). Porém os resultados séo

vistos apenas até ao 40° ciclo.

Os resultados sdo considerados validos apenas quando ambos os controlos
(endégeno e exdgeno) sdo amplificados assim como os controlos de qualidade
(positivo e negativo). Porém esta amplificacdo ndo devera ser tardia (Ct< 32). Caso

seja a analise deve de ser repetida.
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5. Discussao dos resultados

As amostras desde que chegam ao laboratério até serem analisadas sao
submetidas a alguns processos. Primeiramente é feito uma triagem de modo a conferir
alguns dos fatores que podem influenciar todo o processo de andlise. Nesta fase sao

avaliados aspetos da fase pré-analitica como:

-> ldentificacdo correta da amostra;

- Armazenamento, conservacao e transporte correto da amostra, desde o

local onde se realiza a colheita até ao laboratério onde se realiza a analise;
Caso algum destes aspetos ndo esteja conforme, é necessario pedir uma repeticdo de
colheita da amostra.

Apbs o término de qualquer umas das técnicas abordadas neste relatério, os
resultados devem de sofrer uma analise e interpretacdo critica antes de serem
enviados para os utentes. Posto isto, sabemos que existem e devem ser considerados
varios fatores também nas fases analitica e pés-analitica como:

- Correto manuseamento da amostra, de modo a evitar contaminacoes;

- Validagdo dos controlos de qualidade apds a analise da amostra;

- Situacdo clinica do utente (sintomatologia, contacto direto com um caso

confirmado de COVID-19, etc);

A discussao divide-se em duas partes. A primeira parte é dedicada apenas ao
teste rapido de antigénio (TRAG- teste rapido de antigénio) e a segunda aos testes

moleculares de amplificagdo de acidos nucleicos-TAAN (VitaPCR™ e rRT-PCR).

5.1 Diagnostico por detecdo de antigénio (presenca/auséncia
do antigénio do SARS-CoV-2)

Nos TRAG (Teste rapido de detecdo do antigénio do SARS-CoV-2), conforme
abordado no ponto 4. do relatério, os resultados podem ser apresentados nas
seguintes trés formas: negativo, positivo e invalido 22

O aparecimento da linha de controlo (C) na cassete de teste tem de ser sempre
visualizado, caso contrario o controlo interno nao foi validado e deste modo o resultado
nado é fiavel. 22

No entanto, este ndo é o Unico ponto que se deve de ter em consideracao

qguando se esté a interpretar os resultados dos TRAG.
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E sempre imperativo esperar o tempo que o kit em uso indica para a
visualizacdo de um resultado (neste caso sdo 15-30 minutos), pois podemos ter uma
positivacdo tardia do antigénio. Ap6s o término dos 30 minutos, se houver alguma
alteracdo no resultado, esta ndo deve ser considerada. No entanto, este aspeto é
especialmente importante no caso de um resultado negativo ou invalido, pois sendo
o resultado positivo, 0 mesmo ndo poderd passar para negativo, ou seja, uma vez que
apareceram as duas linhas coradas (ha zona de controlo e na zona de teste) estas
ndo desaparecem e o resultado néo seria alterado. 2

Em todos os casos, deve ser vista uma linha corada na regido da zona C, e em
caso de ser positivo, apresenta também uma linha corada na regido da zona T. No
entanto, estas linhas nem sempre tem a mesma tonalidade. Esta tonalidade pode ser
mais ténue ou mais intensa. A tonalidade mais ténue pode ocorrer em duas situacoes,
falta de amostra ou baixa carga viral. Se a amostra ndo for colhida da forma correta
pode haver uma quantidade reduzida de amostra e desta forma a linha de controlo
pode apresentar uma cor mais clara (validando na mesma o resultado) mas indicado
gue provavelmente esta néo foi feita da melhor maneira. Em caso de aparecer uma
linha corada, também mais ténue, na regido da zona T, indica um resultado positivo
com baixa carga viral ou assim como explicado anteriormente, uma colheita que nao
foi feita da melhor forma. 44

Uma quantidade de amostra reduzida também pode gerar um resultado falso
negativo. Uma colheita efetuada de forma errada, por exemplo, numa pessoa gue esta
positiva, pode resultar numa amostra que apresenta uma carga viral insatisfatéria que
ndo é detetada pelo TRAG. Nesta situagédo teremos um resultado falso negativo. Uma
vez que os utentes antes de realizarem qualquer teste de diagndstico de SARS-CoV-2
preenchem um formulario com a sua sintomatologia, contactos de risco e a realizagéo
prévia de um autoteste, este também deve de ser tido em consideracdo aquando da
interpretacdo dos resultados. Outro cenario possivel devido a uma quantidade
reduzida de amostra é o ndo aparecimento de qualquer linha corada, o que sera
interpretado com um resultado invalido. 2244

Os resultados falsos negativos, para além do que ja foi dito, também podem
ocorrer devido a uma reducédo da sensibilidade comparativamente a técnica de rRT-
PCR. Esta reducgéo é maior no caso de o individuo ser assintomatico.*

Outro fator que pode influenciar negativamente os resultados é a analise da
amostra apés 1 hora da colheita da mesma. O kit aconselha a que as amostras sejam
analisadas imediatamente apds a colheita ou até no maximo 1 hora apdés a realizacao
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da mesma. Quando este periodo de andlise ndo é cumprido a amostra pode ja ndo ser
viavel para andlise e consequentemente afetar os resultados. Fatores como a
temperatura e a humidade interferem com a qualidade da nossa amostra e também do
kit. As amostras devem permanecer a temperatura ambiente (15-30°C) e o kit deve
permanecer armazenado entre 2-30°C, porém deve estar a temperatura ambiente
antes de ser utilizado.?>44

Relativamente a possibilidade da existéncia de um resultado falso positivo,
estes apesar de ndo tdo comuns, também existem. Um estudo realizado em janeiro de
2022 mostrou que alguns dos fatores que podem levar a resultados falsos positivos
sao problemas de fabrico nos lotes dos kits ou problemas de qualidade na forma como
o teste foi executado.*®

Um estudo realizado em abril de 2021, verificou uma diferenca de resultados
da mesma amostra, analisada por TRAG e rRT-PCR. Foram detetadas amostras com
um resultado falso positivo. A maioria destes positivos exibiu uma intensidade da linha
na zona de teste mais fraca do que a intensidade da linha na zona de controlo. Os
autores justificaram esta discrepancia entre resultados com o facto de ter existido
diferencas no armazenamento de amostras entre os dois testes. *

Os autores também verificaram uma associagéo entre a sensibilidade do TRAG
e os valores de Ct na técnica de rRT-PCR. Valores de Ct< 25 estavam associados a
uma maior sensibilidade, que diminuia notavelmente em amostras com valores de Ct>
25. Este acontecimento foi justificado pelas diferencas de carga viral das amostras.

Estas descobertas indicaram que os TRAG podem ter uma elevada
sensibilidade para detetar individuos contagiosos, uma vez que uma carga viral
relativamente elevada pode ter importancia para a transmisséo da doenca. *

Posto isto, os autores concluiram que os testes rapidos de antigénio tém uma
elevada sensibilidade no que diz respeito a infecciosidade da amostra, sendo uma
ferramenta valiosa para diagnosticar individuos contagiosos e controlar a transmissao
de doencas na pandemia em curso. 4

Varios estudos ja foram feitos e de acordo com um que foi realizado em
novembro de 2021, os testes de antigénio podem ter uma maior sensibilidade na
detecdo do SARS-CoV-2 no prazo de 7 dias apds o inicio dos sintomas, o que indica
que estes podem ser adequados para detecdo viral durante a fase precoce da
doencga.*’

Os testes de antigénio detetam proteinas SARS-CoV-2, como ja foi
mencionado e os resultados positivos dos testes de antigénio indicam a presenca do
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virus. Os testes de antigénio sdo mais propensos a ter um melhor desempenho em
pacientes com altas cargas virais (valores de Ct <25), que geralmente aparecem na
fase pré-sintomética (1-3 dias antes do inicio do sintoma) e fases sintomaticas
precoces de COVID-19 (nos primeiros 5-7 dias de doenca).*’

Vérios estudos publicados tém discutido o desempenho diagnéstico dos testes
de antigénio para o COVID-19 de modo a fornecer provas de que os cuidados de
salde aliados controlam a pandemia.*’ Schuit et al demonstrou que os testes de
antigénio SARS-CoV-2 sao capazes de detetar contactos proximos de pessoas com
infecdo SARS-CoV-2 confirmada a partir do dia 5, apés o contacto.*® Dinnes et al
relatou que as sensibilidades dos testes de antigénio para COVID-19 sao mais altas
na primeira semana de doenca, quando as cargas virais sao mais altas em individuos
com sintomas.*®* O desempenho do teste de antigénio é inconsistente e depende do
fabricante. Desta forma, o operador pode nado ter impacto no desempenho do
diagndstico. *°

Em suma, varios estudos defendem que os testes de antigénio tém uma
excelente especificidade e alta sensibilidade na detecdo do SARS-CoV-2 em
pacientes com infecdo COVID-19 no prazo de 7 dias ap6s o inicio dos sintomas.*” No
entanto existem varios fatores associados que podem influenciar os resultados como

foi explicado anteriormente.

5.2 Testes Moleculares de Amplificacdo de Acidos Nucleicos
-TAAN

Dentro deste segundo tipo de diagnéstico, que tem como principal objetivo verificar a
presenca/auséncia de RNA viral, foram abordados dois testes diferentes. O primeiro
foi o teste para SARS-CoV-2 VitaPCR™ Gen 2, que como ja foi referido no ponto 4. do
relatorio, divide os resultados em 5 possibilidades: negativo, positivo (universal SARS-
like: detetado), positivo (universal SARS-like: ndo detetado), positivo presuntivo e
invalido. 2 O rRT-PCR foi 0 segundo teste abordado nesta categoria, dividindo os seus
resultados (como também ja foi falado no ponto 4. do relat6rio) em: negativo, positivo e
invalido. +

E de realcar que o VitaPCR™ foi usado no laboratério de forma pontual, para
casos que necessitavam de um resultado de rRT-PCR com urgéncia, como por
exemplo para procedimentos cirdrgicos. Caso contrério, o teste que era realizado era o
rRT-PCR.
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O aparecimento da curva de controlo (IC) é obrigatério. Caso contrario o
controlo interno ndo foi amplificado e validado, tornando o resultado pouco fiavel. No
caso do VitaPCR™ temos apenas um controlo interno, enquanto que no rRT-PCR
temos dois (enddgeno e exégeno). 2643

Assim como nos TRAG, estes dois tipos de teste também tém varios fatores
que se devem de ter em consideracdo na interpretacédo do resultado. Uma vez que o
principio tedrico é bastante semelhante para ambos, a discussdo sera feita em
conjunto destacando s6 possiveis diferencas que possam existir.

Um dos aspetos que mais vai influenciar a interpretagdo dos resultados de
qualquer um dos testes é os valores dos Ct. Estes valores podem ser influenciados
devido a diversos motivos. Posto isto, podemos fazer uma divisdo dos fatores que
podem vir a influenciar os valores dos Ct e consequentemente os resultados pelas
vérias fases do processo analitico:

1. Fase pré-analitica: técnica de colheita, tipo de amostra, tempo apos a
colheita, condi¢cbes de transporte e armazenamento antes do teste e a
idade da amostra.3351:52

2. Fase analitica: eficacia de extragdo do RNA, carga de RNA viral nas
amostras colhidas, primers utilizados, natureza do RNA alvo, eficiéncia da
técnica utilizada e método de determinacéo do valor Ct.33%3

3. Fase p6s-analitica: interpretacdo e relato dos resultados.®3%3

Posto isto, € notério que mais uma vez o método de colheita vai influenciar o
resultado, assim como a carga viral da amostra, dando origem aos mesmos cenarios
falados anteriormente nos TRAG. Até agora, as zaragatoas nasofaringeas sao o tipo
de colheita preferido devido a sua detecéo robusta para COVID-19.%* Vérios estudos ja
foram realizados e defendem normalmente que a colheita de exsudados
nasofaringeos é melhor que os exsudados orofaringeos.>® Isto deve-se ao facto do
virus se alojar na nasofaringe humana. Por outro lado, por vezes a colheita
orofaringea ndo é bem executada, colhendo pouca ou nenhuma amostra de interesse.
56,57

Um estudo realizado em dezembro de 2020, demonstrou que os desempenhos
analiticos do ensaio e instrumento VitaPCR™ foram muito melhores em caso de uma
elevada carga viral. Desta forma, houve um grande interesse no ensaio e ho
instrumento VitaPCR™ como um teste rapido de diagnéstico molecular para o
COVID-19 em caso de amostras com uma carga viral elevada, por exemplo em
doentes sintomaticos, e alertam a sua utilizacdo como um teste de despiste, em
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amostras com cargas virais baixas.®? Posto isto, a infegdo COVID-19 néo foi detetada
em pacientes na fase inicial ou tardia da infecdo tipicamente associada a uma carga
viral baixa. Caso contrério, elevados desempenhos do ensaio VitaPCR™SARS-CoV-2
foram obtidos sem necessidade de extracéo prévia do RNA.%®

Preferencialmente, em qualquer um dos testes, as amostras devem de ser
analisadas logo apo6s a sua colheita. No entanto hem sempre isto é possivel. Posto
isto, no teste VitaPCR™ ¢ necessario ter em consideracdo o Anexo 8 — Transporte e
Armazenamento das Amostras. Quando isto acontece, devem de ser seguidas as
diretrizes apresentadas no anexo, caso contrario as amostras perdem a viabilidade,
dando origem a resultados errados.?® Se a técnica a ser usada for o rRT-PCR, as
amostras devem de permanecer armazenadas num tubo com meio de transporte viral
a uma temperatura de 4°C durante um periodo maximo de 5 dias ou a -70°C se for por
um periodo superior a 5 dias.*®

Por vezes, no VitaPCR™, foram obtidos resultados positivos (universal SARS-
like: ndo detetado), positivos presuntivos ou invalidos. Nestes casos a amostra deve
ser reanalisada e antes de se repetir todo o processo, esta deve voltar a ser
homogeneizada com auxilio do vortéx, pois o resultado obtido poderia ter sido
consequente de uma méa homogeneizagdo. Outra razdo que pode levar a estes
resultados € o volume insuficiente de amostra (erros na pipetagem) ou a presenca de
bolhas.?® S6 se considera a amostra como positiva, qguando se obteve um resultado
positivo (universal SARS-like: detetado), com o ClI validado. ¢

Em relacdo ao rRT-PCR, uma das etapas que gera mais erros € a de extracao
de &cido nucleico, influenciando a quantidade e qualidade do RNA extraido e
consequentemente o resultado final. Estes dois aspetos (quantidade e qualidade do
RNA) podem ser influenciados pela presenca de proteinas, de DNA ou pela
degradacdo do RNA através de enzimas ribonuclease enddégenas e exdgenas
(RNase), levando a uma diminuicdo da eficiéncia do RT-PCR real time. As RNases
enddgenas podem ser originadas a partir da lise celular e as RNases exdgenas podem
derivar de dispositivos contaminados ou outras superficies, causando resultados falsos
resultados negativos.®°

No final de todo o processo de rRT-PCR podemos confirmar se a extracéo foi
bem feita e se havia amostra viavel na nossa reacao. Para o fazermos devemos de ver
se houve amplificacdo do nosso controlo endégeno, que se encontra rodeado a
vermelho na figura 5.1, que se encontra no Anexo 11- Figuras complementares a
discussdo dos resultados. ®° Na figura podemos visualizar um resultado negativo onde
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ndo houve qualquer amplificacdo de nenhum dos genes alvo e houve uma boa
amplificacdo dos controlos internos (enddgeno e exdgeno). O controlo enddégeno vai
nos dizer se 0 nosso processo de extracado foi bem feito, enquanto que o exdgeno vai
ser relativo ao procedimento da reacao de rRT-PCR. O controlo enddégeno € um gene
humano escolhido pelo fabricante. Este deve de estar sempre presente na nossa
amostra e devera de ser amplificado, caso contrario ndo foi colhida uma amostra
adequada, o que impossibilita a realiza¢do do teste.

Esta técnica, comparativamente ao VitaPCR™, exige um ambiente muito mais
controlado. O ambiente do espaco onde se realiza toda a andlise também pode
influenciar todo o processo. Para evitar que isto aconteca, deve haver uma
organizacdo e limpeza diaria deste espaco. Devem de existir areas especificas e
separadas para 0s equipamentos e para 0os consumiveis e o fluxo de trabalho deve ser
projetado de uma area limpa para uma area suja.%%61:62

Em ambos os testes, amostras com menor quantidade de RNA (baixa carga
viral, extracdo incorreta e pipetagem incorreta) podem resultar em valores Ct mais
elevados (Ct > 40) e, em ultima andlise, levam a uma interpretacdo errada do teste.>®
Portanto, todo o material deve estar calibrado e os métodos de extracdo (no caso do
rRT-PCR) devem de estar qualificados e validados. 6063646566 O uso da enzima
transcriptase reversa, como foi explicado na introdugéo tedrica € comum aos dois
testes. Esta enzima apesar de ser crucial para todo o processo, em caso de
concentragdes elevadas da mesma pode levar a um efeito inibidor na fase de
amplificacdo. Desta forma, todo o protocolo e ciclos térmicos devem de estar
otimizados e calibrados para todo o processo ter a melhor eficiéncia possivel. 6062

Como o0 SARS-CoV-2 sofre mutacdes rapidamente, todos as empresas
precisam de garantir que os primers ndo sejam afetados pelas mutagfes existentes.
Uma mutagcdo no segmento de ligacdo ao primer pode levar a incapacidade de um
teste de PCR para detetar essa variante.® As cinco regides do genoma SARS-CoV-2
gue sao muito utilizadas para o desenho de primers sédo a nucleocapside (N), envelope
(E), RNA dependente de RNA (RdRP), ORF1ab e spike (S). A ocorréncia de mutag¢des
e recombinacdo no genoma do virus dificulta bastante a detecdo de COVID-19.° O
uso de varios primers pode ajudar a resolver o problema de um resultado falso positivo
devido a outro coronavirus que pode compartilhar essa sequéncia gendmica
especifica, bem como falsos negativos devido a uma variante com mutacao na regiao

de ligacdo do primer.3357
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Em geral, 0 gene RdRP e 0 gene N sdo os mais usados para confirmar a
infecdo de SARS-CoV-2. 968 No VitaPCR™ existe a detecdo de apenas um gene
(neste caso do gene N), enquanto que no kit de rRT-PCR utilizado ha a detecdo de
trés (gene N, S e RARP).

Apesar de ndo existirem muitos estudos relativos aos erros laboratoriais na
fase pos-analitica associados a detecdo do COVID-19, eles existem e séo
importantes. Um dos erros mais comuns é a interpretacdo errada dos dados pelo
operador.®® As curvas de amplificacdo, como ja foi referido inicialmente, sdo um dos
aspetos mais importantes e que se deve de ter em consideracdo na interpretacdo de
um resultado. Os valores de Ct em ambas as técnicas para COVID-19 positivos
devem ter um valor de Ct<35, caso contrario devem ser considerados como resultado
negativo. 8 Outro aspeto muito importante na avaliagdo dos resultados é o aspeto das
curvas de amplificacdo. Estas devem de apresentar um crescimento exponencial
seguido de uma fase estacionaria, no entanto nem sempre acontece. Desta forma, sédo
consideradas como mas curvas (como pode ser observado na figura 5.2 do no Anexo
11- Figuras complementares a discussdo dos resultados) e podem ser justificadas
devido a presenca de bolhas ou a realizacdo de um mau spin down, por exemplo.
Nesta situagdo, as amostras devem de ser reanalisadas. Se apés a repeticdo da
analise os resultados se repetirem, é necessaria nova colheita de amostra, pois a
partida o problema ndo tem a andlise mas sim com a amostra. °

Evidéncias recentes mostraram que, em alguns casos, o0s testes diagndsticos
podem falhar na detecé@o de casos positivos, especialmente 3-4 dias apos a infecéo e
ap6s 10-12 dias de infegdo, alertando-nos para o facto de que qualquer individuo
assintomatico com resultado negativo pode ser infecioso.**%° Além disso, os valores
de Ct sdo comumente afetados por variaveis pré-analiticas, analiticas e pds-analiticas
como foi falado anteriormente.®

Devido aos esforcos de sequenciacdo, monitorizagdo e vigilancia da variacdo
no genoma do novo coronavirus, muitas variantes preocupantes foram identificadas. A
maioria dessas variantes, mais recentemente, foram identificadas e verificou-se que
parecem aumentar a transmissibilidade e potencialmente ter impacto na gravidade da
doenca. 3370

Quando as mutacdes ocorrem nos sitios de ligacdo do primer ou afetam a
estrutura dos alvos dos antigénios virais que sédo detetados pelos testes de antigénio,
elas tém o potencial de afetar a precisdo dos testes de diagnéstico.®*’ Portanto, é
melhor avaliar o efeito das mutacdes em todas as regides genomicas. Essas variantes

57

Escola Superior de Tecnologia da Saude—Instituto Politécnico de Lisboa | 2021/2022



Estagio em Biologia Molecular - Dete¢éo de SARS-CoV-2 em amostras nasofaringeas com as técnicas de antigénio,
RT-PCR e VitaPCR real time PCR

sdo detetadas apenas por meio do sequenciacdo das amostras apds RT-PCR positivo.
33

Apébs a realizacdo de vérios estudos é defendido que existe uma correlacéo
entre os valores de Ct e a doenca em si.

Individuos com maior carga viral de SARS-CoV-2 demonstraram valores mais
baixos de Ct (figura 5.3 do Anexo 11- Figuras complementares a discussdo dos
resultados), correlacionados com uma alta mortalidade em pacientes com COVID-19.
A carga viral pode ser considerada um preditor de morbilidade e mortalidade.*"2
Valores de Ct relativamente baixos ap6s a detecdo (ou seja, carga viral
consideravelmente mais alta) foram relacionados a taxas de mortalidade
consideravelmente aumentadas entre pacientes internados e ambulatoriais, de acordo
com pesquisas observacionais feitas entre margco e maio de 2020 num grande centro
médico académico quaternario na cidade de Nova York, EUA.3

Um estudo publicado em junho de 2021, concluiu que individuos com menor
periodo entre o inicio dos sintomas e a testagem tiveram pior prognoéstico. Aqueles
que apresentaram menos de trés dias ap6s o inicio dos sintomas tém um risco duas
vezes maior de mortalidade. Os niveis de Ct continuaram a ser um preditor robusto
das taxas de mortalidade entre os pacientes desde o diagndstico inicial da infe¢éo por
SARS-CoV-2,3373

Em doencas graves e criticas, a carga viral permaneceu consistentemente alta
ao longo do curso da doenca, apresentando sempre valores de Ct baixos.”* De acordo
com uma pesquisa recente, foi defendido que poderia haver uma relagdo entre os
valores de Ct e a gravidade da doenca ou morbilidade associada ao COVID 19. Esta
relacé@o foi explicada com o facto dos pacientes que morreram apresentarem valores
de Ct mais baixos em compara¢cdo com 0s pacientes que recuperaram, no entanto,
esses pacientes tiveram um periodo consideravelmente mais curto com sintomas
antes do teste.” Outro estudo que foi realizado revelou que os pacientes que
morreram no hospital apresentaram valores de Ct significativamente mais baixos do
gue aqueles que receberam alta vivos. 337°

A disseminacao viral prolongada, é observada em pacientes leves de COVID-
19 com idade avancada, hipertenséo e diabetes.’”’® A idade avancada, o tabagismo e
guimioterapia recente tem sido diretamente correlacionados com o aumento da carga
viral.”® A imunosenescéncia e o estado imunocomprometido sdo obstaculos a
montagem de uma resposta imune completa, levando a um periodo de incubacéo
assintomatico mais longo. 3380
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Em diversos estudos ja foi demonstrado que os valores de Ct sdo maiores
durante a fase sintomatica, seguidos por uma diminuicdo constante nos primeiros 10
dias poés-infecdo.®! Varias andlises de amostras respiratérias relataram os maiores
valores de cargas virais durante a semana inicial de sintomas ou no dia 3 a 5 do inicio
da doenca seguido por um declinio continuo. Desta maneira quando se avalia um
resultado onde ha amplificacdo dos genes alvo deve de se ter em consideracao o valor
dos Ct e a informacéo clinica disponivel. 338287

A presenca de variantes genéticas do SARS-CoV-2 pode alterar
potencialmente o desempenho do teste SARS-CoV-2. Os testes moleculares
projetados para detetar varios alvos genéticos do SARS-CoV-2 sdo menos suscetiveis
aos efeitos da variacdo genética do que os testes projetados para detetar um Unico
alvo genético. Neste caso o VitaPCR™ seria, entre os dois testes aqui falados, o mais
provavel de ter um desempenho alterado, uma vez que em apenas um alvo genético.
3 A eficiéncia da reagdo rRT-PCR é um fator fundamental. A eficacia ideal é de 90 a
110%. A eficiéncia superior a 110% pode ser um fator inibidor para o PCR, que pode
levar a diminuicdo do Ct e mé interpretacdo. A eficiéncia inferior a 90% pode ser
resultante de concentracdes n&o otimizadas de primers ou uma temperatura
inadequada, por exemplo. °

Com este trabalho, podemos observar que existem diversos fatores que podem
influenciar os resultados obtidos e a sua interpretacdo. Em muitos dos casos a
amostra pode ser reanalisada de modo a obter-se um resultado mais fiavel ou a
confirmag¢do do mesmo.

Apesar de ambas as técnicas aqui faladas apresentarem diversos resultados,
os resultados emitidos pelo laboratério sdo apenas trés: positivo, negativo ou
inconclusivo. Os resultados inconclusivos sdo dados quando uma pessoa hao
apresenta um resultado claramente negativo/positivo. Na técnica VitaPCR™, isto
acontece quando sao obtidos resultados consecutivos positivo (universal SARS-like:
ndo detetado), positivo presuntivo. J& na técnica de RT-PCR, os resultados sdo dados
como inconclusivos quando os valores dos Cts se encontram muito proximos da nossa
borderline (Ct<35), como se pode observar na figura 5.4 do Anexo 11- Figuras
complementares a discussdo dos resultados ou quando ndo existe nenhum tipo de
amplificacdo como pode ser observado na figura 5.5 do Anexo 11- Figuras
complementares a discussao dos resultados.

Por vezes, pode haver também a necessidade de uma nova colheita de
amostra. Nestas técnicas as repeticdes de colheita sdo pedidas quando, na técnica
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VitaPCR™, temos resultados invalidos consecutivos e, na técnica de rRT-PCR,

guando o controlo endégeno nao for amplificado.

6. Conclusodes

A pandemia mundial de COVID-19 levantou inquestionavelmente uma grande
emergéncia de salde publica em todo o mundo.® Até aos dias de hoje, a transmissdo
do COVID-19 continua incontrolavel, fazendo com que o numero de casos
confrmados e de mortes continue a aumentar. A testagem da populagdo e o
cumprimento das normas da DGS sao fatores extremamente importantes para o
controle da situacdo pandémica. Para que isto aconteca, sdo necessarios métodos de
diagnéstico bastante sensiveis, precisos e exatos.®® Este relatério mostrou trés testes
diferentes com o mesmo objetivo, detecdo do SARS-CoV-2.

A procura do melhor diagnéstico, vacinas direcionadas e terapias é uma boa
evidéncia de que a compreensdo cientifica, a investigacdo e a tecnologia estdo a
evoluir ao ritmo da pandemia. Evidentemente, é necessaria uma investigacado
continuada e consistente para melhorar o nosso conhecimento relativo a patogénese
viral que podem levar a estratégias preventivas e terapéuticas reforcadas.®

Como todos os virus, 0 SARS-CoV-2 também apresenta diversas mutagdes no
seu genoma, causando uma enorme preocupac¢do no diagnostico de COVID-19.
Varios estudos ja foram feios e revelaram que esta evolugéo viral ndo sé explica a
diferenca na resposta imune individual, como também a gravidade, patogenicidade e
transmissibilidade da doenca.®® Além disso, a variabilidade genética e as mutacdes
recorrentes apresentam um risco grave de perda de sensibilidade e precisdo de
qualguer um dos testes aqui abordados. °*

O diagnostico para infe¢cdo por SARS-CoV-2 depende de varios fatores, como
foi falado ao longo do relatério. Todo o processo analitico € muito minucioso e podem
existir diversos erros em qualquer uma das fases do processo analitico, como foi
falado anteriormente, que irdo influenciar os resultados e a sua interpretacéo.

Assim, conclui-se que a técnica de rRT-PCR é a técnica de diagnostico de
COVID-19 mais adequada. No entanto, por outro lado, os testes VitaPCR™ e de
detecdo de antigénio foram considerados melhores como métodos de Point of Care
(POC), prestando um grande auxilio no controlo da pandemia e diminuicdo da

sobrecarga nos hospitais.
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7. Conclusions

The global COVID-19 pandemic has unquestionably raised a major public
health emergency worldwide.®® To this day, transmission of COVID-19 continues
uncontrollably, causing the number of confirmed cases and deaths to continue to rise.
Testing the population and complying with DGS standards are extremely important
factors for controlling the pandemic situation. For this to happen, very sensitive, precise
and accurate diagnostic methods are needed.® This report showed three different tests
with the same objective, detection of SARS-CoV-2.

The search for the best diagnosis, targeted vaccines and therapies is good
evidence that scientific understanding, research and technology are evolving at the
pace of the pandemic. Clearly, continued and consistent research is needed to improve
our knowledge of viral pathogenesis that may lead to enhanced preventive and
therapeutic strategies.®

Like all viruses, SARS-CoV-2 also has several mutations in its genome, causing
a huge concern in the diagnosis of COVID-19. Several studies have already been done
and have revealed that this viral evolution not only explains the difference in the
individual immune response, but also the severity, pathogenicity and transmissibility of
the disease.® In addition, genetic variability and recurrent mutations present a serious
risk of loss of sensitivity and accuracy of any of the tests discussed here.%!

The diagnosis for SARS-CoV-2 infection depends on several factors, as
discussed throughout the report. The entire analytical process is very thorough and
there may be several errors in any of the phases of the analytical process, as
mentioned earlier, which will influence the results and their interpretation.33

Concluding, the rRT-PCR technigue is the most appropriate COVID-19
diagnostic technique. However, on the other hand, VitaPCR™ and antigen detection
tests were considered better as Point of Care (POC) methods, providing a great help in

controlling the pandemic and reducing the burden on hospitals.
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8. Proposta de Projeto de Investigacao

Com base em tudo o que foi descrito ao longo do relatério e da analise realizada aos
trés tipos de teste aqui apresentados, proponho um possivel projeto de investigacao.
Uma vez que os autotestes sdo cada vez mais aliados do diagndstico de COVID-19 e
que ja evoluiram desde o inicio da pandemia de SARS-CoV-2, 0 projeto apresentado

pretende mostrar se realmente estes se tornaram mais fiaveis.

Titulo: Analise da concordancia entre resultados positivos obtidos na realizacdo de

testes rapidos de antigénio e de RT-PCR real time.

Objetivo: O objetivo é fazer uma analise comparativa de resultados positivos obtidos
nos autotestes e que serdo posteriormente confirmados com a técnica de rRT-PCR.

Pertinéncia: Com a realizacdo deste estudo vai ser possivel ver o nivel de
concordancia de resultados positivos entre os autotestes e o testes de rRT-PCR.
Desta forma ser& possivel concluir se os autotestes sdo confiaveis nesta situacao ou

nao.

Metodologias:

Este projeto serd desenvolvido no Labocentro S.A.- Laboratdrio de Analises
Clinicas. Para se determinar a concordancia de resultados positivos obtidos num
autoteste pela técnica de rRT-PCR sera utilizada a técnica de rRT-PCR falada neste

relatorio.

Grupo de estudo:
Os individuos que fardo parte do grupo de estudo deste projeto (de forma anénima)

sao utentes do laborat6rio que cumpram 0s seguintes requisitos:

- Preenchimento do questionario eletronico relativo a sua informacéo clinica;
- Terem previamente um resultado positivo recente (ndo mais que dois dias)
num autoteste;
- A andlise confirmatéria do seu resultado positivo a ser executada sera o
rRT-PCR.

A escolha do nosso grupo de estudo ocorrera durante o primeiro més da realizacéo

deste projeto.
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Amostras:
As amostras a analisar serdo exsudados nasofaringeos colhidos no Labocentro
S.A.- Laboratério de Andlises Clinicas por profissionais competentes e especializados

para tal. A técnica de colheita sera a que foi explicada no ponto 3.1 Amostra do

relatorio.

Anélise rRT-PCR:
O método de extracdo do material genético sera o anteriormente falado no
relatorio, que pode ser consultado no ponto 3.4 Teste de rRT-PCR ou para ver em

mais detalhe, no Anexo 6 - Procedimento de extracdo de RNA- Método automatizado -

amostras de 200uL.

Ja para a reacdo de PCR em si, sera também usado o método anteriormente
falado no relatério, que pode ser consultado no ponto 3.4 Teste de rRT-PCR ou para

ver em mais detalhe, no Anexo 7- Procedimento de rRT-PCR com o kit Allplex™
SARS-CoV-2/FIUA/FIUB/RSV Assay.

Interpretacdo e tratamento dos resultados:

Apoés a analise das amostras com a técnica de rRT-PCR, os resultados serao
exportados para o programa de interpretacdo Seegene Viewer. Seguidamente, seréo
avaliados e discutidos por profissionais competentes que terdo em consideracao todos

0s aspetos abordados no ponto 5. Discussao dos resultados do relatério. Depois desta

etapa, com o auxilio de um software de estatistica, sera calculada a percentagem de
concordancia dos resultados obtidos, de modo a ser possivel tirar as nossas

conclusoes.

Resultados esperados:

Com base em todos os aspetos que foram abordados ao longo do relatério e
de acordo com varios estudos o que se espera é que haja um nivel de concordancia
melhor em individuos sintomaticos, que possivelmente terdo uma maior carga viral
associada.

Varios estudos suportam esta ideia como é o caso de um estudo realizado em
Espanha em agosto de 2021. Este decidiu avaliar a eficicia dos testes rapidos de
detecdo de antigénio.®> Para isto, decidiram avaliar um teste rapido em individuos
institucionalizados e trabalhadores, onde a maioria deles eram assintomaticos. Apds a
testagem, o ensaio identificou fiavelmente a presenca de SARS-CoV-2 em individuos
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que apresentaram baixos valores Ct na técnica de rRT-PCR. Neste estudo, a
especificidade foi de 100%.%

A sensibilidade global foi variou entre 85% a 90%, quando se utilizava um cut-
off de 35 para os valores dos Ct.

Noutro estudo realizado em Madrid por Linares et al., a sensibilidade estava
diretamente relacionado com a magnitude da carga de RNA viral presente nas
amostras, assim como neste estudo.®>®® Por outro lado, desta vez num estudo
realizado por Fenollar et al.,, a sensibilidade €& muito baixa para individuos
assintomaticos, ao contrario do que foi demonstrado no primeiro estudo aqui falado,
que mostrou uma alta sensibilidade em ambos individuos sintométicos e
assintomaticos.%2%

Desta forma, podemos concluir que os resultados falsos negativos foram
observados apenas em valores de Ct elevados, ou seja, baixas cargas virais.%

A sensibilidade dos testes de antigénio variam. Um dos fatores mais influentes,
como j& foi aqui dito, € a sintomatologia do individuo que estd bastante associada a
carga viral apresentada pelo mesmo.®

Ja foi defendido também que os ensaios que demonstraram satisfazer os
critérios adequados, tais como os perfis de produtos-alvo prioritarios da OMS para
diagnosticos COVID-19 (sensibilidade = 80% e especificidade = 97%), podem ser
considerados como uma substituicdo do RT-PCR baseado em laboratério quando
devem ser tomadas decisdes imediatas sobre os cuidados do paciente, ou quando o
rRT-PCR n&o possa ser entregue atempadamente. %

Os estudos de precisdo dos testes ndao podem avaliar adequadamente a
capacidade dos testes de antigénios para diferenciar aqueles que sao infeciosos e
exigem isolamento daqueles que ndo apresentam qualquer risco, uma vez que nao

existe um padréo de referéncia para a infecciosidade.®

Consideragdes Finais:

A testagem de individuos numa fase inicial da infe¢cdo, antes dos picos de
replicacéo viral, ou numa fase tardia de infecdo quando a replicacdo diminuiu, podem
gerar resultados pouco fiaveis em testes com pouca sensibilidade.

Desta forma, apesar de os TRAGs terem evoluido, estes continuam a ser
considerados uma ferramenta Gtil para o diagnostico SARS-CoV-2 em situacdes onde

a carga viral é elevada e os sintomas sao recorrentes.
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No entanto, como ja foi mencionado, em caso de apresentarem um perfil
adequado para a OMS, podem servir como teste de diagndstico para COVID-19, em
casos excecionais e de urgéncia.

Os testes rapidos de antigénio podem contribuir de uma forma mais
significativa na contencdo desta pandemia. Porém, sdo necessarios mais estudos
realizados em condicdes ideais de modo a ser possivel avaliar a sua verdadeira

sensibilidade e realcar o seu verdadeiro potencial.
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Geve s conades o i G xpoSies eesie 00 R, Ao & presencs de S e B amoactes ]

s
L] Permitir que 0 tamp3o de teste e extragdo atinja a temperatura ambiente (15-30°C) antes da testagem..

1. Useum P 1. DggalgggcggiiE-ESEEgsg.o

E%ﬁﬂginngﬂubg!iséfn%gg%i

s .
O Teste Rapido de Detegdo do Antigénio do SARS-CoV-2 destin:

dinico e por 'na prestacao de cuidados no local. O Teste Répido de 2+ Desaperte a tampa do conta-golas do tubo do tampéo de extraco sem apertar.

delecdo do Antigénio do SARS-CoV-2 d ser utiizado o no co da infeggo O Insraa o e rode-a durante 30 segur ode a zaraga vezes o 0 1o WAl BARB.CALD e AMOSEE.

por SARS-CoV-2. tubo. c salpicar fora 6o ubo, P e ivel apés a colheila e, no méximo, na hora seguinte

~ 4. Relire a zaragatoa enquanto aperta as laterais do ubo para extrair o liquido da zaragatoa. & colelta. >

!i 5. .msaann:ht.: .Muvu n.ro nE..“.enhnw ﬁ:ﬂuﬁni w!n. tubo tamplo de extracdo que contém a amostra. 3. Autizagsode ~ v — s - - "

Os novas coronavirus pertencem ao género . A COVID-19 é uma doenga infecaosa respiatdna aguda. Os isture . rodando ou agitando o fun tube,

humanos sdo geralmente EE:.&W Atualmente. 0s docntes infetados pelo Novo stus:w. 8o & © Reure a cassete de teste da embalagem de aluminio e liize-a o mais rapidamente possivel 4 m”m Mﬂaﬂ._a teste falso-negativo se o nivel de antigénio numa amosira for infertor 30 imite de
~princpal fonte de infeclo; 05 assiNlomMalCos INfelados Lamberi puw. ~ - fonte Wtecciosa. Com base 7. Coloque a cassele de teste sobre uma superficie plena e limpa. Sl 1o H MBI s L sty x i b

atual, o perfodo € det'a14 Giss, Na sua maioria de 3 a 7 dias. 8. Acrescente a amostra processada a0 pogo de amostras da cassele de leste. 5 _x.i.l < %
As princpais manitestagbes induem febre, fadiga ¢ osse seca. Verficaram-se em alguns casos congestdo a. Desaperte a tampa pequena da ponta do conta-gotas. 6 Um resultado de teste positvo nao exclu GOt “M.Mcdn» vy
nasal, commento nasal, dor de garganta, mialgla e diarreta. { b. Inverta o tubo tampdo de extragdo com a ponta do conla-golas apontando para baixo e segure-o 7. Um resultado de teste positvo nic diferenca entre S oV e oV-2.

verticalmente. 8. Um resultado de leste negauvo ndo se destina a excluir outras Infegdes virais ou bactenanas.

c. Aperte suavemente o tubo, dispensando 4 golas da amostra processada no pogo de amostra. 9. Um resultado negativo, de um doente com inicio dos sintomas para além de sete dias, deve ser tratadlo

O testo rapido de antigeno SARS-CoV-2 & um i baseado em h . como presumivel e confimado com um ensaio molecular, se necessario, para controlo dinico.

9. que a(s) inha(s) colorida(s) apareca(m). O resultado deve ser lido em 15 - 30 minutos. Nao b {
e L . !Es::a. 0108 profwna e .._._ummﬂw.v._& 0} SARSCIM 2100 o sy ‘apés 30 minutos. (Se for necesséria a dferenciagdo de virus e estirpes especificos do SARS, serdo necessirios leste:
Quando as amostras s80 processadas e adicionadas & cassete de teste, os antigénios do SARS-CoV-2, se Rod: o
presentes na amostra, irdo reagir com as particulas anti-SARS-CoV-2 revesiidas de anticorpos, que foram Agite e pel

menos CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

pré-evesidas na tra de leste. A mistura migra entio para a membrana por agdo capilar. Os complexos durante 30 6 vezes enquanto A%V Sensibilidade. Especificidade e Precisao Clinicas|
antigénio-conjugado migram através da Lra de leste para a drea de capturados por uma linha segundos pressionaotubo sy - N TEEET - - - SR T
priird oadad o e reasdo o €0 Coe pox. I 1 Amostras obtidas através de zaragatoa nasal
mxav-liil!ﬂilga-r.i«sul.w_al_lg = ) 0 desempenho do Teste Répido do Antigénio do SARS-CoV-2 foi estabelecdo com 605 zaragatoas nasa‘s
indcando g 8 nha de controlo, i (M recolhidas de doenles sinlomiicos individuais com suspeita de COVID-19. Os resultados mostram que «

e adequado adicionado e a absorg3o da membrana ocomeu. - [ sensibilidade relativa e a dade relativa s30 como se segue:
PERVRIAN, = TN - EREAGENTES oo - 7 o a2 25 Método - RTPCR

-
-

Acassels de leste contém anticorpos ant-SARS-CoV-2. A zaragatoa de controlo pasitivo contém o antigénio Negativo Positivo Totais __
do SARS-CoV-2 previ: reveslido na zaragatoa. Teste Rapido de Delegdo de Negativo 433 5 438 I
R e e pgcavORRs ] sougilo to SRS G2 |—LoT = o
* Apenas para uso profissional de diagnéstico in vitro. N3o utiizar findo o prazo de validade. . - :
. unsal.v!ﬂ.ocaaiis-gno-gig-&egusner Totals 435 170 605 |
2 _Bﬁi. -u-.n_n. se es on_.nt...ai danificado, Sensibilidade Analitica: 97,1% (83,1% - 88,9%)"
o — a eliminago adequada Especiicidade Analitica: 99,5% (98,2% - 69,9%)"
nu amostras, e paee, Precisio: 98,8% (97,6%-99,5%)"
* Use vestudrio de protecda como bata de laboralério, luvas descartévels mascara e protegdo para os * 85% Intervalos de Confianga
.. &, quando as amostas estverem aser estadas. % 4gotas da A estraifcagao das amostras positvas apds o inido dos sintomas entre 03 dias lem uma concordznas
E_En-sgusﬂﬂh.ﬂ_go& acordo com os regulamentos lacais. O teste usado deve ser BSEESSB percentual positiva (PPA) de 88,8% (n = 81) e 4-7 dias tem uma PPA de 96,8% (n = 62). Amostras positivas
. Al {apsi _n-I.nuan-( de acordo locais. P ol g c c c c com valor C1 < 33 lem uma concordéndia percentual positiva (PPA) superior de 88,7% (n=153).
« Este folheto informativo a.i!hnﬁu na _.u_sﬁ.g Hﬁ..:ﬁﬂrﬂns_muﬂ leste. O néio cumprimento das i > T Mis)M "\UJ Amostras obtidas através de zaragatoa nasofaringea
) ”ﬁﬂbﬁsgéggg_una_gsr 3 \‘..vn\@ O desempenho do Teste Rdpido do Antigénio do SARS-CoV-2 fol estabelecido com 299 zaragaioas
uma amostra com elevada carga viral pode lomar-se visivel dentro de 15 minutos, “ < Positivo Invalido nasofaringea recolhidas de doentes sintométicos individuais com suspeita de COVID-18. Os resultardns
©u B5m que a amostra passar a regido da linha de teste. - @ - 10 R s Yl e & TGS £40 Cains 86 SN

+ Alnha de teste para uma amostra de baixa carga viral podo tomar-se visivel dentro de 30 minutos.
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Foram avaliadas as seguintes podem (Tabela de Simbolos
ser b
nasal oy Cada Conteddo suficiente para <m>
Anigénio o SARS-CoV-2 |——Coo 0 120 21 exiac & e resanca do vius SARS-Co\:2 a babxo nive posito. A conceniragdo fial das substincias E Fitricais 0 testes
123 ;
Totals 176 209 Para dagnéstico in vitro
Resulados = = ' Resultados Resultados H dispositivo médi 2 Prazo de validade
Senublidade Analtca: 07,0% (92,8% - 99.5%)" prss (naauséndado | ( do o
Espeaticdade Analitica: 09,4% (96,5% - 99,9%) virus SARS-CoV-2) | virus SARS-CoV-2) DM Consutte as instrugdes de @ Cadigo dolote
Precisdo: 98,7% (96,5%99,6%)" Biotina 24mgiml | 3M3negativo 373 positivo
* 95% Intervalos de Conflanga e z utizagio
Limite de Detecdo (L 6geno Mucina 0,5% wiv 3 negativo 373 positivo Limite de temperatura @ Nao reutiizar
2 wiizando diluicdes limitant "
OFSSE._.{S?%—%E(»EE es de uma Sangue Total A% W 3/3 negativo 373 positivo
Wil inativada, A amostra vial fol eniquecida com conjunto d¢ amostra nasal e nasofaringea G &_
ivs hinana numa sbis o concentragaes. Cada ive fol tesado 30 vezes. Os resultados mostram Alin Original Spray Nasal | Oximetazolina | 15% wv | 33 negativo 303 positivo L I PR
que o LOD & 1,6 x 10° TCIDw/mL. ALKALOL Spray Nasal Alivio
Reatividade Cruzada (Especificidade Analitica) e Interferéncia Microbiana de Alerglas Homeopélico | 1:10 Diluigho | 373 negativo 373 positivo [EcTrer] na C Europeia ‘
Areatividade cruzada foi avaliada através do teste de um painel de agentes patogénicos e microrganismos Drageias Clorasépticas Max | Mentol, >
al. Todos os Garganta Inflamada Benzocaina 1.5 mg/mL 373 negativo 373 positivo Tabela de Contetidos
S el e o e [ ]
Nao fol observada ou a icrorgani S quando 3azn n %
e 2 spresentada na habin: 0 Tecls da An 40 SARS.Cov2 ndg Proplonate Spray Nasal fluticasone egativo positivo SARS-CoV-2 Antigen Antigénio do SARS-CoV-2
estabelecs dising3o entre 0 SARS-CoV & 0 SARS-CoV-2. Equate Spray Nasal deAgdo | ¢ 15% W T3 e
e o e | o e [e—
Concentragdo do Crnzada Equate Spray Anestésico Oral
Potenclal reagente cruzado (na presenca do Fenol 15% viv
Tests ﬁmﬂ:ﬂ- ﬂn. vinus SARS.Cov-2) Fenol Garganta Inflamada 33 negatvo 33 poslivo Positive Control Swab Zaragatoa de Controlo Positvo ;
[ Adenovinus 1,14 x 10° TCIDiImL | Néo (33 negativo) | No (33 positivo) et manenial | Mentol | 15mgmL | 3 negatvo 373 positvo (s
9,50 x 10° TCIDso/ml | Néo (3/3 negativo) | Nio (3/3 positivo) Buffer Tubes _ Tubos Tampdo de Extragdo
Coronavirus humano 229E | 1,04 x 10° TCID:o/mL | Nao (W3 negativo) | Nao (3/3 positivo) SprayNasal | Cromoghcato | 15%wv 33 negativo 3R positvo
Coronavirus humano OC43 | 2.63 x 10° TCIDs/mL | Nao (3 negativo) | Néo (373 positivo) NeilMed zasonmos para Nartz :!mone.-os de ! s 373 negativo 73 positivo = M
Coronavirus humano NLE3 | 1.0 x 10° TCID./mL_| Nao (Manegativo) | Nao (3/3 positivo)
Metapneumovirus Humano [ 1,25 x 10° TCIDwmL | Nao (37 asgativo) | Nao (33 positivo) Drageias para a Garganta eoa_aug.a., —1,8mgimL /3 negativo 73 positva Masal Swabs Zangeioss nassls A
MERS-coronavirus | 7.90 x 10" TCIDwmL | Nao (313 negativo) | Nao (373 positivo) e 0 J
\nfluenza A 1.04 x10° TCIDwimL | Nao (¥3 negativo) | N&o (/3 positvo) - SEnT RN e, / /
Virus
\ Influenza 8 11,04 x 10° TCIDw/mL | Nao (¥ negativo) | Nao (373 positivo) un!o,w_n.naigou! m!n. E_.. 5% W 373 negativo 373 positivo 1
Virus parainfivenza 1 | 1,25 x 10° TCIDwimL | Nao (¥3 negativo) | Nao (/3 posiiivo) Sabadilla _ SARS-CoV-2 Antigen Rapid Test _ Teste Rapido de Deleio de Antigénio do SARS-CaV-2 /
Virus parainfiuenza 2_| 3,78 x 10° TCIDwmL. | Nao (3 ) | Néo (373 positivo) Antibiético Mupirocina | 10mg/mL | 37 negativo 3 positivo
Virus parainfivenza3 | 1,0 x 10° TCIDw/mL | N&o (33 negativo) | Néo (3/3 positivo) Fostato de " i
Vinys parainfiuenza 4__ | 2,68 x 10° TCIDwimL. | No (313 negativo) | Nao (/3 positivo) A Oseamivie | SMImL | 3Anegatvo el o E=
boratories, Int
| Virus sindicial respirat6o | ...N._n“.s..“is}s 3.5 x 10" TCIDwmL | Nao (3 negativo) | Nao (313 positivo) | Antbidtico Tobramicina | 4 pg/mL 33 negativo 343 positvo ‘ 5850 Obertn Drive, #340 n m MOSS GmbH
s 315 x 10° TCIDw/mL | Nao (373 negativo) | Nao (3/3 positivo) e | (e San Diego, CA92121, USA Schifigraben 41
hy HKU1 | 1 x10% coplesimL_| Nao (373 nogativo) | Nao (3/3 positvo) ke (zo.-:_u_n i . S%wiv /3 negativo 373 positivo _ www.aconlabs.com 30175 Hannover, Germany
Bordetella pertussis | 2,63 x 10 CFUIML | Nao positivo)
(373 negativo) | Nao (313 Fisiolégica Nasal d ’ '
Chlamydi tachomatis | 3,13 x 10" CFUML_| Nao (3 pogativo) | NAo (33 positvo) R e l| | ey 5% | Fonegatvo | 33 postive
Haemophilus influenza | 136 x 10* CFUIML_| Nao (33 negativo) | Nao (/3 positivo) e e s SISV REAPREGIGAORA | =) . i rteed)
Legionella pneumophila | 4,08 x 10° CFUImL | Nao gativo) | Nao (3/3 positivo)
172 x10" CFUML | Nao (W3 negativo) | Nao (33 positivo) Intra - Ensalo
Pl | cisso i io fol o
7.90 x 10" CFUIML_| Nao (a3 pegativo) | Nao (3/3 positivo) Apr ma do 60 réplicas de amostras: -:Sﬂ.wugﬁung
S i er ne positiva do anligénio do SARS-CoV-2. As amostras foram identificadas coretamente > 9% das vezes.
Bacisia |__Suphylocoonus sursus 128107 CFUImL | Nao (373 negativo) | Ndo (35 positvo) Inter - Ensalo
Staphylococaus epidermidis E Nao (3 pegativo) | Néo (373 positivo) o as séeafol Erand, a amostra; amostra
| 1.04 X 10* CFUIML | Nao (a3 negativo) | N80 (/3 positivo) negativa e amostra positiva do antigénio do SARS-CoV-2. Foram testados trés lotes diferentes do Teste
410 10" GFU o o) Répida de Antigénlo do SARS-CoV-2 usand e caTA >
g /._:.. Nio (33 negativ) | Nao (31 postive) 99% das vezes.
B.63x10" CFUML | Ngo (33 negativo) | Ndo (33 positivo)
— |
187 X 10° CFUIML | Nao 'Nao (3/3 positivo) 1. Shuo Su, Gary Wong, Weifeng Sh, et al Genetic and of
1 x 10 IFU/mL "No (3 —=aativo) | _ua._oc!_.aw Néo (33 positivo) coronaviruses. Trends in Microbiology, June 2016, vol. 24, No. 6: 480-502.
1,57 x10* CFU/mL ./\I..zlaa: ||\||z—¢ @n vo) 2. Susan R. Welss, Julian L. Lelbowitz, Coronavirus Pathogenesis, Advances in Virus Research, Volume
Lavagem nasal human, (37 negativo) ! 81:85-164, Nimero: 1151207
a conugada Nao (33 pegativo) | N8o (35 positivo) Data Ereta: 2021001
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Anexo 2- LimitacOes dos testes rapidos de antigénio

Este tipo de teste, como todos, apresenta algumas limitacbes como:

1.

As amostras devem ser testadas o mais rapido possivel apés a coleta das
amostras. Estes s6 aguentam viaveis até 1 hora apdés a colheita, se
armazenados entre 15-30°C;

A utilizacdo de meios de transporte virais pode diminuir a sensibilidade do
teste;

O nado cumprimento das instrucbes de uso pode afetar adversamente o
desempenho do teste e / ou invalidar o resultado do teste;

N&o diferencia entre SARS-CoV e SARS-CoV-2.

Um resultado falso negativo pode ocorrer se o nivel de antigénio na amostra
estiver abaixo do limite de detecéo do teste, se a amostra tiver sido mal colhida
ou manuseada ou se menos de 4 gotas de fluido forem adicionadas ao pogo de
amostra (podendo neste caso também gerar um resultado invalido);

Um resultado falso negativo ou falso positivo pode ocorrer se o resultado do
teste for lido antes de 15 minutos ou apds 30 minutos;

Um resultado positivo ndo exclui infecdo bacteriana ou coinfeccdo com outros

virus.

O desempenho deste teste foi estabelecido com base na avaliagdo de um numero

limitado de espécimes clinicos coletados entre margo e maio de 2021. O desempenho

no momento do teste pode variar dependendo das variantes em circulacdo, incluindo

cepas emergentes de SARS-CoV-2 e sua prevaléncia, que mudam com o tempo. °

Anexo 3- LimitacGes dos testes rapidos de diagndstico molecular para

detecdo de SARS-CoV-2

Para este tipo de teste as limitacdes apresentadas sao:

1.

A colheita, armazenamento ou transporte incorreto das amostras pode resultar
em resultados falsos negativos;

Os resultados negativos ndo excluem infecbes de SARS-CoV-2 e ndo devem
ser usados como base Unica para decisdes de gestédo do paciente;

Resultados falsos negativos podem ocorrer se 0s niveis de virus forem
inferiores ao limite de detecdo ou se existirem mutacfes nas regides alvo do
teste;

A presenca de inibidores na amostra pode levar a resultados invalidos;
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5. O nédo cumprimento das instrucbes de utlizacdo pode prejudicar o

desempenho do teste;
6. Apenas uma amostra € processada por aparelho de cada vez (3 testes por

hora);
7. 0s RNAs virais extraidos no tampao de lise sdo rapidamente degradados, o

19,20
que impede o atraso nos testes.

Anexo 4- VitaPCR™: Teste para SARS-CoV-2 VitaPCR™ Gen 2

VitaPCR ~credé

DIAGNOSTICS
Teste para SARS-CoV-2 VitaPCR™ Gen 2
PCRAE0120

Para usar com o equipamento VitaPCRrw
Para amostras de exsudados nasofaringeos ou orofaringeos. Apenas para diagnéstico in vitro.

UTILIZACAO PREVISTA

O Teste para SARS-CoV-2 VitaPCR™ Gen 2 realizad com o ip © VitaPCR™ é um teste rapido de diagnéstico molecular in

vitro que utiliza uma tecnologia de amplificacdo da reagio em cadeia da polimerase da transcrig3o reversa em tempo real (RT-PCR)

para a dete¢do qualitativa do RNA viral da Doenca por Coronavirus 2019 (COVID-19) em exsudados nasofaringeos ou orofaringeos
de pacientes com casos suspeitos de COVID-19 segundo o seu médico.

Os resultados servem para a identificagdo presuntiva de SARS-CoV-2. A identificagdo definitiva de SARS-CoV-2 requer testes e
procedimentos de confirmagdo adicionais, consultando as autoridades de satide pdblica ou outras autoridades as quais é necessario
reportar estes processos. O diagnéstico da infe¢do por SARS-CoV-2 deve ser realizado com base no historial, sinais, sintomas,
possibilidade de €xposicdo e outras provas laboratoriais, além da identificagdo do SARS-CoV-2.

Os testes rapidos moleculares que identificam o virus-alvo nos pacientes infetados com SARS-CoV-2 podem ajudar no controlo
efetivo do surto global. A infec3o por SARS-CoV-2 n3o € excluida por um resultado negativo. Os resultados n3o devem ser utilizados
como a dnica base para o diagnéstico, tratamento ou outras decisGes para gest3o do paciente.

O Teste para SARS-CoV-2 VitaPCR™ Gen 2 destina-se a ser utilizado por todos os profissionais de satide.

RESUMO E EXPLICACAO

A Doenga por Coronavirus 2019 (COVID-19) é uma doenca respiratéria aguda causada por infe¢do por SARS-CoV-2, inicialmente
denunciada 3 OMS em Wuhan, na China, a 31 de dezembro de 2019. O SARS-CoV-2 pertence 3 mesma familia dos virus da Sindrome
respiratéria aguda grave (SARS) e propaga-se de Pessoa para pessoa. As goticulas que &m virus expelidas por uma pessoa
infetada podem ser transmitidas através do nariz, dos olhos ou da boca, para outra pessoa.

Os sintomas da infe¢3o por SARS-CoV-2 variam, podem causar doencgas leves com rinorreia, dor de garanta, tosse e febre. Em casos
graves, pode levar a pneumonia, dificuldades respiratérias ou morte.

O Teste SARS-CoV-2 VitaPCR™ Gen 2 realizado com o equip VitaPCR™ é um teste de diagnéstico molecular in vitro rapido
que utiliza uma tecnologia de amplificacio da reagdo em cadeia da polimerase da transcricao reversa em tempo real (RT-PCR) para a
detegdo qualitativa do RNA viral do SARS-CoV-2. O produto contém iniciadores, sondas marcadas por fluoréforo e material de
controlo usado em RT-PCR em Tempo Real para a detegdo qualitativa in vitro de RNA especifico do SARS-CoV-2 em amostras
respiratorias.

PRINCIPIO DO TESTE

O Teste para SARS-CoV-2 VitaPCR™ Gen 2 realizado com o equi VitaPCR™ é um test.e_de diagnéstico molecular rapido in
vitro que utiliza uma tecnologia de amplificagdo da reagio em cadeia da polimerase da transcrigdo reversa em lempo' real (RT-P_CR).
£ usado para a deteg3o e discriminacio qualitativa do RNA viral SARS-CoV-2 em exsudad?s nasofanngeos~ou orofaringeos ‘ObtldOS
de pacientes com suspeitas de COVID-19 segundo os seus médicos. O teste ests conf:ebldo para a deFeqao do RNA especifico de
SARS-CoV-2 e o RNA universal do tipo SARS (incluindo SARS-CoV-2, SARS-CoV, coronavirus de morcego tipo SARS), e ?mbos os .a|v?5
de detegao estdo localizados nas regides do gene nucleocapsideo (N) do virus. O teste inclui um RNA de cadeia simples artificial
como controlo Interno (Cl) para monitorizar todo o processo de RT-PCR.

A detecdo de sequéncias alvo é conseguida através de uma sonda de detecdo clivada especifica Ppara SARS-CoV-2, marcada por
fluoréforo, com medigdo em tempo-real, uma sonda universal para virus de tipo SARS e uma sonda de detegdo de RNA de controlo
Interno, seguidas de amplificagdo da sequéncia por pares de Iniciadores co!nplementares especificos. Em seguid?, 0 tubo de
reagente é carregado no equipamento VitaPCR™ e o tempo de resposta da anlise de uma amostra é de cerca de 20 minutos.
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/REAGENTES E MATERIAIS

Materiais fornecidos

Teste para SARS-CoV-2 VitaPCR™ Gen 2
(=]

Tampéo_A de colheita de VitaPCR™: Tubo de pléstico com tampa de rosca
que contém 4 ml de tampao de colheita de amostra.

Tubo de reagente: Tubo de teste transparente com reagentes liofilizados pela
amplificagdo alvo do RNA do SARS-CoV-2.

Tampa do tubo de reagente: Uma tampa de plastico usada para selar o tubo
J de reagente ap6s adicionar a amostra.

! Guia de referéncia rapido para o teste Para SARS-CoV-2VitaPCR™ Gen 2

Materiais necesssrios mas ndo fornecidos

Q Equipamento VitaPCR™
“
. Suporte

Adaptador de alimentagdo
(INPUT: AC 100-240v, 2.0A Max, 50- 60Hz. SAIDA: DC 12V, 5A)

Exsudado nasofaringeo ou exsudado orofaringeo: Para garantir um
desempenho otimizado do teste, usar EXCLUSIVAMENTE zaragatoas que
atendam as exigéncias da diretiva CE sobre os dispositivos médicos. Para evitar
interferéncias, ndo utilizar zaragatoas com cabos em madeira ou em alginato de
célcio, pois podem conter um inibidor da reag3o. Rec damos fort a
utilizacdo de zaragatoas floculadas de fibra sintética com cabos de plastico.

Manual do Utilizador do Equipamento VitaPCR™
Guia de referéncia rapida do equipamento VitaPCR™

Materiais n3o fornecidos, mas vendidos em separado

Pipeta de transferéncia:
Componente de plastico descartavel de utilizagdo unica com
trés bulbos de ar. O bulbo de topo (1) é utilizado para aspirar

/ v — 6 e distribuir a solugdo. O bulbo do meio (2) é utilizado para
(2) pipetar.
0 bulbo inferior (3) é utilizado como camara de descarga.

usada para transferir o extrato da amostra do tamp3o de colheita de amostra para o

tuboder

/. Pipeta ajustével e ponta com filtro:
As pipetas ajustdveis distribuem sempre a mesma quantidade de liquido.
S E usada para transferir o extrato da amostra do tampao de colheita de amostra para
0 tubo de reagente.

2
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Controlo externo

(

Os controlos externos est3o disponiveis, mas ndo s3o fornecidos neste

Ganlunto ds Controlo Bermojiace SARS-Covr-2 2 0% Por favor contacte o seu revendedor local se for necessario.

VitaPCR™ Gen 2

PRECAUCOES

1. Paradiagnéstico in vitro.

2. Evitar qualquer contacto entre a pele e o tamp3o de colheita de amostra. Colocar luvas antes de realizar o teste.
3. Usar apenas com o Equipamento VitaPCR™.

4. Tratar todas as amostras como agentes potencialmente infecciosos. Seguir as precaugdes universais ao manusear as amostras e
os contetidos deste kit. Seguir as orientacdes para manuseamento das amostras.

5. A colheita, armazenamento e transporte adequados da amostra sao essenciais para obter resultados corretos. Utilizar apenas
tipos de amostra validados, tal como descrito em "Uso pretendido”,

6. Os exsudados dos pacientes anteriormente armazenados no VTM ou UTM ndo sdo reco dados pois ir o teste.

7. Ndo abrir 0 aluminio dos tubos de reagente antes de realizar o teste.

8. Nao usar o kit apés a data de validade.

9. Se os componentes do teste cairem, ficarem rachados, danificados ou abertos ao ser recebidos, NAO OS USAR e elimind-los.
Nao utilizar tesouras ou objetos afiados para abrir as bolsas de aluminio pois pode danificar os componentes do teste,

10. Se o tampido de colheita de amostra for derramado durante 3 abertura, limpar a drea de trabalho seguindo as instrugdes
fornecidas no Manual do Utilizador. Se for necess4rio Ou se existir a suspeita de contaminacdo, repetir o teste com um novo
tampdo de colheita de amostra.

11. N3o deixar nada no suporte nem no dispositivo apos o teste. Eliminar os componentes em conformidade com as instrugdes de
remocgdo descritas no Manual do Utilizador deste dispositivo, e com os requisitos locais e nacionais. Respeitar as normas
nacionais ou locais para a eliminagio correta dos residuos.

12. Todos os materiais do kit s3o pecas de utilizac3o tnica. Nao podem ser usados para vérias amostras.

13. O tubo de reagente contém muitos segmentos de virus apés a reagdo. Deve ser eliminado e a tampa n3o pode ser aberta apés
realizar o teste.

14. As amostras do teste poderdo, em casos raros, conter inibidores que fazem o teste falhar. A taxa de erro é um resultado caso a
caso.

15. As amostras positivas anteriores deixadas na 4rea de trabalho podem resultar em falsos positivos. Manusear as amostras
seguindo as préticas laboratoriais normais. Limpar o dispositivo e as superficies circunstantes seguindo o Manual do Utilizador.

16. Amostras com sangue visivel podem interferir com o desempenho do teste.

17. N3o tocar nas extremidades das das amostras. Pode ocorrer contaminagdo que interfere com o desempenho do
teste.

CONTROLO DE QUALIDADE

Controlo Interno (IC)

Em cada tubo de reagente é incluido um controlo interno que verifica o inteiro processo de PCR. O controlo interno monitoriza a

va

lidade dos reagentes das reagdes de PCR associadas com a amostra. Entre todos os resultados gerais, o controlo interno exibe

constantemente o sinal. Em algumas circunstancias especiais é possivel que o alvo seja detetado sem o sinal de controlo interno
devido a inibigdo molecular.

Controlos positivos e negativos externos

O controlo positivo consiste numa transcricdo do RNA do segmento do gene N do SARS-CoV-2 cuja sequéncia é usada como
alvo para o iniciador/sonda universal e o iniciador/sonda especifico.

Adicionar 40 pl de controlo positivo no tampdo de colheita de amostra do teste para SARS-CoV-2 VitaPCR™ Gen 2 e seguir
imediatamente o procedimento do teste para efetuar o teste de controlo positivo.

O Tampdo de colheita de amostra (SCB) pode ser usado como controlo negativo, seguindo o procedimento do teste para
efetuar o teste de controlo negativo.

Estes controlos s3o usados para testes de controlo de qualidade e sempre que chega uma nova encomenda de kits ou que se

3
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"

forma um novo op » @ em confor de com os proc internos de controlo de qualidade, e com normas locais,
regionais ou nacionais, grupos de acreditagio ou procedimentos laboratoriais.

*  Seoteste externo de controlo de qualidade falhar, repetir novamente o teste ou contactar o distribuidor local.

L Controlo de
Tipo de controlo RNA RNA universal | Controlo
Tipo de controlo Usado para
Nome do controlo monito:l especifico do tipo interno
externo L
do SARS- da SARS
CoV-2
Falha substancial do
o Segmento do Gene reagente, incluind
Controlo positivo 8 » Jetificoa
N do SARS- integridade do & ® s
Cov-2 Iniciador e da sonda
de detecio
Cortiols Tampdo de colheita de Contaminaggo
; amostra do reagente - < +
negativo e/ou

ARMAZENAMENTO E ESTABILIDADE

Armazenar o kit de reagente a 5-25°C. O Teste para SARS-CoV-2 VitaPCR™
embalagem exterior e nos recipientes.
da utilizagdo.

Gen 2 é estavel até 3 data de validade assinalada na
Certificar-se de que todos os materiais do teste atingiram a temperatura ambiente antes

COLHEITA E MANUSEAMENTO DAS AMOSTRAS

Utilizar amostras acabadas de colher para garantir um desempenho otimizado do teste. Uma colheita de amostras inadequada ou
um manuseamento/armazenamento/transporte inadequado das amostras pode dar resultados errados.

Para garantir um desempenho otimizado do teste, usar EXCLUSIVAMENTE zaragatoas que atendam as exigéncias da diretiva CE
sobre os dispositivos médicos. Para evitar interferéncias, ndo utilizar 2aragatoas com cabos em madeiras ou em alginato de célcio,
pois podem conter um inibidor da reagdo. Recomendamos fortemente a utilizacio de zaragatoas floculadas de fibra sintética com
cabos de plastico. Colocar os exsudados nasofaringeos ou orofaringeos recolhidos do mesmo paciente imediatamente no tamp3o
de colheita de amostra.

Exsudado nasofaringeo (exsudado NF)

Inserir cuidadosamente a zaragatoa na narina e passar a zaragatoa diretamente para trés, sem inclinar a extremidade da zaragatoa
para cima ou para baixo. Rodando levemente, inserir a zaragatoa nas narinas anteriores, paralelamente ao palato, fazendo
avancar a zaragatoa para a nasofaringe; deixar imével alguns segundos e depois rodar lentamente a 2aragatoa ao retird-la. Para
garantir uma colheita adequada, a zaragatoa deve ter passado uma distancia a meio entre o nariz e a ponta da orelha. NAO USAR
FORGA ao inserir a zaragatoa.

Exsudado orofaringeo (exsudado OF)

Passar a zaragatoa na faringe posterior e nas amigdalas, evitando a lingua.

TRANSPORTE E ARMAZENAMENTO DAS AMOSTRAS

As amostras recolhidas nas zaragatoas devem ser testadas logo que possivel. Se ndo for possi
as seguintes orientagdes para o transporte e 0 armazenamento:

1. Amostra em zaragatoa armazenada a 2°C- 8°C até 24 horas.

2. Aamostra eluida no Tampdo de colheita de amostra (SCB) pode ser armazenada a:

*  2°Ca25°Caté7dias (idealmente: de 2°C a 8°C refrigerada).

*  Nocaso de um armazenamento a longo Prazo, as amostras devem ser congeladas a -80°C.

; credé
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& exsudados dos pacientes anteriormente armazenados no VTM ou UTM n3o s3o rec dados pois invalidam o teste.

ota: Conservar as amostras & temperatura acima indicada. N&o congelar repetidamente as amostras.

PROCEDIMENTO DO TESTE

Antes do Teste para SARS-CoV-2 VitaPCR™ Gen 2:
+  Deixar que todas as amostras fiquem 3 temperatura ambiente.
. Deixar que todos os componentes do teste fiquem & temperatura ambiente.

Para obter os melhores resultados, os exsudados nasofaringeos ou orofaringeos diretos devem ser testados imediatamente apés a
colheita.

Colocar o Equipamento VitaPCR™ numa superficie plana.
Ligar o equip VitaPCR™ pressi do o botdo de
alimentac3o na parte da frente do equipamento

Selecionar o ID de utilizador (Select User ID) | 0 3 SR

Introduzir o cédigo de utilizador (Enter User Passcode). = . YosEt

Pressionar ‘Log in’. . |

l

Pressionar ‘Run Test’. ‘

V(l!ﬂ@num ,Q
ol Run Test

Setting |

an " () Prod o
Ligar o equipamento VitaPCR™ pressionando o botio de ‘ > |
alimentagao na parte frontal do equipamento. :

[

Ler ou introduzir manualmente o ID do paciente (Patient ID).
Confirmar o kit de produto (Product Kit) e o ID do paciente

(Patient ID). ‘ —
% . e T e i
1. Rotular o frasco do tampao com o ID do paciente e a data. - =2
SV watructon NEXT ) |

e J

T i credé
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2. Desapertar a tampa do frasco do tampdo.

3. Inserir o exsudado nasofaringeo ou orofaringeo dentro do
frasco do tampdo. Girar a 2aragatoa contra a parede do
frasco pelo menos 15 vezes. Eliminar a Zaragatoa.

Apertar a tampa do frasco do tampdo.

5. Inverter o fresco do tamp3o 10 vezes. Colocar o frasco do
tamp3do no suporte.

6. Abrir a bolsa de aluminio do reagente e extrair o tubo de
reagente. Bater ao de leve para confirmar que o reagente
se encontra no fundo do tubo de reagente.

7. Colocar o frasco do tamp3o e o tubo de reagente no
suporte.

< mack SUp Instructan ) NEXT )
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Escolher qual usar.

Sample Preparation

w2

Choose the one you use,
‘ &

< Back Skip instruetion

Pipeta de

L Pipeta ajustével e ponta com filtro
transferéncia

8. Remover o selo de
aluminio do tubo de
reagente. Desapertar a
tampa do frasco do
tamp3o. Retirar a

N el
8. Remover o selo de d 9. Obulbo de topo (1) é

aluminio do tubo de o utilizado para aspirar e
reagente. distribuir a solug3o.
Desapertar a tampa do 0 bulbo do meio (2) &
frasco do tamp3o. utilizado para pipetar,
O bulbo inferior (3) &
utilizado como cdmara
de descarga.

* NAO apertar o bulbo
inferior (3) durante o
operaggo.

< macx Sup Matntten B NOXT )

) S|

10. Apertar firmemente o

uma pipeta com volume i SRR . superficie do liquido do | [¢™ec  swmmceny  woms |

ajustavel. e P Tampdo de colheita de
amostra. °

Instalar a ponta da pipeta Om i : 4

bulbo de topo (1) sem TR
libertar a pressdo. (MK spemasd  wee |

Sample Preparstion Q
11. Manter o bulbo de
[ topo (1) apertado e e s |

i locar a ponta da ttve et b

9. Definir o volume para 30 col " .
l se se estiver a usar pipeta por cima da -

[ |
na pipeta, firmemente. ,‘ g ,. gt ! 12 :/ll'::::rpir;rr:: g: e |
J superficie do liquido e SO spmamerend
CBEC Tommas»  war) libertar delicadamente
: a pressdo no bulbo de
topo (1).

7
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13. Certificar-se de quea
haste da pipeta est4
cheia de liquido sem
bolhas,

14. Colocar a ponta da
mpeadervodoTubo | |
de reagente.

10. Manter o émbolo

apertado e inserir a e r
ponta no tampao de oA Ve, 15. Apertar firmemente o [
colheita de amostra. Ml ) bulbo de topo (1) para CBACC spmunesmnd  wit )
RS e B [ER Oy, )]
distribuir a amostra e
Libertar lentamente o remover lentamente a
émbolo para aspirar o [} 1 pipeta do tubo de ) ~
Hadico - Rt reagente. ‘_ rgorihosnd,
*A ponta deve estar livre L= r * NAO libertar o e "
de bolhas. < bacx Sommnakn ®  wed > bulbo de topo (1) MR, o' e > v‘
e o LA 7]
antes de retirar iz
completamente a
Pipeta do tubo de

16. Apertar firmemente o
bulbo do meio (2) e
inserir a ponta da
pipeta por cima da
superficie do liquido no
tubo de reagente.

17. Distribuir de forma
continua e apertar o
bulbo do meio (2) para
pipetar 10-30 vezes e
dissolver o reagente na
amostra.

11. Inserir a ponta no tubo do

reagente.

eremi v ‘ 18. Libertar o bulbo do meio
Apertar o émbolo para s el (2)
distribuir a amostra no e apertar
tubo de reagente e pipetar firmemente o bulbo
lentamente 10-30 vezes. de topo

(1) para distribuir
todo o liquido da
haste da pipeta.

st ; credé
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cemover a ipeta T
do tubo de reagente e %

o 1 * NAO libertar o bulbo de |o * -
eliminar a ponta. ope b RS topo (1) antes de retirar i - |
e r completamente a pipeta o|
: ra e
f."l\:::;ﬁo ;; bolhas Cuensmeamenn» nor>| | 90 tubo de reagente. il
B ey R i)
©

| € Bacx 53 matructan NOXT D

19. Recolher a tampa do
12. Recolher a tampa do m reagente. Fechar o

reagente. Fechar o tubo @ tubo com a tampa.

com a tampa. (Pressionar a et cwammely o o (Pressionar a tampa até - ° o |
tampa até ouvir um ' ouvir um clique).
clique).

< sack Sup nstrctien ) NEXT )

*Nota. Certificar-se de

- *Nota. Certificar-se de
fueito b eksions entii e

o)
a tampa e o tubo do et an s ndo hd espago entre a
reagente. e b 11 240 e / tampaeo
. T tubo de reagente.
13. Fazer oscilar o tubo num o @&

zr::z\:tr::g;o trfépsn‘ilz, 20. Fazer oscilar o tubo
) Zes, para num movim
ento
remover as bolhas. i
répido, acentuado, tras
vezes, para remover as
bolhas.

Pressionar o botdo para abrir a tampa.

Inserir o tubo de reagente e fechar a tampa.

Pressionar ‘Run’ para iniciar a reagao.

Verificar que no ecra do VitaPCR™ a percentagem do processo
estd a aumentar. A barra de progresso torna-se azul enquanto a
reacao esta em curso.

Nota: @

. 0 ecrd i a exibira p até estar a100%. 0

3 100%
VitaPCR™ apitard no final do processamento do |
teste. {
«  Atampa estard bloqueada durante a reagdo. NGo tentar reabrir
o tampa do VitaPCR™ até que o ecrd indique que o

teste estd terminado.
. Para abortar o teste, pressit ‘End Run’ e aguardar pelas
no ecré.
. Né&o movimentar nem desconectar o VitaPCR™

enquanto o teste estd a ser processado.

9
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Estagio em

RT-PCR e VitaPCR real time PCR

"nterpretacdo do resultado:

E ) | ° |
|
sAns-Cov-z:PosT\'s ( SARS-CoV-2:POSITIVE
veeaw SARS Live DETRCTL | Urvvena SARS- LAy NOT DUTLE R
m@anmm@
== —

znssumnve POSITIVE || NEGATIVE
Ures

WIS SARS-Like OLYLCT

Nota: Pressionar 0 botdo ‘New Test’ Para iniciar um novo
teste.

INTERPRETACAO DOS RESULTADOS E RELATORIO

A tabela abaixo lista os resultados esperados Para o Teste para SARS-CoV-2 VitaPCR™ Gen 2.

Detegdo de RNA Detegdo de RNA

especifico do universal de tipo Controlo Resultado Interpretagio
SARS-CoV-2 SARS Interno
RNA para SARS-CoV-2 detetado.
C 3 + +

Sdo detetados tanto o RNA especifico
do SARS-CoV-2 como o RNA universal
de tipo SARS.

Positivo

RNA para SARS-CoV-2 detetado.

(O RNA universal parecido com a SARS n3o
+ - + detetado pode ser devido a uma carga
virémica baixa na amostra ou 3 acumulagdo
de mutacdes ao longo do tempo.)

Presumivel positivo para RNA de SARS-
CoVv-2,

(O RNA especifico do SARS-CoV-2 n3o
detetado pode ser devido a uma carga
virémica baixa na amostra ou 3
acumulagao de mutagdes ao longo do
Presumivel tempo.)
= + - 5 positivo
A amostra deve ser testada novamente.
Para amostras com um resultado
presumivel positivo repetido, devem ser
realizados testes adicionais de
confirmagao, se for necessario diferenciar
entre SARS-CoV-2 e SARS-CoV-1 ou outros
coronavirus de tipo SARS que atualmente
se desconhece se infetam humanos, para
fins epidemiolégicos ou de gestdo clinica.

10

www.credodxbiomed.com cre d @

DIAGNOSTICS

Escola Superior de Tecnologia da Saude—Instituto Politécnico de Lisboa | 2021/2022

82



i écni igénio,
Estagio em Biologia Molecular - Dete¢@o de SARS-CoV-2 em amostras nasofaringeas com as técnicas de antigé
S
RT-PCR e VitaPCR real time PCR

5 + Negativo | A para SARSCoV-2 n3o detetade.
|
. 3 P Inibic30 d2 RT-PCR ou falha dos !
P reagentes. Recolher uma nova amostra e
repetir o teste.

NOTA:
Devido 4 evolugdo molecular do SARS-CoV-2, existe um risco inerente para qualquer sistema de testes de PCRgue a acumulac3o de
mutagdes ao longo do tempo produza resultados de falsos negativos.

LIMPEZA DO DISPOSITIVO

Recomendamos limpar o Equipamento VitaPCR™ todos os dias ap6s a utilizag3o.
Procedimento:

: B
2.
3.

NOTA: Néo pressionar o toalhete contra as aberturas do
4,

Desligar 3 ficha de alimentag3o da tomada e do VitaPCR™,
Fechar a tampa.

Usando etanol a 70% ou um toalhete germicida descartével, lim i i
» limpar delicadamente as superfi e
removendo qualquer residuo, M '

equipomento VitaPCR™.

Usando um toalhete limpo, limpar a parte frontal do VitapcCR™ duas vezes, de cima Para baixo, e depois duas vezes da
esquerda para a direita, Seguir o mesmo procedimento para a

parte posterior, superior e inferior do VitaPCR™,

5. Nao deixar que liquidos se acumulem perto das aberturas. Certificar-se de que ndo entram liquidos no dispositivo.

6. Deixaro equipamento secar durante pelo menos 10 minutos e verificar que ests completamente seco antes de voltar a ligar o
cabo de alimentagdo ao adaptador AC.

LIMITACOES

O desempenho do teste para SARS-CoV-2 VitaPCR™ Gen 2 & determinado pelos procedimentos descritos neste documento. O

ndo cumprimento das instrucdes pode prejudicar o desempenho do teste.

O teste para SARS-CoV-2 VitaPCR™

Gen 2 deve ser usado exclusivamente Ppara amostras de exsudados nasofaringeos ou
orofaringeos.

A colheita, armazenamento ou transporte incorretos das amostras pode resultar em falsos negativos.

Os resultados dos testes também devem ter em conta o histori

3l médico do paciente, os sintomas e sinais clinicos e os
resultados de outros testes diagndsticos.

Como no caso dos outros testes, os resultados negativos ndo excluem infegdes de SARS-CoV-
base Unica para decisdes de gestao do paciente.

2 e ndo devem ser usados como

Os resultados de falso negativo podem ocorrer se os nivels de virus forem inferiores ao limite de detegao.
Os resultados de falso negativo podem ocorrer se existirem mutagdes nas regides alvo do teste.

A presenca de inibidores na amostra pode levar a resultados invalidos.

1
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A
CTERISTICAS DO DESEMPENHO

R T

ensibil;
llidade 2nalitica (limite de detecio

Y analitica (limite de detecto)

dos de (op
. .~ F€Combjn,

serie na mat nte
colheita ge
Partir de 3

firmemente selado,

Os esty,
virus re

Estes dados demonstram que o teste para SARS-CoV-2 VitaPCR™ Gen 2 deteta 1,0 copias/pl do virus recombinante de SARS-CoV-2

mostras nasofa

€om uma fiabilidade de 295%. Esta concentragdo serve como limite de deteg3o.

determinam a concentracdo mais baixa detetdvel em que > 95% (19/20) das réplicas testam como .po.sn'lvas. (o]
que contém o RNA SARS-CoV-2 (Seracare, AccuPlex SARS-CoV-2, nimero de material 0505-0129) foi dlluld_o em
fiz clinica simulada para o estudo de determinagdo do LoD. O SARS-CoV-2 AccuPlex é acrescentado no ta‘mp.ao de
amostra que consiste numa matriz clinica negativa para imitar a amostra clinica. A matriz clinica negativa_ é criada a
ringeas ou orofaringeas colhidas de pacientes, armazenadas a -20°C num tubo de plastico limpo, seco,

por 24 horas antes do teste. As amostras realizam o procedimento operacional padrdo com o teste para SARS-
CoV-2 VitaPCR™ Gen 2 seguindo as instrucdes de utilizag3o.

Sensibilidade analitica (limite de detec3o) da detegdo da regido especifica do SARS-
{_ CoV-2
Concent d :
o e;;:;io ¢ % de detegdo das ct Desvio padrao (Ct)
(cbpias/ul) réplicas médio
1,0 100 (20/20) 37,00 145
et )
0,5 90 (18/20) 37,94 0,94
Sensibilidade analitica (limite de detegio) da deteg3o da regido de tipo SARS
universal
C =
OﬂCE;‘r;’ZC“ de % de detecio das ct Desvio padr3o (Ct)
(c6pias/ul) réplicas médio
1,0 100 (20/20) 37,95 1,10
0,5 85 (17/20) 39,47 0,94

Especificidade analitica in silico (reatividade cruzada)

Foi realizada uma anélise BLASTn com o iniciador e a sonda do Teste para SARS-CoV-2 VitaPCR™ Gen 2 contra todas as sequéncias
de dcido nucleico disponiveis publicamente na GenBank 3 data de 6 de margo de 2020. A colegio de nucleotideos consta de
sequéncias GenBank, EMBL, DDBJ, PDB e RefSeq, mas exclui sequéncias patenteadas EST, STS, GSS, WGS e TSA, bem como as
sequéncias HTGS de fase 0, 1 e 2 e sequéncias mais longas de 100Mb. Os pardmetros de pesquisa s3o ajustados automaticamente
para sequéncias curtas e o limiar esperado é de 100. As pontuagdes de cor déncia sdo respeti de 1e -3. A penalidade
para criar e estender um intervalo é respetivamente de S e 2,

Iniciador/sonda especificos do SARS-CoV-2

As sequéncias de iniciador direto (forward) e reverso (reverse) para a detego do RNA especifico do SARS-CoV-2 mostraram uma
homologia de sequéncia elevada com os coronavirus do morcego. Contudo, a sequéncia da sonda n3o mostrou homologia de
sequéncia com o coronavirus SARS, coronavirus parecido com a SARS do morcego e outro genoma de coronavirus (exceto o

coronavirus RaTG13 do morcego), ou genoma humano. Combinando os iniciadores e a sonda, nio ha previsdo de potenciais
resultados RT-PCR de falsos positivos.

Iniciador/sonda universais de tipo SARS

A andlise das sequéncias de iniciador e sondas direto (forward) e reverso (reverse) do RNA viral de tipo SARS universal mostraram
uma homologia significativa apenas com o coronavirus SARS humano e o coronavirus de tipo SARS do morcego. Combinando os
iniciadores e as sondas, ndo existem homologias significativas com o genoma humano, ou outros coronavirus (exceto o coronavirus
do morcego RaTG13) que possam prever potenciais resultados de falsos positivos da RT-PCR.

’ credé
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Sin\es
€, N3p 53
0eg -
Peradas reatividades cruzadas acidentais para ambos os alvos.

S etiﬁ .
C e
idade analitica reatividade cruzada

O dese

m| .
as AMostra i l.dade cruzat'ia do Teste para SARS-CoV-2 VitaPCR™ Gen 2 foi avaliado testando os organismos inteiros ou
adicionad nas :r:’e“‘a""as apropriadas listadas abaixo. Estes organismos foram testados em trés réplicas neste estudo. Foi
tampio g 0stras de testes um alto nivel deste organismo (a saber, 10° CFU/ml para bactérias e 10° TCID50/ml para virus) no

A e colheita de amostra com a matriz clinica e, posteriormente, foi testado com o teste para SARS-CoV-2 VitaPCR™ Gen 2
0 mesmo procedimento operacional para ver se era identificada alguma reagdo de falso-positivo.

Penho de reatiyi

Nao foi olzservada reatividade cruzada do Teste para SARS-CoV-2 VitaPCR™ Gen 2 com
concentragdes testadas, Em principio, os coronavirus SARS devem ser detetad
(0s resultados foram ilustrados como “Presumivel positivo”).

0s organismos selecionados 3s
os pelos iniciadores/sondas universais de tipo SARS

Detegdo de RNA Detegdo de RNA
Organismos especifico do universal de tipo
Concentragso SARS-CoV-2 SARS
Resultado (x/3) Resultado (x/3)
Coronavirus humano 229 1,00x107 TCIDso/ml! 0/3 0/3
Adenovirus humano tipo 1 5,62x10° TCIDso/ml 0/3 0/3
Gripe A/Califérnia/7/2009 (HIN1) 3,16x10° TCIDso/ml 0/3 0/3
Gripe A/Wisconsin/67/2005 (H3N2) 3,16x107 TCIDso/ml 0/3 0/3
Gripe B/Maldsia/2506/2004 (B/Victoria) 3,16x10° TCIDso/m| 0/3 0/3
Virus sincicial respiratério (longo A) 1,17x10° TCIDso/ml 0/3 0/3

Estudo sobre as substancias interferentes endégenas

Para demonstrar que a fungdo prevista do Teste para SARS-CoV-2 VitaPCR™ Gen 2 é operacional enq a € testada na
presenca de substancias endégenas comuns, testdmos individualmente as substancias interferentes, adicionando as substancias
interferentes a amostras positivas com 3xLoD para detetar se ocorriam resultados inesperados. Foram executadas trés réplicas para
cada teste.

Substancias interferentes: A tabela abaixo mostra a avaliagdo das substancias interferentes no que se refere a capacidade de
gerar resultados de falsos positivos:

Substancia potencialmente interferente Concentragdo Resultados (Detetados
X/3)
Mucina 0,05% 0/3
Sangue 0,1% 0/3

Substancias interferentes: A tabela abaixo mostra a avaliagao das substancias interferentes no que se refere a capacidade de
gerar resultados de falsos negatit

i c tracio Adigdo 3xLoD SARS-CoV-2
Substéncia potencialmente interferente oncentraga Resultados (Detetados X/3)
’ Mucina 0,05% 3/3 ‘
’ Sangue 0,1% 3/3 ‘
13
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Devido 3 dificuldade em obter amostras clinicas de pacientes infetados com SARS-CoV-2, as caracteristicas de desempenho do Teste
Para SARS-CoV-2 VitaPCR™ Gen 2 foram avaliadas usando amostras clinicas artificiais. Neste teste foi utilizado o virus recombinante
Que contém o RNA SARS-CoV-2 (Seracare, AccuPlex SARS-CoV-2, nimero de material 0505-0129). O virus recombinante que
contém o RNA de SARS-CoV-2 com titulo reconhecido foi preparado para fortificar 30 amostras de exsudados nasofaringeos ou
orofaringeos individuais negativos com concentragdes diferentes. Foi acrescentado 3s cegas, de forma casual e em spiking no
tampdo de colheita de amostra onde sio lavados os exsudados nasofaringeos ou orofaringeos individuais. 20 exsudados
nasofaringeos ou orofaringeos foram acrescentados em spiking a 1,5x LoD, 53 3x LoD e 5 a 5x LoD. Outros 30 exsudados NF ou OF
negativos foram deixados sem adig3o. Em resumo, adicionimos exsudados NF ou OF em amostras artificiais com vérias
concentracdes, e em seguida procedemos com o teste desta secgdo.

Todas as 60 amostras foram distribuidas 3s cegas a operadores imparciais para serem analisadas com o Teste para SARS-CoV-2
VitaPCR™ Gen 2 para gerar a percentagem de acordo positivo (PPA), percentagem de acordo negativo (NPA) e percentagem de
acordo geral (OPA) como medigdo de precisdo de diagndstico estimada:

Exsudados nasofaringeos (NF) Amostra clinica artificial (Resultado esperado)
Varidvel Estado Positivo Negativo
Positivo 30 0
Teste para SARS-CoV-2 VitaPCR™ Gen 2
Negativo 0 30
Percentagem de acordo positivo (PPA) (95% Cl)* 100% (88,4 - 100)
Percentagem de acordo negativo (NPA) (95% CI)? 100% (88,4 - 100)
Percentagem de acordo geral (OPA) (95% CI)® 100% (94,0 - 100)
Nota:
1 Percentagem de Acordo Positivo = [Verdadeiros positivos / (Verdadeiros positivos + Falsos negativos)] *100%
2 Perc gem de acordo negativo = [Verdadeiros negativos / (Verdadeiros negativos + Falsos positivos)] *100%

3 Percentagem de acordo geral = [(Verdadeiros positivos + Verdadeiros negativos) / (Verdadeiros positivos + Falsos negativos
+ Verdadeiros negativos + Falsos positivos)] *100%

Amostras orofaringeas (OF) Amostra clinica artificial (Resultado esperado)
Varidvel Estado Positivo Negativo
Positivo 30 0
Teste para SARS-CoV-2 VitaPCR™ Gen 2

Negativo 0 30

Percentagem de acordo positivo (PPA) (95% CI)* 100% (88,4 - 100)

Percentagem de acordo negativo (PPA) (95% CI)? 100% (88,4 - 100)

Percentagem de acordo geral (OPA) (95% CI)® 100% (94,0 - 100)

Nota:

1 Percentagem de Acordo Positivo = [Verdadeiros positivos / (Verdadeiros positivos + Falsos negativos)] *100%

2 Percentagem de acordo negativo = [Verdadeiros negativos / (Verdadeiros negativos + Falsos positivos)] *100%

3 Percentagem de acordo geral = [(Verdadeiros positivos + Verdadeiros negativos) / (Verdadeiros positivos + Falsos negativos
+ Verdadeiros negativos + Falsos positivos)] *100%

www.credodxbiomed.com ke cr e d@

DIAGNOSTICS

86
Escola Superior de Tecnologia da Saude—Instituto Politécnico de Lisboa | 2021/2022



Estagio em Biologia Molecular - Dete¢éo de SARS-CoV-2 em amostras nasofaringeas com as técnicas de antigénio,
RT-PCR e VitaPCR real time PCR

ACA0 DE CONTACTO, ENCOMENDAS E APOIO A CLIENTE

Para yn-:
3 a ‘aD0|0 téenico er

elativo aos produtos, contactar

=
o
-t

Cadigo do lote

3l . :
4 _Sefvlce@credodxbiomedxom
e
Sim
BOLOS
® Nao reutilizar “ Fabricante
Dﬂ Consultar as instrugdes de utilizago @3 Controlo positivo
& Atengio Controlo negativo
X Limite de temperatura Nimero de catélogo
g Prazo de validade W Contém o suficiente para <n> testes
.
ﬂ#

Nimero do paciente

Dispositivo médico para diagnéstico in Manter afastado da luz solar

vitro

N3o utilizar se a embalagem estiver Manter seco

danificada

® | [3
S

Representante autorizado
na Unido Europeia

oy
m
E ¥ | B

Marcagao CE

REEE - Os equipamentos elétricos
marcados com este simbolo sdo
sujeitos a diretiva da Unido Europeia
2012/19/UE (REEE) e ndo podem ser
eliminados com os residuos municipais

134

wl Trentron Biomedical Ltd. -
(Building A) 35F, No. 99, Sec. 1, Xintai 5th Rd., c E um

Xizhi Dist., New Taipei City 22175, Taiwan MedNet GmbH
(R.0.C) Tel.: +886-2-2697-2728 BorkstraRe 10, 48163 Miinster,
Fax: +886-2-2697-1876 Alemanha

E-mail: service@credodxbiomed.com

ver. 1.1

www.credodxbiomed.com y: cr ed@

DIAGNOSTICS

Escola Superior de Tecnologia da Saude—Instituto Politécnico de Lisboa | 2021/2022



Estagio em Biologia Molecular - Dete¢éo de SARS-CoV-2 em amostras nasofaringeas com as técnicas de antigénio,
RT-PCR e VitaPCR real time PCR

Anexo 5- Allplex™ SARS-CoV-2/FIUA/FIuUB/RSV Assay: Desempenho Clinico

@ Seegene Allplex™ SARS-CoV-2/FIuA/FIUB/RSV Assay

DESEMPENHO

1. Especificidade Analitica

A alta especificidade do Allplex™ SARS-CoV-2/FIUA/FIUB/RSY Assay é assegurada pelos
oligos designados especificamente para os alvos de interesse. Allplex™ SARS-CoV-
2/FIUA/FIUB/RSV Assay foi testado para a reatividade cruzada para 120 diferentes patégenos

e a detecgdo e amplificacdo do PCR so6 foram identificados para os alvos especificados.

N° Organismo Origem Isolado N° Resultadot
1 Influenza A H1N1 (Brisbane/59/07) ZMC 0810244CF Flu A Detectado
2 Influenza A HIN1 (New Cal/20/99) ZMC 0810036CF Flu A Detectado
3 Influenza AH1N1 (PR/8/34) ZMC 0810245CF Flu A Detectado
4 Influenza A HIN1 (Singapore/63/04) ZMC 0810246CF Flu A Detectado
5 s ofuenza ;st}BJ:;ms) ZMC 0810036CFN Flu A Detectado
6 Influenza A H1N1 (Taiwan/42/06) ZMC 0810247CF Flu A Detectado
7 Influenza A virus (H1N1) (A/FM/1/47) ATCC VR-97 Flu A Detectado
8 Influenza A virus (H1IN1) (A/INWS/33) ATCC VR-219 Flu A Detectado
9 Influenza A virus (H1N1) (A/WS/33) ATCC VR-825 Flu A Detectado
10 '“'}E‘;ﬁ;ﬁi a"}a%‘;‘m ZMC 0810165CF Flu A Detectado
11 '"?52223 aﬁsgm;o%d)m ZMe 0810109CFJ Flu A Detectado
12 o ZMe 0810166CF Flu A Detectado
13 Influenza A H1IN1pdm (NY/01/09) ZMC 0810248CF Flu A Detectado
14 Influenza A H1N1pdm (NY/02/09) ZMC 0810109CFN Flu A Detectado
15 Influenza A H1N1pdm (NY/03/09) ZMC 0810249CF Flu A Detectado
16 '”"“e(”ﬁﬁi;a‘nﬂ;‘j’;) Virus ZMe 0810536CF Flu A Detectado
17 Inf P ;‘};}‘;ﬁ;‘&}:‘,‘g’é‘;{“g’ ATCC VR1736 Flu A Detectado
18 Influenza A H3N2 (Brisbane/10/07) ZMC 0810138CF Flu A Detectado
19 Influenza A H3N2 (HK/8/68) ZMC 0810250CF Flu A Detectado
20 Influenza A H3N2 (Perth/16/09) ZMC 0810251CF Flu A Detectado
21 Influenza A H3N2 (Texas/50/12) ZMC 0810238CF Flu A Detectado
22 Influenza A H3N2 (Victoria/361/11) ZMC 0810240CF Flu A Detectado
23 Influenza A H3N2 (Wisconsin/67/05) ZMC 0810252CF Flu A Detectado
2 "(’ﬂ‘;ﬁ';zz 5?1;?1@51\;1?)5 ZMe 0810526CF Flu A Detectado
25 Influenza A virus (H3N2) (A/Aichi/2/68) ATCC VR-547 Flu A Detectado
45 09/2020 V1.0_(PT)
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@ seegene Allplex™ SARS-CoV-2/FIuA/FIuB/RSV Assay
N° Organismo Origem Isolado N° Resultadot
Influenza A virus (H3N2)
26 (AJPort Chalmers/1/73) ATCC VR-810 Flu A Detectado
27 Influenza B (Brisbane/33/08) ZMC 0810253CF Flu B Detectado
28 Influenza B (Brisbane/60/08) ZMC 0810254CF Flu B Detectado
29 Influenza B (Florida/02/06) ZMC 0810037CF Flu B Detectado
30 Influenza B (Florida/04/06) ZMC 0810255CF Flu B Detectado
3 Influenza B (Florida/07/04) ZMC 0810256CF Flu B Detectado
32 Influenza B (Lee/40) ZMC 0810257CF Flu B Detectado
33 Influenza B (Malaysia/2506/04) ZMC 0810258CF Flu B Detectado
34 Influenza B (Massachusetts/2/12) ZMC 0810239CF Flu B Detectado
35 Influenza B (Panama/45/90) ZMC 0810259CF Flu B Detectado
36 Influenza B (Texas/6/11) ZMC 0810242CF Flu B Detectado
37 Influenza B (Wisconsin/1/10) ZMC 0810241CF Flu B Detectado
Respiratory Syncytial Virus Type A
38 (1212014 Isolate #2) ZMC 0810452CF RSV Detectado
Respiratory Syncytial Virus Type A
39 (3/2015 Isolate #3) ZMC 0810482CF RSV Detectado
Respiratory Syncytial Virus Type A
40 (2006 isolate) ZMC 0810040ACF RSV Detectado
Respiratory Syncytial Virus Type A
41 (2014 Isolate 341) ZMC 0810290CF RSV Detectado
Respiratory Syncytial Virus Type A
42 (2014 Isolate 342) ZMC 0810291CF RSV Detectado
Respiratory Syncytial Virus Type A
43 (22015 Isolate #2) ZMC 0810474CF RSV Detectado
Respiratory Syncytial Virus Type A
44 (22015 Isolate #3) ZMC 0810475CF RSV Detectado
Respiratory Syncytial Virus Type A
45 {4/2015 Isolate #1) ZMC 0810481CF RSV Detectado
Respiratory Syncytial Virus Type A
46 {2013 Isolate) ZMC 0810299CF RSV Detectado
47 Human resplra(tfg.' ;{ncyllal virus A ATCC VR-26 RSV Detectado
Respiratory Syncytial Virus Type B
48 (CH93(18)-18) ZMC 0810040CF RSV Detectado
Respiratory Syncytial Virus Type B
49 (12/2014 Isolate #1) ZMC 0810450CF RSV Detectado
Respiratory Syncytial Virus Type B
50 (112014 Isolate #2) ZMC 0810451CF RSV Detectado
Respiratory Syncytial Virus Type B
51 (32015 Isolate #1) ZMC 0810479CF RSV Detectado
Respiratory Syncytial Virus Type B
52 (312015 Isolate #2) ZMC 0810480CF RSV Detectado
Human respiratory syncytial virus B
53 (Strain: 9320) ATCC VR-955 RSV Detectado
. ) TWIST SARS-CoV-2
54 SARS-CoV-2 isolate Australia/\ICO1 BIOSCIENCE 102019 Detectado
. TWIST SARS-CoV-2
55 SARS-CoV-2 isolate Wuhan-Hu-1 BIOSCIENCE 102024 Detectado
SARS-Related Coronavirus 2, Isolate SARS-CoV-2
% | USA-WA1/2020, Gamma-Irradiated BEI NR-52287 Detectado
57 Human adenovirus 1 ATCC VR-1 Nao Detectado
58 Human adenovirus 18 ATCC VR-1095 N&o Detectado
59 Human adenovirus 2 KBPV VR-58 N&o Detectado
46 09/2020 V1.0_(PT)
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@ Seegene Allplex™ SARS-CoV-2/FIUA/FIUB/RSV Assay
N° Organismo Origem Isolado N° Resultado’
60 Human adenovirus 23 ATCC VR-1101 N&o Detectado
61 Human adenovirus 3 ATCC VR-3 N&o Detectado
62 Human adenovirus 4 ATCC VR-1572 N&o Detectado
63 Human adenovirus 5 KBPV VR-61 Néo Detectado
64 Human adenovirus 8 ATCC VR-1368 N&o Detectado
65 Human coronavirus 229E ATCC VR-740 N&o Detectado
66 Human coronavirus NLE3 ZMC 0810228CF N&o Detectado
67 Human coronavirus HKU1 Amostra isolada Coreana N&o Detectado
68 Human coronavirus OC43 ATCC VR-1558 N&o Detectado
69 Human metapneumovirus KBPV VR-86 N&o Detectado
70 Human coxsackievirus A24 ATCC VR-583 N&o Detectado
7" Human coxsackievirus A9 KBPV VR-11 Néo Detectado
72 Human coxsackievirus B1 KBPV VR-13 N&o Detectado
73 Human coxsackievirus B2 KBPV VR-14 N&o Detectado
T4 Human coxsackievirus B3 KBPV VR-15 N&o Detectado
75 Human coxsackievirus B4 KBPV VR-16 Nao Detectado
76 Human coxsackievirus B5 KBPV VR-17 N&o Detectado
I Human coxsackievirus B6 KBPV VR-18 N&o Detectado
78 Human echovirus 11 KBPV VR-22 N&o Detectado
79 Human Echovirus 22 (Parechovirus) KBPV VR-23 N&o Detectado
80 Human echovirus 25 KBPV VR-24 N&o Detectado
81 Human echovirus 30 KBPV VR-25 N&o Detectado
82 Human echovirus 6 KBPV VR-19 N&o Detectado
a3 Human echovirus 7 KBPV VR-20 N&o Detectado
84 Human echovirus 9 ATCC VR-39 N&o Detectado
85 Human enterovirus 70 ATCC VR-836 Nao Detectado
86 Human enterovirus 71 ATCC VR-784 Néo Detectado
87 Human herpesvirus 1 ATCC VR-260 N&o Detectado
88 Human herpesvirus 2 ATCC VR-734 Nao Detectado
89 Human parainfluenza virus 1 ATCC VR-1380 N&o Detectado
a0 Human parainfluenza virus 2 ATCC VR-92 Nao Detectado
91 Human parainfluenza virus 3 ATCC VR-93 N&o Detectado
92 Human parainfluenza virus 4A ATCC VR-1378 Nao Detectado
a3 Human parainfluenza virus 4B ATCC VR-1377 N&o Detectado
94 Human rhinovirus 14 ATCC VR-284 N&o Detectado
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@ Seegene Allplex™ SARS-CoV-2/FIuA/FIUB/RSV Assay
N° Organismo Origem Isolado N° Resultadot
95 Human rhinovirus 16 ATCC VR-283 N&o Detectado
96 Human rhinovirus 8 ATCC VR-488 Nao Detectado
97 Human Rhinovirus A90 ATCC VR-1291 Nao Detectado
98 Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 Nao Detectado
99 Streptococcus pneumoniae KCTC 5764 N&o Detectado
100 Proteus mirabilis KCTC 2566 N&o Detectado
101 Candida albicans ATCC 10231 N&o Detectado
102 Pseudomonas fluorescens KCTC 42821 Nao Detectado
103 Staphylococcus aureus ATCC 33591 Né&o Detectado
104 Streptococcus pyogenes ATCC 19615 N&o Detectado
105 Streptococcus mitis KCCM 42897 N&o Detectado
106 Bordetella pertussis ATCC BAA-589 N&o Detectado
107 Staphylococcus epidermidis KCTC 13172 N&o Detectado
108 Chlamydophila pneumoniae ATCC 53592 Né&o Detectado
109 Enterobacter aerogenes ATCC 13048 N&o Detectado
110 Enterobacter cloacae ZMC 801830 Nao Detectado
111 Haemophilus influenzae KCCM 42099 N&o Detectado
112 Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-1706 N&o Detectado
113 Legionella pneumophila KCTC 12009 N&o Detectado
114 Mycoplasma pneumoniae ATCC 15293 N&o Detectado
115 SARS-coronavirus, Tor2 ZMC NATSARS-ST N&o Detectado
116 MERS-coronavirus, EMC/2012 ZMC NATMERS-ST N&o Detectado
17 Mycobacterium tuberculosis ATCC 25177 N&o Detectado
118 Streptococcus salivarius KCTC 5512 N&o Detectado
119 A'D“ﬁ;g;fg;;‘;“\ji r‘ug}“a';%':‘q‘ffgﬁc‘”s BE| NR-49097 Nao Detectado
120 Porcine Resplratory Coronavinus, BEI NR-48572 Nao Detectado

T Ensaios de especificidade foram repetidos 3 vezes.
# ATCC: American Type Culture Collection
BEI: BElI Resources
KBPV: Korea Bank for Pathogenic Viruses
KCCM: Korean Culture Center of Microorganisms
KCTC: Korean Collection for Type Cultures
ZMC: ZeptoMetrix Corporation
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@ Seegene Allplex™ SARS-CoV-2/FIuA/FIuB/RSV Assay

2. Sensibilidade Analitica

A sensibilidade analitica (limite de deteccdo) do Allplex™ SARS-CoV-2/FIUA/FIUB/RSV Assay
foi determinada com a limitagdo das diluigdes das seguintes culturas de virus: 3 cepas de
Influenza A, cada 1 cepa de Influenza B, RSV A, RSV B e a forma irradiada gama de SARS-
CoV-2. Cada cepa viral foi seriamente diluida na matriz da amostra negativa. Os acidos

nucleicos foram extraidos de cada diluigdo com o sistema de extragdo automatizado (Microlab
NIMBUS IVD, Universal Cartridge kit) e analisado com Allplex™ SARS-CoV-2/FIuA/FIUB/RSV

Assay.
Limite de Positivo Taxa
Alvo deteccao Detecgao ITotal positiva
(TCIDso/mL) (%)
S gene 0,14 40/40 100
RdRP gene BEI 0,14 40/40 100
N gene (Cat NRes2287) | USAWA1/2020 ——5 40/40 | 100
SARS-CoV-2* 0,028 39/40 97,5
Zeptometrix
RSV A (Cat, 0810040ACF) 2006 Isolate 0,525 40/40 100
Zeptometrix
RSV B (Cat. 0810040CF) CH93(18)-18 0,210 40/40 100
Zeptometrix .
FluB (Cat. 0810255CF) Florida/04/06 0,126 40/40 100
Zeptometrix
FluAH1TN1 (Cat. 0810036CF) New Cal/20/99 4,57 40/40 100
Zeptometrix . .
Flu AHIN1pdm (Cat. 0B10165CF) California/07/09 0,417 40/40 100
Zeptometrix L
Flu AH3N2 (Cat. 0810240CF) Victoria/361/11 0,0701 40/40 100

* A SARS-CoV-2 é considerada como “detectado” quando um ou mais dos trés genes alvo

séo positivos.

3. Reprodutibilidade

O ensaio de reprodutibilidade foi preparado com a inclusdo de amostras Alta Negativa (0.1 X
LoD), Baixa Positiva (1XLoD) e Positiva Moderada (3XLoD). Em cada local de ensaio, o kit foi
testado durante cinco dias, duas execugdes por dia por dois diferentes experimentadores e
triplicado de cada alvo. As taxas positivas foram observadas para cada alvo para estudo de
reprodutibilidade: 100,0% para amostras positivas moderadas, 295% para amostras Baixas
positivas. A reprodutibilidade do Allplex™ SARS-CoV-2/FIUA/FIUB/RSV Assay foi avaliada
entre execugoes, locais e lotes de produtos. Taxas positivas para todas as concentracdes e
valores CV alcangaram critérios inferiores a 10 (<10).

Os resultados foram satisfeitos com o conjunto de critérios acima, que confirmam os
desempenhos de reprodutibilidade do Allplex™ SARS-CoV-2/FIUA/FIUB/RSV Assay.
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@ Seegene Allplex™ SARS-CoV-2/FIuA/FIuB/RSV Assay

4. Substancias Interferentes
N&o houve efeitos nos resultados pela adigdo de substancias: deteccdes ndo especificas ou
inibicdes na amplificacédo do alvo. Com base nos resultados, 7 substancias interferentes nao

apresentaram efeito nos resultados do Allplex™ SARS-CoV-2/FIUA/FIUB/RSV Assay.

Concentragao do

N° Substancias Interferentes Origem Ensaio
1 | Mucin (glandula submaxilar bovina, tipo I-S) S(lc?::oaggg? 60 pg/ml
2 |Mupirocin (Antibiético, pomada nasal) (?:Em?-ﬁ!;gg?) 6,6 mg/ml
3 |Oxymetazoline (Spray Nasal Afrin) S(g:nio,gd:;(;l: 15% (viv)
4 |Sangue Humano 2% (viv)
5 | Tobramycin (Antibacteriano, sistémico) S('EaTi;‘?g:i? 4,0 ug/mL
6 |Zanamivir (Farmaco Relenza antiviral) (sla?mmasﬂfgﬂg) 3,3 mg/mL
7 | Oseltamivir (Farmaco Tamiflu antiviral) f:gwq?-ﬁggg:) 25 mg/mL

5. Desempenho Clinico

Um total de 292 espécimes foi incluido neste desempenho clinico. Os espécimes consistem
de 8 amostras de aspiragdo nasofaringea, 122 amostras de esfregago nasofaringeo, 7
amostras de lavagem broncoalveolar, 75 amostras de esfregaco orofaringeo (garganta) e 80
amostras de escarro. Desempenho clinico do Allplex™ SARS-CoV-2/FIUA/FIuB/RSY Assay foi
avaliado através da comparagdo com outro SARS-CoV-2 real-time PCR assay e o respiratory
virus real-time PCR assay que foram CE-IVD aprovados antes. O resultado tem mostrado
mais de 95% de acordo nas amostras clinicas. Deste modo, foi confirmado que a gualidade
do Allplex™ SARS-CoV-2/FIUA/FIUB/RSV Assay é valida. O desempenho é resumido na
tabela.

Comparador Aprovado CE-IVD

SARS-CoV-2
Positivo Negativo

Allplex™ Positivo 152 4" 156
SARS-CoV-2/ Negativo 4+ 132 136

FIuA/FIUB/RSV
Assay 156 136 292

- ORA (Taxas gerais do acordo): 97,26% (95% CI: 94,67% a 98,81%)

- PPA (Acordo Percentual Positivo): 97,44% (95% CI: 93,57% a 99,30%)

- NPA (Acordo Percentual Negativo): 97,06% (95% Cl: 92,64% a 99,19%)

- Valor Kappa: 0,95 (95% Cl: 0,91 a 0,98)

* Sequéncia e confirmagéo positiva real

** As amostras mostraram os Ultimos valores Ct (37 a 40), que sio indicativas de cargas virais
abaixo de LoD.
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Allplex™ SARS-CoV-2/FIuA/FIUB/RSV Assay

Influenza A virus Comparador Aprovado CE-IVD

(Flu A) Positivo Negativo

Allplex™ Positivo 27 0 27
SARS-CoV-2/ N
FluA/FIUB/RSY Negativo 0 265 265

Assay 27 265 292
- ORA (Taxas gerais do acordo): 100,00% (95% CI: 98,74% a 100,00%)
- PPA (Acordo Percentual Positivo): 100,00% (95% CI: 87,23% a 100,00%)
- NPA (Acordo Percentual Negativo): 100,00% (95% Cl: 98,62% a 100,00%)
- Valor Kappa: 1,00 (95% CI: 1,00 a 1,00)

Influenza B virus Comparador Aprovado CE-IVD

(Flu B) Positivo Negativo

Allplex™ Positivo 7 0 -
SARS-CoV-2/ -
FluA/FIuB/RSV Negativo ] 285 285

Assay 7 285 292

- ORA (Taxas gerais do acordo): 100,00% (95% CI: 98,74% a 100,00%)

- PPA (Acordo Percentual Positivo): 100,00% (95% Cl: 59,04% a 100,00%)
- NPA (Acordo Percentual Negativo): 100,00% (95% CI: 98,71% a 100,00%)
- Valor Kappa: 1,00 (95% CI: 1,00 a 1,00)

Respiratory syncytial virus Comparador Aprovado CE-IVD

(RSV) Positivo Negativo

Aliplex™ Positivo 14 o 16
SARS-CoV-2/ -
FluA/FIuB/RSV Negativo 0 276 276

Assay 14 278 292
- ORA (Taxas gerais do acordo): 99,32% (95% CI: 97,55% a 99,92%)
- PPA (Acordo Percentual Positivo): 100% (95% CI: 76,84% a 100,00%)
- NPA (Acordo Percentual Negativo): 99,28% (95% Cl: 97,43% a 99,91%)
- Valor Kappa: 0,93 (95% ClI: 0,83 a 1,00)
* Sequéncia e confirmacgéio positiva real
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Anexo 6- Procedimento do teste rapido de detecdo de antigénio do SARS-CoV-2

Colheu-se a amostra com uma zaragatoa descartavel;
Colocou-se a zaragatoa dentro do tubo com tampéo de extracao;
Girou-se a zaragatoa contra a parede do tubo durante 30 segundos enquanto
se apertou o tubo de modo a recolher o maximo de amostra que a zaragatoa
contém. Descartou-se a zaragatoa e fechou-se o tubo;
Abriu-se a bolsa de aluminio que continha a cassete de teste;
Colocou-se 4 gotas da amostra, que estava no tubo com tampéo, na cassete
de teste;
Deixou-se durante 15 minutos e ler o resultado sendo que este podia ser:

- Negativo;

-> Positivo;

- Invalido.

Caso o resultado fosse invalido dever-se-ia de se realizar uma nova analise a amostra.

Anexo 7- Procedimento do teste para SARS-CoV-2 VitaPCR™ Gen 2

1.

© N o 0k~ wDn

10.

11.
12.
13.

Colocou-se o equipamento VitaPCR™ numa superficie plana e pressionou-se
0 botéo de alimentacéo na parte da frente do mesmo para o ligar;
Selecionou-se o ID de utilizador e introduziu-se o codigo de utilizador;
Pressionou-se “Log in”;
Pressionou-se “Run test”;
Leu-se/introduziu-se manualmente o ID do kit de produto;
Leu-se/introduziu-se o ID do paciente;
Confirmou-se o kit de produto e o ID do paciente;
Abriu-se a bolsa de aluminio do reagente e retirou-se o tubo que continha o
liofilizado. Bateu-se de leve para confirmar que o reagente se encontrava no
fundo do tubo;
Colocou-se o frasco do tampéo e o tubo de reagente no suporte;
Removeu-se o selo de aluminio do tubo de reagente e desapertou-se a tampa
do frasco do tampéo que continha a amostra;
Definiu-se o volume de 30 pl na micropipeta e colocou-se a ponta descartavel;
Pipetou-se 30 ul da amostra para o tubo de reagente;
Utilizou-se a técnica de “up and down” para homogeneizar a amostra com os
reagentes liofilizados (ndo deve de haver quaisquer bolhas no tubo);
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14. Fechou-se o tubo com a tampa do tubo de reagente;
15. Pressionou-se o botéo para abrir a tampa;
16. Inseriu-se o tubo de reagente e fechou-se a tampa;
17. Pressionou-se “Run” para iniciar a reagao;
Durante a reacao verificou-se no ecrd do equipamento se a percentagem do processo
estava a aumentar. Quando completa a reacdo, a percentagem atingiu os 100% e o
equipamento apitou avisando que 0 processo tinha terminado. Apds esta etapa
apareceu o resultado no ecré podendo este ser um dos seguintes:
- SARS-CoV-2: Positive (universal SARS-like: Detected);
- SARS-CoV-2: Positive (universal SARS-like: Not Detected);
- Presumptive Positive (universal SARS-like: Detected);
- Negative;
- Invalid.
A tampa estava bloqueada durante a rea¢do, no entanto, para abortar o teste
poderia se pressionar “End test” e aguardar pelas instru¢des no ecra.
Caso o resultado fosse o “Invalid” dever-se-ia de realizar uma nova andlise a

amostra.

Anexo 8- Transporte e armazenamento das amostras

As amostras apos a colheita devem de ser analisadas o mais rapido possivel. Quando
ndo é possivel, estas devem ser sujeitas as seguintes condicbes de transporte e
armazenamento:

1. Amostra em zaragatoa deveria de ser armazenada a 2°C-8°C até 24 horas;
2. A amostra eluida no tampéao de colheita de amostra poderia ser armazenada
em:

- 2°C - a 25°C até 7 dias (idealmente: 2°C - 8°C refrigerada)
- congeladas a -80°C no caso de um armazenamento de longo prazo.

Anexo 9- Procedimento de extracdo de RNA- Método automatizado - amostras de
200puL

Este procedimento utilizou componentes do Kit de Isolamento de Acidos Nucleicos
MagMAX™ Viral/Pathogen ou do Kit de Isolamento De Acido Nucleico MagMAX™
Viral/Pathogen II.

Para configurar o instrumento teve de se seguir as seguintes etapas:
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1.

real time PCR

Verificou-se se o0 processador de particulas magnéticas KingFisher™
Flex com 96 deep-well head estava configurado com o Bloco de
Aquecimento 96 deep-well head KingFisher™ Flex. Caso houvesse
uma nédo utilizacdo da cabeca magnética adequada, assim como do
bloco de calor poderia se obter rendimentos mais baixos e causar
potenciais danos para o instrumento;

O programa MVP_2Wash 200 Flex tinha sido previamente
descarregado da pagina do produto e carregado no instrumento.

De modo a preparar as placas de processamento teve de se ter em atencao

a tabela 10.1:

Tabela 10.1- Preparagdo das placas para usar no processamento de amostras de 200 uL.

(adaptado da 42)

Posicéo na _ Volume por
ID da placa Tipo de placa Reagente
placa poco
Placa wash Tampao de
2 500 pL
1 lavagem
Placa wash KingFisher™
3 Etanol 80% 500 yL
2 Deepwell 96
Placa de Solucéo de
. 4 L 50 uL
eluicdo eluicdo
_ Cologue uma ponta KingFisher™ 96 para as beads
Placa Tip ) o
Comb 5 magnéticas DW numa placa kingfisher™ 96 KF
om

Ap6s a preparacdo cobriu-se as placas com um vedante temporario (como

MicroAmp™ Clear Adhesive Film), depois armazenou-se a temperatura ambiente até 1

hora enquanto se preparava a placa de amostra.

Preparacao da

mix de beads magnéticas de ligacao:

1. Homogeneizou-se a solucdo que continha as beads magnéticas com o

auxilio de um vortéx;
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2. Para o0 numero de reacBes necessarias, preparou-se a Mix de beads

magnéticas de ligacdo de acordo com a tabela 10.2:

Tabela 10.2- Preparacdo da mix de beads magnéticas de ligacdo. (adaptado da 42)

Componente Volume por pogo *
Binding solution (Solucéo de ligacéo) 265 L
Beads magnéticas 10 L

Controlo interno de amostra do kit de 10 L
rRT-PCR Werfen (RP-V IC 2) g
* incluiu-se um excesso de 10% ao fazer o Mix de beads de ligacdo para
utilizacdo com multiplas reacdes.

3. Misturou-se bem por inversédo e armazenou-se a temperatura ambiente.

Preparacao da placa de amostras:
1. Adicionou-se 5 pL de Proteinase K a cada po¢co na placa KingFisher™
Deepwell 96;
2. Adicionou-se 200 uL de amostra a cada pogo (homogeneizou-se com auxilio
de um vortéx, antes de se colocar no pogo);
3. Homogeneizou-se a bead mix e adicionou-se 285 pyL a cada pogo de

amostra;

Processamento das amostras:
1. Selecionou-se a MVP_2Wash 200 Flex no processador de particulas
magnéticas Flex KingFisher™ com 96 cabecas de poc¢o profundo;
2. Iniciou-se a corrida e colocou-se as placas preparadas na posicao correta,
guando o equipamento assim o solicitou;
3. Depois de concluida a execucdo (aproximadamente 22 minutos), retirou-se
imediatamente a placa de eluicdo do instrumento e cubriu-se a mesma com a

Pelicula Adesiva Limpa MicroAmp™.

De modo a evitar possiveis evaporacdes, teve de se selar imediatamente a placa que
continha o eluido e armazenou-se no gelo para utilizacdo imediata em RT-PCR. As

amostras foram eluidas em 50 pL de Solugao de Eluigao.
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Anexo 10- Procedimento de rRT-PCR com o kit Allplex™ SARS-CoV-
2/FIUA/FIUB/RSV Assay

Ap6s a contabilizagdo do numero de reacfes que se ia fazer e da extracdo do seu
material genético, a preparacdo da mastermix foi a primeira etapa, baseando-se na

seguinte tabela:

Tabela 10.3- Preparagédo da mastermix. (adaptado da 43)

Reagente Quantidade por poco
SC2FabR MOM 5L
EMS8 5uL

Esta por sua vez teve de ser homogeneizada e centrifugada.
Para preparar as nossas tiras de rRT-PCR, tendo cada tira a capacidade de 8
amostras, colocou-se 10uL da nossa mastermix em cada poco onde iria ocorrer uma
reacdo e ainda 10 yL do material genético que se encontrava na nossa placa de
eluicdo, obtida no final do processo de extragdo. Estas foram homogeneizadas e
centrifugadas antes de colocadas no aparelho de rRT-PCR.
De modo a garantir a qualidade das nossas reacgfes, a cada corrida de PCR foram
adicionados controlos internos (para além do que ja foi colocado no processo de
extracao).
Para o Controlo Negativo (NC), utilizou-se 10 uL de “RNase-free Water”, substituindo
0 nosso acido nucleico da amostra. J& para o Controlo Positivo (PC), utilizou-se 10
uL de “SC2FabR PC”, no lugar do acido nucleico da amostra.
Desta forma tinhamos 3 controlos de qualidade, o NC, o PC e 0 RP-V IC 2.
O equipamento teve de ser configurado de modo a ter as caracteristicas que
pretendia-mos para a nossa reacao de rRT-PCR.
A configuragdo do CFX96™- Real-time PCR Detection System (Bio-Rad) pode ser
dividida em trés etapas:

- Protocol Setup (configuracéo do protocolo);

- Plate Setup (configuracdo da placa);

—> Start run (iniciar execucéo).
Para a configuracédo do protocolo seguiu-se as seguintes etapas:

1. No menu principal, selecionou-se “File”— “New”— “Protocol” para abriu-se o

“Protocol Editor”;
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2.

No “Protocol Editor”, definiu-se o perfil térmico, de acordo com a tabela 7:

Tabela 3.1- Perfil térmico da reacdo. (adaptado de 43)

Etapa N° de ciclos Temperatura Duracéo
1 50°C 20 min.
2 ! 95°C 15 min.
3 95°C 10s
4 3 60°C 40s
5 72°C 20s
6 Repetir etapa 3-5 mais 2x
7 95°C 10s
8* 42 60°C 15s
g* 72°C 10s
10 Repetir etapa 7-9 mais 41x

*Etapa de leitura da placa.
Clicou-se na caixa proxima a “Sample Volume” para a entrada direta de 20 pl;
Clicou-se em “OK” e gravou-se o protocolo para abrir a janela “Experiment

Setup”.

Seguidamente fez-se a configuracéo da placa:

1.

Clicou-se em “Plate” na janela “Experiment Setup”, selecionou-se “Create New”
para abrir a janela “Plate Editor”;
Clicou-se em “Select Fluorophores” (FAM, HEX, Cal Red 610, Quasar 670) que
eram usados e clicou-se em “OK”;
Selecionou-se 0s poc¢os onde o tubo PCR foi posicionado e selecionou-se 0s
tipos de amostras no menu suspenso “Sample Type”:

- Unknown (desconhecido): Clinical samples (amostras clinicas);

- Negative Control (controlo negativo);

- Positive Control (controlo positivo);
Clicou-se nas caixas de selecdo apropriadas (FAM, HEX, Cal Red 610 e
Quasar 670) para especificar os fluoroéforos a serem detetados nos pocos
selecionados;

Escreveu-se “Sample Name” e pressionou-se a tecla enter;
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6. Em “Settings” no menu principal “Plate Editor”, escolheu-se o “Plate Size” (96
wells) e “Plate Type” (BR White);
Clicou-se em “OK” para guardar a nova placa;
Voltou-se para a janela “Run Setup” e clicou-se em “Next’ para Iniciar
Execucao.
Por ultimo, teve de se iniciar a execucdo do que se configurou. Posto isto, seguiu-se
as seguintes etapas:

1. No separador “Start Run” em “Experiment Setup”, clicou-se em “Close Lid” para

fechar a tampa do instrumento;
Clicou-se em “Start Run”;

3. Armazenou-se o ficheiro de execug¢do nos “Meus Documentos” ou huma pasta
designada. Escreveu-se 0 nome do ficheiro, clicou-se em “SAVE” e a execugao
foi iniciada.

Ap6s o término de todo o processo exportou-se os resultados e procedeu-se a sua

interpretagao.

Anexo 11- Figuras complementares a discussao dos resultados

FFa [AHEX [FHcaRed610 [ Quasar 670

_ ) Ct 526,32

o] ®2

Cydle (Graph |

Ct 524,35 (¢ w

2501

o4 B0

0 10 20 30 40

Cydle (Graph 2)

Figura 5.1- Resultado negativo na reacdo de rRT-PCR, com os controlos de qualidade
validados
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Figura 5.2- Resultado da reacdo de rRT-PCR com uma mé curva de amplificacdo. Existe uma
amplificacdo tardia (Ct-> 38,5) e de apenas um dos genes alvo. Devido aos valores de Ct
apresentados devemos de ver a informacdéo clinica do utente e de preferéncia repetir a anélise
da amostra, mesmo que neste caso o0s controlos de qualidade se encontravam validados.
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Figura 5.3- Resultado positivo com valores de Ct baixos e controlos de qualidade validados.
Os valores de Ct apresentados estdo associados a uma elevada carga viral.
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Figura 5.4- Resultado Inconclusivo. Apesar de ter havido amplificacdo dos trés genes
detetaveis, os valores de Ct ndo sao coerentes e estdo muito proximos da borderline (Ct<35).
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Figura 5.5- Resultado Invalido. Ndo houve qualquer ipo de amplificacdo dos genes alvo nem
do controlo enddgeno. Isto significa, uma vez que temos um valor de controlo exdgeno
aceitavel (Ct> 23,71), que apesar da reacao de RT-PCR ter sido bem executada, ndo havia
amostra pois ndo houve amplificagdo do controlo endégeno.
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