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RESUMO

Os virus respiratérios sdo uma das principais causas de mortalidade mundialmente.
O SARS-CoV-2 foi relacionado a 6,8 milhdes de mortes até margo de 2023 e estima-
se que o virus Influenza é responsavel pela morte de cerca de 50 mil pessoas por
ano. O diagndstico etiolégico neste caso é importante para identificacdo de surtos e
intervencao na transmissao dos virus, porém a inespecificidade dos sinais clinicos &
um dificultador. O diagndstico laboratorial, rapido e acessivel as diversas
complexidades do sistema de saude, pode auxiliar no combate aos impactos que os
virus respiratérios causam. Com o objetivo de realizar a avaliagdo epidemiolégica
dos virus SARS-CoV-2, Influenza A e Influenza B no ano de 2022 na comunidade
atendida pelo programa MONITORACOVID da UFMG, reagdes de LAMP em
amostras de swab nasofaringeo foram validadas e padronizadas, sendo realizadas
simultaneamente em um mesmo equipamento com temperatura constante de 65°C,
tempo de reagdo de 30 minutos e leitura visual. O estudo mostrou caracteristicas
analiticas comparaveis aos resultados conhecidos na RT-gPCR (padréo ouro) nas
mesmas amostras. Para o SARS-CoV-2, foram testadas 50 amostras e obtido
sensibilidade de 84,0%, especificidade de 100% e com indice Kappa de 0,84; ja para
o Influenza A foram testadas 52 amostras, resultando na sensibilidade de 85,2%,
especificidade de 100%, e indice Kappa 0,85. A sensibilidade das rea¢des de LAMP
para 0 SARS-CoV-2 e Influenza A demonstraram ser menor em amostras com Ct >
31 na RT-qPCR. Para a reacao de Influenza B foram testadas 26 amostras, sendo
25 sabidamente ndo detectavel, uma detectavel, e foi obtido 100% de concordancia
dos resultados. Para a avaliagdo epidemioldgica, foram testadas 243 amostras de
pacientes sintomaticos da comunidade da UFMG, equivalente a 10% do quantitativo
mensal atendido pelo programa. A taxa anual de positividade para SARS-CoV-2 foi
de 28,7%, para Influenza A: 1,6%, Influenza B: 0,0%. Foram encontrados resultados
indeterminados para SARS-CoV-2 e Influenza A (0,8% cada), 1,2 % de resultados
invalidos e 66,9% das amostras testaram negativas para os trés virus. O ensaio
padronizado foi capaz de avaliar a epidemiologia dos virus respiratérios na
populacado estudada com resultados comparaveis aos encontrados na literatura.
Palavras-chaves: LAMP, SARS-CoV-2, INFLUENZA A, INFLUENZA B.



ABSTRACT

Respiratory viruses are a major cause of mortality worldwide. SARS-CoV-2 has been
linked to 6,8 million deaths as of March 2023, and it is estimated that the Influenza
virus is responsible for up to 50,000 deaths per year. The etiological diagnosis in this
case is important to identify outbreaks and intervening in the transmission of viruses,
but the nonspecificity of clinical signs is a complicating factor. A laboratorial
diagnosis, fast and accessible to the various complexities of the health system, can
help to combat the impacts of respiratory viruses. With the objective of carrying out
an epidemiological evaluation of the SARS-CoV-2, Influenza A and Influenza B
viruses in 2022 in the community served by the MONITORACOVID UFMG program,
LAMP reactions in nasopharyngeal swab samples were validated and standardized,
being performed simultaneously in the same equipment with constant temperature of
65°C, reaction time of 30 minutes and visual reading. The study showed analytical
characteristics comparable to known results in RT-qPCR (gold standard) in the same
samples. For SARS-CoV-2, 50 samples were tested and obtained a sensitivity of
84.0%, specificity of 100% and a Kappa index of 0.84; for Influenza A, 52 samples
were tested, resulting in sensitivity of 85.2%, specificity of 100%, and Kappa index
0.85. The sensitivity of LAMP reactions for SARS-CoV-2 and Influenza A has been
shown to be lower in samples with Ct > 31 in RT-gPCR. For the Influenza B reaction,
26 samples were tested, 25 of which were known to be undetectable, one detectable,
and 100% concordance of the results was obtained. For the epidemiological
evaluation, 243 samples of symptomatic patients from the UFMG community were
tested, equivalent to 10% of the monthly number assisted by the program. The
annual positivity rate for SARS-CoV-2 was 28.7%, for Influenza A: 1.6%, Influenza B:
0.0%. There were found Indeterminate results for SARS-CoV-2 and Influenza A
(0.8% each), 1.2% of invalid results and 66.9% of the samples tested negative for the
three viruses. The standardized assay was able to assess the epidemiology of
respiratory viruses in the studied population with results comparable to those found in
the literature.

Key words: LAMP, SARS-CoV-2, INFLUENZA A, INFLUENZA B
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1. INTRODUGAO

As infeccgbes respiratdrias agudas (IRAs) representam grande parte das causas de
morbidade nos paises desenvolvidos e sao o principal motivo de morte de criangas
em paises em desenvolvimento, sendo cerca de 80% dessas infecgdes de etiologia
viral (MAHONY; PETRICH; SMIEJA, 2011). Os principais patégenos respiratorios
virais, como Influenza e virus respiratério sincicial, sdo responsaveis por cerca de
300.000 mortes por ano (AZAR; LANDRY, 2018), e até 7 de margo de 2023, o
coronavirus 2 da sindrome respiratéria aguda grave (SARS-CoV-2), foi relacionado
a 6,8 milhdes de mortes mundialmente (OMS, 2022c). Sinais clinicos associados
as IRAs sao inespecificos e variam desde sintomas leves confinados a parte
superior do trato respiratério e caracterizado por febre, faringite, coriza, tosse, dor
de cabecga, dores musculares e fadiga, até pneumonia grave e co-infecgao
bacteriana secundaria do trato respiratério inferior, podendo levar ao obito
(KRAMMER et al., 2018).

As IRAs s&o um problema de saude publica mundial, caracterizando-se por uma
infeccdo contagiosa que ocorre sazonalmente, e afetando individuos de todas as
idades, causando impactos sociais (PETERANDERL; HEROLD; SCHMOLDT,
2016). Além do impacto na saude, as IRAs refletem significativamente na
economia. Estimam-se que os custos anuais com o tratamento das complicacbes
da gripe nos Estados Unidos sdo de U$40 bilhdes (FENDRICK et al., 2003), e
superiores a U$87 bilhdes apenas com influenza (MOLINARI et al., 2007). Ja a
pandemia de COVID-19 desencadeou a pior ressegao global desde 1945, com
reducéo do PIB mundial em 4,3% no ano de 2020 (MALLAH et al., 2021).

Desde o inicio do século XX, os virus Influenza sao responsaveis por pandemias,
como a Gripe Espanhola em 1918, o H1N1 pandémico em 2009, e recorrentes
episddios de epidemia (WIKRAMARATNA; GUPTA, 2009). Os virus Influenza
pertencem a familia Orthomyxoviridae, e os tipos A e B, que causam doenca
respiratéria infecciosa em humanos, apresentam genoma de RNA (acido

ribonucleico) fita simples segmentado de sentido negativo. Os virus Influenza A
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(IAV) e B (IBV) codificam proteinas com alta variabilidade antigénica, como a
hemaglutinina (HA) e neuraminidase (NA), que contribuem para a grande
diversidade de subtipos virais (BUKASOV; DOSSYM; FILCHAKOVA, 2021). Os IAV
circulam em humanos, mas também em animais domésticos, porcos, cavalos e em
aves migratérias, enquanto os IBV sdo quase exclusivamente encontrados em
humanos (OLSEN et al., 2006; WEBSTER et al., 1992). Os reservatorios animais
do IAV sao fonte dos genes HA e NA antigenicamente diversos, que podem ser
trocados entre estirpes virais por rearranjo apos co-infecgdo do mesmo hospedeiro,
aumentando a diversidade do virus e, em alguns casos, levando a geracao de
diferentes estirpes. Os virus Influenza do subtipo A de origem zoonoética sao
responsaveis pela maior parte da mortalidade e morbidade em humanos
(PETERANDERL; HEROLD; SCHMOLDT, 2016).

Os coronavirus (CoV) pertencem a familia Coronaviridae e sao virus envelopados
que apresentam genoma de RNA de fita simples de sentido positivo. Os virions sé&o
geralmente esféricos com a proteina espicula (S), do inglés Spike, proeminente no
envelope. Os coronavirus sao patégenos de varios mamiferos, como morcegos,
camelos e humanos. As frequentes transmissdes inter e intra espécies e a
capacidade mutacional do virus contribuem para o surgimento de novas estirpes de
CoV (SU et al., 2016). Em 2003, um Betacoronavirus da linhagem B, identificado
como SARS-CoV (coronavirus da Sindrome Respiratéria Aguda Grave), originado
em morcegos, espalhou-se de civetas para humanos no sul da China, causando
um surto de sindrome respiratoria aguda grave (SRAG) (DROSTEN et al., 2003).
Em 2012, outro Betacoronavirus (da linhagem C) denominado de MERS-CoV foi
identificado como causador da sindrome respiratéria do Oriente Médio (MERS). O
MERS-CoV se espalhou de camelos para humanos na Arabia Saudita, causando
sindrome respiratéria semelhante a SRAG (MOH ZAKI et al., 2012). O ultimo
coronavirus a surgir em humanos foi descrito recentemente na cidade de Wuhan,
na China Central, em dezembro de 2019 (NGUYEN; BANG; WOLFF, 2020; ZHU et
al., 2020) e foi identificado como SARS-CoV-2, sigla proveniente do inglés que
significa Coronavirus 2 da Sindrome Respiratéria Aguda Grave (WU et al., 2020).
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Atualmente, o diagndstico das IRAs € realizado basicamente com base nas
manifestagdes clinicas e informagdes epidemioldgicas. Porém, em decorréncia do
amplo espectro e baixa especificidade dos sintomas, curto periodo de incubagao
dos virus e transmissdo por meio de secreg¢des contaminadas por aerossois,
goticulas ou objetos contaminados, o diagndstico laboratorial rapido e preciso
torna-se importante no sentido de distinguir o agente etiolégico e contribuir para o
melhor entendimento da dinamica de transmissdao desses virus. Estima-se que
durante a pandemia de 2009, mais de 280.000 mortes foram causadas pelo
Influenza virus H1N1, porém somente 18.500 foram confirmadas por exames
laboratoriais (DAWOOD et al., 2012).

Testes moleculares, como a reagédo em cadeia da polimerase (do inglés Polymerase
Chain Reaction — PCR) e cultura viral sdo ensaios que permitem o diagnéstico
laboratorial com alta sensibilidade e especificidade, porém sao exames caros para
os sistemas de saude, pois exigem mao de obra especializada e estrutura
tecnolégica avangada dos laboratérios e hospitais. Tradicionalmente, as amostras
utilizadas nos testes moleculares sdo swab de nasofaringe e/ou orofaringe, aspirado
ou lavado nasal, ja que a sensibilidade se correlaciona com a carga viral nessas
amostras obtidas (KRAMMER et al., 2018).

Em 2000 (NOTOMI et al., 2000) foi desenvolvida uma técnica de amplificagdo
isotérmica mediada por loop (loop-mediated isothermal amplification — LAMP),
patenteada por Eiken Chemical —Company (numero: JP2000283862,
W02002024902A1), inicialmente descrita para amplificacdo de DNA, que exige
estrutura laboratorial menos complexa e é capaz de detectar alvos moleculares com
alta especificidade, sensibilidade e menor custo do que os testes moleculares
tradicionais. Ensaios de LAMP ja foram desenvolvidos para a deteccao de varios
alvos, como bactérias, parasitas, protozoarios e virus, incluindo virus de RNA como
Influenza, SARS-CoV, MERS-CoV e SARS-CoV-2 (KASHIR; YAQINUDDIN, 2020;
SHIRATO, 2019). Dentre as vantagens desse método destacam-se a possibilidade
de dispensa da extracdo do material genético (YOO et al.,, 2020), e detecgao e

interpretacao do teste a olho nu, o que tornam esse ensaio mais rapido e passivel de
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ser utilizado como teste laboratorial remoto (TLR), também conhecido como point of
care (LI, Y. et al., 2017; NZELU et al., 2016). Outra possibilidade de detecgéo é o
monitoramento da amplificagdo em tempo real com o acréscimo na reagado de sonda
SYBR Green | cuja deteccdo é feita por meio de um fluorimetro (LI et al., 2017,
SHIRATO, 2019).

Diante deste cenario, o diagnostico molecular acessivel das infec¢des respiratorias
agudas virais torna-se essencial no controle epidemiologico de surtos pandémicos
e/ou epidémicos, a fim de mitigar os impactos na saude publica e economia dos
paises. Além disso, o conhecimento da dinamica das infeccbes em nosso meio
possibilita a tomada de decisdo mais rapida e assertiva no seu controle através da
adocdo de politicas de saude publica. Para controlar um surto pandémico e/ou
epidémico com sucesso, o diagnostico deve ter alta sensibilidade e especificidade,
aléem de ser acessivel a toda a populagédo e tecnicamente aos sistemas de saude
locais. O presente estudo se justifica pela padronizagédo e validagdo de ensaio de
LAMP, uma técnica laboratorial mais simples e acessivel, usada para avaliar a
frequéncia dos principais virus relacionados a IRA em individuos sintomaticos no
ano de 2022 pertencentes a comunidade da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1- VIRUS INFLUENZA

Influenza é uma doenga causada principalmente pelos virus Influenza A e Influenza
B em humanos. Os virus Influenza pertencem a familia Orthomyxoviridae, composta
pelos géneros Alphainfluenzavirus, Betainfluenzavirus, Deltainfluenzavirus,

Gammainfluenzavirus, Isavirus, Quaranjavirus, Thogotovirus (ICTV, 2011).

Os virus Influenza A e B possuem envelope lipidico e genoma RNA anti-senso de
fita unica segmentado. Os oito segmentos de RNA sao responsaveis por produzir:
subunidades da RNA polimerase - PB1, PB2 e PA, relacionados a sintese de RNA e
replicacdo nas células infectadas; glicoproteinas virais — hemaglutinina (HA), que
auxilia a penetragao viral, e neuraminidase (NA), que facilita a liberagao viral;
nucleoproteina viral (NP), que liga o genoma RNA viral; proteina da matriz (M1), que
fornece suporte a estrutura do virion e, junto com a proteina de exportagado nuclear
(NEP), regula o trafego dos segmentos de RNA viral na célula; proteina de
membrana M2 (M2) - canal de ion préton necessario para a entrada e saida do
virus; e proteina nao estrutural NS1 - fator de viruléncia que inibe as respostas
antivirais do hospedeiro em células infectadas (ICTV, 2021; NODA, 2011) (Figura
1).
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Figura 1 - Representagdo esquematica do virion Influenza A e B.

O virus Influenza possui envelope lipidico que contém as proteinas de membrana (M2), hemaglutinina
(HA) e neuraminidase (NA). Dentro do envelope o genoma é divido em 8 segmentos de RNA anti-
senso que codificam as proteinas virais: HA, NA, M2, ribonucleoproteinas virais (vRNPs), RNA
polimerases PB1, PB2 e PA, proteina nado estrutural NS1 e NS2, nucleoproteina (NP), e proteina da
matriz (M1) (Adaptado de JUNG; LEE, 2020).

211 - ADOENCA

O virus Influenza podem causar doengas de diferentes gravidades em individuos de
todas as idades, variando de sintomas leves como febre, dor de garganta, coriza,
tosse, dor de cabega, dor muscular e fadiga, até pneumonia grave ou até chegar ao
Obito devido a complicagbes da infecgdo viral ou bacteriana secundaria do trato
respiratorio inferior. A pneumonia viral primaria é caracterizada por altos niveis de
replicacao viral no trato respiratorio inferior, acompanhados por fortes respostas pro-
inflamatdrias, conhecidas como tempestade de citocinas. Além desses, a infecgao

pelo virus Influenza pode levar a sintomas e complicagdes nao respiratérias,
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afetando o coragao e os rins (SELLERS et al., 2017). As complicagdes do sistema
nervoso central podem ocorrer pelos dois virus, mais geralmente s&o mais graves
pelo IBV (VAN DE SANDT et al., 2015).

Varias comorbidades aumentam o risco de morte por infecgao pelo virus Influenza. A
idade dos infectados é um fator de risco importante, ja que individuos muito jovens
(<1 ano de idade), que ainda ndo desenvolveram imunidade adquirida contra os
virus Influenza, e idosos (> 65 anos de idade), pela presenga de doengas crbnicas e
imunossenescéncia, sao populagdes mais vulneraveis (KRAMMER et al., 2018).

O virus Influenza A e a linhagem Victoria do IBV tém como alvo os receptores de
acido sialico alfa-2,6 (carbono 6 da galactose liga-se ao carbono 2 do acido sialico),
encontrados em células epiteliais da parte superior do sistema respiratério humano
(nariz, faringe, traqueia), e receptores de acido sialico alfa -2,3, encontrados em
células de intestino de aves e no sistema respiratorio inferior dos humanos,
enquanto a linhagem Yamagata se liga predominantemente ao receptor acido sialico
alfa-2,6 (VAN DE SANDT et al, 2015). Geralmente, os IBV possuem menor
afinidade de ligacao aos receptores de acido sialico do que os IAV (MATROSOVICH
et al., 1993). Os virions penetram na célula ao reconhecer o receptor especifico e
seu material genético é direcionado para o nucleo para transcricdo de mRNA e
replicagéo por meio de ribonucleoproteinas complementares (CRNPs). O mRNA viral
€ traduzido em proteinas virais no citoplasma, e estas sdao montadas em novos
virions junto com as ribonucleoproteinas virais (VRNPs) recém-sintetizados (Figura
2).
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Figura 2 - Esquema da replicagao do virus Influenza A.

Depois da ligagdo na célula do hospedeiro, o virus Influenza faz a penetragdo por endocitose e libera
seu material genético (RNA anti-senso) na forma de ribonucleoproteinas virais (vRNPs), que é
direcionada ao nucleo celular para transcricdo do RNA mensageiro e replicagdo por meio do
intermediario ribonucleoproteina complementar de senso positivo (cCRNP). As proteinas virais sao
traduzidas no citoplasma e sdo montadas para formagdo de novos virions com os recém-sintetizados
VRNPs. (Adaptada de KRAMMER, 2015).

O tempo da replicacao viral do Influenza leva cerca de 6 horas. A infeccado do virion
resulta em destruicdo celular e descamacédo da mucosa superficial. A extensdo da
destruicao celular induzida pelo virus € o principal fator que determina a ocorréncia,
gravidade e duragao da doenca clinica (KRAMMER, 2015). Apds 1 a 4 dias do pico
de eliminagdo, a carga viral diminui, em conjunto com a redugao progressiva da

doenga.

Os virus Influenza A circulam também em animais domésticos, porcos, cavalos e
aves (WEBSTER et al., 1992) fonte dos genes HA e NA antigenicamente diversos,
que podem ser trocados entre estirpes virais por rearranjo apos coinfeccdo do

mesmo hospedeiro, processo chamado de “antigenic shift’. Este processo aumenta
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a diversidade do virus e, em alguns casos, leva a geracao de diferentes estirpes de
virus epidémicas ou pandémicas (BUKASOV; DOSSYM; FILCHAKOVA, 2021). Os
virus de origem zoonoética sdo responsaveis pela maior parte da mortalidade e
morbidade em humanos (PETERANDERL; HEROLD; SCHMOLDT, 2016). Em
contraste, os IBVs sdo capazes de ocasionalmente infectar espécies além dos
humanos, mas nao ha evidéncia de que essas espeécies sejam reservatorio do virus
e que possam ser transmitidas para os humanos (OLSEN et al., 2006; WEBSTER et
al., 1992). Os virus Influenza A e B realizam o processo de “antigenic drift’, que
corresponde a ocorréncia de mutagdes discretas (de ponto) que surgem durante a
replicagao viral, ja que a polimerase do virus nao realiza a conferéncia da sintese de
material genético (VAN DE SANDT et al., 2015).

2.1.2 - EPIDEMIOLOGIA

Desde o inicio do século XX, os virus Influenza sao responsaveis por recorrentes
episodios de epidemia (WIKRAMARATNA; GUPTA, 2009). Os surtos epidémicos de
Influenza, causados pelos virus Influenza A e B, geralmente ocorrem anualmente e
sazonalmente durante o inverno de paises temperados, afetando principalmente
recém-nascidos, criancas e idosos, totalizando cerca de 1 bilhdo de infecgdes, 3-5
milndes de casos graves da doenca e 300 — 500 mil mortes mundialmente
(KRAMMER et al., 2018).

Estirpes de origem zoondtica, geralmente aviarias ou suinas, ja resultaram em
quatro pandemias desde 1918 — “gripe espanhola” (1918), “gripe asiatica” (1958),
“gripe de Hong Kong” (1968) e “gripe suina — H1N1” (2009) tornando-se estirpes
epidémicas sazonais nos anos posteriores (VIKRAM VEMULA et al., 2016).
Atualmente, as estirpes Influenza A H1N1 e H3N2 circulam sazonalmente nos
humanos. A gravidade do evento depende de fatores como viruléncia das estirpes e
os niveis de imunidade adquirida da populacdo. Estima-se que a maior epidemia de
Influenza, entre 1918 e 1919 tenha causado mais de 40 milhdées de mortes
(KRAMMER et al., 2018).
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No Brasil, a vigilancia do virus Influenza teve inicio na década de 1990 com a
identificacdo dos virus circulantes em algumas partes do pais e em situacdes de
surto (CANTARINO; MERCHAN-HAMANN, 2016). A vigilancia de Influenza tem sido
capaz de identificar os virus respiratorios circulantes, bem como sua sazonalidade e

populagdes de alto risco.

Um estudo de vigilancia brasileira de Influenza entre 2000-2010 (FREITAS, 2013),
registrou 29.318.698 atendimentos no SUS (Sistema Unico de Saude), dos quais
11% (3.291.949) eram decorrentes de sintomas de gripe. Destes, 37.120 (1%)
tiveram amostras de secrecdo nasofaringea coletadas para pesquisa de virus
respiratorios. Dentre estas amostras, 6.421 (17%) testaram positivas, sendo 1.985
(31%) para virus sincicial respiratorio, 1.690 (26%) positivas para IAV, 742 (12%)
para adenovirus, 589 (9%) para parainfluenza 3, 571 (9%) para parainfluenza 2, 567
(9%) para IBV, e 277 (4%) para parainfluenza 1. A prevaléncia dos virus influenza A
e B pode variar bastante de acordo com a estagdes e surtos (VAN DE SANDT et al.,
2015).

2.1.3 - TRANSMISSAO

Os virus Influenza humanos sao transmitidos por via respiratéria, enquanto os virus
Influenza aviarios sao transmitidos por vias fecal-fecal, fecal-oral ou fecal-
respiratoria. Dependendo da rota de transmisséo, o virus tem como alvo as células

epiteliais do trato respiratorio ou intestinal para infecg¢ao e replicagdo produtiva.

Fatores climaticos como temperaturas, umidade do ar e horas de luz solar afetam as
propriedades das proteinas de superficie e membrana lipidica, influenciando na
viabilidade dos virus Influenza (MARR et al., 2019; SHAMAN; KOHN, 2009) (Quadro
1). Além disso, diminuicado da ventilagdo em locais fechados e aglomeragao de
pessoas favorecem a transmissdo do virus (MORIYAMA; HUGENTOBLER;
IWASAKI, 2020; YU et al., 2013).
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QUADRO 1: Transmissdo dos virus respiratérios por aerossol em diferentes

condi¢coes ambientais.

Tipo
Umidade Viabilidade predominante
absoluta do Estabilidade Aerossoéis dos virus de
Clima ar viral <5um respiratérios transmissao
Tropical Alta Alta Baixa Alta Fémites,
contato
indireto e
direto
Temperado Intermediaria Baixa Baixa Baixa Foémites,
(Primavera, contato
Outono) indireto e
direto,
Aerossobis
Temperado Baixa Alta Alta Alta Aerossois

(inverno)

Adaptado de MORIYAMA; HUGENTOBLER; IWASAKI, 2020.

2.1.4 - TRATAMENTO

Os medicamentos anti-influenza, que tém como alvo a NA, tém sido usados para
prevenir e tratar infecgcoes pelo virus Influenza A e B por muitos anos. Em particular,
oseltamivir, zanamivir e peramivir exercem efeitos antivirais, mas certas alteragées

de aminoacidos em NA dao origem a estirpes de IAV resistentes a medicamentos.

O uso eficaz de antivirais para influenza sazonal em adultos saudaveis requer o
inicio precoce da terapia, geralmente nas primeiras 48 horas do inicio dos sintomas.
No entanto, as decisbdes relativas ao tratamento devem considerar o beneficio
limitado e ndo tdo claramente demonstrado em ensaios clinicos, e o baixo risco geral
de complicagdes (DOBSON et al., 2015). Pacientes com comprometimento
imunolégico subjacente, aqueles com doenga mais grave ou aqueles que
apresentam maior risco de complicagdes da influenza (DUGAS; ROTHMAN, 2011),
podem se beneficiar da administracdo de antivirais, mesmo se iniciada apés 48
horas do inicio dos sintomas (UYEKI, 2009). A terapia antiviral & fortemente
considerada se a doenga estiver progredindo e os sintomas piorarem, principalmente
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se o0 paciente continuar com o teste positivo para o virus da gripe. De fato, a
prescricdo de antivirais para pacientes ambulatoriais de alto risco com doencga
respiratoria aguda é benéfica (STEWART et al., 2018).

2.1.5 - VACINAS

A produgao de vacinas para o virus Influenza envolve o crescimento do virus em
ovos de galinha embrionados e a inativagcdo com formalina (ou outro reagente
alquilante). Apés a replicagao, o fluido alantéide dos ovos infectados contendo altos
titulos do virus é colhido, e o virus € inativado, tratado para divisdo de componentes
virais individuais e submetido a purificacdo parcial para enriquecimento dos HA e NA
no produto final da vacina (KRAMMER et al., 2018).

Todas as vacinas disponiveis ainda precisam de reformulagdes anuais, devido ao
surgimento de novas estirpes e a curta duragdo da imunidade que a vacina confere.
Ja existem vacinas para Influenza tetravalentes, incorporando as duas linhagens de
IBV (KRAMMER, 2015).

Para a identificacdo de novas estirpes de relevancia global, existe um grupo de
vigilancia da influenza humana, com mais de 100 centros nacionais, que realizam o
isolamento viral dos Influenza em circulacdo para sua caracterizagdo genética e
antigénica. Um comité da OMS (Organizacdo Mundial da Saude) analisa os
resultados semestralmente e faz recomendacbes sobre a composicdo da vacina,
com base no uso de virus antigenicamente compativeis com aqueles que se
esperam tenham alta prevaléncia na proxima temporada. Entdo, cada pais toma sua
propria decisdo sobre quais virus devem ser incluidos nas vacinas contra influenza
licenciadas em seu pais (KRAMMER et al., 2018).
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2.2—- SARS-CoV-2

O SARS-CoV-2 é um virus da familia Coronaviridae do género Betacoronavirus que
causa a COVID-19 (doenga do coronavirus 2019) em humanos (ZHU et al., 2020). O
virus foi primeiramente isolado em dezembro de 2019 (WU et al.,, 2020) e é
responsavel pelo estado de pandemia declarado pela OMS em margo de 2020 que
dura desde entdo (CUCINOTTA; VANELLI, 2020). Até 07 de marco de 2023, ja
foram confirmados 759,4 milhdes de casos e 6,8 milhdes de mortes mundialmente
(OMS, 2022c).

O genoma do SARS-CoV-2 possui cerca de 30 kb, e contém 13 fases de leitura
aberta (ORFs), do inglés open reading frames, e codifica 29 proteinas virais (YANG;
RAO, 2021) (Figura 3). Os genes codificadores de proteinas nao estruturais (nsps1-
16) possuem papel importante no ciclo viral, como nos processos de sintese do
RNA, prova de leitura, e patogénese, através da modulagédo do sistema imune (nsp1
e nsp2) e atividade proteolitica do virus (KADAM et al., 2021).
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Figura 3 - Organizagdio do genoma do SARS-CoV-2 e proteinas
correspondentes.

O genoma do SARS-CoV-2 (29903pb) possui 13 fases de leitura aberta (ORFs) e codifica as
proteinas estruturais nucleocapsideo (N), proteina de membrana (M), envelope (E) e proteina da
espicula (S), proteinas néo estruturais (nsps1-16) e proteinas acessérias (Adaptada de REDONDO et
al., 2021).
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Os coronavirus (CoVs) sdo uma familia de virus envelopados, do tipo RNA de fita
simples de sentido positivo (WANG et al., 2020). O genoma viral € envolto pelo
nucleocapsideo (N), enquanto a proteina de membrana (M) e o envelope (E)
garantem sua incorporagédo na particula viral, geralmente esféricos com a proteina
da espicula proeminente, do inglés Spike (S) (DHAMA et al., 2020) (Figura 4).

Genoma viral
RMNA

Proteina de
_~—— Membrana (M)

Proteina do
Nucleocapsideo (N)

Proteina

Proteina do Spike (S)

Envelope (E)

Figura 4 - — Representagao esquematica do SARS-CoV-2.

O SARS-CoV-2 possui genoma RNA de fita simples de sentido positivo, envolto pelas proteinas do
nucleocapsideo (N), que codifica as proteinas do envelope (E), Spike (S) e de membrana (M) 2
(Adaptada de RANDO et al., 2021).

De todas as proteinas estruturais do SARS-CoV-2, a proteina S é a que tem
chamado mais atencdo, por ser responsavel pela adsorcdo viral na célula
hospedeira (KADAM et al., 2021). O dominio S1 age como um dominio de ligacédo ao
receptor (RBD), que interage com o receptor ACE-2 (receptor da enzima conversora
de angiotensina) (LAN et al., 2020), presente na membrana celular de varias células
humanas, como pulmonares, cardiovasculares, renal e intestinal (KADAM et al.,
2021); e o dominio S2 é responsavel pela fusdo da membrana celular (LU et al.,
2020). O RBD da proteina S do SARS-CoV-2 difere dos outros coronavirus humanos
(HCoVs) e possui um papel importante na patogénese do virus. Mutagées no RBD

nao apenas aumentam a estabilidade estrutural da proteina S, mas também podem
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enfraquecer a ligagdo do anticorpo criado contra outras estirpes, o que explica a
maior taxa de transmissibilidade dele em comparagdo com os outros HCoVs
(ALAOFI; SHAHID, 2021).

Os CoVs, além de infectar humanos, sao patégenos de varios mamiferos, como
morcegos e camelos. As frequentes transmissdes inter e intra espécies e a alta
capacidade mutacional do virus contribuem para o surgimento de novas estirpes de
CoV (SU et al., 2016). Sete CoVs ja foram isolados em infec¢des humanas, sendo
as estirpes 229E, OC43, NL63 e HKU1 responsaveis por 10 a 30% das infecgbes
virais respiratorias aguda (VAN DER HOEK, 2005). No século XXI, anteriormente a
pandemia atual, dois surtos relacionados a HCoVs causadores de doencas
respiratorias graves em humanos haviam sido relatados. Em 2003, um
Betacoronavirus da linhagem B, identificado como SARS-CoV, originado em
morcegos, espalhou-se de civetas para humanos no sul da China, causando um
surto de SRAG (DROSTEN et al., 2003). Em 2012, outro Betacoronavirus da
linhagem C, denominado de MERS-CoV, foi identificado como causador da
sindrome respiratoria do Oriente Médio (MERS). O MERS-CoV se espalhou de
camelos para humanos na Arabia Saudita, causando sindrome respiratoria
semelhante a SRAG (MOH ZAKI et al., 2012).

Por meio de comparagcado gendmica, identificou-se que o SARS-CoV-2 possui 78%
de similaridade com o SARS-CoV, 50% com o MERS-CoV (LU et al., 2020) e 96,1%
de similaridade com coronavirus isolados de morcegos (CoV RaTG13) (ZHOU et al.,
2020), levantado a hipotese de este ser o reservatério principal do virus (GUO et al.,
2020). Por outro lado, o dominio RBD do SARS-CoV-2 possui maior similaridade
(98%), ao nivel proteico, com o CoV isolado de pangolim malaio (SARS-CoV-
P4LGuangxi-2017), que pode ter atuado como reservatorio intermediario para

transmissao dos virus para os humanos (XIAO et al., 2020).
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2.21 - ADOENCA

Os sintomas da COVID-19 s&o variados, desde sinais leves na maioria dos casos,
até complicagbes mais graves principalmente em pacientes do grupo de risco, como
individuos com obesidade, portadores de doencgas cardiacas, renais crénicas e
idade avangada (GAO et al., 2021). Muitos pacientes infectados pelo virus
permanecem assintomaticos (HE et al., 2021), enquanto alguns casos podem
resultar no 6bito do paciente (PACHETTI et al., 2020). O aparecimento dos sintomas
ocorre cerca de 5 dias apds a exposi¢cao ao virus (CEVIK et al., 2020), sendo os
mais comuns: febre, tosse, dor de cabeca, fadiga, coriza, anosmia, ageusia, falta de
ar, nausea e diarreia (MAO et al., 2020). Nos pacientes hospitalizados, as
complicagbes mais comuns s&o pneumonia, sindrome respiratéria aguda grave,
lesdes hepaticas, cardiacas, renais e eventos pré-tromboembdlicos associados ao
quadro de tempestade de citocinas que o paciente pode desenvolver em resposta do
sistema imune a infec¢do pelo SARS-CoV-2 (RODRIGUEZ-MORALES et al., 2020;
WIERSINGA et al., 2020).

De acordo com as definigdes da OMS, a COVID-19 é classificada como critica,
quando o paciente apresenta a SRAG, sepse, choque séptico ou outras condigdes
que exigem terapias criticas para sobrevivéncia, como ventilagdo mecanica (invasiva
ou ndo invasiva) ou terapia vasopressora. A COVID-19 critica € definida por sinais
de pneumonia, saturagdo de oxigénio menor que 90% e sinais de SRAG, como
frequéncia respiratoria maior que 30 incursdes respiratdérias por minuto e fala
entrecortada. A COVID-19 branda é caracterizada pela auséncia de qualquer um

dos sinais caracteristicos da COVID-19 critica ou grave (Figura 5).

Enquanto a maioria dos pacientes com COVID-19 se recuperam poucos dias apos a
infeccédo pelo SARS-CoV-2, alguns pacientes com sintomas leves ou graves podem
desenvolver consequéncias a longo prazo (semanas, meses ou até anos),
caracterizando o quadro de COVID longa. Os sintomas da COVID longa séao

variados e podem afetar diferentes regidées do corpo, como os sistemas respiratorio,
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cardiovascular, neuroléogico e até desencadear quadros autoimunes
(CASTANARES-ZAPATERO et al., 2022; MEHANDRU; MERAD, 2022).

Nido grave Grave Critica

p
[ Auséncia de sinas W{Satumgﬁodeoxigéniol Terapias criticas para

g:’“‘i’;e"@ grave ou <90% em ar ambiente | | sobrevivéncia

Sinais de pneumonia

Sinais da SRAG { Sepse

J
SRAG ]
)
)

[ Choque séptico

Figura 5 - Sinais clinicos para classificagdo da gravidade da COVID-19 de
acordo com os critérios da OMS.

De acordo com a OMS, a gravidade da COVID-19 pode ser classificada em trés grupos (ndo grave,
grave e critica) de acordo com os sinais clinicos que o paciente apresenta (Adaptada de OMS,
2022a).

O SARS-CoV-2 infecta células epiteliais do trato respiratério superior, onde se liga a
proteina ACE-2, do inglés angiotensin-converting enzyme 2, (HOFFMANN et al.,
2020; WIERSINGA et al., 2020) e desencadeia uma resposta inflamatéria viral. ACE-
2 é um receptor semelhante a enzima conversora de angiotensina (ECA), que
participa na regulagdo da pressdo arterial e homeostase eletrolitica através da

interagdo com o sistema renina - angiotensina - aldosterona.

A infeccao do SARS-CoV-2 leva ao recrutamento de células do sistema imune e
producao de citocinas e quimiocinas pro-inflamatérias (IL-1B, IL6, TNFa) com baixos
niveis de interferons, e migracdo de células imunes inatas como neutréfilos e
macrofagos ao tecido (HUSSMAN, 2020; NOROOZNEZHAD; MANSOURI, 2021),
resultando em um estado inflamatério que pode causar dano tecidual multiplo e
disfuncdo organica. Esse fendbmeno de maneira descontrolada e excessiva é
chamado de tempestade de citocinas, do inglés citokine storm (BERANGERE et al.,
2020). Este quadro leva a ativagdo e consumo de fatores de coagulagdo, o que

favorece a formacao de microtrombos no tecido pulmonar inflamado e contribui para
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o0 aumento no risco aumentado de mortalidade (TANG et al., 2020; TACHIL et al.,
2020; WIERSINGA et al., 2020).

2.2.2 - EPIDEMIOLOGIA

O primeiro surto de COVID-19 identificado foi na cidade de Wuhan na China em
dezembro de 2019 em pacientes internados com quadro de pneumonia no hospital
municipal da cidade (ZHOU et al., 2020). O virus se espalhou rapidamente em todo
o mundo (Figura 6), causando o colapso de alguns servigos de saude (CARDA et
al., 2020; SILVA; PENA, 2021) e posteriormente evoluindo para algumas variantes

de preocupacdo que causaram novos surtos (LI et al., 2021).

1 Mai 2020
1 Abr 2020
1 Mar 2020
1 Fev 2020
31 Dez 2019

Figura 6 - Data do primeiro caso relatado de COVID-19 em cada pais.

O primeiro relato da COVID-19 ocorreu na China em 31 dezembro de 2019 e rapidamente, até 1 maio
de 2020, maior parte dos paises de todo muno ja haviam reportado casos da doenga (Adaptada de LI
etal., 2021).

ApoOs a declaragao do estado de pandemia pela OMS, medidas n&o farmacoldgicas,
como restricbes de viagens internacionais, isolamento de casos confirmados e
suspeitos, distanciamento social, uso de mascaras faciais, higiene das méos e até
fechamento de empresas e escolas, foram adotadas globalmente visando frear a
disseminagao do virus (BRAUNER et al., 2021). Porém, apds o relaxamento de
algumas dessas medidas no fim de 2020 e o surgimento das variantes Alpha e Beta,

uma nova onda de casos surgiu em varios paises (FERNANDES et al., 2022; HAN et
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al., 2020), sendo este o periodo com maior numero de mortes causadas pelo SARS-
CoV-2 (Figura 7).
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Figura 7 - Niomero semanal de mortes pela COVID-19 reportado por regiao
global.

O numero semanal de mortes por COVID-19 apresentou variagdo de acordo com os surtos de
transmissdo do SARS-CoV-2, com maior numero de mortes nas Américas e Europa. Devido a
vacinagdo, houve consideravel diminuigdo no numero de mortes em todas as regibes a partir de
fevereiro de 2022, com excecéo da regido do pacifico ocidental em que houve o maior surto no inicio
de 2023 (Adaptada de OMS, 2022b).

Até o fim do més de fevereiro 2023, os paises com maior numero de casos sao 0s
Estados Unidos, China e india (OMS, 2022b). Os maiores picos aconteceram no
inicio de 2022, quando a variante 6micron se tornou dominante em todo mundo com
altos indices de transmissibilidade e maior indice de reinfeccdo (FERNANDES et al.,
2022), e em janeiro de 2023, quando a China extinguiu a politica de COVID-19 zero
e o numero de casos no pais aumentou grandiosamente (LANCET REGIONAL
HEALTH — WESTERN PACIFIC, 2023) (Figura 8). Felizmente, nesse periodo os
niveis de vacinagao contra o SARS-CoV-2 ja estavam avangados, o que fez com

que o numero de mortes ndo aumentasse proporcionalmente.

As variantes virais surgem naturalmente por meio de alteragbes genéticas no
processo de replicagdo (LAURING; HODCROFT, 2021). Variagbes que conferem
vantagem com relagcdo a replicagdo viral, transmissédo e evasao imune sao mais
frequentes quanto maior a circulagao do viral, levando em consideragao o processo
de selecao natural (KARLSSON; KWIATKOWSKI; SABETI, 2014).
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Figura 8 - NUmero semanal de casos de COVID-19 confirmados por regidao
global.

O namero semanal de casos de COVID-19 apresentou variagdo de acordo as medidas de contengdo
da circulagdo do SARS-CoV-2 e da variante predominante, com maior niumero de casos na Europa e
pacifico ocidental (Adaptada de OMS, 2022b).

Cerca de 25 mil dos 29,8 mil nucleotideos do SARS-CoV-2 ja apresentaram
variagdes genéticas (LI et al., 2021), e algumas dessas varia¢gdes culminaram em
variantes de preocupacéo (VOC, do inglés variants of concern), capaz de evadir o
sistema imune mesmo de pacientes ja infectados ou vacinados e com maior
transmissibilidade (MARTIN et al., 2021). Desde o fim de 2020 e ao longo do ano de
2021, pelo menos cinco VOCs surgiram em diferentes partes do planeta, muitas

delas evoluindo de maneira convergente (FERNANDES et al., 2022).

2.2.3 - TRANSMISSAO

A transmissdo do SARS-CoV-2 depende de fatores ambientais como ventilagao e
distanciamento social, fatores imunolégicos, como taxa de vacinagao da populagao,
e de fatores de viruléncia das variantes em circulagao, através do contato direto de
pessoa a pessoa ou de féomites contaminados (SHRESTHA et al., 2022; HARRISON;
LIN; WANG, 2020). Enquanto pacientes assintomaticos podem transmitir o SARS-
CoV-2, a maioria dos casos ocorre por meio do contato proximo a pacientes
sintomaticos ou pré-sintomaticos (UKHSA, 2022). Aerossois, liberados através da

tosse, espirro e fala, que permanecem suspensos no ar e podem atingir longas
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distancias, sao outras fontes importantes de contaminacdo (UMAKANTHAN et al.,
2020; WIERSINGA et al., 2020).

2.2.4 - TRATAMENTO

A COVID-19 é uma doenga que possui tratamento, porém o manejo depende da
gravidade da doenga. Segundo o protocolo da OMS, é recomendado para pacientes
com COVID-19 grave ou critica o uso de corticosteroides sistémicos em combinagao
ou ndo de bloqueadores dos receptores da interleucina-6 (IL-6) (tocilizumabe ou
sarilumabe), ou o uso de baricitinibe como alternativa aos bloqueadores dos
receptores de IL-6, em combinagdo com corticosteroides. O uso de plasma
convalescente deve ser considerado somente no contexto de ensaios clinicos
(ANVISA, 2021a; LAMONTAGNE et al., 2023).

Por outro lado, em casos de pacientes com COVID-19 n&o grave, o uso de plasma
convalescente e colchicina ndo sdo recomendados, enquanto para aqueles com
maior risco de admissdo hospitalar (pacientes com idade avangada,
imunodeficientes e ou portadores de doencgas crdnicas, caso nao vacinados, devem
ser considerados como fator de risco adicional), o uso de nirmatrelvir e ritonavir
(paxlovid) é recomendado. O remdesivir € molnupiravir sdo medicamentos
aprovados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) que
demonstraram evidéncias de impedir a replicagao viral do SARS-CoV-2 e podem ser
utilizados de acordo com condi¢gdes e contexto do paciente e ambiente em que ele
se encontra. O paxlovid e molnupiravir devem ser administrados por via oral dentro
de cinco dias desde o inicio dos sintomas, enquanto o rendesivir € recomendado
para adultos e adolescentes (com idade igual ou superior a 12 anos e com peso
corporal de, pelo menos, 40 kg) de forma intravenosa apds o diagnéstico de COVID-
19 e dentro de sete dias depois do aparecimento dos sintomas (ANVISA, 2022a;
ANVISA, 2022b; ANVISA, 2022c; YOUNIS et al., 2021). Independentemente da
gravidade da doenca, ndo é recomendado o uso de hidroxicloroquina e
lopinavir/ritonavir; e ivermectina, exceto no contexto de um ensaio clinico
(LAMONTAGNE et al., 2023) (Figura 9).
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Figura 9 - Recomendagoes de intervengoes farmacéuticas para COVID-19 de acordo

com sua gravidade.

Segundo a OMS, o Paxlovid é recomendado para tratamento de casos ndo graves da COVID-19.
Para os casos graves e criticos, o uso de corticosteroides, bloqueadores de receptores de IL-6 e
Baricitinibe podem ser utilizados isolados ou em combina¢cdo. Ndo é recomendado o uso de
colchicina e plasma convalescente para paciente ndo graves, e hidroxicloroquina e polinavir-ritonavir
para pacientes com COVID-19, independentemente de sua gravidade (Adaptado de LAMONTAGNE
et al., 2023).

2.2.5 - VACINAS

Vaérias vacinas foram desenvolvidas contra o SARS-CoV-2 (FIOLET et al., 2022). No
Brasil, a vacinagdo contra o SARS-CoV-2 comecgou em janeiro de 2021 apds a
aprovagao pela ANVISA da vacina CoronaVac da Sinovac Biotech®, vacina do tipo
virus inativado (ANVISA, 2022d). Posteriormente, ainda em 2021, outras 3 vacinas

foram aprovadas nacionalmente, a BNT16b2 da Pfzier/BioNtech® do tipo baseada
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em RNA, a AZD1222 ChAdOx1 nCov-19 da AstraZeneca®/Universidade de Oxford e
Ad26.COV2.S Janssen®, essas ultimas do tipo vetor viral ndo replicante. A vacina
de Pfizer/BioNtech® e a CoronaVac sao as uUnicas com autorizacdo de aplicagao
para criancas a partir dos 6 anos de idade, enquanto a aplicagdo da vacina de
AstraZeneca® foi suspensa em gestantes, devido a insuficiéncia de dados
relacionados a sua segurangca ap0s suspeita de uma rara reagdo adversa de

trombose com plaquetopenia (ANVISA, 2021b).

No Brasil, 175,83 milhdes de pessoas (81,6% da populacao) ja tomaram o esquema
inicial completo da vacinagao contra a COVID-19, sendo o quarto pais com maior
numero de pessoas nessa contagem. Globalmente, 13,31 bilhdes de doses de
vacinas contra a COVID-19 ja foram administradas, porém apenas 64,0% da
populacédo mundial e 23,3% das pessoas em paises de baixa renda possuem o

esquema inicial completo (RITCHIE, et al., 2023).

As vacinas aprovadas pela ANVISA demonstram ser seguras e ferramentas eficazes
na prevengao da COVID-19 grave, e consequente, hospitalizagcdo e morte contra
todas as variantes até o momento (FIOLET et al., 2022b). Além disso, as vacinas
também possuem papel importante na diminuicdo do risco do desenvolvimento de
sintomas da COVID-19 longa (AL-ALY; BOWE; XIE, 2022). Por outro lado, ja foi
observada uma queda na protecdo contra a infeccdo apds 6 meses da
administracao do esquema de vacinagdo completa e protecdao diminuida contra as
novas variantes de preocupacgao, como a dmicron (CHALKIAS et al., 2022). Dessa
forma, pelo menos uma dose de reforco € recomendada, preferencialmente com
vacina diferente das aplicadas anteriormente (PEGU et al., 2021). Além disso, no
segundo semestre de 2022, Pfizer® e Moderna® langcaram vacinas bivalentes como
dose de reforgco contra a COVID-19. As vacinas bivalentes sdo vacinas de RNA
mensageiro que codificam proteinas da primeira estripe identificada do SARS-CoV-2
e da variante e subvariantes 6micron (CHALKIAS et al., 2022). A vacina bivalente da
Pfizer® foi aprovada pela ANIVSA em novembro de 2022 para aplicagdo em maiores
de 12 anos de idade e comecgou a ser aplicada nos grupos prioritarios em 27 de

fevereiro de 2023, para aqueles que ja possuem pelo menos duas doses de vacina,
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qualquer que seja a tecnologia da vacina posteriormente aplicada, com intervalo de

pelo menos 3 meses da ultima aplicacdo (ANIVSA, 2022¢).

2.3- DIAGNOSTICO LABORATORIAL DE ViRUS RESPIRATORIOS

Tradicionalmente, o diagnéstico das IRAs é realizado com base nas manifestagdes
clinicas e informacgdes epidemioldgicas, o que impossibilita a identificagdo do agente
causador, devido ao amplo espectro e baixa especificidade dos sintomas. O
diagnodstico laboratorial € peca importante na identificagdo molecular dos virus,
podendo contribuir no tratamento e no melhor entendimento da dinamica de

transmissao e controle efetivo dos surtos epidémicos.

Atualmente, diversos métodos permitem o diagnéstico das infecgdes virais
decorrentes do virus Influenza e SARS-CoV-2, entre eles, isolamento viral, ensaios
de imunofluorescéncia, testes moleculares e testes laboratoriais remotos, também
conhecidos como testes rapidos ou imunocromatograficos. Dentre as técnicas
tradicionais e padrao ouro para o diagnéstico laboratorial das IRAs, destaca-se a
PCR e o cultivo viral. Tradicionalmente, as amostras utilizadas nos testes
moleculares sdo swab de nasofaringe e/ou orofaringe, aspirado ou lavado nasal, ja
que a maior sensibilidade se correlaciona com a maior carga viral nessas amostras
obtidas (KRAMMER et al., 2018).

O cultivo viral, desenvolvido em 1940, € um dos métodos mais tradicionais para o
diagnostico da influenza e atualmente utilizado principalmente em laboratérios de
pesquisa cientifica. Nessa técnica ocorre a recuperagao do virus Influenza em
amostras clinicas por replicacdo em células mamiferas ou ovos embrionarios. Apds
7-10 dias de cultivo, a confirmagcdo do diagndstico ocorre através do
desenvolvimento de células citopaticas e coloracdo com anticorpos especificos,
hemoadsorgao com eritrécitos (hemaglutinagdo) ou microscopia imunofluorescente.
Como desvantagem, destaca-se o maior tempo para o diagndstico e a necessidade
de altos niveis de biosseguranga laboratorial.
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Os testes moleculares possuem alta especificidade e sensibilidade para detecgao
dos virus respiratorios e permitem sua identificagado nos estagios iniciais da infecgao.
Os testes podem ser de amplificacdo, como PCR, LAMP ou amplificacdo baseada
em sequenciamento de acido nucleico, do inglés Nucleic acid sequence-based
amplification (NASBA); testes baseados em sequenciamento, como o0
pirosequenciamento, sequenciamento de ultima geragao, do inglés new generation
sequencing (NGS); e testes baseados em microarranjos de DNA (acido
desoxirribonucleico). No entanto, eles exigem estrutura laboratorial e mao de obra

mais qualificada, o que pode ser uma limitagdo em regides com recursos limitados.

O ensaio da PCR é capaz de identificar uma sequéncia especifica de material
genético por meio da utilizagdo de um par de iniciadores, que se ligam a essa
sequéncia em uma temperatura especifica, e sdo amplificados com o auxilio da Taq
DNA polimerase, dos dinucleotideos (dNTPs) e cofatores que produzem varias
copias do alvo genético através de ciclos que se repetem. O ensaio ocorre
basicamente em trés etapas: extracdo do material genético, amplificagcdo do alvo
molecular e deteccao dos produtos de PCR. Dessa maneira, as reagdes de PCR sao
capazes de amplificar pequenas quantidades de material genético e identificar um
alvo especifico. A velocidade de amplificagdo da PCR é exponencial, ja que cada fita
molde gera o dobro de fitas-filhas, tendo a reagao tempo total cerca de 3 horas. Um
avanco importante para a técnica de PCR foi a detec¢cao da amplificacdo em tempo
real através de sondas fluorescentes, como o SYBER GREEN ou Tagman®. Esse
avanco permite também a identificacdo de varios alvos simultdneos, chamado de
ensaios multiplex. A identificagcdo de alvos RNA através da PCR acontece com a
conversdo do RNA em DNA através da reacao de transcri¢ao reserva (RT-PCR), do
inglés reverse transcription. Os testes da PCR e cultura viral sdo ensaios que
permitem o diagndstico laboratorial com alta sensibilidade e especificidade, porém
sdo exames que exigem alto investimento financeiro para sua implantagdo e

estrutura tecnolégica avangada dos laboratérios e hospitais.

Em 2000, NOTOMI et al., desenvolveram a técnica de LAMP, patenteada por Eiken
Chemical Company (numero: JP2000283862, W0O2002024902A1), caracterizada
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pelo uso da polimerase Bst que possui atividade de deslocamento da fita dupla de
DNA e temperatura de atividade entre 60 e 65 °C, o que permite que a reagao ocorra
em temperatura constante (PARIDA et al., 2008). A amplificagdo dura entre 15 a 60
minutos e a deteccao dos alvos podem ser realizadas em um Unico passo através de
deteccao qualitativa visual colorimétrica ou por precipitagao, decorrente de produtos
da amplificagdo de DNA, ou até quantitativa por fotometria, turbidimetria ou
fluorimetria (LI, Y. et al., 2017; SHIRATO, 2019). Ensaios de LAMP ja foram
desenvolvidos para a detecgcdo de varios alvos, como bactérias, parasitas,
protozoarios e virus, incluindo virus RNA como Influenza, SARS-CoV, MERS-CoV e
SARS-CoV-2, em ensaios que dispensam a necessidade de extracdo do material
genético (YOO et al., 2020; KASHIR; YAQINUDDIN, 2020; SHIRATO, 2019).
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Figura 10 - Esquema da relagao de alvos e iniciadores para a técnica de LAMP.

O alvo dos iniciadores da reagcdo de LAMP pode ser dividido em 12 regibes (F1, F2, F3, B1, B2, B3 e
suas partes complementares). Os iniciadores séo tradicionalmente divididos em 3 pares, F3/B3 (par
externo), que flanqueia a regido alvo complementar, FIP/BIP (par interno), caracterizado por duas
regiées em sua composigao, para o FIP as regiées F1c e F2, e para BIP regiées B1c e B2, e LF/LB
(par loop), que sdo complementares a regido entre F3 e F2 para o LF e B3 e B2 para LB e se ligam
quando a estrutura de loop esta formada (Adaptada de: SANTOS, 2011).

A reacao é constituida de 4 a 6 iniciadores, que reconhecem de 6 a 8 regides do
alvo, o que torna a amplificacdo bem especifica (Figura 10). O desenho dos
iniciadores € crucial para o bom funcionamento da técnica e deve obedecer a alguns
parametros ja definidos, como a distancia entre os locais de hibridagcéo, proporgao
guanina-citosina e temperatura de desnaturagdo. Alguns programas online, como o

Primer explorer V4/V5 (https://[primerexplorer.jp/index.html) e NEB LAMP Primer
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Design Tool (https://lamp.neb.com/#!/) sdo comumente utilizados para o desenho

desses iniciadores.
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Amplificacdo fatorial

Figura 11 - Formacao de loop e amplificagao na reagao de LAMP.

(A) A parte F2 ou B2 dos pares de iniciadores internos (FIP e BIP, respectivamente) se liga a sua
regido complementar alvo e a duplicagdo da fita alvo ocorre através da polimerase Bst. (B) As
extremidades da fita alvo ficam sem parte complementar, onde os pares de iniciadores externos
(F3/B3) flanqueiam e duplicam a fita alvo, fazendo com que a fita complementar amplificada pelos
indicadores internos se desnature e forme a estrutura de loop (pareamento das regiées externas com
a parte mais interna da propria fita, exemplo: na extremidade 3’ a regido F1 se liga a regido F1c). (C)
Formado a estrutura de loop, os trés pares de iniciadores, incluindo o par LF/LB, se ligam a sua
regido complementar, aumentando assim a velocidade da reagdo e fazendo com que a amplificagdo
ocorra de maneira fatorial (Adaptada de: Pagina da New England Biolabs').

" Disponivel em: https://international.neb.com/applications/dna-amplification-pcr-and-qpcr/isothermal-
amplification/loop-mediated-isothermal-amplification-lamp Acesso em: 18 jul. 2022



https://international.neb.com/applications/dna-amplification-pcr-and-qpcr/isothermal-amplification/loop-mediated-isothermal-amplification-lamp
https://international.neb.com/applications/dna-amplification-pcr-and-qpcr/isothermal-amplification/loop-mediated-isothermal-amplification-lamp
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Os iniciadores da reagcéo podem ser explicados em pares, sendo um externo (F3 e
B3), um interno (FIP e BIP), e um que ira se ligar na estrutura de loop que sera
formada na reacgéo (LF e LB). O par F3 e B3 é complementar a parte mais externa
da regido alvo (Figura 11; B), assim como aqueles usados em uma PCR
convencional. O par FIP e BIP é caracterizado por duas regides em sua composig¢ao
- para o FIP as regides F1c e F2, e para BIP regides B1c e B2. A parte F2 e B2
desse par se liga as regides internas a regido flanqueada pelo par externo (F3/B3) e
as partes F1c e B1c ficam livres para posteriormente se ligarem em suas regides
complementares (Figura 11; A). O par externo (F3/B3) apdés anelamento e
amplificagdo da fita molde, desnatura a dupla fita formada pelos iniciadores FIP e
BIP, fazendo com que suas extremidades (F1c ou B1c) formem a estrutura de loop
com a propria fita. A formacao dessa estrutura é crucial para a eficacia da técnica ja
que ela fornece alvos para a ligagao dos iniciadores e permite que a amplificacao
ocorra de maneira fatorial. Os iniciadores LF e LB tém como objetivo aumentar a
velocidade e sensibilidade da reagao, ja que possuem sequéncias complementares
a regido de loop (Figura 11; C), criando assim um maior numero de liga¢des para a
sintese de DNA (NAGAMINE; HASE; NOTOMI, 2002).

Destaca-se a alta especificidade da técnica, ja que a amplificagdo ocorre somente se
os todos os alvos dos iniciadores estiverem disponiveis, e alta sensibilidade, ja que a
LAMP é capaz de detectar concentragbes alvo de até 0,01—-10 pfu (unidades
formadoras de placas). Na técnica de LAMP, o numero de amplicons pode chegar a

10° — 10'°, ja que a amplificagdo ocorre de maneira fatorial.

A enzima Bst polimerase, que possui caracteristica desnaturante e permite que a
reacao de amplificacdo ocorra em temperatura constante (isotérmica), junto ao
numero de iniciadores (4 a 6) utilizados na LAMP, que amplificam o alvo genémico
de maneira fatorial, diminuem o tempo de reagao para 15-60 minutos, comparado
com o tempo necessario da PCR, que é de 2 a 3 horas. Por outro lado, a detecgao
de alvos multiplex, € um desafio na LAMP e mais complexa do que na PCR, devido
ao maior numero de iniciadores necessarios. Além disso, o fato da reagcao de LAMP

ocorrer em temperatura constante permite que o ensaio seja realizado em
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equipamentos, como termobloco ou até banho-maria que possuem custo mais
acessivel do que o termociclador utilizado na PCR. A dispensa de equipamentos
complexos de alto custo e o fato da LAMP permitir a deteccao e interpretacéo do
teste por olho nu, tornam esse ensaio mais rapido e passivel de ser utilizado como
teste laboratorial remoto (LI, Y. et al., 2017; NZELU et al., 2016) (Quadro 2).

Tais caracteristicas fazem com que a reagdo de LAMP possua menor custo se
comparado com a PCR. Em um estudo comparando o custo da reagcdo de LAMP e
PCR para o SARS-CoV-2, o custo estimado para a detecgéo do virus através da RT-
gPCR foi de 14 ddélares americanos (US$) enquanto no LAMP foi de 3,12 US$ (HU
et al., 2020). Em estudo realizado pela OMS visando o diagnéstico molecular rapido
para tuberculose em areas remotas, foram comparados um ensaio comercial de
LAMP, desenvolvido pela Eiken Chemical Company, com um de PCR, Xpert
MTB/RIF (GeneXpert; Cepheid). O custo para implementagao do ensaio de LAMP foi
de US$ 26.917 e US$ 43.325 para o Xpert MTB/RIF (OMS, 2016).

QUADRO 2: Comparacao entre os métodos PCR e LAMP

Critério PCR LAMP
Temperatura Diferentes ciclos Constante (60-65 °C)
Numero de iniciadores 2 4a6
Enzima Polimerase Taq Bst
Tempo de reacgao 2-3 h 15-60 min
Capacidade multiplex Sim Nao
Amplificacao Exponencial Fatorial
Detecgao visual Nao Sim

Economia e facilidade de  Requer equipamentos caros  Econdmico e protocolo
uso e pessoal treinado simples
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3. OBJETIVOS

3.1- OBJETIVO GERAL
Padronizar a técnica de LAMP para identificagdo de virus relacionados as infeccbes
respiratérias agudas, aplicando-a em uma investigagdo epidemiolégica na

comunidade do campus Pampulha da Universidade Federal de Minas Gerais.

3.2 — OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Padronizar e validar o diagnostico molecular por técnica de LAMP de virus RNA
relacionados a infecgdes respiratérias agudas (Influenza A, Influenza B, SARS-
CoV-2).

e Analisar amostras de secrecdo nasofaringea de pacientes com suspeita clinica
de infecgcao respiratdoria aguda atendidos pelo programa MONITORACOVID
UFMG processadas no Laboratério Institucional de Pesquisa em Biomarcadores
(LINBIO) pelo ensaio de LAMP validado.

e Realizar levantamento epidemiolégico dos principais virus relacionados a

infeccdes respiratorias agudas nesta comunidade coletados no ano de 2022.
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4. MATERIAIS E METODOS

O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Minas Gerais (COEP-UFMG), sob numero 4.963.694 (Anexo 1).

4.1- SELEGAO DOS INICIADORES DE LAMP

Por meio de buscas na base PUBMED/MEDLINE, foram selecionados estudos que
descreveram sequéncias de iniciadores para identificagdo do SARS-CoV-2, virus
Influenza A e Influenza B e de um controle endégeno humano por meio da reagéo de
LAMP (Quadro 3).

Para o conjunto de iniciadores do alvo Gene E (SARS-CoV-2), Gene NS (Influenza
B) e Gene ACTB (beta-actina) - controle endégeno humano, foram utilizados 6 pares
de iniciadores, sendo um par de iniciadores externo (F3 e B3), um par de iniciadores
interno (FIP e BIP), e um par de iniciadores que se liga na estrutura de loop que sera
formada na reagado (LF e LB). Para o conjunto de iniciadores com alvo o gene da
matriz (Influenza A) foram utilizados 8 pares de iniciadores, sendo dois pares F3/B3
(F3-1/B3-1; F3-2/B3-2), devido a alta variabilidade do virus Influenza A, garantindo a

deteccao de varias estirpes.

QUADRO 3 - Sequéncias de iniciadores utilizados para identificagao do SARS-
CoV-2, virus Influenza A, Influenza B e controle endégeno por meio da técnica
de LAMP (TAKAYAMA et al., 2019; ZHANG et al., 2020).

SARS-CoV-2 (Gene E) (ZHANG et al., 2020)
E-F3  [TGAGTACGAACTTATGTACTCAT

E-B3 | TTCAGATTTTTAACACGAGAGT

E-FIP | ACCACGAAAGCAAGAAAAAGAAGTTCGTTTCGGAAGAGACAG
E-BIP [TTGCTAGTTACACTAGCCATCCTTAGGTTTTACAAGACTCACGT
E-LF  |CGCTATTAACTATTAACG

E.LB  |GCGCTTCGATTGTGTGCGT




Influenza A (Gene da matriz) (TAKAYAMA et al., 2019)

IAV-F3-1

GACTTGAAGATGTCTTTGC

|AV-F3-2

GACTGGAAAGTGTCTTTGC

IAV-B3-1

TRTTATTTGGGTCTCCATT

IAV-B3-2

TRTTGTTTGGGTCCCCATT

IAV-FIP

TTAGTCAGAGGTGACARRATTGCAGATCTTGAGGCTCTC

IAV-BIP

TTGTKTTCACGCTCACCGTGTTTGGACAAAGCGTCTACG

IAV-LF

GTCTTGTCTTTAGCCA

IAV-LB

CMAGTGAGCGAGGACTG

Influenza B (Gene NS) (TAKAYAMA et al., 2019)

IBV-F3 | GCAACCAATGCCACCATA

IBV-B3 | TTCTCTCTTCAAGRGACATC

IBV-FIP_ | TAGTCAAGGGCYCTTTGCCACTTTGAAGCAGGAATTCTGGA
IBV-BIP | CAAGACCGCCTAAACAGACTAAACTTTTACTTTCAGGCTCACTT
IBV-LF | TGAAAGYCTTTCATAGCAC

IBV-LB | CAAGAATAAAGACTCACAAC

Controle endégeno (Gene ACTB Humano) (ZHANG et al., 2020)

IBV-F3 |AGTACCCCATCGAGCACG

IBV-B3 | AGCCTGGATAGCAACGTACA

IBV-FIP_ | GAGCCACACGCAGCTCATTGTATCACCAACTGGGACGACA
IBV-BIP | CTGAACCCCAAGGCCAACCGGCTGGGGTGTTGAAGGTC
IBV-LF | TGTGGTGCCAGATTTTCTCCA

IBV-LB | CGAGAAGATGACCCAGATCATGT
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Para o SARS-CoV-2, foi selecionado conjuntos de iniciadores descritos em (ZHANG
et al., 2020), desenvolvido para a estirpe identificada originalmente em Wuham. As
sequéncias de iniciadores para o Influenza foram selecionadas no estudo
(TAKAYAMA et al. 2019), testadas para a identificacdo das estirpes descritas no
Quadro 4 para Influenza A e B/Massachusetts/2/2012 para Influenza B. Apods
selecdo dos iniciadores, foi realizada conferéncia do alinhamento de suas
sequéncias com o genoma viral de referéncia e estirpes circulantes, utilizando-se a
O controle

ferramenta online BLAST (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi).

endégeno foi utilizado para garantir a presenca do material genético humano,
indicando conformidade no processo de coleta do material e de analise da extracao

do material genético.


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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QUADRO 4: Estirpes testadas para o conjunto de iniciadores selecionado para
a identificagao do Influenza A (TAKAYAMA et al., 2019)

Subtipo Estirpe Subtipo Estirpe

H1N1 A/duck/Hokkaido/55/96 H5N1 A/blow fly/Kyoto/93/2004
H1N1 A/Moscow/13/1998 HS5N1 A/whooper swan/Hokkaido/4/2011
H1N1 A/New Caledonia/20/1999  H5N2  A/chicken/Ibaraki/1/2005
H1N1 A/Brisbane/59/2007 HG6N1 A/duck/Hong Kong/716/79
H1N1 A/duck/Alberta/35/76 HE6N2  A/turkey/Massachusetts/3740/65
H1N1pdmO09 A/Narita/1/2009 H7N1 A/duck/Hong Kong/301/1978
H2N3 A/duck/Germany/1215/73 H7N2  A/duck/Hong Kong/293/78
H2N9 A/duck/Hong Kong/278/78  H7N7  A/Netherlands/219/2003
H3N2 A/New York/55/2004 H7N7  A/Netherlands/33/2003
H3N2 A/Panama/2007/1999 H7N9  A/Anhui/1/2013

H3N2 A/Sydney/05/1997 H8N4  A/duck/Shizuoka/45/2011
H3N2 A/Wyoming/03/2003 HB8N4  A/turkey/Ontario/6118/68
H3N2 A/Uruguay/716/2007 HON2  A/turkey/Wisconsin/1/66
H3N8 A/duck/Ukraine/1/63 HONS  A/duck/Hong Kong/702/79
H4N6 A/duck/Hong Kong/365/78  H10N7  A/chicken/Germany/N/49
H4NG6 A/duck/Czechoslovakia/56 @ H10N8 A/duck/Hong Kong/560/79
H4NG6 A/duck/Hyogo/1/2010 H11N6 A/duck/England/56

H5N1 Alchicken/Yamaguchi/7/04  H12N5 A/duck/Alberta/60/76

H5N1 A/Hong Kong/156/1997 H12N6 A/duck/Alberta/60/76

H5N1 A/Hong Kong/213/2003 H13N6  A/gull/Maryland/704/77
H5N1 A/Vietnam/HN30259/2004  H14N5 A/mallard/Gurjev/263/82
H5N1 A/Vietnam/HN30262/2004  H15N8 A/duck/Australia/341/83

4.2—- PADRONIZAGAO DA REAGAO DE LAMP

Para a reacao de LAMP, foram utilizados iniciadores dessalinizados produzidos pela

empresa Integrated DNA Technologies (IDT®), com rendimento minimo de 35 nmolL,

e mastexmix WarmStart Colorimetric LAMP 2X da New England Biolabs®. As

condicbes das reagdes de LAMP,

reportadas na

literatura cientifica, foram

verificadas, optimizadas e padronizadas para a identificagdo dos virus SARS-CoV-2,

Influenza A e B e controle endégeno humano, conforme indicado no Quadro 5. As

reagdes ocorreram em um termociclador Veriti (Thermo®) em temperatura constante
de 65°C com tampa a 105°C.



QUADRO 5 - Protocolo de reagdao: SARS-CoV-2, controle endégeno (ACTB)

Influenza B e Influenza A, por meio da técnica de LAMP

SARS-CoV-2 (Gene E)

Reagente Concentragao (uM) Volume (ulL)
Inicial Final Reacgao
WarmStart Color MasterMix 2x 2X 1X 7,50
F3 (pM) 10 0,2 0,30
B3 (uM) 10 0,2 0,30
FIP (uM) 100 1,6 0,24
BIP (uM) 100 1,6 0,24
LF (uM) 100 0,8 0,12
LB (U/uL) 100 0,8 0,12
H20 (pL) 4,68
Amostra 1,50
Volume Final (uL) 15,00
Controle endégeno (Gene ACTB Humano)
Reagente Concentragao (uM) Volume (ulL)
Inicial Final Reacgao
WarmStart Color MasterMix 2x 2X 1X 7,50
F3 (pM) 10 0,2 0,30
B3 (uM) 10 0,2 0,30
FIP (uM) 100 1,6 0,24
BIP (uM) 100 1,6 0,24
LF (uM) 100 0,8 0,12
LB (U/uL) 100 0,8 0,12
H20 (pL) 4,68
Amostra 1,50
Volume Final (pL) 15,00
Influenza B (Gene NS)
Reagente Concentragao (uM) Volume (ul)
Inicial Final Reacao
WarmStart Color MasterMix 2x 2X 1X 7,50
F3 (M) 10 0,2 0,30
B3 (uM) 10 0,2 0,30
FIP (uM) 100 1,6 0,24
BIP (uM) 100 1,6 0,24
LF (uM) 100 0,8 0,12
LB (U/uL) 100 0,8 0,12
H20 (pL) 3,18
Amostra 3,00
Volume Final (pL) 15,00
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Influenza A (Gene da matriz)
Reagente Concentracao (uM) Volume (ulL)

Inicial Final Reacgao
WarmStart Color MasterMix 2x 2X 1X 7,50
F3-1 (M) 10 0,1 0,15
F3-2 (uM) 10 0,1 0,15
B3-1 (uM) 10 0,1 0,15
B3-2 (uM) 10 0,1 0,15
FIP (unM) 100 1,6 0,24
BIP (M) 100 1,6 0,24
LF (uM) 100 0,8 0,12
LB (U/pL) 100 0,8 0,12
H20 (uL) 3,18
Amostra 3,00
Volume Final (uL) 15,00

Para a padronizagao da reagao de LAMP, foram utilizadas amostras de secrecao
nasofaringea coletadas por swab de pacientes sintomaticos para infecgao
respiratoria aguda, que realizaram a coleta por meio do programa MonitoraCovid
UFMG, com resultado conhecido pela técnica de RT-gPCR para o virus SARS-CoV-
2. Como controle positivo para o conjunto de iniciadores dos alvos Influenza A e B,
foram utilizados isolados virais desses virus provenientes da Fundagao Ezequiel
Dias (FUNED). Os tempos das reacdes foi variavel e os resultados foram

monitorados em intervalos constantes a partir de 12 minutos de amplificagéo.

A deteccdo da reacdo € realizada de maneira visual, sendo amarelo a cor
correspondente ao resultado reagente/detectavel, rosa ao resultado ndo reagente/
nao detectavel e laranja indeterminado/inconclusivo. A mudanga de cor da reagao
ocorre por mudanca de pH, que é indicado pelo reagente vermelho de fenol
(C19H1405S) presente no mastermix WarmStart Colorimetric LAMP 2X Master Mix
(New England Biolabs — M1800) utilizado no estudo. A amplificagdo de material
genético produz ions H*, que ao se acumularem, diminuem o pH da reagao fazendo

com que o indicador passe da cor rosa para amarela (Figura 12).
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Figura 12 - Esquema do processo para testagem da reagao de LAMP.

Apos coleta do material de swab de nasofaringe em meio de transporte viral (MTV), o material
genético do material é extraido para a realizagdo da reagdo de LAMP, que ocorre a 65° C por 30
minutos. O resultado é obtido por leitura visual da cor da reagdo, sendo amarelo correspondente a
amplificagdo do alvo genético (reagente) e rosa da ndo amplificagdo (ndo reagente) (Adaptado de
ALVES et al., 2021).

4.3- PROGRAMA MONITORACOVID UFMG

O programa MonitoraCovid UFMG foi langado em dezembro de 2020 e funcionou
até margo de 2023, com o intuito de acompanhar a comunidade universitaria da
UFMG em atividades presenciais e semipresenciais durante a pandemia do
coronavirus. O objetivo do programa foi possibilitar a identificagdo precoce de casos
suspeitos ou confirmados de COVID-19, de forma a evitar a circulacdo dessas
pessoas nos espacos da UFMG, bem como instituir as medidas de controle de
surtos da doenca em toda a universidade, através do monitoramento por meio do
questionario de auto verificacdo de sintomas, o qual era preenchido pelo paciente
antes de comparecer as dependéncias da universidade. O sistema foi utilizado
também para informar o estado vacinal, em caso de testes positivos para COVID-19,
ou para acessar o Telecovid-19, caso os pacientes apresentassem sintomas

compativeis. Apds avaliagdo remota do paciente por uma equipe formada por
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médicos e enfermeiros do Telecovid19, e nos casos sugestivos, um atestado de
afastamento das atividades presenciais era emitido e indicado o teste de RT-qPCR
para o diagndstico, quando aplicavel. A coleta da amostra e o exame eram
realizados no Laboratério Institucional de Pesquisa em Biomarcadores (Linbio-
UFMG), localizado na Faculdade de Farmacia, no campus Pampulha. O resultado
era entao liberado na plataforma do MonitoraCovid e uma copia enviada ao paciente

para confirmar o diagndstico e seu afastamento das atividades.

4.4— CALCULO DAS CARACTERISTICAS ANALITICAS DA REAGAO

4.41 - SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE CLINICAS E ACURACIA

Para o calculo das caracteristicas analiticas das reacdes, foram utilizadas amostras
de secregdo nasofaringea de pacientes sintomaticos para infecgdo respiratoria
aguda com resultados conhecidos através da técnica padréo ouro, RT-gPCR, que
realizaram a coleta por meio do programa MonitoraCovid UFMG. O material genético
foi extraido do swab utilizando-se o mini kit Q/Aamp Viral RNA (QIAGEN), conforme

instru¢des do fabricante (Anexo 2).

Considerando a seguinte tabela de contingéncia:

PADRAO OURO - RT-gPCR

Positivo Negativo
% Positivo | @ (verdadeiro positivo) b (Falso positivo)
< . , .
—I Negativo c (falso negativo) d (verdadeiro negativo)

Onde a, b, c e d corresponde ao numero de testes positivos/negativos de acordo

com a técnica (RT-gPCR ou LAMP), e N = a+b+c+d, seréo calculados:
Sensibilidade (%): a/(a+c) x 100; Especificidade (%): d/(b+d) x 100

Acuracia (%): (a+d)/N x 100
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4.4.2 - VALOR PREDITIVO POSITIVO E NEGATIVO

iy iy _ P x sensibilidade
Valor Preditivo Positivo (VPP) B (P x sensibilidade) + (1- P) x (1 — especificidade) x 100

e . _ (1-P) x especificidade
Valor Preditivo Negatlvo (VPN) - (1-P)xespecificidade+Px(1-sensibilidade) x 100

Em ambos os calculos, a letra P representa a prevaléncia da doenga na populagao

em que o teste é aplicado.

443 - INTERVALO DE CONFIANCA 95%

Intervalo de confianga de 95% de probabilidade para o verdadeiro valor encontrado

de sensibilidade, especificidade e acuracia:

IC (95%) para o verdadeiro valor de p

10% < p < 90% [501—p f 3
0=l o p-2 fullad 2] MspsfHE 2A=p)
n M
b =90% P I Ty
M

Sendo, n=N ou a+c ou b+d, respectivamente, para p= Acuracia, ou p= Sensibilidade,

p= Especificidade.

4.4.4 - INDICE Kappa

Ja o indice Kappa, que expressa a confiabilidade de um teste por meio de um
indicador de concordéancia ajustada, sera assim calculado (Quadro 6):

K= (Po — Pe)/(1 — Pe), sendo:

1) Po = Proporgao de concordancias observadas
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Po= (a+d)/N

2) Pe = Proporcao de concordancias esperadas acima daquelas ocorridas

pelo acaso

Pe =[(a+b) (a+c)] +[(c+d)(b+d)(N)

QUADRO 6: Interpretacao da concordéncia através do indice Kappa (LANDIS;
KOCH, 1977).

Kappa Concordancia

<0,00 Nenhuma
0,00-0,20 Fraca
0,21-0,40 Sofrivel
0,41-0,60 Regular
0,61-0,80 Boa
0,81-0,99 Otima

1 Perfeita

445 —-ERROSTIPOlell
Erro tipo I: propor¢ao de resultados falso positivos (pFP) = 1 - especificidade
Erro tipo Il: proporcao de resultados falso negativos (pFN) = 1 — sensibilidade
4.4.6 — INTERPRETACAO DAS CARACTERISTICAS ANALITICAS
Foram consideradas as seguintes meétricas para avaliagdo das caracteristicas

analiticas dos testes padronizados, considerando que o teste deve ser reavaliado

quando pelo menos um dos indices de bom teste ndo é cumprido:
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QUADRO 7: Valores para avaliagao de um bom teste de acordo com as

métricas analiticas.

Métricas Bom teste
Especificidade > 95%
Sensibilidade > 80%
Erro tipo | <0,05
Erro tipo Il <0,20
Erro tipo | + I <0,25

(Adaptado de FONSECA et al, 2015).

4.4.7 - SARS-CoV-2 (GENE E)

Para o conjunto de iniciadores para o SARS-CoV-2, foram testadas amostras com
resultados conhecidos por meio da técnica RT-qPCR, por meio do ensaio multiplex

(Invitrogen®; Genes N e controle interno (RNAse P).
Foram testadas:

1) 25 amostras de pacientes sintomaticos ndo detectaveis para SARS-CoV-2, dentre

elas 4 detectaveis por RT-gPCR para o virus Influenza A e 1 para para Influenza B;

2) 25 amostras de pacientes sintomaticos detectaveis para SARS-CoV-2, com o Ct
(limiar do ciclo, do inglés cycle threshold na RT-qPCR) para os alvos N1 e N2 entre

13 e 37, sendo 2 amostras de coinfecgao com o Influenza A.

4.4.8 - INFLUENZA A (GENE DA MATRIZ)

Para o conjunto de iniciadores para o Influenza A, foram testadas amostras com
resultados conhecidos para Influenza A por meio da técnica RT-gPCR, através do
ensaio multiplex Kit Molecular INFA/INFB/SC2 Bio-Manguinhos®, alvo do IAV gene

M e controle interno RNAse P. Foram testadas:

1) 25 amostras de pacientes sintomaticos néo detectaveis para Influenza A, dentre
elas 8 detectaveis por RT-gPCR para o virus SARS-CoV-2 e 1 para Influenza B;
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2) 27 amostras de pacientes sintomaticos detectaveis para Influenza A, com o Ct
para entre 13 e 33, sendo 2 amostras de coinfecgao com o SARS-CoV-2.

3) Um isolado viral de Influenza A foi testado como controle positivo da reagéo.

4.4.9 - INFLUENZA B (GENE NS)

Para o conjunto de iniciadores para o Influenza B, foram testadas amostras com
resultados conhecidos para Influenza B por meio da técnica RT-gPCR, através do
ensaio multiplex Kit Molecular INFA/INFB/SC2 Bio-Manguinhos®, alvo do IBV gene

NS1 e controle interno RNAse P. Foram testadas:

1) 25 amostras de pacientes sintomaticos ndo detectaveis para Influenza B, dentre
elas 2 amostras de coinfeccdo de SARS-CoV-2 e Influenza A, 6 detectaveis para
SARS-CoV-2, e 2 detectaveis para Influenza A

2) 1 amostra de paciente sintomatico detectavel para Influenza B
3) Um isolado viral de Influenza B nas diluigbes 1:8, 1:64, 1:256 e 1:512.

4.5— AVALIAGAO EPIDEMIOLOGICA EM AMOSTRAS DO MONITORACOVID
UFMG

ApoOs padronizacao e validacdo da técnica de LAMP para os virus SARS-CoV-2,
Influenza A, Influenza B, e controle endégeno (ACTB), o ensaio foi aplicado em 10%
do quantitativo mensal das amostras de secrecdo nasofaringea de pacientes
sintomaticos com suspeita clinica de infeccdo respiratéria aguda coletados no
LINBIO através do MONITORACOVID UFMG no ano de 2022, quando do retorno
presencial as atividades académicas, para levantamento epidemiolégico desses

virus.
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5. RESULTADOS

5.1- VERIFICAGAO, OTIMIZAGAO E PADRONIZAGAO DAS REAGOES DE
LAMP

As Figuras 13 e 14 representam as condi¢gbes de reagao descritas abaixo. Para as
reacoes de IAV e IBV, estdo apresentados os resultados de um isolado viral de cada
virus € uma amostra sabidamente nao detectavel por RT-gPCR para ambos os
virus, nas condi¢des reportadas no artigo original: temperatura de amplificacéo
(63°C); volume total de reacao: 25 uL; volume de amostra: 5 uL; concentracédo dos
iniciadores: 0,2 uM (F3/B3), 1,6 uM (FIP/BIP) e 0,8 uM (F3/B3). Para a reagédo de
IAV, em que foram utilizados iniciadores F3-1, F3-2, B3-1, F3-2, a concentragao total
dos quatro iniciadores também foi de 0,2 uL (TAKAYAMA et al., 2019).

O artigo selecionado para a reagdes do SARS-CoV-2 e ACTB néo reportou as
concentragdes dos iniciadores utilizados. Dessa maneira, foram testadas 4 amostras
clinicas de swab de nasofaringe com resultado conhecido pela RT-qPCR, sendo 2
detectaveis e 2 nao detectaveis para SARS-CoV-2 nas mesmas concentracdes de
iniciadores utilizadas nas reacdes de Influenza, porém com a temperatura de
amplificagdo de 65°C. As amostras testaram de acordo com o esperado pela RT-
gPCR - reagente/detectavel (amarelo), ndo detectavel/nao reagente (rosa) (Figura
14).
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Figura 13 - Detecgéo visual das reagoes de LAMP para IAV e IBV (63°C com volume de
25 uL).

Reacg6es de LAMP para IAV (12 linha) e IBV (22 linha) realizadas simultaneamente. Foto tirada com

25 minutos de reagdo. Amostra 1A-3A: isolado viral para IAV, sem diluir, diluido 1:8, diluido 1:64,
respectivamente (reagente), 1B-3B: isolado viral para IBV, sem diluir, diluido 1:8, diluido 1:64,
respectivamente (reagente), 4: amostra controle ndo detectavel para IAV e IBV (ndo reagentes), 5:
Branco (néo reagente). Amostras com resultado confirmado pela técnica de RT-qPCR.
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Figura 14 - Deteccao visual das reagoes de LAMP para SARS-CoV-2 e ACTB (65°C

com volume de 25 uL).

Reacgb6es de LAMP para SARS-CoV-2 (A) e ACTB (B) realizadas simultaneamente a 65°C. Foto tirada
com 24 minutos de reagdo. Amostras 1 e 2 sabidamente detectaveis para SARS-CoV-2; 3 e 4
sabidamente ndo detectaveis; e 5 Branco, conhecidas pela técnica de RT-qPCR. Interpretagédo de
leitura da reagdo de LAMP para SARS-CoV-2: Amostra 1 e 2 reagentes, amostras 3, 4 e 5 ndo

reagentes; reagao para ACTB: Amostra 1-4 reagentes, amostra 5 ndo reagente.

Para otimizagdo do volume de mastermix utilizado, as reagbes de IAV e IBV foram
testadas com as mesmas amostras e condi¢gdes, porém com o volume total da

reacao de 15 uL. A amplificagdo ocorreu conforme observada na Figura 15.
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Figura 15 - Detecgao visual das reagoes de LAMP para IAV e IBV (63°C com volume de
15 uL).

Reacg6es de LAMP para IAV (12 linha) e IBV (22 linha) realizadas simultaneamente. Foto tirada com
25 minutos de reagdo. Amostra 1A: isolado viral para IBV (ndo reagente), 2A e 3A: isolado viral para
IAV, sem diluir e diluido 1:64, respectivamente (reagente); 1B: isolado viral para IAV (ndo reagente),
2B e 3B: isolado viral para IBV, sem diluir e diluido 1:64, respectivamente (reagente); 4: amostra ndo
detectavel para IAV e IBV (ndo reagente), 5: Branco (ndo reagente). Amostras com resultado

conhecido pela técnica de RT-qPCR.
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Para otimizagcédo e padronizagcédo dos protocolos (Influenza e SARS-CoV-2) em uma

Unica condigdo, as reagdes para Influenza foram testadas na temperatura de

amplificagdo de 65°C com as mesmas amostras e a reagao ocorreu com SuUcesso
(Figura 16).

Figura 16 - Detecgao visual das reagoes de LAMP para IAV e IBV (65°C com volume de
15 uL).

Reacgbes de LAMP para IAV (12 linha) e IBV (22 linha) realizadas simultaneamente. Foto tirada com
24 minutos de reagdo. Amostra 1A-3A: isolado viral para IAV, sem diluir, diluido 1:8, diluido 1:64,
respectivamente (reagente), 1B-3B: isolado viral para IBV, sem diluir, diluido 1:8, diluido 1:64,
respectivamente (reagente), 4: amostra ndo detectavel para IAV e IBV (ndo reagente), 5: Branco (ndo

reagente). Amostras com resultado conhecido pela técnica de RT-qPCR.
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Portanto, as quatro reagdes foram realizadas com o mesmo volume total de

amostra, concentragao de iniciadores e temperatura de amplificagao (Figura 17).

Figura 17 - Detecgao visual das reagoes de LAMP para SARS-CoV-2, IAV e IBV.

Reacgb6es de LAMP para SARS-CoV-2, IAV e IBV realizadas simultaneamente a 65°C. Foto tirada com
22 minutos de reagdo. 12 linha: Reagdo de LAMP para SARS-CoV-2: Amostras 1S-4S: Detectaveis
para IAV (Néo reagente), 5S: detectavel para IBV (N&o reagente), 6S: detectavel para SARS-CoV-2
(Reagente), 7S: Branco (N&o reagente); 22 linha: Reagdo de LAMP para IAV: Amostras 1A-5A:
Detectaveis para SARS-CoV-2 (Nao reagente), 6A: detectavel para IAV (Reagente), 7A: Branco (Néo
reagente); 32 linha: Reagdo de LAMP para IBV: Amostras 1B-3B: Detectaveis para SARS-CoV-2 (Nédo
reagente), 4B-5B: detectavel para IAV (Ndo reagente), 6B: detectavel para IBV (Reagente), 7A:

Branco (Néo reagente). Amostras com resultado conhecido pela técnica de RT-qPCR.
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O volume de amostra testado nas reagdes difere entre elas, sendo necessario 3 uL
para a reacao de Influenza, e 1,5 uL para as reagbes do SARS-CoV-2 e ACTB.
Tempo de detecgao da reacdo para os quatro alvos foi de 30 minutos, sendo que

nao foram observados resultados falsos positivos.

5.2- CARACTERISTICAS ANALITICAS DA REACAO

5.2.1 -SARS-CoV-2 (GENE E)

Foram incluidas 50 amostras com resultado prévio obtido pela técnica de RT-gPCR
em tempo real para o virus SARS-CoV-2 (Invitrogen®; Genes N e controle interno
(RNAse P), sendo 25 com resultado detectavel, 25 n&o detectavel e um isolado

clinico de Influenza B.

Dentre as 25 amostras com resultado ndo detectavel para o SARS-CoV-2, foram
testadas 4 amostras clinicas detectaveis pela técnica de RT-qPCR multiplex
(INFA/INFB/SC2 Bio-Manguinhos®) em tempo real para Influenza A, e uma amostra
detectavel para Influenza B para verificar reagdo cruzada da técnica. Nao houve
amplificagdo inespecifica em nenhuma amostra, incluindo as amostras detectaveis
para Influenza A e B. Dentre as 25 amostras com resultado detectavel para o SARS-

CoV-2 pela RT-gPCR, houve amplificagao de 21 amostras na reagcao de LAMP.

Foram calculadas especificidade e sensibilidade com intervalo de confianga 95% (IC
95%) do teste utilizando a planilha 2x2 Contingency Calculator Westegard (Tabela
1).
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TABELA 1: Caracteristicas analiticas do conjunto de iniciadores gene E (SARS-
CoV-2)
RT-qPCR (Referéncia)

LAMP Reagente (+) N&o reagente (-) Total
Candidato  Reagente (+) 21 0 21
(Teste) Nao reagente (-) 4 25 29
Total 25 25 50
o IC (95%) Limite
° Inferior Superior
Sensibilidade 84,0 65,3 93,6
Especificidade 100,0 86,7 100,0
Acuracia diagnodstica 92,0 81,2 96,8
Prevaléncia 17,6%
Valor preditivo positivo (VPP) 100,00 51,2 100,00
Valor preditivo negativo (VPN) 96,7 92,1 98,7
indice Kappa 0,84 0,69 0,98
Erro tipo | (pFP) 0,0 %
Erro tipo Il (pFN) 16,0 %
pFP + pFN 16,0 %

A reacao de LAMP para a identificacdo do SARS-CoV-2 apresentou, com relagao ao
ensaio de referéncia, sensibilidade de 84,0% (IC 95%: 65,3% - 93,6%), e
especificidade de 100,0% (IC 95%: 86,7% — 100,0%), com acuracia diagnostica de
92,0% (IC 95%: 81,2% — 96,8%). Considerando a prevaléncia de 17,6% do virus
SARS-CoV-2 nos testes moleculares realizados pela FUNED-MG em 2022 (dados
nao publicados), o VPP calculado foi 100,0%, (IC 95%: 51,2% — 100,0%) e o VPN foi
96,7% (IC 95%: 92,1% — 98,7%). O indice Kappa encontrado foi de 0,84 (IC 95%.:
069-0,98), que significa étima concordancia e o Erro tipo | (pFP) foi de 0,0 % e o erro

tipo Il (pFN) 16,0%, que indicam que o ensaio padronizado € um bom teste.

No total, 7 amostras com o Ct > 31 para o gene N do SARS-CoV-2 foram testadas e
houve amplificacdo de somente 3 delas pelo LAMP, quatro amostras que testaram
nao reagente (resultado falso negativo) (Tabela 2). Essas amostras foram
retestadas no ensaio de LAMP em 2 dias diferentes e através do Kit Molecular
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INFA/INFB/SC2 Bio-Manguinhos® (RT-qPCR), o qual confirmou os resultados

primeiramente obtidos.

TABELA 2: Resultado da reagao de LAMP para SARS-CoV-2 nas amostras com
Ct na RT-qPCR maior que 31 para os alvos N1 e N2.

Amostra Ct (N1) Ct (N2) Ct (RNAse P) Resultado LAMP
1 31.9 34.3 28.3 N&o reagente

2 32.4 35.4 27.6 N&o reagente

3 324 33.8 33.8 Reagente

4 32.8 34.6 28.8 Reagente

5 33.8 37.1 29.5 N&o reagente

6 34.9 35.0 27.9 Reagente

7 36.9 35.9 24.3 Nao reagente

Para o calculo das caracteristicas analiticas da reacdo de LAMP para SARS-CoV-2, 7 amostras com
Ct maior que 31 para os alvos N1 e N2 através da RT-gPCR foram testadas, sendo que 4 tiveram

resultado falso negativo e 3 testaram reagente no LAMP.

5.2.2 INFLUENZA A (GENE DA MATRIZ)

Foram incluidas 52 amostras com resultado prévio obtido pela técnica de PCR-qRT
multiplex em tempo real para o virus Influenza A através do ensaio multiplex Kit
Molecular INFA/INFB/SC2 Bio-Manguinhos®, sendo 27 com resultado detectavel, 25

nao detectavel e um isolado clinico de Influenza B.

Dentre as 25 amostras com resultado nao detectavel para o Influenza A, foram
testadas 8 amostras detectaveis por RT-qPCR para o virus SARS-CoV-2 e uma
amostra detectavel para Influenza B para verificar reagdo cruzada da técnica. Nao
houve amplificagdo inespecifica em nenhuma amostra, incluindo as amostras
detectaveis para SARS-CoV-2 e o isolado para Influenza B. Dentre as 27 amostras
com resultado detectavel para o Influenza A, houve amplificagdo de 23 amostras na
reacao de LAMP.
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Foram calculadas especificidade e sensibilidade com intervalo de confianga 95% (IC
95%) do teste utilizando a planilha 2x2 Contingency Calculator Westegard (Tabela
3).

TABELA 3: Caracteristicas analiticas do conjunto de iniciadores gene matriz

(Influenza A)

RT-qPCR (Referéncia)

LAMP ~
Reagente (+) Nao reagente (-) Total
. Reagente (+) 23 0 23
T
Candidato (Teste) Nao reagente (-) 4 25 29
Total 27 25 52

o IC (95%) Limite

Inferior Superior
Sensibilidade 85,2 67,5 94,1
Especificidade 100,0 86,7 100,0
Acuracia diagnodstica 92,3 81,8 97,0
Prevaléncia 1,7%
Valor preditivo positivo (VPP)  100,0 8,1 100,0
Valor preditivo negativo (VPN) 99,7 99,4 99,9
indice Kappa 0,85 0,70 0,98
Erro tipo | (pFP) 0,0 %
Erro tipo Il (pFN) 15,0 %
pFP + pFN 15,0 %

A reacao de LAMP para a identificagcdo do Influenza A apresentou, com relagao ao
ensaio de referéncia, sensibilidade de 85,2% (IC 95%: 67,5% — 94,1%), e
especificidade de 100,0% (IC 95%: 86,7% — 100,0%), com acuracia diagndstica de
92,3% (IC 95%: 81,8% — 97,0%). Considerando a prevaléncia de 1,7% do virus
Influenza A nos testes moleculares realizados pela FUNED-MG em 2022 (dados nao
publicados), o VPP calculado foi 100,0%, (IC 95%: 8,1% — 100,0%) e o VPN foi
99,7% (IC 95%: 99,4% — 99,9%). O indice Kappa encontrado foi de 0,85 (IC 95%:
0,70-0,98), que significa étima concordéancia. O Erro tipo | (pFP) foi de 0,0% e o erro

tipo Il (pFN) 15,0% indicando que o ensaio padronizado € um bom teste.
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No total, 5 amostras com o Ct > 31 para o Influenza A (gene M) foram testadas e
houve amplificagcdo de somente 1 delas, as quatro demais testaram nao reagente
(resultado falso negativo) (Tabela 4). Essas amostras foram retestadas no ensaio de
LAMP em 2 dias diferentes apds nova extracdo da amostra clinica e os resultados

primeiramente obtidos foram confirmados.

TABELA 4: Resultado da reagdao de LAMP para Influenza A nas amostras com

Ct maior que 31

Amostra Ct (M) Ct (RNAse P) Resultado LAMP
1 31,0 25,7 N&o reagente

2 32,0 27,2 Nao reagente

3 32,4 28,1 Nao reagente

4 32,4 27,4 N&o reagente

5 33,0 25,7 Reagente

5.2.3 -INFLUENZA B (GENE NS)

Foram incluidas 25 amostras nao detectaveis pela técnica de PCR-qRT multiplex em
tempo real para o virus Influenza B através do ensaio multiplex Kit Molecular
INFA/INFB/SC2 Bio-Manguinhos®, sendo 2 amostras de coinfeccdo de SARS-CoV-
2 e Influenza A, 6 detectaveis para SARS-CoV-2, e 2 detectaveis para Influenza A.
Todas as 25 amostras nado detectaveis para Influenza B, incluindo as amostras
detectaveis para SARS-CoV-2 e Influenza A e de coinfecgdo testaram ndo reagente
na técnica de LAMP.

Devido a baixa prevaléncia de infecgdes pelo Influenza B na populagéo nos anos de
2021 e 2022, foi possivel obter somente uma amostra detectavel por RT-gPCR para
o Influenza B (FIGURA 18).
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Figura 18 - Teste da reacao de LAMP para Influenza B com amostra clinica detectavel

para IBV pela técnica de RT-gPCR.
Amostra 1: amostra clinica detectavel para IBV (Reagente), Amostra 2: Isolado viral para Influenza B
(Reagente), 3: Controle negativo (Nao reagente), 4: Branco (Ndo reagente). Amostras com resultado

conhecido pela técnica de RT-qPCR. Foto tirada ao final da reagdo de 30 minutos.

Uma vez que apenas uma amostra clinica positiva para Influenza B foi utilizada para
a validacéo, o isolado viral para Influenza B foi testado nas diluicdes 1:8, 1:64, 1:256
e 1:512 para verificar a sensibilidade da reacdo e todas as diluicbes testaram

reagente (Figura 19).

Figura 19 - Teste de diluicdo do Isolado viral de Influenza B.

Reacédo de LAMP para IBV. Foto tirada ao final da reagdo de 30 minutos. Amostra 1-5: Isolado viral
sem diluir, 1:8, 1:64, 1:256, 1:512, respectivamente (Reagente), 6: Controle negativo (N&do reagente),

7: Branco (N&o reagente). Amostras com resultado conhecido pela técnica de RT-qPCR.
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5.3AVALIAGAO EPIDEMIOLOGICA DE PACIENTES ATENDIDOS PELO
MONITORACOVID UFMG

No ano de 2022 o programa MONITORACOVID UFMG possibilitou a coleta de
amostras de secrecao nasofaringea no LINBIO de 2.426 pacientes sintomaticos para
infeccao respiratéria aguda. A distribuicdo dessas coletas dentre os meses de 2022
foi variavel, sendo maior no més de julho, seguido de janeiro e maio, € menor nos

meses de outubro, marco e setembro (Figura 20).
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Figura 20 - Numero mensal de coletas do MONITORACOVID UFMG em 2022

No total, foi testada no presente estudo uma amostragem de 243 pacientes para a
avalicdo epidemioldgica, correspondente ao quantitativo de 10% dos testes
realizados em cada més (Tabela 5). A selecdo dos pacientes (10%) baseou-se na

disponibilidade de amostra armazenada.
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TABELA 5: Namero de amostras testadas por més de acordo com o numero de
coletas do programa MONITORACOVID UFMG

Més N. ° coleta Monitora Amostras testadas
Janeiro 317 32
Fevereiro 160 20
Margo 66 7
Abril 109 11
Maio 283 29
Junho 618 62
Julho 235 24
Agosto 90
Setembro 68
Outubro 55
Novembro 281 29
Dezembro 144 15
Total 2426 251

A média de idade da populagao testada no presente estudo foi de 34,3 (22,9;45,7)
anos, sendo 158 amostras (65%) de pacientes do sexo feminino e 85 (35%)
masculino. Dentre os pacientes testados, 62% (151) reportaram nunca terem o
diagnostico da COVID-19, 31% (76) relataram ja terem sido diagnosticados
anteriormente com COVID-19 e 7% (16) ndo informaram. Os sintomas reportados
pelos pacientes atendidos foram: coriza, congestdo nasal, dor de cabeca, dor no
corpo, disturbios olfativos, disturbios gustativos, tosse, dor de garganta, febre,

dispneia, fraqueza e diarreia.

Janeiro foi 0 més com maior taxa de positividade (46,9%) para o SARS-CoV-2,
seguido de novembro (41,4%), dezembro e fevereiro (40,0% cada). O SARS-CoV-2
nao foi detectado nas amostras testadas dos meses de margo, setembro e outubro.
Para o Influenza A, foi detectada uma amostra positiva nos meses de janeiro, junho,

julho e novembro, representando uma taxa de positividade de 3,1%, 1,6%, 4,2% e
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3,4% respectivamente. Ndo foram identificadas amostras positivas para Influenza B
(Figura 21).
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Figura 21 - Taxa de positividade por més dos virus SARS-CoV-2, Influenza A e

Influenza B através da reacao de LAMP

A taxa de positividade para o SARS-CoV-2 no programa MONITORACOVID UFMG
foi maior nos meses de dezembro (50,7%) e janeiro (49,2%) e menor em setembro
(1,5%) e outubro (1,8%), seguido de abril com 5,5% (Figura 22), resultados

comparaveis ao encontrados através da reagcao de LAMP.

A taxa anual de positividade para o SARS-CoV-2 foi de 28,7%, para o Influenza A de
1,6%, para o Influenza B, 0,0% (nenhuma das amostras testadas teve o resultado
detectavel) e nao foram encontrados resultados de coinfecgdo entre os virus
pesquisados. A média anual de amostras negativas foi de 66,9%. 1,2% das
amostras testadas tiveram o resultado da reacado invalidado, pois nao houve

amplificacdo do gene ACTB, controle enddgeno (Figura 23).
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Figura 22 - Taxa de positividade por més do SARS-CoV-2 no ano de 2022 (LAMP x RT-
qPCR).
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Figura 23 - Porcentagem anual dos resultados encontrados na reagao de LAMP
Teste realizado em amostras do programa MONITORACOVID UFMG. Para a reagdo de LAMP foi

testado 10% do quantitativo mensal correspondente ao numero de amostras testadas através de RT-
qPCR no LINBIO (Dados LINBIO/UFMG néo publicados).

Dentre as reagbes realizadas, foram obtidos 0,8% de resultados indeterminados
para SARS-CoV-2 e Influenza A cada, 1,2% de resultados invalidos, em que o

controle endogeno (gene ACTB) testou negativo (Figura 24).
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Figura 24 - Detecgao visual das reagoes de LAMP para SARS-CoV-2, IAV e ACTB com

resultado indeterminado.

Amostras 1-3: reacdo para o SARS-CoV-2. Amostra 1: controle positivo (reagente), amostra 2
controle negativo (ndo reagente), amostra 3: amostra clinica (indeterminada). Amostra 4: reacdo para
o controle endégeno (ACTB), amostra clinica com resultado indeterminado. Amostra 5: reagdo para
Influenza A, amostra clinica com resultado indeterminado. Reagbes de LAMP realizadas

simultaneamente a 65°C. Foto tirada com 30 minutos de reagéo.
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6. DISCUSSAO

O diagnéstico molecular de virus respiratérios € uma importante ferramenta no
combate da transmissdo dos virus e contengao dos surtos epidemioldgicos que
possuem importantes impactos a saude e economia mundial. Entretanto, esse tipo
de teste laboratorial usualmente exige estrutura sofisticada, equipamentos de alto
custo e pessoal qualificado (KRISHNA; CUNNION, 2012). A técnica de LAMP pode
ser uma alternativa a essas barreiras, pois permite que a reagao seja realizada em
um tempo menor de reagdo, em até 30 minutos, em ambiente ambulatorial ou
remotamente com equipamentos comuns de laboratérios, como banho maria ou
termobloco (LI, Y. et al., 2017; NZELU et al., 2016). A técnica de LAMP pode ser
utilizada em diferentes cenarios para testagem em massa, como em ambientes
residenciais, ambulatoriais, empresariais, escolas e até em pontos de imigracao
(SONG et al., 2021; BOKELMANN et al., 2021; CHOW et al., 2020; DUDLEY et al.,
2020).

Com o objetivo de realizar a avaliagao epidemioldgica dos virus RNA relacionados a
infeccbes respiratorias agudas na comunidade do campus Pampulha da UFMG,
reacoes de LAMP para a detecgéo dos virus SARS-CoV-2, Influenza A e Influenza B
e controle endégeno ACTB em amostras de swab de nasofaringe foram
padronizadas no presente estudo. As reagdes podem ser realizadas
simultaneamente em um mesmo equipamento em temperatura constante de 65°C
com tempo de detecgdo de 30 minutos. Este ensaio padronizado permite que o
diagndstico laboratorial desses virus seja realizado de maneira mais rapida e menos

onerosa.

As caracteristicas analiticas das reacdes para SARS-CoV-2 foram obtidas em
comparagao com o resultado conhecido de amostras de swab de nasofaringe pela
técnica de RT-gPCR (Tabela 1). O ensaio de LAMP para SARS-CoV-2 obteve
valores das meétricas analiticas de acordo com o que € considerado um bom teste
(Quadro 7), e o indice Kappa foi de 0,84 (IC 95%: 0,69-0,98), que representa étima

concordancia do método com relagdo ao ensaio de referéncia. A sensibilidade do
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ensaio encontrada foi de 84,0% (1C95%: 65,3 — 93,6%) e o erro tipo I, propor¢ao de
resultados falso negativos, foi de 16%. Considerando a prevaléncia de 17,6% do
SARS-CoV-2 nos testes realizados pela FUNED-MG em 2022, o valor preditivo
negativo do teste, ou seja, a chance de amostras com resultado ndo reagente serem
de fato negativas é de 96,7% (IC95%: 92,1 — 98,7%).

Quatro das 25 amostras com resultado detectavel tiveram resultado falso negativo
na técnica de LAMP, todas essas com os Cts > 31 para os alvos do SARS-CoV-2.
Essas amostras foram retestadas através de um segundo ensaio de RT-qPCR e
novamente na reagcdo de LAMP padronizada, que confirmou os resultados
primeiramente obtidos (detectavel no RT-qPCR e nado detectavel no LAMP). O
estudo testou no total 7 amostras com Ct > 31 e para essas amostras foi observada
menor sensibilidade, de 42,85%, em comparagao com a técnica de RT-qPCR. A
menor sensibilidade em amostras com Ct mais altos na RT-qPCR ja foi evidenciada
em outros estudos realizados anteriormente (ALVES et al., 2021; AOKI et al., 2021;
SCHERMER et al., 2020). Nas amostras com Ct < 31, a concordancia analitica do

ensaio foi de 100%.

Todas as 25 amostras com resultado nao detectavel para SARS-CoV-2 pela técnica
de RT-gPCR testaram nao reagente no ensaio de LAMP, o que significa uma
especificidade entre 86,7 e 100,0%, considerando intervalo de confianga de 95%,
em concordancia com outros estudos reportados na literatura (AOKI et al., 2021;
CHOW et al., 2020; NAWATTANAPAIBOON et al., 2021). Nenhuma das amostras
testadas, incluindo amostras com resultado detectavel para os virus Influenza A e B,
tiveram resultado falso positivo. Alves e colaboradores demonstraram também que o
ensaio de LAMP padronizado em seu estudo para SARS-CoV-2 nao apresentou
resultado falso positivo com amostras de virus sincicial respiratorio e arbovirus
(ALVES et al., 2021). Esses dados demonstram que a reagdo possui um alto valor
preditivo positivo, ou seja, que amostras com resultado reagente possuem
probabilidade entre 51,2% e 100% de serem realmente reagentes. O erro tipo |,
proporgao de resultados falso positivos, foi 0,0%.
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Em estudo conduzido por Baba e colaboradores, entre outubro de 2020 e fevereiro
de 2021, em quatro paises africanos e na Italia com amostras de swab faringeo, os
resultados das métricas analiticas foram semelhantes ao do presente estudo. O
estudo testou 1292 amostras e encontrou sensibilidade de 87,0%, especificidade de
98,0%, VPN de 70,0% e VPP de 99,0% (MANDU BABA et al., 2021). A maior
sensibilidade encontrada pode ser relacionada pelo fato do estudo ter utilizado kit
comercial SARS-CoV-2 Rapid Colorimetric LAMP Assay Kit (New England Biolabs
#E2019S), que além de utilizar os mesmos iniciadores para o gene E do SARS-CoV-
2 (viés de incorporagao), pesquisa também o gene N através de outro conjunto de
iniciadores e possui o reagente Hidrocloreto de Guanidina, que ja foi demonstrado
que pode aumentar a sensibilidade dos ensaios de LAMP (ZHANG et al., 2020).

As caracteristicas analiticas das reacdes para Influenza A foram obtidas em
comparagao com o resultado conhecido de amostras de swab de nasofaringe pela
técnica de RT-qPCR (Tabela 3). O ensaio de LAMP para o Influenza A obteve
valores das métricas analiticas de acordo com o que é considerado um bom teste
(Quadro 7), e o indice Kappa foi de 0,85 (IC 95%: 0,70-0,98), que representa étima
concordancia do método com relagdo ao ensaio de referéncia. A sensibilidade de
85,2% (IC95%: 67,5 — 94,1%) e o erro tipo Il, proporcado de resultados falso
negativos foi 15,0% Considerando a prevaléncia de 1,7% do Influenza A nos testes
realizados pela FUNED-MG em 2022, o valor preditivo negativo do teste, ou seja, a
chance de amostras com resultado nao reagente serem de fato negativas é de
99,7% (IC95%: 99,4 — 99,9%). A sensibilidade encontrada para o conjunto de
iniciadores utilizada para Influenza A no presente estudo vai de acordo com a
encontrada na literatura, que varia de 89,7 a 96,3% (NAKAUCHI et al.,, 2011;
TAKAYAMA et al., 2019).

Quatro das 27 amostras com resultado detectavel na técnica de RT-gPCR, tiveram
resultado falso negativo na técnica de LAMP, todas essas com os Ct > 31 para o
gene M do Influenza A. Essas amostras foram testadas no ensaio de LAMP em 2
dias diferentes apds nova extragao da amostra clinica e o resultado nao detectavel

foi confirmado no LAMP, porém essas amostras nao foram testadas em um ensaio
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diferente de RT-qPCR para reforgar que o resultado obtido no LAMP tenha sido
discordante (falso negativo) com relagdo ao padrdao ouro. O manual do kit de RT-
gPCR né&o descreve com quais estirpes os iniciadores foram testados, porém caso
esse kit seja capaz de identificar mais estirpes do Influenza A do que aquelas
descritas no Quadro 4, seria uma hipdtese que poderia explicar as discordancias
encontradas entre os ensaios. Por outo lado, as reagdes de LAMP e RT-qPCR
utilizam o mesmo gene como alvo gendmico para identificacdo do Influenza A,
porém nao € possivel precisar se a regido utilizada do gene M € a mesma, pois a
sequéncia dos iniciadores ndo é informada no manual do kit Molecular
INFA/INFB/SC2 Bio-Manguinhos®.

E sabido que o valor de Ct da qPCR pode ter relacdo direta com a carga viral da
amostra, pois quanto menor o Ct maior é a quantidade do alvo molecular presente
na amostra analisada. Por outro lado, € importante entender que o Ct das amostras
pode ter grande variagdo de acordo com o kit diagnostico e alvo de amplificagéo, e
com a forma de coleta, ja que ndo é possivel garantir a quantidade exata de material
através da coleta de swab de nasofaringe (RHOADS et al., 2021). Além disso,
fatores pré-analiticos, como temperatura de transporte e do processamento da

amostra podem interferir em sua estabilidade e degradar o alvo molecular.

O estudo testou no total 5 amostras com Ct > 31 e para essas amostras foi
observada menor sensibilidade, de 20,0%, em comparagcdo com a técnica de RT-
gPCR. A diminui¢ao da sensibilidade da reacao de LAMP ja foi observada em outro
estudo que utilizou o mesmo conjunto de iniciadores (TAKAYAMA et al., 2019). Nas

amostras com Ct < 31, a concordéancia clinica do ensaio foi de 100%.

Todas as 25 amostras com resultado nao detectavel para Influenza A pela técnica
de RT-gPCR testaram nao reagente no ensaio de LAMP, o que significa uma
especificidade de 100%, em concordancia com o estudo realizado por Takayama e
colaboradores em 2019 que utilizou o mesmo conjunto de iniciadores em 113
amostras do trato respiratorio (aspirados, secre¢oes e swabs) (TAKAYAMA et al.,
2019).
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Por outro lado, Nakauchi e colaboradores, que testaram 45 amostras de swab nasal
pelo kit comercial da Eiken Chemicol Company (Infuenza Type A RT-LAMP), que
possui conjunto de iniciadores semelhante ao utilizado no estudo, encontraram
especificidade de 88,9%. No estudo, os autores coletavam 2 swabs para cada
paciente, testando um na técnica de LAMP e outro na RT-qPCR. Para um paciente,
0 ensaio de LAMP testou positivo enquanto o da RT-gPCR testou negativo, porém
devido a discordancia dos resultados, o mesmo swab testado na LAMP também foi
testado na RT-gPCR, que confirmou o resultado detectavel (NAKAUCHI et al.,
2011). Nenhuma das amostras testadas, incluindo amostras com resultado
detectavel para os virus SARS-CoV-2 e Influenza B, tiveram resultado falso positivo.
Outros estudos reforgam que a sequéncia do conjunto de iniciadores utilizados no
ensaio de LAMP padronizado para Influenza A nao apresentou reagao cruzada para
amostras de Influenza B (NAKAUCHI et al., 2011; TAKAYAMA et al., 2019). Apesar
disso, considerando indice de confianga de 95%, o valor preditivo positivo variou de
8,1 a 100,0%, por ter sido a amostra pequena, houve imprecisdo da estimativa. O

erro tipo |, proporgéo de resultados falso positivos, foi 0,0%.

As caracteristicas analiticas das reacdes para Influenza B foram obtidas em
comparagao com o resultado conhecido de amostras de swab de nasofaringe pela
técnica de RT-gPCR, de uma amostra clinica detectavel e 25 nio detectavel,
incluindo 2 amostras de coinfeccao de SARS-CoV-2 e Influenza A, 6 detectaveis

para SARS-CoV-2, e 2 detectaveis para Influenza A.

Servigos de vigilancia de Influenza B demonstram que a circulagao do virus diminuiu
a niveis muito baixos desde a adog¢ao de medidas de isolamento em 2020 devido a
pandemia de COVID-19 (CHOW; UYEKI; CHU, 2022; EISEN et al., 2021), o que é
reforcado pelos resultados encontrados no levantamento epidemiolégico realizado
(taxa de positividade de 0,0% para o Influenza B em 2022). A baixa circulagdo do
Influenza B é uma limitagdo para este estudo, ja que nao foi possivel testar 25
amostras para o calculo das caracteristicas analiticas da reacdo de LAMP

padronizada. Por outro lado, a reacgao foi capaz de detectar o virus na unica amostra
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clinica detectavel por RT-gPCR e no isolado viral concentrado nas dilui¢des de 1:8,
1:64, 1:256 e 1:512, o que indica que o ensaio pode ter também boa sensibilidade.
Takayama e colaboradores testaram 113 amostras do trato respiratorio com o
mesmo conjunto de iniciadores de LAMP para identificacdo do IBV e atingiram uma
sensibilidade de 90,9% para detectar o Influenza B (TAKAYAMA et al., 2019).

Todas as 25 amostras com resultado ndo detectavel para Influenza B pela técnica
de RT-gPCR, incluindo amostras detectaveis para SARS-CoV-2 e Influenza A
testaram nao reagente no ensaio de LAMP, o que representa uma especificidade de
100%, em concordancia com outros estudos reportados na literatura (CHEN et al.,
2021; TAKAYAMA et al., 2019; MAHONY et al., 2013).

Para o ensaio padronizado, foi utilizado o alvo ACTB como controle endégeno da
reacao. O alvo ACTB foi escolhido para a reagcao por ser um gene constitutivo, ou
seja, um gene parte do metabolismo basico e processos essenciais para a
sobrevivéncia das células; de baixa variabilidade génica. O uso de um controle
interno tem papel importante nas reacdes de LAMP, especialmente em amostras do
trato respiratério, pois ele controla processos prévios a etapa de amplificagdo e
permite avaliar se o processo de coleta foi realizado de maneira adequada. Além
disso, a amplificacdo do controle interno indica eficiéncia do processo de extragao
do material genético, evitando resultados falsos negativos por erros no processo de
extragcdo dos acidos nucléicos. Uma eventual falha na amplificagcdo do controle
enddégeno pode ocorrer por fatores que podem interferir individualmente em cada
reacao, como substancias inibidoras das amostras, meio de transporte inadequado
ou dificuldades de coleta (WILSON-DAVIES et al., 2021).

A testagem de amostras de coinfeccdo de SARS-CoV-2 com Influenza A e de
amostras detectaveis para outros virus respiratorios diferentes do alvo do ensaio, é
importante para avaliar se a reacdo pode ser inibida ou amplificar de maneira
inespecifica pela presenga de outros virus que causam manifestagbes clinicas
semelhantes. As reagbes de LAMP padronizadas e validadas neste estudo nao

apresentaram resultado falso positivo para amostras detectaveis para outros virus
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respiratorios e ndo foram inibidas quando testadas em amostras de coinfecgao viral
(SARS-CoV-2 e Influenza A). Em 2022, varios pacientes foram diagnosticados com
“Flurona”, quando o diagndstico laboratorial identifica a presenga do Influenza e
SARS-CoV-2 na mesma amostra do paciente (PAWLOWSKI et al.,, 2022),
reforcando a necessidade de um ensaio que néo sofra interferéncia com a

coinfecgao.

Durante os experimentos, foi observado que o tempo de reac¢ao de 30 minutos, a 65
°C, é fator crucial para e especificidade da técnica LAMP, uma vez que, caso as
amostras permanecam tempo maior nessa temperatura, € possivel que ocorra
amplificagdo inespecifica na reagdo e o resultado seja interpretado de maneira
incorreta. Apds encerramento da reacdo pela diminuicdo da temperatura, a

amplificagdo da LAMP ¢ interrompida imediatamente.

Zhang e colaboradores demonstraram que a adigdo de 40-50mM de hidrocloreto de
guanidina diminuiu o tempo de detecgdo de amostras positivas em 40% e aumentou
a sensibilidade dos ensaios de LAMP em aproximadamente quatro vezes com
relacdo ao limite de detecgao da técnica, sem diminuir a especificidade do teste. O
mecanismo de acdo ainda nao foi esclarecido, porém os autores especulam que o
reagente aumenta o emparelhamento de bases entre os iniciadores e suas
sequéncias-alvo (ZHANG et al., 2022).

E importante ressaltar que o VPP e o VPN dependem da prevaléncia do virus na
populacdo e do numero de amostras utilizadas. Nao existem testes laboratoriais que
apresentem 100% de sensibilidade e especificidade. Em decorréncia disso,
resultados falso-negativos/positivos, ou discrepantes entre testes distintos podem
ocorrer. As caracteristicas analiticas dos ensaios laboratoriais dependem também de
fatores pré-analiticos, como o tipo de material de analise, forma de coleta, transporte
e armazenamento da amostra, forma de extracdo da amostra e até sintomas e dias
de sintomas do paciente (DUDLEY et al., 2020; NAWATTANAPAIBOON et al.,
2021).
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O alvo dos iniciadores é um fator importante para se considerar com relagcéo a
sensibilidade dos ensaios moleculares. Para a pesquisa do SARS-CoV-2, o gene N
€ o alvo mais frequentemente escolhido e que apresenta o melhor desempenho
analitico em ensaios de LAMP (ALVES et al., 2021; GANGULI et al., 2020; ZHANG
et al., 2020b). Além disso, o uso de mais de um alvo (teste multiplex) para o SARS-
CoV-2 na mesma reacao tem demonstrado maior sensibilidade (ALVES et al., 2021;
KIM et al., 2019; MAUTNER et al., 2020; ZHANG et al., 2020). Para o Influenza A e
B, a selegdo do alvo genbémico também é importante, ja que os genes HA e NA
possuem alta variabilidade genética, e podem, portanto, apresentar variabilidade em

regides alvo dos iniciadores, diminuindo a sensibilidade da reacéo.

A implementacdo dos ensaios de LAMP padronizados no presente estudo em um
laboratério clinico depende ainda de testes adicionais, como por exemplo os testes
de repetibilidade e reprodutibilidade. A repetibilidade avalia a capacidade de
concordancia de um meétodo entre resultados conduzidos pelo mesmo operador,
considerando o mesmo ambiente, tratamento das amostras e mesma corrida,
enquanto a reprodutibilidade € uma medida de concordancia entre resultados de
uma mesma amostra processada por analistas ou em corridas diferentes
(FONSECA et al, 2015). O ensaio de LAMP padronizado néao foi testado em outros
ambientes ou equipamentos de amplificacdo e as reagdes foram conduzidas
somente pelo autor deste estudo, portanto os testes de repetibilidade e
reprodutibilidade sdo essenciais antes de uma eventual implantagdo do ensaio para

o diagndstico clinico.

Com relacédo as condigdes de reagdo de LAMP ja reportadas nos artigos
selecionados (TAKAYAMA et al, 2019; ZHANG et al, 2020), houve
comparativamente diminuicdo no volume de reagente mastermix consumido e do
tempo de reacdo. Além disso, observou-se que as reacdes para os 4 alvos podem
ser realizadas simultaneamente no mesmo equipamento, beneficiando o paciente
por realizar a pesquisa de mais de um alvo viral que possui manifestagdes clinicas

semelhantes e por otimizar custo e tempo de reacdo no laboratério.
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Em comparagdo com a técnica de RT-gPCR, a reagao padronizada no presente
estudo demonstrou ter menor tempo de amplificagdo, o que possibilita um
diagndstico laboratorial mais rapido. Por outro lado, a reagdo demonstrou ter menor
sensibilidade comparativamente, especialmente em amostras com Ct na RT-qPCR
maior que 31, sendo assim, um resultado negativo através da técnica de LAMP nao
exclui o diagnostico dos virus respiratorios avaliados, sendo necessario também a

avaliagcdo epidemioldgica e clinica do paciente.

O presente estudo testou 243 amostras, correspondente a 10% da coleta mensal do
programa MONITORACOVID UFMG em 2022 para a avaliagao epidemioldgica dos
virus SARS-CoV-2 e Influenza A e B. A taxa de positividade anual para o SARS-
CoV-2 foi de 28,7%, préxima a taxa encontrada pelo LINBIO (33,6%), nas amostras
do programa MONITORACOVID UFMG (Dados nao publicados — LINBIO/UFMG).

Os resultados encontrados demonstram que a taxa de positividade para o SARS-
CoV-2 variou bastante no decorrer dos meses do ano de 2022, com 0s picos nos 2
primeiros e ultimos meses do ano e os vales entre margo e abril, e agosto e outubro,

em concordancia com os dados do LINBIO.

O presente estudo ndo detectou amostras para IBV na avaliagdo epidemioldgica de
2022 (taxa de positividade 0,0%) e detectou uma amostra de IAV nos meses de
janeiro (3,1%), junho (1,6%), julho (4,2%) e novembro (3,4%), em concordancia com
um estudo realizado no LINBIO com amostras do primeiro semestre de 2022 do
programa MONITORACOVID UFMG, que n&o encontrou amostras detectaveis para
IBV e encontrou amostras detectaveis para IAV nos meses de janeiro (24 amostras;
8,2%), fevereiro (1 amostra; 0,6%) e junho (1 amostra; 0,2%) (Dados nao publicados
— LINBIO/UFMG). A taxa anual de positividade para IAV encontrada no presente
estudo foi de 1,6%, bem proxima a taxa de 1,7%, encontrada pela FUNED-MG em
amostras de 2022 (dados n&o publicados — FUNED/MG).

O numero de amostras testadas nos meses em que a procura pelo programa
MONITORACOVID UFMG foi menor € um limitante do estudo e influencia na taxa de
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positividade dos virus pesquisados. Nos meses de margo, setembro e outubro por
exemplo, nenhuma amostra testou detectavel para nenhum dos virus pesquisados,
porém considerando 10% do quantitativo total de amostras do MONITORACOVID
UFMG, foram testadas somente 7 amostras em setembro e margo € 6 em outubro
(Tabela 5).

Outro limitante do estudo é que a avaliagdo epidemiolégica ndo levou em
consideragao as semanas epidemiologicas, forma que os estudos epidemioldgicos
tradicionalmente dividem o ano, mas sim a frequéncia de procura pelo programa, o
qual sofre influéncia do periodo letivo. Dessa forma, a comparagcédo com dados ja
publicados é dificil, pois a divisdo dos periodos de testagens é diferente. O estudo
nao dividiu a avaliagdo epidemioldgica em semanas pois caso fizesse de maneira
igual para todas as 52 semanas de 2022, seriam testadas apenas 4-5 amostras por

semanas, influenciando diretamente no calculo da taxa de positividade.

Durante o levantamento epidemiolégico, o estudo encontrou 5 amostras com
resultados indeterminados (2 para SARS-CoV-2, 2 para Influenza A e 1 para o
controle endégeno ACTB). Isso ocorre, pois a interpretacdo do ensaio de LAMP
padronizado é realizada de forma visual, através da cor da solugcédo, rosa (nao
reagente), amarelo (reagente) e laranja (indeterminado). Em um contexto de uso da
técnica para o diagnostico da etiologia viral, 0 mesmo material genético extraido, ou
resultante de uma nova extragao, pode ser utilizado para uma nova corrida de LAMP
e confirmagdao do resultado. Nesses casos, € importante entender a clinica do
paciente e o tempo de sintomas quando realizada a coleta para avaliar a

necessidade de realizar nova coleta.

No caso de resultados indeterminados para o controle enddgeno, é importante
avaliar nova extracdo do material coletado e, caso o resultado persista, avaliar coleta
de nova amostra, ja que um resultado indeterminado para o controle enddégeno
indica quantidade insuficiente do material coletado, o que diminui a sensibilidade do
teste e prejudica na pesquisa dos virus respiratorios. Fatores pré-analiticos como

temperatura, transporte e tempo para processamento das amostras podem também
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interferir na obtencao de resultados indeterminados. O estudo encontrou 2 amostras
negativas para o controle endégeno ACTB, invalidando a reagdo. Essas amostras
nao foram testadas em nova corrida e nao foi realizada nova extracao do material de
coleta, por insuficiéncia de material. Esse resultado pode ter ocorrido pelo fato de ter
sido coletada quantidade insuficiente de amostra no swab nasofaringeo ou pelo fato
do material genético extraido ter perdido sua estabilidade. O estudo utilizou o
material genético armazenado de pacientes do programa MONITORACOVID, que
foram também utilizados para outros estudos do LINBIO, o que pode ter feito com
que o material tenha perdido sua estabilidade por ter passado por alguns ciclos de

descongelamento.

Por fim, os resultados deste estudo podem beneficiar laboratérios que ndo possuem
estrutura de diagndstico molecular ja estabelecida, especialmente em ambientes
hospitalares, em que a necessidade da identificagao da etiologia viral € mais urgente
devido ao direcionamento da conduta clinica para tratamento dos pacientes. A maior
disseminagao do diagndstico molecular de maneira rapida e eficaz pode contribuir
para o combate efetivo dos surtos e minimizagdo dos impactos a saude e

econdmicos.
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7. CONCLUSOES

A técnica de LAMP foi capaz de identificar virus relacionados a sindrome respiratéria
aguda (SARS-CoV-2, Influenza A e B) e do gene ACTB (controle endogeno da
reagao) com caracteristicas analiticas minimas para utilizagéo na rotina laboratorial.
O ensaio padronizado, realizado em temperatura constante de 65°C com tempo de
reacdo de 30 minutos e detecgéo visual, foi capaz de avaliar a epidemiologia dos
virus respiratorios na comunidade da UFMG, atendida pelo programa

MonitoraCovid, com resultados comparaveis aos encontrados na literatura.
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8. PERSPECTIVAS
a) Ampliacdo da testagem em amostras do MonitoraCovid a fim de melhor

conhecer a epidemiologia das doengas respiratérias nesta comunidade.
b) Aplicacdo da técnica de LAMP em outras populagbes para validagéo

interpopulacional.
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Apresentagio do Projeto:
Confionme os aubores:

A identificacdo molecular dos patdgenos causadores das infecees respiratorias virais & importante para o
controle epidemiclgico, impactando diretamente no confrole das infecgdes. bem como no planejaments &
gastos em salde pliblica dos estados. Para confrolar um surto pandémico efou epidémico com sucesso, o
diagnostice deve ter alta sensibilidade = especificidade, além de ser acessivel a toda a populagso &
peculiaridades téonicas dos sistemas de salde locais. Dessa forma, o presants estudo visa desenvolver um
ensaio diagndstico molecular com essas caractsristicas para levantamento da prevaléncia dos virus
relacionados a infecgdes respiratorias agudas na regido metropolitana de Belo Horizonte.

Sera padronizado um ensaio molecular para a identificacdo dos vinus SARS-Co\-2 e Influenza por meio da
técnica de ampificacdo isotérmnica mediada por loop com transcriptase reversa (RT-LAMP). Na amplificagdo
isotérmica mediada por keop (LAMP), 0 DMA é amplificade por quatro primers especificos (F3, FIP, BIP e
B3) que s ligam a & regides alvo. A reagio ocome em temperatura constante de 60-85°C por uma hora pela
adigio da DMA polimerase Bst que possui alta atividade de desnaturagao do DNA. A RT-LAMF consiste em
uma reacdo de amplficacdo que & capaz de detectar RMA como material alvo. Os principios da reacio de
LAMF ect3o deseritos no
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weksite hitp:oopamp.eken. cojpelampiprincple.html [EIKEN, 2005).0 ensaio serd validado com amostras
conhecidamente positivas pelo método de RTPCR (padrao-ouro) para os wirus SARS-CoV-2 e Influenza,
disponibilizadas pelo Laboratério Gerskdo Lustosa, e uilizando controles positives fomecidos pela Fundagdo
Ezequiel Dias. Os resultados obtidos pelo ensaio de RT-LAMP serdo comparados com os de RT-PCR para
verificacio da reprodutibilidade. Serdo calculados os valores de sensibilidade, especificidade, valor preditivo
positivo, valor preditive negativo, acuracia e valor Kappa, tedos com indice de confianga de 253t O ensaio
padronizado e validado sera utilizado para avaliar a prevaléncia dos virus relacionados as infecgies
respirattnias agudss na regido metropolitana de Belo Horizonte. Serdo analisadas 200 amostras obfidas por
swab da orofaringe coletadas de pacientes do laboratdrio Geraldo Lustosa residentes da regido
metropolitana de Belo Horizonte, cujo material genético viral encontra-se amazenado no mesmo
Laborataric.
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Amostras de pacientes submetidas 3 identificagdo do RMA do SARS-COV-2 com suspeita de infecgdo
respiratoria.

Obijetivo da Pesquisa:

Hipdtese:

Diferente prevaléncia dos wirus causadores de infecpdes respiratorias agudas na regido metropolitana de
Belo Horizonte.

Objetivo Primario:

Avaliar a prevaléncia dos virus relacionados a infecgles respiratorias humanas agudas na regido
metropolitana de Belo Horizonte por meio da padronizagdo da técnica de LAMP.

Objetivo Secundario:

Padronizar e validar o diagnastice molecular por LAMP de virus RMA relacionados a infecpdes respiratorias
agudas (Influenza A, Influenza B e SARS-CoV-2)
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Avaliagao dos Riscos e Beneficios:
Riscos:
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Mo ha riscos previstos para o5 pacientes, uma vez que, para a execugao do estudo, ndo ha intervengao
clinica ou qualquer alteragSndnfluéncia no cuidade recebido pelo pacents, e dessa forma, sem adicde de
riscos oU prejuizos ao bem-estar dos sujeitos da pesquisa. Alem disso, as amostras utlizadas no presente
estudo fratam-se de excedente de diagnostico, ou seja, material ja analisado e cujo resultado ja foi
disponibiizado ac paciente. Tais amostras, case ndo sejam uiifizadas em pesquisas. tém como Unico
destino o descarts apds o tempo previsto para aMmazenaments seguindo recomendacdes da Vipildncia
Sanitaria.

Beneficios:

Como beneficios estao os resultados do estudo, que indicardo a prevaléncia dos virus relacionades a
infecgies respiratirias agudas na regio metropolitana de Belo Horizonte, de modo a orientar medidas de
viglincia epidemiciogica.

Comentarios e Consideragies sobre a Pesquisa:

Trata-se de projeto para o desenvolvimento de LAMP para diagnostico de covid-12 e nfluenza como
dissertagdo de mestrade. O projeto utlizara amostras de conveniéncia depositadas na Funded e Laboratdrio
Geraldo Lustosa. Por isso. os pesquisadores solicitam dispensa de TCLE, uma vez que as coletas das
amistras j& foram realizadas e o5 exames pelo laboratdrio ja foram realizados e os laudos fomecidos aos
pacientes. Além disso, os pesquisadorss argumentam que utilizaram dades anonimizados do sistema SIL
(Sistema Informatizade Laboratorial), de onde extrairdo regido de domicilic & o diagnostico, sem dados
PESSO3is.

i Laboratorios Geraldo Lusiosa aplica um TCLE aes seus pacientes quando da coleta de material pedindo
anuencia para o uso da amostra para pesquisa. Tal TCLE foi apresentado.

A folha de rosto apresenta preenchimento incompleto sem a datac3o & sem informagdes do responsavel
institucional.

Consideragies sobre os Termos de apresentagao obrigatdria
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Folha de rosto — assinada, mas com preenchimento incompleto.

Projeto completo — Adequado

TCUD - Adequade

Parecer consubstanciado do Departamento de Analises Clinicas & Toxicologicas da Faculdade de Farmacia
aprovando o projeto

CV do Pl

Anuéncia do Laboratdnio Geraldo Lustosa

TCLE do Laboratéeio Geraldo Lustosa

Anuéncia da Funed

Conforme o Manual de Pendencias da Conep (2015): "0 material biclogico obtido com fins assistenciais
pode ser utilzado em pesquisa, desde gue dewidamente autonzado pelo participante, por meio de um Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido especifico da pesguisa (ou. quando devidamente justificado, a
cbtengdo de aprovagdoe da dispensa do Termo pelo Comité de Etica em Pesquisa). Adiconalmente, tais
bancos podem solicitar seu registro, coma biohanco na Cenep, por meio da apresentagao de um Protocolo
de Desenvolvimento, gue sera avaliado segundo as nomrativas wigentes para bicbancos.”

Recomendagies:

Para evitar atrasos no projeto, recomende 3 aprovacdo do projeto com a recomendacdo de que os
pesquisadores deverao submeter emenda com atualizagio da Folha de Roste fornecendo todas as
informagdes pertinentes na mesma.

Esse CEP informa que o documento de amsdneia para coleta de materal para o diagnastico Molecular para
SARS-CoV-2, RT-gPCR. de autoria do Laboratério participante da pesquisa, ndo configura o TCLE para
pesquisa, com requisitos da Res 488/12 e 44111 do sistema CEPICOMEP. Nesse senfido, recomenda-se 3
pesquisadora levar ac Laboratonio a sugestio de solicitar seu registro come bicbanco na Conep, por meio
da apresantacio de um Protocolo de Desenvolviments & TCLE condizente, que serio avaliados segundo a5
nomativas vigentes

para biobancos.

Este parecer considerou gue se trata de material biclogico obtido com fins assistenciais. caso haja
constituicdo de biomepositdrio com estas amostras para andlise da pesquisa. deve-se incluir o
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Terme e fazer as adequagdes em proxima emenda (vide:

https://www_ufmg.bribioeticalcoep/tale/biorrepesitoriol)

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Smj, somes favoraveis 3 aprovagao do projeto desde que os pesquisadores se atentern as orentagbes do
campo de recomendacies.

Consideragoes Finais a criterio do CEP:

Tendo em vista a legislagSo vigente (Resolucdo CNS 486/12), o CEP-UFMG recomenda aos
Pesquisadores: comunicar toda & qualquer ateracao do projeto e do termo de consentiments via emenda na
Plataforma Brasd, mformar imediatamente qualguer evento adverso ocomido durante o desenvolvimento da
pesquisa (via documental encaminhada em papel), apresentar na forma de notificacdo relatonios parciais do
andamento do mesmo a cada 08 (seis) meses e ao térming da pesquisa encaminhar 3 este Comits wm
sumario dos resultados do projeto {relatano final).

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Aautor Bibuagan
Informactes Basicas| PE_INFOR DES_BASICAS DO P | 25DB2021 Aceito
.o Projeto ROJETO 174 | e 152405
Dedaragao de Termol tilizacao. pdf 25082021 |Karina Braga Gomes | Aceito
Manuseio Material 151850 |Borges
Biclagico /
Biorepositario /
Bicbanco
Fiolha de Rosio Assinaturas pdf 25082021 |Karina Braga Gomes | Acsito
145007 |Borges
Dedaagﬁn de Pareceriamp pdf 17072021 |Karina Braga Gomes | Aceito
Instituicao e 155804 |Borges
Infraesinutua
[Dutros. Termmolustosa. pdf TEOTAZT [Fanna Braga Gomes | Acein
193302  |Borges
DCedaragao de Lustosa pdf THOTAET [Fanna Braga Gomes | Aceiio
%’m 123145 |Borges
aragan de funed pdf TROTAET [Fanna Braga Gomes | Acedo
isadores 19:31:30  |Borges
%ﬁfﬁamf Progeto.pdf THOEAIZET [Fanna Braga Gomes | Acein
Brochura 1240728 |Borges
TCLE ! Temmos de | Dispensa pdf 1052021 |Karina Braga Gomes | Aceito
Assentrmento | 120641 |Borges
Justificativa de
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Aprovado

Mecessita Apreciagdo da CONEP:

Nao

BELO HORIZONTE, 10 de Setembro de 2021

Assinado por:
Crissia Carem Paiva Fontainha
(Coordenador{a))
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10.2 PROCEDIMENTO DE EXTRAGAO DO RNA COM O KIT QIAAMP
VIRAL RNA MINI KIT (QIAGEN®)

Protocolo proveniente do Procedimento Operacional Padrao do LINBIO
(POP.LINBIO.02) — Faculdade De Farmacia - UFMG

1 Preparo dos reagentes do kit

1.1 Tampéo AW1 (AW1 Buffer): adicionar 130 ml de etanol (96-100%) ao frasco do
tampao AW1. A estabilidade da solugao a temperatura ambiente é de 1 (um) ano;

1.2 Tampao AW2 (AW2 Buffer): adicionar 160 ml de etanol (96-100%) ao frasco do
tampao AW?2. A estabilidade da solugédo a temperatura ambiente é de 1 (um) ano;

1.3 RNA carreador (Carrier RNA): adicionar 1500 pyL do tampé&o de eluigdo (AVE) no

frasco do RNA carreador. Dissolver o RNA carreador completamente. Aliquotar em

tubo de 0,5 pL (aproximadamente 300 uL). Armazenar as aliquotas a -20°C e nao
realizar mais do que trés ciclos de congelamento e descongelamento.
1.4 Verificar se houve formacao de precipitado no tampéao de lise viral (AVL). Se

necessario, incubar em banho-maria a 35°C até dissolver todo o precipitado;

2 Preparo do mix de Lise (Tampao de Lise/RNA carreador)

2.1 Preparar a mistura de RNA carreador e tampao AVL na quantidade necessaria
para processar o numero desejado de amostras. Esta mistura deve ser preparada
simultaneamente usando a seguinte formula

nx0.56 ml=yml

y mlx 10 yl/ml =z pl

Em que: n = numero de amostras a serem processadas simultaneamente; y =
volume calculado de AVL; z = volume calculado de solugdo de RNA carreador

diluido em tampao AVE

3 Protocolo de extracdo de RNA

3.1 Guardar o RNA carreador diluido em tampao AVE no freezer (descongelar
apenas trés vezes);

3.2 Adicionar 560 ul da solugdo RNA carreador e AVL a um tubo de microcentrifuga
(1,5 ml);
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3.3 Adicionar 140 ul da amostra clinica a mistura tamp&o de lise-RNA carreador.
Homogenizar suavemente com auxilio de uma pipeta. Importante: Garantir a
homogeneizagdo completa da amostra clinica no tampao de lise;

3.4 Incubar a temperatura ambiente por 10 minutos;

3.5 Adicionar 560 pl de etanol (96-100%) a amostra. Homogeneizar suavemente
com a pipeta.

3.6 Adicionar gentilmente 560 ul da mistura obtida acima a uma coluna de extragéo
(inclusa no kit) inserida em um tubo de microcentrifuga de 1,5 ml;

3.7 Centrifugar a coluna de extragéo a 8.000 rpm por 1 (um) minuto;

3.8 Colocar a coluna em um novo tubo coletor de microcentrifuga de 2 ml e
descartar o tubo antigo juntamente com o filtrado. Gentilmente adicionar os 700 pl
restantes da mistura a esta coluna;

3.9 Centrifugar novamente a coluna de extragcao a 8.000 rpm por 1 (um) minuto.
Colocar a coluna em um novo tubo coletor e descartar o tubo antigo juntamente com

o filtrado;

3.10 Adicionar 500 microlitros do tamp&o de lavagem 1 (AW1) a coluna. Centrifugar
na velocidade maxima (8.000 rpm) por 1 minuto;

3.11 Inserir as colunas em novos tubos coletores e adicionar 500 microlitros do
tampé&o de lavagem 2 (AW2) a coluna. Centrifugar na velocidade maxima (14.000
rom) por 3 minutos.

3.12 Colocar a coluna em um novo tubo coletor e descartar o tubo antigo juntamente
com o filtrado. Centrifugar novamente a coluna de extragao a 14.000 rpm por 1 (um)
minuto;

3.13 Transferir a coluna para um tubo novo de microcentrifuga de 1,5 ml (ndo
fornecido pelo kit) e descartar o tubo antigo juntamente com o filtrado;

3.14 Adicionar 60 microlitros do AVE em temperatura ambiente a coluna de
extracdo. Incubar a temperatura ambiente por 1 (um) minuto;

3.15 Centrifugar a coluna de extragao juntamente com o tubo a 8.000 rpm por 1 (um)
minuto;

3.16 Descartar a coluna de extragdo no descarte especifico dentro da capela de

fluxo laminar;
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3.17 Encaminhar as amostras refrigeradas para processamento imediato ou
armazenar o RNA viral purificado a -80°C (nesta temperatura o RNA permanece
estavel por até um ano).

BibliografiaQlAamp® Viral RNA Mini Handbook: For purification of viral RNA from

plasma, serum, cell-free body fluids, and culture supernatants.
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10.4 MANUSCRITO A SER SUBMETIDO PARA PUBLICAGCAO ORIGINAL

ARTIGO ORIGINAL
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LAMP TECHNIQUE VALIDATION FOR INFLUENZA AND SARS-COV-2 DIAGNOSIS AND

EPIDEMIOLOGICAL EVALUATION IN A UNIVERSITY CAMPUS
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RESUMO

Objetivo: Investigacdo epidemiologica do SARS-CoV-2, Influenza A (IAV) e Influenza B
(IBV) na comunidade atendida pelo programa MonitoraCOVID da Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG) em 2022 por meio da padronizacdo e validacdo da técnica de LAMP.
Métodos: Foram utilizadas amostras de swab nasofaringeo nas reacdes de LAMP, realizadas
simultaneamente nas mesmas condi¢des com leitura visual. Para investigacdo epidemiolégica,
foram testados 10% do quantitativo mensal atendido pelo MonitoraCOVID. Resultados: As
reacdes de LAMP demonstraram sensibilidade de 84,0% e 85,2% para o SARS-CoV-2 e IAV
respectivamente. A prevaléncia de IBV foi baixa para analise dos parametros analiticos. A
especificidade obtida foi de 100% nas trés reagdes. A taxa anual de positividade encontrada
foi: SARS-CoV-2 - 28,7%, IAV - 1,6%, IBV - 0,0%. Foram encontrados resultados
indeterminados para SARS-CoV-2 ¢ IAV (0,8% cada). Conclusiao: O ensaio de LAMP foi
capaz de avaliar a epidemiologia dos virus respiratorios na comunidade da UFMG.

Palavras-chave: LAMP, SARS-CoV-2, INFLUENZA A, INFLUENZA B.
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ABSTRACT

Objective: SARS-CoV-2, Influenza A (IAV) and Influenza B (IBV) epidemiological
investigation in the community served by the MonitoraCOVID program of the Federal
University of Minas Gerais (UFMG) in 2022 through the standardization and validation of the
LAMP technique. Method: Nasopharyngeal swab samples were used in the LAMP reactions,
performed simultaneously under the same conditions with visual reading. For epidemiological
investigation, 10% of the monthly amount assisted by MonitoraCOVID were tested. Results:
LAMP reactions demonstrated sensitivity of 84.0% and 85.2% for SARS-CoV-2 and 1AV
respectively. The prevalence of IBV was low for analysis of analytical parameters. The
specificity obtained was 100% in the three reactions. The annual positivity rate found was:
SARS-CoV-2 - 28.7%, IAV - 1.6%, IBV - 0.0%. Indeterminate results were found for SARS-
CoV-2 and IAV (0.8% each). Conclusion: The LAMP assay was able to assess the

epidemiology of respiratory viruses in the UFMG community.

Keywords: LAMP, SARS-CoV-2, INFLUENZA A, INFLUENZA B.
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1. INTRODUCAO

As infec¢des respiratorias agudas (IRAs) sdo um problema de satide publica mundial,
afetando individuos de todas as idades e causando impactos sociais'. As IRAs sio o
principal motivo de morte de criangas em paises em desenvolvimento, sendo cerca de 80%
dessas infecgdes de etiologia viral’2. Os principais patogenos respiratorios virais, como
Influenza e SARS-CoV-2 possuem sinais clinicos inespecificos associados que variam desde
sintomas leves confinados a parte superior do trato respiratorio e caracterizado por febre,
coriza, tosse, dor de cabegca e¢ dores musculares, até pneumonia grave e co-infeccao
bacteriana secundaria do trato respiratério inferior, podendo levar ao ébito>.

Os virus Influenza A (IAV) ja foram responsaveis por pandemias, como a Gripe Espanhola
(1918), o HIN1 pandémico (2009), e junto ao Influenza B (IBV) causam recorrentes
episodios de epidemia*. O genoma de RNA (4cido ribonucleico) segmentado e circulagdo do
IAV em animais, como aves migratdrias e porcos, contribuem para a formagao de subtipos
virais diversos através do processo de ‘“‘antigenic shiff’. Este processo permite que as
proteinas hemaglutinina (HA) e neuraminidase (NA), de alta variabilidade antigénica,
possam ser trocadas entre estirpes virais por rearranjo apds coinfeccdo do mesmo
hospedeiro'>.

O SARS-CoV-2, coronavirus humano descrito em 2019 na cidade de Wuhan na China®’, é o
causador da pandemia de COVID-19, iniciada em 2020 e responsavel pela morte de 6,8
milhdes de pessoas®. Logo apos sua identificagdo, o0 SARS-CoV-2 se espalhou rapidamente

em todo o mundo, causando o colapso de alguns servicos de saude’!°

e posteriormente
evoluindo para variantes de preocupagdo que causaram novos surtos'!. As frequentes

transmissdes inter e intra espécies e a capacidade mutacional do virus contribuem para o

surgimento de novas estirpes de coronavirus'2.
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Tradicionalmente o diagnostico das IRAs ¢ realizado com base nos sinais clinicos e
informacdes epidemiologicas. Porém, em decorréncia do amplo espectro e baixa
especificidade dos sintomas, curto periodo de incubag¢do dos virus e transmissao por meio de
secrecdes contaminadas por aerossdis, goticulas ou objetos contaminados, o diagndstico
laboratorial rapido e preciso torna-se importante no sentido de distinguir o agente etioldgico
e contribuir para o melhor entendimento da dindmica de transmissdo desses virus. Testes
moleculares, como a reacdo em cadeia da polimerase (do inglés Polymerase Chain Reaction
— PCR), permitem o diagndstico laboratorial com alta sensibilidade e especificidade, porém
sdo caros para os sistemas de saude, pois exigem mao de obra especializada e estrutura
tecnologica. Em 2000'° foi desenvolvida a técnica de amplificagdo isotérmica mediada por
loop (loop-mediated isothermal amplification — LAMP), que exige estrutura laboratorial
menos complexa e é capaz de detectar alvos moleculares com alta especificidade,
sensibilidade e menor custo do que os testes moleculares tradicionais. A enzima Bst
polimerase, que possui caracteristica desnaturante, permite que a reagao de amplificagao
ocorra em temperatura constante e seja realizada em equipamentos de menor complexidade
como termoblocos e banho-maria. A isotermia da reag¢do junto ao niumero de iniciadores (4 a
6) utilizados na LAMP, que amplificam o alvo gendmico de maneira fatorial, e a
possibilidade de deteccdo e interpretagdo do teste por olho nu, explicam o menor custo e
tempo de reacdo quando comparado com a PCR e tornam esse ensaio passivel de ser
utilizado como teste laboratorial remoto!#15,

Diante deste cenario, o diagndstico molecular das infec¢des respiratorias agudas virais
acessivel torna-se essencial no controle epidemiologico de surtos pandémicos e/ou
epidémicos, a fim de mitigar impactos na satde ptblica e economia dos paises. Além disso, o

conhecimento da dindmica das infec¢cdes em nosso meio possibilita a tomada de decisdo mais



125

rapida e assertiva no seu controle através da adogdo de politicas de saude publica. Para
controlar surtos com sucesso, o diagnostico deve ter alta sensibilidade e especificidade, e estar
disponivel a toda populacdo e tecnicamente aos sistemas de satde locais. Neste estudo fio
validado e padronizado o ensaio LAMP para avaliar a frequéncia dos principais virus
relacionados a IRA em individuos sintomaticos no ano de 2022 pertencentes a comunidade da

Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. PROGRAMA MONITORACOVID UFMG E AMOSTRAS UTILIZADAS

O programa MonitoraCOVID da UFMG teve o objetivo de identificar precocemente casos
suspeitos ou confirmados de COVID-19 na comunidade da UFMG para evitar sua circulacao,
bem como instituir medidas de controle de surtos da doenga na universidade, através do
monitoramento por meio do questionario de auto verificagdo de sintomas, preenchido pela
comunidade antes de comparecer as dependéncias da universidade. O sistema deu suporte ao
Telecovid-19, o qual realizava a avaliagdo remota do paciente e indicagdo, se necessario, do
teste de RT-qPCR para o diagnéstico do SARS-CoV-2. A coleta das amostras por meio de
swab nasofaringeo e os exames eram realizados no Laboratorio Institucional de Pesquisa em
Biomarcadores (Linbio-UFMG), localizado na Faculdade de Farmacia, UFMG. O resultado
era entdo liberado na plataforma do MonitoraCOVID e uma copia enviada ao paciente para
confirmar o diagnostico e seu afastamento das atividades.

O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (COEP) da UFMG, sob

numero 4.963.694.

2.2. SELECAO DOS INICIADORES DE LAMP

Os iniciadores utilizados para a identificacdo do SARS-CoV-2, TIAV, IBV e controle
endogeno humano por meio do LAMP sdao mostrados na Tabela 1. Foi realizada conferéncia
do alinhamento de suas sequéncias com o genoma viral de referéncia e estirpes circulantes,

utilizando-se a ferramenta BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). O controle

enddgeno foi utilizado para garantir a presenca do material genético humano, indicando

conformidade no processo de coleta do material e de anélise da extragdo do material genético.


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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TABELA 1 — Sequéncias de iniciadores utilizados para identificacio do SARS-CoV-2,

IAV, IBV e controle endogeno por meio da técnica de LAMP16-17,

SARS-CoV-2 (Gene E)'¢

E-F3 TGAGTACGAACTTATGTACTCAT

E-B3 TTCAGATTTTTAACACGAGAGT

E-FIP ACCACGAAAGCAAGAAAAAGAAGTTCGTTTCGGAAGAGACAG
E-BIP TTGCTAGTTACACTAGCCATCCTTAGGTTTTACAAGACTCACGT
E-LF CGCTATTAACTATTAACG

E-LB GCGCTTCGATTGTGTGCGT

IAV (Gene da matriz)'’

IAV-F3-1 | GACTTGAAGATGTCTTTGC

IAV-F3-2 | GACTGGAAAGTGTCTTTGC

IAV-B3-1 |TRTTATTTGGGTCTCCATT

IAV-B3-2 | TRTTGTTTGGGTCCCCATT

IAV-FIP | TTAGTCAGAGGTGACARRATTGCAGATCTTGAGGCTCTC
IAV-BIP | TTGTKTTCACGCTCACCGTGTTTGGACAAAGCGTCTACG
IAV-LF GTCTTGTCTTTAGCCA

IAV-LB |CMAGTGAGCGAGGACTG

IBV (Gene NS)'’

IBV-F3 GCAACCAATGCCACCATA

IBV-B3 TTCTCTCTTCAAGRGACATC

IBV-FIP | TAGTCAAGGGCYCTTTGCCACTTTGAAGCAGGAATTCTGGA
IBV-BIP |CAAGACCGCCTAAACAGACTAAACTTTTACTTTCAGGCTCACTT
IBV-LF TGAAAGYCTTTCATAGCAC

IBV-LB CAAGAATAAAGACTCACAAC

Controle endégeno (Gene ACTB Humano) '°

IBV-F3 AGTACCCCATCGAGCACG

IBV-B3 AGCCTGGATAGCAACGTACA

IBV-FIP | GAGCCACACGCAGCTCATTGTATCACCAACTGGGACGACA
IBV-BIP |CTGAACCCCAAGGCCAACCGGCTGGGGTGTTGAAGGTC
IBV-LF TGTGGTGCCAGATTTTCTCCA

IBV-LB CGAGAAGATGACCCAGATCATGT

1AV influenza A, IBV: influenza B.

2.3. PADRONIZACAO DA REACAO DE LAMP

Para a reacdo de LAMP, foram utilizados iniciadores dessalinizados (IDT®) descritos na

Tabela 1, com rendimento minimo de 35 nmoL, e mastexmix WarmStart Colorimetric LAMP
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2X da New England Biolabs®. As condi¢cdes das reacdes de LAMP, optimizadas e
padronizadas para a identificagdo do SARS-CoV-2, IAV e IBV e controle enddégeno humano,

estdo no Material Suplementar 1.

As reagdes ocorreram em um termociclador Veriti (Thermo®) com variagdes na temperatura
(de 63° a 65°C) e tempo de reacdo (de 20 a 35 minutos). Foram utilizadas amostras de
secre¢ao nasofaringea coletadas por swab de pacientes sintomaticos para infec¢ao respiratoria
aguda, que realizaram a coleta através do MonitoraCOVID UFMG, com resultado conhecido
pela técnica padrao-ouro de RT-qPCR. O RNA viral foi extraido do swab utilizando-se o mini

kit Ql4amp Viral RNA (QIAGEN), conforme protocolo do fabricante.

2.4. CALCULO DAS CARACTERISTICAS ANALITICAS DA REACAO

Para os ensaios padronizados, foram calculados a sensibilidade e especificidade analiticas,
acuracia, valor preditivo negativo (VPN) e positivo (VPP), indice Kappa, erros tipo I e II
intervalo de confianga de 95%. Foram considerados as seguintes métricas para avaliacdo das
caracteristicas analiticas para obtencdo de um bom teste: Especificidade >95%, Sensibilidade
>80%, Erro tipo 1 < 0,05, Erro tipo II <0,20, Erro tipo I + 11 <0,25'%.

Para o conjunto de iniciadores do SARS-CoV-2, foram testadas 50 amostras com resultado
conhecido por RT-qPCR (Invitrogen®; alvos Genes N e controle interno RNAse P) sendo 25
com resultado detectavel e 25 ndo detectavel (4 dentre essas amostras clinicas detectaveis para
IAV e uma detectavel para IBV). Para o conjunto de iniciadores do IAV, foram testadas 52
amostras com resultados conhecidos por RT-qPCR (INFA/INFB/SC2 Bio-Manguinhos®,
alvo gene M do IAV), sendo 27 com resultado detectavel, 25 ndo detectavel (8 dentre essas
amostras clinicas detectdveis para SARS-CoV-2 e uma detectdvel para IBV). Ja para o
conjunto de iniciadores do IBV, foram testadas 26 amostras com resultados conhecidos por

RT-qPCR (INFA/INFB/SC2 Bio-Manguinhos®, alvo gene NSI do IBV), sendo 1 com



129

resultado detectavel e 25 nao detectavel (2 amostras de coinfeccdo de SARS-CoV-2 e IAV, 6
detectaveis para SARS-CoV-2, e 2 detectaveis para IAV). Foi testado um isolado viral em
cultura de IBV nas dilui¢des 1:8, 1:64, 1:256 e 1:512 fornecido pela Funda¢do Ezequiel Dias-

MG.

2.5. AVALIACAO EPIDEMIOLOGICA EM AMOSTRAS DO MONITORACOVID
UFMG E VALIDACAO DO LAMP

Para valida¢do do teste, o ensaio padronizado foi aplicado a 10% do quantitativo mensal das
amostras de secrecdo nasofaringea de pacientes sintomaticos com suspeita clinica de infec¢o

respiratdria aguda coletados no Linbio por meio do programa MonitoraCOVID UFMG no ano

de 2022.
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3. RESULTADOS

3.1. PADRONIZACAO DO ENSAIO DE LAMP

As reacdes para deteccdo de SARS-CoV-2, IAV e IB foram padronizadas nas mesmas
condi¢cdes: temperatura de 65°C, com tempo de amplificagio de 30 minutos (Figura 1),

condi¢des cruciais para a especificidade da técnica LAMP, evitando reagdes inespecificas.

Figura 1: Deteccdo visual da reacdo de LAMP para SARS-CoV-2

Amostra A: controle positivo (reagente), amostra B: controle negativo (ndo reagente), amostra C:
amostra clinica (indeterminada), amostra D: branco (ndo reagente). Foto tirada ao final da reagéo de

30 minutos.

3.2. CARACTERISTICAS ANALITICAS DO ENSAIO DE LAMP PADRONIZADO

As caracteristicas analiticas obtidas para as reacdes de LAMP padronizadas para SARS-CoV-
2 e IAV estdo dentro das métricas consideradas para a obtengdo de um bom teste'®. Nao foi
possivel determinar estas métricas para o IBV em fungdo da baixa positividade nas amostras

utilizadas para a padronizagdo e baixa prevaléncia na populacdo em geral. O indice Kappa

encontrado foi de 0,84 (IC 95%: 0,69-0,98) para o SARS-CoV-2 e 0,85 (IC 95%: 0,70-0,98)
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? com relagdo ao ensaio de referéncia (RT-PCR)

para IAV, que significa 6tima concordancia'
(Tabela 2).

TABELA 2: Caracteristicas analiticas do conjunto de iniciadores para SARS-CoV-2 e [AV.

SARS-CoV-2 IAV
% IC (95%) Limite % IC (95%) Limite

Sensibilidade 84,0 (65,3-93,6) 85,2 (67,5 -94,1)
Especificidade 100 (86,7 - 100) 100 (86,7 - 100)
Acuracia diagnostica 92,0 (81,2 -96,8) 92,3 (81,8 -97,0)
Prevaléncia 17,6" 1,77
Valor preditivo positivo 100 (51,2 - 100) 100 (8,1 -100)
Valor preditivo negativo 96,7 (92,1 -98,7) 99,7 (99,4 - 100)
indice Kappa 0,84 (0,69 — 0,98) 0,85 (0,70 —0,98)
Erro tipo I (pFP) 0,00 0,00
Erro tipo II (pFN) 0,16 0,15
pFP + pFN 0,16 0,15

* Prevaléncia na populagdo de Minas Gerais segundo FUNED-MG em 2022 (dados ndo
publicados). pFP: probabilidade de falso-positivo, pFN: probabilidade de falos-negativo.

Dentre as amostras testadas para a padronizagdo dos ensaios de SARS-CoV-2 e IAV, foram
obtidos 4 resultados falso-negativos para cada teste. Os resultados foram confirmados pela
técnica de LAMP em 2 dias diferentes e ainda através do Kit Molecular INFA/INFB/SC2
Bio-Manguinhos® (RT-qPCR). Todas essas amostras com resultado falso negativo

apresentaram Ct (Cycle threshold) >31 para o seu respectivo alvo na reacao de RT-qPCR.

Todas as 26 amostras testadas para o IBV mostraram concordancia com o resultado da PCR-
qRT, porém em decorréncia da disponibilidade de somente uma amostra sabidamente
detectavel, o calculo das métricas analiticas ndo foi realizado. Para complementar este
resultado, o isolado viral para IBV foi diluido nas concentragdes 1:8, 1:64, 1:256 e 1:512 para
verificar a sensibilidade da reag¢do, a qual confirmou a positividade em todas as diluigdes

Material Suplementar 2.
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3.3. AVALIACAO EPIDEMIOLOGICA DE PACIENTES ATENDIDOS PELO
MONITORACOVID UFMG E VALIDACAO DO LAMP

No ano de 2022, o programa MonitoraCOVID UFMG realizou a coleta de amostras
nasofaringeas de 2.426 pacientes sintomaticos para IRAs para fins e detec¢gdo do SARS-Cov-
2. O ensaio de LAMP padronizado foi aplicado a uma amostragem de 243 pacientes para a
avali¢do epidemiologica, correspondente ae 10% dos testes realizados em cada més (Material
Suplementar 3). A distribui¢do dessas coletas foi variavel entre os meses de 2022, sendo
maior no més de julho, seguido de janeiro e maio, € menor nos meses de outubro, margo e
setembro.

A média de idade da populagdo testada foi de 34,3 anos, sendo 158 amostras (65%) de
pacientes do sexo feminino e 85 (35%) masculino, dentre os quais 151 (62%) reportaram
nunca terem o diagndstico da COVID-19, 76 (31%) relataram ja terem sido diagnosticados
anteriormente ¢ 16 (7%) ndo informaram. Os sintomas reportados pelos pacientes foram:
coriza, congestdo nasal, dor de cabega, dor no corpo, disturbios olfativos, disturbios
gustativos, tosse, dor de garganta, febre, dispneia, fraqueza e diarreia.

A taxa de positividade encontrada pela LAMP para o SARS-CoV-2 foi de 28,7%, para o IAV
de 1,6%, e para o IBV 0,0%. Nao foram encontrados resultados de coinfeccdo entre as
amostras testadas.

Janeiro foi o més com maior taxa de positividade (46,9%) para o SARS-CoV-2, seguido de
novembro (41,4%), dezembro e fevereiro (40,0% cada). O SARS-CoV-2 ndo foi detectado
nas amostras testadas dos meses de margo, setembro e outubro. Para o IAV, foi detectada uma
amostra positiva nos meses de janeiro, junho, julho e novembro, representando taxa de
positividade de 3,1%, 1,6%, 4,2% e 3,4% respectivamente. A taxa anual de amostras

negativas foi de 66,9%.
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A taxa de positividade para o SARS-CoV-2 encontrada por RT-qPCR no programa
MonitoraCOVID UFMG foi maior nos meses de dezembro (50,7%) e janeiro (49,2%) e
menor em setembro (1,5%) e outubro (1,8%), seguido de abril com 5,5% (Figura 2),

resultados comparaveis ao encontrados através da reacdo de LAMP.

FIGURA 2: Taxa de positividade por més dos virus SARS-CoV-2, Influenza A e Influenza B

em amostras do programa MonitoraCOVID UFMG.
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SC RT-gPCR: SARS-CoV-2 testado pela técnica de RT-qPCR no total de amostras do programa
MonitoraCOVID UFMG. SC: SARS-CoV-2 testado por LAMP; IAV: Influenza A testado por LAMP;
IBV: Influenza B testado por LAMP. Para a reacdo de LAMP foi testado 10% do quantitativo mensal

correspondente ao numero de amostras testadas através de RT-qPCR.

Dentre as reacdes realizadas, foram obtidos 0,8% de resultados indeterminados para SARS-
CoV-2 e AV cada e 1,2% de resultados invalidos, em que o controle enddgeno (gene ACTB)

nao foi amplificado durante a reagao.
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4. DISCUSSAO

O diagnoéstico molecular de virus respiratérios € uma importante ferramenta no combate da
transmissdo dos virus e contengdo dos surtos epidemioldgicos. Entretanto, o diagndstico
laboratorial usualmente exige estrutura sofisticada, equipamentos de alto custo e pessoal
qualificado®. A técnica de LAMP pode ser uma alternativa a essas barreiras, pois permite que
a reagdo seja realizada em ambiente ambulatorial ou em equipamentos comuns de
laboratérios, como banho maria ou termobloco em um tempo menor de reagdo de até 30
minutos'>. No presente estudo, reagdes de LAMP para a detecgdo dos virus SARS-CoV-2,
IAV e IBV em amostras de swab de nasofaringe foram padronizadas. As rea¢des podem ser
realizadas simultaneamente em um mesmo equipamento em temperatura constante de 65°C
com tempo de detec¢do de apenas 30 minutos.

O indice Kappa encontrado nos ensaios de LAMP para SARS-CoV-2 (0,84- IC 95%: 0,69-
0,98) e TAV (0,85 - IC 95%: 0,70-0,98) demonstram 6tima concordancia da reagdo com
relagio ao ensaio de referéncia (RT-PCR) e proximo aos observados na literatura'” 21-22,
Nenhuma das amostras testadas sabidamente ndo detectaveis, incluindo amostras detectaveis
para os outros virus respiratérios, tiveram resultado falso positivo, em concordancia com o
estudo realizado por Takayama e colaboradores em 2019, os quais utilizaram o mesmo
conjunto de iniciadores para IAV e IBV em 113 amostras do trato respiratorio (aspirados,
secrecdes e swabs)!’. Alves e colaboradores (2021) demonstraram também que o ensaio de
LAMP para SARS-CoV-2 ndo apresentou resultado falso positivo com amostras de virus
sincicial respiratorio e arbovirus®. O erro tipo I (pFP) de 0,00 e especificidade e VPP de
100% obtidos neste estudo reforcam a confiabilidade dos resultados positivos nas reagdes

padronizadas de LAMP.
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Com relagdo as métricas de sensibilidade, foram obtidos resultados satisfatorios, 84,0%
(SARS-CoV-2) e 85,2% (IAV), e concordantes com a literatura'” 2> 24, As reacdes
padronizadas demonstraram ter sensibilidade diminuida em amostras com o Ct> 31 na RT-
gPCR, o que ja foi evidenciado em outros estudos realizados anteriormente!”> 223 O Ct é o
numero do ciclo em que a fluorescéncia emitida pela amplificagdo da qPCR ultrapassa o
threshold (nivel arbitrario de fluorescéncia). Dessa forma ¢ possivel correlacionar o valor de
Ct da qPCR com a carga viral da amostra, pois quanto menor o Ct maior ¢ a quantidade do
alvo molecular presente na amostra analisada. Por outro lado, ¢ importante entender que o Ct
das amostras pode ter grande varia¢ao de acordo com o kit diagnoéstico, alvo de amplificagao
e forma de coleta, j& que ndo é possivel garantir a quantidade exata de material coletado
através do swab de nasofaringe®. Além disso, fatores pré-analiticos, como temperatura de
transporte e do processamento da amostra podem interferir em sua estabilidade e degradar o
alvo molecular. A utilizacdo de mais de um alvo para o mesmo virus, como a pesquisa dos
genes E e N para o SARS-CoV-2 e adi¢do de hidrocloreto de guanidina sdo estratégias ja
utilizadas que podem aumentar a sensibilidade dos ensaios de LAMP!¢.

Os calculos para obtencdo das caracteristicas analiticas para a reagdo padronizada para o IBV
ndo foram realizados em decorréncia da disponibilidade de somente uma amostra sabidamente
detectavel. Servicos de vigilancia de IBV demonstram baixos niveis de circulagdo do virus
desde a adogdo de medidas de isolamento em 2020 devido a pandemia de COVID-19°? o
que ¢ reforcado pelos resultados encontrados no levantamento epidemiologico realizado (taxa
de positividade de 0% para o IBV em 2022). A reacdo de LAMP foi capaz de detectar o virus
na Unica amostra clinica detectdvel por RT-qPCR e no isolado viral concentrado e nas

dilui¢des de 1:8, 1:64, 1:256 e 1:512, o que sugere que o ensaio pode ter também boa
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sensibilidade. A sensibilidade reportada na literatura para esse mesmo conjunto de iniciadores
foi de 90,9%'".

O alvo ACTB foi escolhido como controle endégeno da reacdo por ser um gene constitutivo,
ou seja, parte do metabolismo bdasico e processos essenciais para a sobrevivéncia das células e
de baixa variabilidade génica. O uso do controle interno tem papel importante nas reagdes que
utilizam amostras do trato respiratorio, pois ele controla processos prévios a etapa de
amplificacdo, como a extra¢do do material genético, e permite avaliar se o processo de coleta
foi realizado de maneira adequada, evitando resultados falsos negativos. Uma eventual falha
na amplificacdo do controle enddgeno pode ocorrer por fatores que podem interferir
individualmente em cada reagdo, como substancias inibidoras das amostras, meio de
transporte inadequado ou dificuldades de coleta®®. O estudo obteve 3 amostras (1,2%) com
resultado indeterminado/negativo para o controle endéogeno ACTB.

E importante ressaltar que o VPP ¢ o VPN dependem da prevaléncia do virus na populagio e
do numero de amostras utilizadas. Nao existem testes laboratoriais que apresentem 100% de
sensibilidade e especificidade, assim resultados discrepantes entre testes distintos podem
ocorrer. As caracteristicas analiticas dos ensaios laboratoriais dependem também de fatores
pré-analiticos, como o tipo de material de andlise, forma de coleta, transporte e
armazenamento da amostra, forma de extracdo da amostra e até¢ sintomas e dias de sintomas
do paciente®.

A testagem de amostras de coinfec¢do de SARS-CoV-2 com [AV e de amostras detectaveis
para outros virus respiratorios, diferentes do alvo do ensaio, ¢ importante para avaliar se a
reacdo pode ser inibida ou amplificar de maneira inespecifica pela presenca de outros virus
que causam manifestagdes clinicas semelhantes. As reacdes de LAMP ndo demonstraram

serem inibidas pela presenca de outros virus diferente do alvo pesquisado. Em 2022, varios
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pacientes foram diagnosticados com “Flurona”, quando o diagnoéstico laboratorial identifica a
presenca do Influenza e SARS-CoV-2 na mesma amostra do paciente®’, reforcando a
necessidade de um ensaio que ndo sofra interferéncia com a coinfecgao.

Com relagdo as condi¢des de reacio de LAMP ja reportadas em outros estudos'®!’, houve
comparativamente diminui¢cdo no volume dos reagentes consumidos ¢ do tempo de reagao.
Além disso, observou-se que as reagdes para os 4 alvos podem ser realizadas simultaneamente
no mesmo equipamento e nas mesmas condi¢des, beneficiando o paciente por realizar a
pesquisa de mais de um alvo viral que possui manifestacdes clinicas semelhantes e por
otimizar custo e tempo de reagdo no laboratério. Em comparagdo com a técnica de RT-qPCR,
a reagdo padronizada demonstrou ter menor tempo de amplificagdo, o que possibilita um
diagnéstico laboratorial mais rapido. Por outro lado, os resultados encontrados demonstram
que um resultado negativo através da técnica de LAMP nao exclui o diagnostico dos virus
respiratorios avaliados, sendo necessario também a avaliagdo epidemiologica e clinica do
paciente.

O estudo encontrou, dentro as 243 amostras testadas, taxa de positividade para o SARS-CoV-
2 de 28,7%, proxima a taxa encontrada pelo LINBIO (33,6%) nas amostras do programa
MonitoraCOVID UFMG (Dados nao publicados — LINBIO/UFMG). Os resultados
encontrados demonstram variagdo da positividade para o SARS-CoV-2 no ano de 2022, com
as maiores taxas nos 2 primeiros e ultimos meses do ano e menores entre marco e abril, e
agosto e outubro. Nao foram encontradas amostras detectaveis para o IBV na avaliacdo
epidemioldgica realizada, assim como no estudo realizado no LINBIO com amostras do
primeiro semestre de 2022 do programa MonitoraCOVID UFMG (Dados ndo publicados —

LINBIO/UFMGQG). A taxa anual de positividade para IAV encontrada no estudo foi de 1,6%,
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bem proxima a taxa de 1,7%, encontrada pela FUNED-MG em amostras de 2022 (dados nao
publicados — FUNED/MG).

O numero de amostras testadas nos meses em que a procura pelo programa MonitoraCOVID
UFMG foi menor ¢ um limitante do estudo e influencia na taxa de positividade dos virus
pesquisados. Nos meses de margo, setembro e outubro por exemplo, nenhuma amostra testou
positiva para nenhum dos virus pesquisados, porém considerando 10% do quantitativo total
de amostras do MonitoraCOVID UFMG, foram testadas somente 7 amostras em setembro e
margo ¢ 6 em outubro.

Durante o levantamento epidemioldgico, o estudo encontrou 5 amostras com resultados
indeterminados (2 para SARS-CoV-2, 2 para IAV e 1 para o controle endogeno ACTB). Isso
ocorre porque a interpretagdo do ensaio de LAMP ¢ realizada de forma visual, através da cor
da solucgdo, rosa (ndo reagente), amarelo (reagente) e laranja (indeterminado). Nessa condicao,
o mesmo material genético extraido, ou resultante de uma nova extragdo, deve ser utilizado
para uma nova corrida de LAMP e confirmacao do resultado, mas ¢ importante entender a
clinica do paciente e o tempo de sintomas, os quais podem explicar os resultados
indeterminados. No caso de resultados indeterminados para o controle endégeno, ¢ importante
avaliar nova extra¢do do material coletado e, caso o resultado persista, avaliar coleta de nova
amostra, j4 que um resultado indeterminado para o controle endégeno indica quantidade
insuficiente do material coletado, o que diminui a sensibilidade do teste e prejudica na
pesquisa dos virus respiratorios. O estudo encontrou 2 amostras negativas para o controle
endogeno ACTB, invalidando a reagao.

Como limita¢des do estudo pode-se considerar o limitado tamanho amostral incluido para a
validagdo da técnica de LAMP padronizada, sendo necessario aplica-la em outras populagdes

com variagdes nos tempos de sintomas e gravidade da doenga. No entanto, os resultados deste



139

estudo ja podem beneficiar laboratérios que ndo possuem estrutura de diagnodstico molecular
j& estabelecida, especialmente em ambientes hospitalares, em que a necessidade da
identificacdo da etiologia viral ¢ mais urgente devido ao direcionamento da conduta clinica
para tratamento dos pacientes. A maior disseminacdo do diagndstico molecular de maneira
rapida e eficaz pode contribuir para o combate efetivo dos surtos e minimiza¢do dos impactos

a saude e econdmicos.
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Contribuicoes do estudo

Principais resultados: Indice Kappa de 0,85 (SARS-CoV-2) e 0,86 (IAV), indicando 6tima
correlacdo clinica com RT-qPCR. Taxa de positividade em 2022 foi: SARS-CoV-2 - 28,7%,
IAV - 1,6%, IBV - 0,0%. Foram encontrados resultados indeterminados para SARS-CoV-2 e

IAV (0,8% cada).

Implicacdes para os servicos: A reagdo padronizada possibilita o diagndstico molecular com
menor custo e tempo, além de permitir sua utilizagdo de maneira remota e em laboratdrios

sem estrutura de diagnostico molecular.

Perspectivas: A disseminagdo do diagndstico molecular rapido e acessivel a diferentes
complexidades do sistema de saide ¢ uma importante ferramenta para o combate de surtos e

minimizagdo de impactos a saude e econdmicos.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Material suplementar 1 — Protocolo de reacdo: SARS-CoV-2, IBV, IAV e controle

endogeno (ACTB), por meio da técnica de LAMP.

SARS-CoV-2 (Gene E)

Concentracio (uM) Volume (ul)
Reagente Inicial Final Reacio
WarmStart Color MasterMix 2x 2x 1x 7,50
F3 (uM) 10 0,2 0,30
B3 (uM) 10 0,2 0,30
FIP (uM) 100 1,6 0,24
BIP (uM) 100 1,6 0,24
LF (uM) 100 0,8 0,12
LB (U/unL) 100 0,8 0,12
H20 (uL) 4,68
Amostra 1,50
Volume Final (uL) 15,00
Controle endégeno (Gene ACTB Humano)
Concentracio (uM) Volume (ul.)
Reagente Inicial Final Reacao
WarmStart Color MasterMix 2x 2x 1x 7,50
F3 (uM) 10 0,2 0,30
B3 (uM) 10 0,2 0,30
FIP (uM) 100 1,6 0,24
BIP (uM) 100 1,6 0,24
LF (uM) 100 0,8 0,12
LB (U/uL) 100 0,8 0,12
H20 (nL) 4,68
Amostra 1,50
Volume Final (uL) 15,00
IBV (Gene NS)
Concentracio (uM) Volume (ul.)
Reagente Inicial Final Reacao
WarmStart Color MasterMix 2x 2xX 1x 7,50
F3 (uM) 10 0,2 0,30
B3 (uM) 10 0,2 0,30
FIP (uM) 100 1,6 0,24
BIP (uM) 100 1,6 0,24
LF (uM) 100 0,8 0,12
LB (U/uL) 100 0,8 0,12
H20 (uL) 3,18
Amostra 3,00
Volume Final (uL) 15,00




IAV (Gene da matriz)
Concentracio (uM) Volume (ul)
Reagente Inicial Final Reacao
WarmStart Color MasterMix 2x 2x 1x 7,50
F3-1 (uM) 10 0,1 0,15
F3-2 (uM) 10 0,1 0,15
B3-1 (uM) 10 0,1 0,15
B3-2 (uM) 10 0,1 0,15
FIP (uM) 100 1,6 0,24
BIP (uM) 100 1,6 0,24
LF (uM) 100 0,8 0,12
LB (U/uL) 100 0,8 0,12
H20 (uL) 3,18
Amostra 3,00
Volume Final (uL) 15,00
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Material suplementar 2 — Teste de diluigao do Isolado viral de Influenza B.

Reacédo de LAMP para IBV. Foto tirada ao final da reagdo de 30 minutos. Amostra 1-5: Isolado viral
sem diluir, 1:8, 1:64, 1:256, 1:512, respectivamente (Reagente), 6: Controle negativo (Ndo reagente),

7: Branco (N&o reagente). Amostras com resultado conhecido pela técnica de RT-qPCR.

Material suplementar 3: Niimero de amostras testadas por més de acordo com o niimero

de coletas do programa MonitoraCOVID UFMG

Meés N. ° coleta Monitora Amostras testadas
Janeiro 317 32
Fevereiro 160 20
Marco 66 7
Abril 109 11
Maio 283 29
Junho 618 62
Julho 235 24
Agosto 90 9
Setembro 68 7
Outubro 55 6
Novembro 281 29
Dezembro 144 15

Total 2426 251




