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1. Introducéo

As infec¢Bes virais respiratérias sdo uma das principais causas de
morbidade e mortalidade (TROEGER et al., 2018). Diferentes virus podem ser 0s
responsaveis por infectar o sistema respiratério, com distintos niveis de gravidade
podendo ir de um quadro clinico mais brando, até uma doenca letal (SHI et al.,
2015).

Os principais virus associados as infec¢des do trato respiratorio sdo os virus
sincicial respiratério humano (VSR), virus influenza (FLU), virus parainfluenza
humano (PIV), adenovirus humano (AdV), entre outros (ZHENG et al., 2018). As
infecgbes por FLU, VSR E PIV ocorrem epidemicamente. Ja o AdV ocorre de
maneira endémica. A forma de transmissédo se da por contato direto e aerossois, e
muitos sdo os fatores que contribuem para a gravidade da doenca, como
caracteristicas virais, quantidade do inoculo e fatores do proprio paciente, por
exemplo: a idade, estado de saude, condi¢do imunoldgica, estado nutricional, além
de fatores socioeconémicos (COUCEIRO; MENDES; SILVA, 2015).

As manifestacfes clinicas das infeccbes respiratérias se apresentam como
gripe, resfriado, faringite, bronquite, bronquiolite e pneumonia. Os sintomas nao séo
especificos para cada agente etioldégico sendo assim indistinguiveis (SCHOT et al.,
2018).

O tratamento disponivel para o FLU é com antivirais, sendo o oseltamivir a
droga de escolha. Independentemente do estado vacinal e do tempo de inicio dos
sintomas, o tratamento com oseltamivir deve ser oferecido para pessoas
hospitalizadas e/ou com fatores de risco para complicacfes quando ha suspeita ou
confirmacdo da doenca (COMMITTEE ON INFECTIOUS DISEASES, 2016). Os
demais virus também podem ser tratados com antivirais como a ribavirina, e com
broncodilatadores além de tratamentos de suporte (DRYSDALE; GREEN; SANDE,
2016).

Devido a transmissdo viral ser de facil propagacdo, é recomendado o
isolamento dos pacientes, contribuindo no controle de infec¢des. Porém, em funcgéo
da logistica hospitalar muitas vezes ha a necessidade de compartiihamento de
guartos entre pacientes com diagndstico clinico de infeccao viral respiratoria até que
se tenha o diagnostico viroldgico (SCOTTA et al., 2016). Sabe-se que, mesmo com

medidas de controle de infecc¢éo, o risco de transmissao do VSR pode chegar a 50%



(DRYSDALE; GREEN; SANDE, 2016). Considerando a importancia clinica dos virus
respiratérios, a prevencdo de infeccdo cruzada em pacientes hospitalizados
determinaria menores taxas de morbidade, mortalidade e custo hospitalar (GOINS;
TALBOT; TALBOT, 2011).

No HCPA, o diagndéstico de patdgenos virais respiratorios € feito por meio da
imunofluorescéncia direta (IFD), cuja sensibilidade € inferior em comparacdo a
técnica molecular que se baseia na reacdo em cadeia da polimerase (PCR). A PCR
pode aumentar a positividade das amostras consideravelmente quando comparada
a IFD, aumentando significativamente a sensibilidade do exame diagnostico
(STEENSELS et al., 2017). Em um estudo brasileiro, a positividade da PCR para
adenovirus foi 9,6 vezes maior em relacdo a IFD (PUERARI et al., 2015). Em relacdo
ao VSR, a positividade foi 5 vezes maior em um estudo finlandés (JOKELA et al.,
2010).

Uma das variac6es da técnica de PCR que € muito aplicada na assisténcia a
saude, é a técnica de PCR em tempo real (QPCR), que pode ser combinada a
técnica de trancriptase reversa (RT-gPCR) (BIONDO et al.,, 2018; KAMEDA;
CORREA; CASSIER, 2018). O uso de agentes intercalantes fluorescentes ou
sondas de hidrdlise como sistema de deteccao, isso facilita a avaliacdo de presenca
ou auséncia de agentes virais cujo material genédmico é RNA (&cido ribonucleico).
Hoje em dia existem kits comerciais para diagnoéstico de virus respiratérios do tipo
Point of Care que facilitam o manejo de pacientes e também contribuem no
gerenciamento de controle de infec¢des hospitalares (CHEN et al., 2018).

Os testes rapidos para diagnéstico de patdgenos respiratorios sdo cruciais
para melhor manejo clinico dos casos (ZUMLA et al., 2014). Em 2017, o FDA (Food
and Drug Administration) aprovou a comercializacdo do teste Xpert® Xpress
FLU/RSV para diagnéstico de influenza A, influenza B e VSR. Segundo o fabricante,
0s resultados sao liberados em até 30 minutos e a performance do teste é
semelhante do Xpert® XC (CEPHEID, 2018), além de que é considerado Point of
Care para deteccdo rapida. A sensibilidade e a especificidade do Xpert® XC para os
virus testados € de 98 e 100%, respectivamente, quando comparado a PCR
convencional (SALEZ et al., 2015).

Diante disso, o objetivo deste trabalho foi detectar a presenca de virus

respiratérios em amostras de secrecdo de nasofaringe através de duas técnicas



moleculares de PCR disponiveis no mercado e, comparar os resultados com a

técnica de imunofluorescéncia direta.



2. Justificativa

O diagndstico rdpido e preciso de determinados virus respiratorios € de
extrema importancia, pois auxilia a equipe clinica na definicdo da intervencao a ser
realizada, contribui no gerenciamento do controle de infec¢cdes hospitalares e
condutas de combate a propagacao viral e, também, se faz valer no uso racional de
recursos diagnoésticos. Este estudo possibilita a andlise critica de um teste com
elevada sensibilidade, especificidade e, que garante reducdo do tempo de resposta
do exame quando comparado a testes usuais, como IFD, cultura de células,

sorologias.



3. Revisdo da Literatura
3.1.Virus respiratérios

As infeccdes virais respiratérias estdo entre as doencas mais comuns que
acometem adultos e criangcas em todo o mundo, sendo relatada como uma das
principais causas de morbidade e mortalidade (TROEGER et al., 2018). Diferentes
virus podem ser os responsaveis por infectar o sistema respiratério, com variados
niveis de gravidade podendo ir de um quadro clinico mais brando, até uma doenca
letal (SHI et al., 2015).

Diferentes sindromes clinicas podem se manifestar de acordo com o virus
envolvido, condi¢cdo imune do paciente, idade, entre outros (SCHOT et al., 2018). As
infeccbes respiratorias inferiores representam uma das 10 doencas com maior
letalidade no mundo, sendo responsavel por 4,0 milhdes de mortes em 2016
(TROEGER et al., 2018; WHO, 2019). O grupo mais suscetivel a esse tipo de
infeccdo é o infantil, sendo uma das principais causas de mortalidade antes dos 5
anos de idade (WHO, 2019).

Os principais virus associados as infec¢des do trato respiratério que podem
causar morbidades e até levar a morte sdo os virus sincicial respiratorio humano
(VSR), virus influenza (FLU), virus parainfluenza humano (PIV), adenovirus humano
(AdV), entre outros (COUCEIRO; MENDES; SILVA, 2015; ZHENG et al., 2018). Os
FLU sdo compostos por 6 géneros, porém apenas 3 infectam os seres humanos,
influenza A, B e C. As infec¢bes por FLU, VSR E PIV ocorrem epidemicamente. Ja o
AdV ocorre de maneira endémica (COUCEIRO; MENDES; SILVA, 2015).

A transmissao ocorre por contato direto e aerossois, e muitos sédo os fatores
gue contribuem para a gravidade da doenca, como caracteristicas virais, quantidade
do in6culo e fatores do proprio paciente, por exemplo: a idade, estado de saude,
condicdo imunolégica, estado nutricional, além de fatores socioecondmicos
(COUCEIRO; MENDES; SILVA, 2015). Sendo que o FLU é o responsavel por um
grande namero de mortes em grupos de risco como 0s imunocomprometidos,
gestante, criancas, entre outros (BIONDO et al., 2018).

No Brasil durante o ano de 2017, segundo o ultimo boletim epidemiologico,
foram notificados 16.019 casos de Sindrome Respiratoria Aguda Grave (SRAG),
sendo 12.388 (77,3%) com amostras processadas pelas unidades sentinela ligadas

ao Ministério da Saude. Destas, 16,1% (1.995/12.388) foram confirmadas como



SRAG por influenza e 23,0% (2.848/12.388) como outros virus respiratérios (VSR,
PIV, AdV). Foram notificados 2.056 Obitos por SRAG, o0 que corresponde a 12,8%
(2.056/16.019) do total de casos (BRASIL, 2017).

3.2.Métodos diagndsticos

Os testes para diagnéstico de patdégenos respiratdrios sdo cruciais para
melhor manejo clinico dos casos (ZUMLA et al., 2014). Atualmente, as técnicas para
diagnostico de virus respiratérios podem ser divididas em: moleculares e nao
moleculares (DAS; DUNBAR; TANG, 2018).

3.2.1. Métodos ndo moleculares

As técnicas ndo moleculares sdo: microscopia eletronica, cultura de células,
deteccado de antigenos e ensaios sorolégicos (DAS; DUNBAR; TANG, 2018).

A microscopia eletronica € considerada uma das metodologias mais antigas
para o exame direto no diagndstico clinico de patdégenos virais, mas € trabalhosa,
demorada e tem um tempo de resposta maior do que outras técnicas, além disso
exige elevada habilidade técnica e conhecimento para analises precisas
(ROINGEARD, 2008). Desta forma, sua aplicabilidade é Uutil para pesquisa e a
identificacdo inicial de agentes virais desconhecidos em surtos especificos
(ROINGEARD, 2008).

O cultivo de células para deteccdo de virus ainda tem sido considerado o
“padréao ouro” para o diagnostico de patdgenos virais respiratorios por muitos anos
(DAS; DUNBAR; TANG, 2018). Trata-se de um método bastante demorado, porém
com avancos nos estudos foi possivel diminuir significativamente o tempo de cultivo
das células, chegando a um tempo de resposta de até 24 horas (DILNESSA,;
ZELEKE, 2017). Apesar dessa grande vantagem, vale ressaltar que muitos virus
clinicamente relevantes ainda assim sédo de dificil cultivo (HODINKA; KAISER, 2013).

Os ensaios por deteccdo de antigenos sdo a principal escolha nos
laboratorios clinicos por serem relativamente baratos, faceis de executar, apresentar
sensibilidade melhor que o padréo ouro de cultivo e, o tempo de resposta ser inferior
as demais técnicas (GINOCCHIO, 2007).

Os testes sorologicos se baseiam na identificacdo da presenca de
antigenos especificos para o agente viral, porém na maioria das infec¢des virais isso

s6 seréa possivel cerca de 2 semanas apos a infeccéo inicial (DAS; DUNBAR; TANG,
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2018). Essa técnica tem sido Gtil para pesquisas epidemioldgicas, aumentando a
probabilidade de identificacdo de infeccbes virais agudas (SAWATWONG et al.,
2012).

3.2.2. Métodos moleculares

Foi o quimico americano Kary Mullis em 1983 que desenvolveu um processo
que permitiria a multiplicacéo artificial do DNA (SAIKI et al., 1985). Esse processo de
multiplicacéo artificial ocorre por meio de ciclos repetidos de duplicagao catalisada
pela enzima DNA polimerase. Esta técnica se baseia na amplificacdo exponencial
seletiva de uma quantidade reduzida de DNA de um conjunto de células,
correspondendo a um mecanismo de sintese artificial de DNA num processo em
cadeia que imita a replicacdo do DNA, que chamamos de Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR). Trata-se de um método rapido e eficiente para amplificacdo de
sequéncias especificas a partir de uma mistura complexa de sequéncias gendmicas
ou DNA complementar. Pequenas quantidades de material genético podem ser
amplificadas milhdes de vezes e em poucas horas, permitindo assim uma detecc¢ao
rapida e confiavel dos marcadores genéticos de doencas infecciosas (MACKAY et
al., 2007; PELT-VERKUIL; BELKUM; HAYS, 2008).

Atualmente, existem inUmeras variantes da técnica de PCR. A convencional
se baseia na identificacdo de um produto amplificado ao final da reacéao,
normalmente a visualizacdo desse produto é feito através de eletroforese em gel de
agarose (MACKAY et al., 2007). A técnica de PCR convencional apresenta
limitacBes, tais como, a grande facilidade de contaminacdo da amostra por outro
DNA, incorporagdo errada de bases durante a replicagdo, a necessidade de
excessiva quantidade do DNA alvo, pureza dos nucleotideos e a concentracdo da
solucdo de dNTP's, uma vez que concentracfes desiguais de dNTP's podem
provocar uma reducao na fidelidade da DNA polimerase (MACKAY et al., 2007).

A reacdao em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR) € uma técnica
utilizada na biologia molecular que permite tanto a deteccdo como a quantificacéo de
amplificados de acidos nucleicos (DNA e RNA) que tem sido utilizado nos
laboratoérios de pesquisa e de diagndsticos clinicos, principalmente, pela capacidade
de gerar resultados com maior sensibilidade, reprodutibilidade, precisdo, velocidade
na analise, facilidade na quantificacdo, melhor controle de qualidade no processo e
menor risco de contaminagao (CARVALHO; DE - RICCI; AFFONSO, 2015).
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4. Objetivos
4.1.Geral

Detectar a presenca de virus respiratérios em amostras de secrecdo de
nasofaringe através de duas técnicas moleculares de PCR disponiveis no mercado

e, comparar os resultados com a técnica de imunofluorescéncia direta.

4.2.Especificos

Analisar as amostras e verificar a concordancia dos resultados da técnica de
IFD com a técnica molecular RT-PCR em tempo real Xpert® Xpress FIu/RSV.

Analisar as amostras e verificar a concordancia dos resultados da técnica de
IFD com a técnica molecular RT-PCR em tempo real XGen Multi PR21.

Verificar a concordancia entre ambas as técnicas moleculares testadas

neste trabalho.



5. Resultados

Estudo de comparacao entre técnicas moleculares de PCR e atécnica de

imunofluorescéncia direta na pesquisa de virus respiratorios

Farm@ Luana S. Martinez
Farm® Ms. Rodrigo M. Paiva
Farm2 Dr2. Ana Paula Alegretti*

Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Servico de Diagndstico Laboratorial.
*correspondéncia: aalegretti@hcpa.edu.br
Rua Ramiro Barcelos, 2350. Bairro Santa Cecilia. Porto Alegre — RS.
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RESUMO

Introducéo

Uma das principais causas de internacfes hospitalares em criancas € por infeccao
respiratoria aguda, sendo o diagndéstico laboratorial rapido e preciso de suma
importédncia para o0 atendimento destes pacientes. Diante disso, este
trabalho verificou a concordancia do teste de imunofluorescéncia direta (IFD) em
relacdo a duas técnicas moleculares disponiveis ho mercado.

Metodologia

Foram analisadas 38 amostras de secrecao de nasofaringe oriundas da rotina de um
hospital universitario de alta complexidade, onde inicialmente foram testadas para a
presenca ou auséncia de virus respiratorios pela técnica de IFD utilizando o kit D3
Ultra™ DFA. Apos essas amostras foram testadas pelas técnicas moleculares de
transcricdo reversa seguida da reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR) em
tempo real Xpert® Xpress FIu/RSV (Point of Care) e outro teste, um multiplex com
capacidade para deteccdo de 21 patdgenos respiratérios, o RT-PCR em tempo real
XGen Multi PR21.

Resultados e discusséo

O indice de concordancia Kappa entre as técnicas IFD e Xpert® Xpress FIu/RSV foi
de 0,629 (p=) que evidencia uma concordéancia forte. Entre as técnicas moleculares
Xpert® Xpress FIU/RSV e XGen Multi PR21 foi de 0,768 (p<0,1), evidenciando uma
forte concordancia entre os resultados obtidos. J& entre as técnicas de IFD e XGen
Multi PR21, o indice Kappa foi de 0,535 (p<0,1), que mostra moderada concordancia
entre os resultados. Apesar de a andlise estatistica apresentar uma concordancia
aceitavel, foram identificadas 13 amostras com resultados negativos para a IFD,
sendo que, 92% destes resultados foram positivos pelo teste molecular XGen Multi
PR21.

Concluséo

Através do estudo de comparacdo entre as técnicas moleculares e a IFD, 13
amostras com resultados negativos pela IFD, foi possivel detectar patdégenos virais
pelo método XGen Multi PR21, o que caracteriza um aumento de sensibilidade do
ensaio molecular, apesar da analise estatistica apresentar uma concordancia
aceitavel. No entanto, estudos adicionais de custos sdo necessarios.

Palavra-chave: Diagndéstico molecular, PCR em tempo real, imunofluorescéncia

direta, virus respiratorios, infeccéo respiratoria.
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1. INTRODUCAO

As infec¢Bes virais respiratérias sdo uma das principais causas de
morbidade e mortalidade em criangas menores de 5 anos de idade (TROEGER et
al., 2018; WHO, 2019). Diversos virus podem ser os responsaveis por infectar o
sistema respiratorio, com distintos niveis de gravidade podendo ir de um quadro
clinico mais brando, até uma doenca letal (SHI et al., 2015). Diferentes sindromes
clinicas podem se manifestar de acordo com o virus envolvido, condi¢cdo imune do
paciente, idade, entre outros (SCHOT et al., 2018). As manifestacfes clinicas mais
evidentes das infeccdes respiratorias se apresentam como gripe, resfriado, faringite,
bronquite, bronquiolite e pneumonia, porém, os sintomas ndo sao especificos para
cada agente etiolégico (SCHOT et al., 2018).

No mundo, as infeccbes do trato respiratorio inferior representam uma das
10 doengcas com maior letalidade, tendo sido responsavel por 4 milhdes de mortes
em 2016 (TROEGER et al., 2018; WHO, 2019). Na populacao infantil com menos de
5 anos foram mais de 600.000 mortes (TROEGER et al., 2018). No Brasil, durante o
ano de 2017, segundo o ultimo boletim epidemiolégico, foram notificados 16.019
casos de Sindrome Respiratéria Aguda Grave (SRAG), sendo 12.388 (77,3%) com
amostras processadas pelas unidades sentinela ligadas ao Ministério da Saude.
Destas, 16,1% (1.995/12.388) foram confirmadas como SRAG por influenza e 23,0%
(2.848/12.388) como outros virus respiratorios (virus sincicial respiratério,
parainfluenza, adenovirus). Foram notificados 2.056 Obitos por SRAG, o que
corresponde a 12,8% (2.056/16.019) do total de casos (BRASIL, 2017).

Atualmente, as técnicas para diagndstico de virus respiratérios podem ser
divididas em: moleculares e ndo moleculares (DAS; DUNBAR; TANG, 2018). As
técnicas ndo moleculares sdo: microscopia eletrénica, cultura de células, deteccéo
de antigenos e ensaios soroldgicos (DAS; DUNBAR; TANG, 2018). Ja as técnicas
moleculares sdo ensaios que se baseiam na amplificacdo de acidos nucleicos para a
deteccdo e identificagcdo de patdgenos virais, podendo identificar um patdgeno por
reagcdo ou até mesmo multiplos alvos (reagdo multiplex), devido a capacidade de
detectar mais de uma sequéncia alvo por reacédo (DAS; DUNBAR; TANG, 2018).

As técnicas diagnosticas mais precisas sao recomendadas por
apresentarem diversos beneficios a salude dos pacientes como, por exemplo,

receber o tratamento antiviral apropriado (ex.: uso de oseltamivir na infeccéo pelo
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virus influenza), contribuir no gerenciamento do controle de infeccdo através de
medidas apropriadas (ex.: contencdo de goticulas respiratérias para minimizar o
risco de disseminacdo nosocomial); poder interromper a busca por um diagnadstico,
mesmo se nao houver agente antiviral benéfico para o virus respiratério encontrado;
e, fornecer informagdes mais precisas as autoridades de saude publica sobre quais
virus estdo circulando na comunidade para que eles possam ajustar as politicas de
saude publica de acordo as necessidades locais (BRADLEY et al., 2011; MAHONY,
2008).

A técnica considerada “padrdo ouro” para diagnostico diferencial viral é a
cultura celular (HEMATIAN et al., 2016), porém muitas outras técnicas tém sido
utiizadas para este fim, devido a elevada sensibilidade, especificidade e,
principalmente, reducéo do tempo de resposta do exame (DAS; DUNBAR; TANG,
2018). Em vista disso, o cendrio esta em constante mudanca e jA ha autores que
descrevem as técnicas moleculares como novo “padrdo ouro” no diagnostico dos
virus respiratérios (DAS; DUNBAR; TANG, 2018).

Diante disso, o objetivo deste trabalho foi detectar a presenca de virus
respiratérios em amostras de secrecdo de nasofaringe através de duas técnicas
moleculares de PCR disponiveis no mercado e, comparar os resultados com a

técnica de imunofluorescéncia direta.

2. MATERIAIS E METODOS

O estudo foi realizado no Servico de Diagndstico Laboratorial do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA) unindo técnicas laboratoriais aplicadas na rotina
assistencial das Unidades de Diagnéstico Especializado e Bioquimica Clinica e
aprovado pelo Comité de Etica local sob o nimero 15338919.5.0000.5327.

2.1. Amostras Clinicas

Foram utilizadas 38 amostras de secrecao de nasofaringe selecionadas por
conveniéncia a partir de pacientes atendidos no HCPA com suspeita clinica de
infecgao respiratoria. Os espécimes clinicos foram encaminhados para Unidade de
Bioquimica Clinica para realizacdo do exame assistencial de pesquisa de virus
respiratorios através da técnica de IFD, conforme fluxo da rotina assistencial. Apés
a realizacdo do exame laboratorial, o volume restante das amostras clinicas foi

armazenado em um banco de amostras biologicas que tem por objetivo a realizacdo
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de pesquisa cientifica, validacdo e verificacdo de técnicas laboratoriais, de acordo
com as especificagbes do controle de qualidade local. Este estudo utilizou as
amostras clinicas provenientes deste banco de amostras, sendo que o periodo de
coleta dos respectivos espécimes clinicos foi de agosto a dezembro de 2018,
caracterizando um estudo transversal. Essas amostras foram aliquotadas em tubos
de 1,5mL, devidamente identificados com etiqueta térmica e armazenados em

freezer -80°C até a realizacdo dos ensaios moleculares propostos (BURD, 2010).

2.2. Teste diagnéstico por Imunofluorescéncia direta D* Ultra™ (IFD)

O exame assistencial para pesquisa de virus respiratorios foi realizado pela
técnica de imunofluorescéncia direta utilizando o kit D®* Ultra™ DFA (Quidel -
Diagnostic Hybrids Inc., 2015). A técnica se baseia na ligacdo de anticorpos
monoclonais especificos para antigenos virais que por sua vez estdo marcados
diretamente com fluoresceina e séo identificados por microscopia de fluorescéncia.
As amostras de secrecdo de nasofaringe foram centrifugadas obtendo-se um botéo
de células epiteliais, retirado o sobrenadante e ressuspendidas em PBS repetidas
vezes, até que se tenha retirado todo o muco natural da amostra. Apds, 25uL da
suspensao celular foram fixadas em lamina com acetona e, realizada a marcacao
com os reagentes conforme orientacbes do fabricante do kit. Inicialmente as
amostras sao testadas com um reagente de triagem que contém anticorpos para 0s
sete patdgenos detectaveis por esse kit, sdo eles: virus influenza A e B, virus
sincicial respiratorio (VSR), adenovirus (AdV), virus parainfluenza (PIV) 1, 2 e 3.
Quando positivo, a amostra foi testada com anticorpo monoclonal separadamente
para todos os virus. Para cada kit utilizado foram testadas amostras controles
positivo e negativo. A interpretacdo dos resultados foi visual por microscopia de
fluorescéncia. Os padrdes de fluorescéncia das células infectadas podem variar
conforme o patdégeno, mas em suma, a fluorescéncia positiva é verde maca
brilhante, enquanto que na auséncia de positividade a fluorescéncia é vermelha.
Este estudo n&o realizou propriamente a técnica de IFD nas amostras clinicas
avaliadas, mas utilizou os resultados dos exames assistenciais através da consulta

em prontuario eletrénico de cada amostra de paciente incluida na pesquisa.

2.3.RT-PCR em tempo real Xpert® Xpress FIu/RSV
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O sistema molecular Point of Care (POC) Gene Xpert® integra todos os
processos desde a extracdo de amostras, purificacdo, amplificacédo e deteccao das
sequéncias-alvo de &acidos nucleicos em amostras clinicas, utilizando transcricao
reversa seguida da reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR) em tempo real.

Neste estudo utilizamos o kit Xpert® Xpress FIu/RSV no sistema Gene
Xpert® para anédlise das amostras conforme instrucdes do fabricante (CEPHEID,
2018), este kit € capaz de detectar apenas os virus influenza A e B,e o virus sincicial
respiratorio. Em um volume de 300uL de amostra foi adicionado proteinase K
(fornecido pelo kit) em mesmo volume, que estimula a quebra de ligagcbes peptidicas
favorecendo a extracdo dos acidos nucleicos. Apés esse tratamento inicial o material
foi transferido para o cartucho de uso Unico, no qual ocorrem 0s processos desde a
extracdo de DNA e RNA, amplificacdo e deteccdo das sequéncias-alvo de acidos
nucleicos. Os controles de qualidade de extracdo e de amplificacdo sao processados
no mesmo cartucho em que ocorre toda a reacdo, desta forma o controle de
qualidade é realizado individualmente por amostra. O software do sistema Gene
Xpert® interpreta os controles de qualidade, assim como o resultado do ensaio e

informa o patégeno identificado de forma qualitativa.
2.4.RT-PCR em tempo real XGen Multi PR21

Para extracdo dos &cidos nucleicos das amostras de secrecao de
nasofaringe foi utilizado o sistema automatizado por beads magnéticas com o kit
Viral Total Nucleic Acid Purification Maxwell® (Promega Biotecnologia do Brasil,
Ltda.), conforme recomendacbes do fabricante. Apdés a extracdo dos &acidos
nucleicos, estes foram quantificados por espectrometria utilizando NanoDrop™ Lite
Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific Inc.) e analisadas quanto a sua
integridade e presenca de contaminantes com base na razdo da absorbancia
AzeolAzgo. Para realizagcdo do ensaio foram utilizadas amostras com concentragao <
10ng/uL e entdo armazenadas em freezer -80°C até a realizagdo dos ensaios
(BURD, 2010).

O teste molecular in vitro XGen Multi PR21 (Mobius Life Science Ltda.,
2018) é capaz de detectar qualitativamente acidos nucleicos de até 21 patdgenos
diferentes responsaveis por infeccbes respiratérias em amostras clinicas. Os
patdgenos sdo: Adenovirus humano, Bocavirus humano, Coronavirus humano 229E,

Coronavirus humano HKU1, Coronavirus humano NL63, Coronavirus humano
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0OC43, Enterovirus, HIN1, Influenza A, Influenza B, Metapneumovirus humano A,
Metapneumovirus humano B, Mycoplasma pneumoniae, Parainfluenza humano 1,
Parainfluenza humano 2, Parainfluenza humano 3, Parainfluenza humano 4,
Parechovirus humano, Rinovirus humano, Virus sincicial respiratorio A, Virus
sincicial respiratério B. O principio da técnica se baseia na amplificacdo do RNA viral
transcrito em cDNA utilizando primer especifico para cada alvo no processo RT,
seguido pela PCR. A reacdo acontece em um unico tubo para identificacdo de até 4
diferentes patdégenos, sendo assim, uma reacdo multiplex. Foi utilizado o aparelho
de PCR em Tempo Real ABI 7500 (System® Applied Biosystems™) para deteccéo.
O kit utiliza o virus da Arterite Equina (EAV) como controle de extracdo, que foi
adicionado em cada amostra no processo de extracdo, além dos controles positivo e
negativo para cada alvo pesquisado e, que foram testados em cada ensaio
realizado. A interpretagdo dos resultados foi realizada através do Software ABI 7500
(Software Sequence Detection System® Applied Biosystems™), conforme
parametros de analise recomendados pelo fabricante do Kkit.

As caracteristicas gerais dos testes de diagnostico para pesquisa de virus
respiratorios por IFD e pelas técnicas moleculares estdo devidamente descritas na
Tabela 1.
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Tabela 1. Caracteristicas gerais dos testes de diagndstico para pesquisa de virus respiratérios por IFD e moleculares propostos:

D3 Ultra™

Xpert® Xpress Flu/RSV

XGen Multi PR21

Principio da técnica
Sensibilidade
Especificidade

Tempo de execucdao
Tempo de atividade manual
Tipos de espécime

Estabilidade da amostra

Pat6genos detectaveis

Equipe apta para execucao

N° de exames por kit

Frequéncia de controle de qualidade

(1 positivo e 1 negativo)
Custo aproximado do kit

Deteccdo de antigeno por
imunofluorescéncia direta

88-94% °
96-99% °©
3 horas

3 horas

Preferencialmente secregéo de
nasofaringe

Refrigerado por poucas horas

Virus influenza A e B, virus
sincicial respiratorio, adenovirus,
virus parainfluenza 1, 2 e 3

Técnico e especialista
220*
5 por kit

6.500,00

Amplificacdo de &cidos nucleicos Amplificagéo de acidos nucleicos

em tempo real
99-100% °

98-100% °©
1 hora

5 min

Swab nasal ou secrecéo de
nasofaringe
Até 24 horas em temperatura
ambiente

Virus influenza A e B, virus
sincicial respiratério

Técnico
10
1 por paciente

2.000,00

em tempo real
95-100% °

85-100% °©
4 horas

1,5 hora

Swab nasal ou secrec¢éo de
nasofaringe
Até 24 horas em temperatura
ambiente
Adenovirus, Bocavirus,
Coronavirus 229E, Coronavirus
HKU1, Coronavirus NL63,
Coronavirus OC43, Enterovirus,
H1N1, Influenza A e B,
Metapneumovirus A e B,
Mycoplasma pneumoniae,
Parainfluenza 1, 2, 3 e 4,
Parechovirus, Rinovirus, Virus
sincicial respiratério A e B

Técnico e especialista

62
1 por andlise

20.000,00

*Valor estimado de acordo com o consumo anual local. Essa quantidade pode variar em fungéo dos resultados positivos e/ou negativos.
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2.5 Anélise estatistica

Os resultados foram apresentados como mediana e intervalo interquartil
para variaveis continuas e como percentual de concordancia para as variaveis
categoricas. As variaveis categoricas foram analisadas pelo teste de qui-quadrado e
indice de concordancia Kappa (LANDIS; KOCH, 1977). O intervalo de confianca
estabelecido foi de 90% (p<0,1). As andlises foram realizadas utilizando-se o
programa SPSS 22.0 para Windows® (StataCorp, College Station, TX, USA).

3 RESULTADOS

A idade mediana dos 38 pacientes analisados foi de menos de 1 ano (0 a 1
anos), o tempo médio de internacéo foi de 8 dias e meio (6 a 37,5 dias).

As 38 amostras de secrecdo de nasofaringe foram testadas pelas trés
técnicas aqui analisadas. O ensaio de referéncia IFD, apresentou 5 amostras
positivas para Influenza A, 5 amostras positivas para Influenza B, 15 amostras
positivas para VSR, e 13 amostras negativas, conforme descrito na Tabela 2. Os
resultados foram semelhantes pela técnica Xpert® Xpress FIU/RSV. A técnica
molecular pelo kit XGen Multi PR21 apresentou amostras positivas
significativamente maior. S6 uma amostra foi negativa, ou seja, 37 positivas, sendo a
maior parte destas para VRS. Houve um expressivo numero de amostras com

multiplos patdgenos virais detectaveis (28) em fungéo de a técnica ser multiplex.

Tabela 2. Caracterizacao dos virus respiratorios detectados pelas técnicas de
imunofluorescéncia direta e duas técnicas moleculares.

IFD D? Ultra™ Xpert® Xpress FIU/RSV ~ XGen Multi PR21

Influenza A 5 3 7
Influenza B 5 2 2
VSR 15 16 23
Multiplos virus - 5 28
Negativos 13 12 1

As informacgfes de desempenho diagndstico dos dois ensaios moleculares

em relacdo ao ensaio de IFD estéo representadas na Figura 1.
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Figura 1. Caracteristica de desempenho dos ensaios moleculares em relagdo ao teste de
imunofluorescéncia direta (IFD)@. (A) Representa o percentual de concordancia entre os testes de IFD
D2 Ultra™ e o molecular Xpert™ Xpress FIu/RSV. (B) Representa o percentual de concordancia entre
os testes moleculares Xpert® Xpress FIL/RSV e XGen Multi PR21. (C) Representa o percentual de
concordancia entre os testes de IFD D®* Ultra™ e o molecular XGen Multi PR21. (D) Representa o
percentual de concordancia entre os trés testes avaliados no estudo, IFD e os moleculares.

Considerando que o ensaio molecular POC Xpert® Xpress FIU/RSV realiza a
pesquisa dos virus Influenza A, B e VSR, foram selecionadas as amostras por
conveniéncia a partir dos resultados de IFD que tenham sido positivas para esses
mesmos virus e também amostras negativas. Observou-se que 42,1% (n=16) foram
positivas para VSR, 31,6% (n=12) foram negativas para 0s virus detectaveis neste
ensaio, 7,9% (n=3) foram positivas para virus Influenza A, 5,3% (n=2) foram
positivas para virus Influenza B e 13,6% (n=5) foram positivas para mais de um
virus, caracterizando coinfeccao viral ndo vista no teste de IFD.

A analise de concordancia entre essas duas técnicas mostrou que 71,1%
(n=27) dos resultados foram compativeis, 15,8% (n=6) dos resultados ndo foram
compativeis e, 13,2% (n=5) apresentaram resultado positivo para mais de um
patégeno, considerando-se uma concordancia parcial, ja que pelo ensaio de IFD néo
foi evidenciado coinfecgdo por mais de um virus pesquisado. O indice de
concordancia Kappa entre as técnicas IFD e Xpert® Xpress FIU/RSV foi de
0,629+0,091 (p=0,092) que evidencia uma concordancia forte (LANDIS; KOCH,
1977).
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As mesmas amostras testadas pela técnica molecular POC utilizando o kit
Xpert® Xpress FIu/RSV foram testadas por outra técnica molecular de RT-PCR em
tempo real, kit XGen Multi PR21, que por sua vez é capaz de detectar 21 patégenos
relacionados a infeccdes respiratdrias, em sua maioria virais. Observou-se que
28,9% (n=11) das amostras foram positivas para apenas um patégeno (H1N1=1;
Coronavirus humano HKU1=1; Parainfluenza tipo 3=1; VSR=8) e 68,5% (n=26) das
amostras apresentaram pelo menos 2 patdégenos, caracterizando coinfeccao.
Apenas uma amostra (2,6%) foi negativa para todos os patégenos testados.

Das 38 amostras analisadas pelo kit XGen Multi PR21, 86,8% (n=33)
apresentaram resultados concordantes em relacdo ao ensaio Xpert® Xpress
FIU/RSV, e apenas 44,7% (n=17) se mostraram concordantes com a técnica de IFD.
Apenas 5,3% (n=2) dos resultados ndo concordam entre as técnicas moleculares, ja
em relacdo a técnica de IFD 42,1% (n=16) das andlises nao foram concordantes. Em
relacdo aos resultados parciais, isto €, em que mais de um patégeno foi detectado
na amostra, mas apenas um foi concordante, assim, obtivemos 7,9% (n=3) para a
técnica molecular Xpert® Xpress FIU/RSV e 13,2% (n=5) para a técnica de IFD. Os
indices de concordancia Kappa entre as técnicas moleculares Xpert® Xpress
FIU/RSV e XGen Multi PR21 foi de 0,768+0,081 (p=0,013), evidenciando uma forte
concordancia entre os resultados obtidos. J& entre as técnicas de IFD e XGen Multi
PR21, o indice Kappa foi de 0,535+0,101 (p=0,079), que mostra moderada
concordancia entre os resultados (LANDIS; KOCH, 1977).

A avaliagdo de concordancia entre as trés técnicas fica dificultada em funcéo
das suas diferentes caracteristicas técnicas e diagnésticas, porém de forma geral
demonstrou-se que 44,7% (n=17) das amostras foram concordantes entre 0s
resultados, apenas 2,6% (n=1) ndo foi concordante em nenhum resultado, e mais da

metade, 53,6% (n=20) obteve resultado parcialmente concordante.
4 DISCUSSAO

Durante o periodo de coleta das amostras foram executados 310 exames de
pesquisa de virus respiratorios por imunofluorescéncia direta (IFD). Destes 310
exames, 66,8% (n=207) obtiveram resultados negativos, 15,8% (n=49) foram
positivos para virus Parainfluenza tipo 3, 11,9% (n=37) foram positivos para virus
Sincicial Respiratério (VSR), 1,6% (n=5) foram positivos para virus Influenza A, 1,6%

(n=5) foram positivos para virus Influenza B, 1,3% (n=4) foram positivos para
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Adenovirus, 0,3% (n=1) foi positivo para virus Parainfluenza tipo 1, 0,3% (n=1) foi
positivo para virus Parainfluenza tipo 2 e, 0,3% (n=1) foi inconclusivo sendo
necessaria repeticao.

Estudos tém demonstrado a incidéncia das infec¢des respiratorias virais em
criancas menores de 5 anos, em que 0s virus mais comuns sao virus da influenza, o
virus sincicial respiratorio, o parainfluenza e o metapneumovirus (LI et al., 2019;
MARCONE et al., 2015). Nossos resultados mostram que os patdgenos principais
foram os virus parainfluenza tipo 3, virus sincicial respiratério, seguido pelos virus
influenza A e B. Considerando a sazonalidade dos virus, isso se reflete nos nossos
resultados. Os virus influenza e VSR s@o mais presentes durante o inverno, porém o
tempo de duracdo da epidemia € maior para VSR, podendo estar ainda presente no
inicio da primavera (LI et al., 2019). Ja os virus parainfluenza sdo endémicos na
primavera e inicio do verdo (LI et al.,, 2019), justamente o periodo de coleta das
amostras aqui analisadas.

Apesar da concordancia moderada (k=0,629+0,091) entre o teste molecular
com o kit Xpert® Xpress FIU/RSV e a técnica de IFD, a diferenca encontrada entre
ambas se deve principalmente a divergéncia de sensibilidade entre os métodos. Ja
foi demonstrado que a técnica de IFD possui boa sensibilidade e especificidade,
porém quando comparado com técnicas moleculares, estas superam IFD
(MARIMON: NAVARRO-MARI, 2017). Podem ocorrer resultados falsos negativos em
funcdo da subjetividade da andlise que se da por microscopia, necessitando assim
equipe altamente experiente para realizacdo das andlises (MAHONY, 2008).

Podemos observar que as andlises realizadas por métodos moleculares
detectaram mais de um tipo viral em determinadas amostras, sendo que 0 ensaio
multiplex que possui uma abrangéncia maior de virus foi mais significativo (n=26),
enquanto que para IFD ndo foi relatado mais de um virus por amostra. 1sso pode ser
atribuido a quantidade de coépias virais presente na amostra, sendo que técnicas
moleculares tem uma capacidade de identificar multiplas infec¢des virais em uma
frequéncia até 10 vezes maior que a IFD (KUYPERS et al., 2006). Por este motivo
também se justifica a concordancia fraca (k=0,535+0,101) entre a técnica de IFD e 0
método multiplex XGen Multi PR21. Além de maior sensibilidade e especificidade, a
técnica molecular detectou multiplos patégenos em 5 amostras que a IFD nao foi

capaz de detectar, isso considerando apenas patbgenos comuns entre 0s ensaios.
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Sabe-se que técnicas moleculares estdo substituindo as antigas técnicas
como IFD, sorologias e cultura de células para o diagnostico viral, inclusive sendo
consideradas como o novo “padrédo ouro” em funcdo da alta sensibilidade e
especificidade aliada a novos formatos cada vez mais simples de processamento
(DAS; DUNBAR; TANG, 2018).

Por ainda estar em grande expansdo, essa tecnologia possui um valor
agregado muitas vezes elevado, o que faz com que se tenha uma analise critica do
custo beneficio (DAS; DUNBAR; TANG, 2018). De qualquer forma, sua alta
sensibilidade e especificidade aliada a novos formatos cada vez mais simples de
processamento tem tornado o uso da técnica molecular mais frequente,
principalmente quando se trata de periodos endémicos (DAS; DUNBAR; TANG,
2018).

Em geral, testes de diagndstico rapido sdo Uteis nas infec¢des respiratérias,
permitindo  uma melhor abordagem de cuidados ao paciente (MARIMON;
NAVARRO-MARI, 2017). Os testes de deteccdo de antigenos podem ser
considerados POC, porém, a maioria das técnicas moleculares ndo. Por sua vez,
essas apresentam melhor especificidade, e principalmente sensibilidade (MAHONY,
2008; MARIMON; NAVARRO-MARI, 2017). Com o avango das tecnologias e a
necessidade crescente de técnicas mais sensiveis e precisas, de facil manipulagéo e
interpretacdo, tém surgido equipamentos capazes de realizar técnicas moleculares
com base na amplificacdo de &cidos nucleicos POC. Inclusive, o teste Xpert®
Xpress FIuU/RSV é recomendado para uso sazonal durante epidemias (DAS;
DUNBAR; TANG, 2018).

Alguns autores descrevem que, somente exame fisico ou exames
laboratoriais adicionais ndo sdo suficientes para diagnosticar pneumonia em
criancas e, que testes combinados sao necessarios para aumentar a certeza
diagnéstica (SCHOT et al., 2018). Segundo Guideline americano (BRADLEY et al.,
2011), recomendado pelas instituicbes Sociedade Americana de Doencas
Infecciosas (IDSA - Infectious Diseases Society of America) e Sociedade de
Doencgas infecciosas Pediatricas (PIDS - Pediatric Infectious Diseases Society),
testes sensiveis e especificos para o diagnostico rapido do virus influenza e outros
virus respiratérios devem ser usados na avaliacdo de criangas com suspeita de
pneumonia adquirida na comunidade. Um resultado positivo para Influenza pode

contribuir no uso racional de exames de apoio diagndstico, antibioticoterapia e
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terapia antirretroviral (BRADLEY et al.,, 2011). Assim como a auséncia de
positividade, que sinaliza para outras possibilidades de intervencdo clinica
(BRADLEY et al., 2011).

Outro estudo afirma que, técnicas moleculares sdo capazes de gerar um alto
rendimento de diagndsticos virais e bacterianos, mas que seu impacto nas préticas
clinicas ainda € questionavel devido a baixa contribuicdo na tomada de deciséo
(WISHAUPT; VERSTEEGH; HARTWIG, 2015).

Apesar de ja terem evidenciado que a duracdo da antibioticoterapia e a
mortalidade ndo foram afetadas pelo diagnéstico precoce da influenza, dados
demonstram uma reducdo no tempo de hospitalizacdo em pacientes com influenza
adquirida na comunidade (AKERS et al., 2017). A internacdo de um paciente com
infeccdo respiratoria representa até 59% do custo total para o sistema de saude, e
0s 41% restantes sao gastos com consumiveis, testes diagnosticos, medicamentos
e consulta com especialistas (MARCONE et al., 2015). Desta forma, pode-se pensar
que, havendo um bom planejamento o custo do ensaio molecular adequadamente
aplicado na triagem de infec¢cdes respiratorias podera ser compensatorio se

racionalizar os custos com internacao.
5 CONCLUSAO

Apesar da andlise estatistica apresentar uma concordancia aceitavel foram
identificadas 13 amostras com resultados negativos para a IFD, nas quais foram
detectados patdgenos virais pelo método XGen Multi PR21, o que caracteriza um
aumento de sensibilidade do ensaio molecular. No entanto, estudos adicionais de
custos sao necessarios para fins de analise de qual a melhor estratégia laboratorial
a ser implantada dependendo da rotina de fluxo e manejo dos pacientes para a

garantia adequada da assisténcia hospitalar.
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6. Consideragdes finais

Um estudo ideal de validagdo necessita ainda de um tamanho amostral
maior do que o utilizado e investimentos na aquisicado de kits, para que os resultados
possam ser mais bem avaliados, por isso identificamos que o tamanho amostral e a
forma de sele¢cdo das mesmas contribuiram para um viés no presente trabalho. A
correlacdo entre as técnicas moleculares e a imunofluorescéncia é dificultada em
funcdo de seus principios metodologicos serem intrinsicamente diferentes. O ensaio
XGen Multi PR21 foi avaliado no laboratério de Biologia Molecular do Servico de
Diagnéstico Laboratorial do HCPA com o objetivo de oferecer a assisténcia um teste
diagnéstico de virus respiratorio com maior sensibilidade e especificidade,
comparado ao teste de rotina atual (IFD). Apesar de esse estudo informar que o
método avaliado apresenta qualidade superior ao teste atualmente oferecido, a
implantacdo deste novo método depende ainda de um processo de avaliagdo de
custo-efetividade.

Este estudo é um inicio para estimular a busca por atualizacdo nas técnicas
diagnoésticas aplicadas nos laboratérios de andlise clinicas, visando sempre a

garantia da qualidade na assisténcia ao paciente.
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um painel especifico de virus, mas apresentam alto custo financeiro.
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respiratérios. Desta forma, o objetivo é validar a técnica in house qualitativa de PCR em tempo real
associada a transcriptase reversa (RTgPCR), além de avaliar a metodologia Xpert® Xpress FLU/RSV,
comparando com o exame de IFD realizado hoje na pratica do Servigo de Diagnoéstico Laboratorial do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Especificos

- Definir as sequéncias gendmicas alvos para detecgdo dos principais virus respiratdrios através do ensaio
de RT-qPCR (Influenza A, Influenza B, Parainfluenza tipo 3, Virus Sincicial Respiratdrio e Adenovirus);

- Construir uma curva de eficiéncia das reacdes para cada alvo pesquisado pela técnica in house;

- Determinar a concentragao de uso dos primers e a temperatura de melting adequada para cada alvo
pesquisado;

- Comprovar a especificidade in silico e experimental dos alvos estudados pela técnica in house;

- Determinar os limites de detecgdo para cada um dos alvos estudados pela técnica in house;

- Realizar as analises a partir de um banco de material biolégico pela técnica de RT-gPCR in house e pelo
ensaio sistema fechado Xpert® Xpress FLU/RSV;

- Comparar os resultados obtidos pela técnica de IFD atualmente utilizada no laboratério, com os resultados
encontrados pelas técnicas RT-gPCR in house e Xpert® Xpress FLU/RSV;

- Implantar as técnicas moleculares validadas na rotina do Laboratério de Biologia Molecular (Unidade de
Diagnoéstico Especializado - Servigo de Diagnéstico Laboratorial - Hospital de Clinicas de Porto Alegre).

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos

O estudo nao apresenta riscos aos pacientes que farao parte da pesquisa, em vista que, os materiais
clinicos utilizados seriam descartados. Além de que, ndo serdo solicitados em nenhum momento outros
exames aos pacientes e, os dados serdo tratados com total respeito e sigilo, estando de acordo com a
Resolugédo 466 de 2012.

Beneficios

Considerando a complexidade atendida no Hospital de Clinicas de Porto Alegre, e o atendimento prestado
ser voltado ao Sistema Unico de Satde (SUS), este trabalho trara um reflexo muito
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positivo a assisténcia ao paciente.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de um trabalho de conclusao da residéncia onde os autores realizarao a validagao do diagnostico
dos virus Influenza A, Virus Influenza B, Parainfluenza tipo 3, Virus Sincicial Respiratorio e Adenovirus por
técnicas moleculares de RT-qPCR. Normalmente o diagndstico é realizado por imunofluorescéncia direta e
apresenta uma série de desvantagens, incluindo baixa sensibilidade. Serao utilizadas amostras de secregao
de nasofaringe de pacientes com suspeita de infecgéo viral respiratéria

(confirmados pelo exame de imunofluorescéncia direta utilizado na rotina) e amostras negativas para
infecgdo. O projeto sera realizado na Unidade de Diagnostico Especializado — Servigo de Diagndstico
Laboratorial do HCPA.

O projeto tem desenho claro, estd bem fundamentado e é relevante.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacado obrigatoria:
Os autores solicitam dispensa do TCLE. Trata-se de projeto de validacdo de metodologia analitica de
diagnostico molecular. Fara uso de amostras bioldgicas (secregao de nasofaringe) coletadas na rotina e
normalmente descartadas. Solicita uso de dados de prontuario.

Apresenta termos de compromisso dos pesquisadores.

Recomendacgdes:

Nada a recomendar

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

As pendéncias emitidas para o projeto no parecer 3.460.139 foram adequadamente respondidas pelos
pesquisadores, conforme carta de respostas adicionada em 02/08/2019. Nao apresenta novas pendéncias.

Consideracdes Finais a critério do CEP:
Lembramos que a presente aprovagao (projeto versao de 02/08/2019 e demais documentos que atendem
as solicitagdes do CEP) refere-se apenas aos aspectos éticos e metodoldgicos do projeto.

Os pesquisadores devem atentar ao cumprimento dos seguintes itens:

Endereco: Rua Ramiro Barcelos 2.350 sala 2229

Bairro: Santa Cecilia CEP: 90.035-903
UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE
Telefone: (51)3359-7640 Fax: (51)3359-7640 E-mail: cep@hcpa.edu.br

Pagina 03 de 05

39



UFRGS - HOSPITAL DE
CLINICAS DE PORTO ALEGRE
DA UNIVERSIDADE FEDERAL

DO RIO GRANDE DO SUL 4,
HCPA

2

Continuagéo do Parecer: 3.529.453

a) Este projeto estd aprovado para inclusdo de 120 participantes no Centro HCPA, de acordo com as
informagdes do projeto ou do Plano de Recrutamento apresentado. Qualquer alteragdo deste niumero
devera ser comunicada ao CEP e ao Servigo de Gestao em Pesquisa para autorizagdes e atualizagdes
cabiveis.

b) O projeto devera ser cadastrado no sistema AGHUse Pesquisa para fins de avaliagao logistica e
financeira e somente podera ser iniciado apés aprovacgao final do Grupo de Pesquisa e Pés-Graduagéo.
c¢) Qualquer alteragao nestes documentos devera ser encaminhada para avaliagdo do CEP. Informamos que
obrigatoriamente a versdo do TCLE a ser utilizada devera corresponder na integra a versido vigente
aprovada.

d) Deveréo ser encaminhados ao CEP relatdrios semestrais e um relatdrio final do projeto.

e) A comunicacao de eventos adversos classificados como sérios e inesperados, ocorridos com pacientes
incluidos no centro HCPA, assim como os desvios de protocolo quando envolver diretamente estes
pacientes, deverd ser realizada através do Sistema GEO (Gestdo Estratégica Operacional) disponivel na
intranet do HCPA.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagdes Béasicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 02/08/2019 Aceito
do Projeto ROJETO 1332095.pdf 18:34:08
Outros Respostas_pendencias_CEP_versao3.d| 02/08/2019 |LUANA SOARES Aceito

ocx 18:33:31  |MARTINEZ
Declaragao de TCUMB_2019_0249 anapaula.pdf 02/08/2019 |LUANA SOARES Aceito
Manuseio Material 18:32:35 |MARTINEZ
Bioldgico /
Biorepositério /
Biobanco
Outros TCUD_2019_0249_anapaula.pdf 02/08/2019 |LUANA SOARES Aceito
18:32:22  |MARTINEZ
Declaracao de TCUMB_2019_0249_RODRIGO.pdf 02/08/2019 |LUANA SOARES Aceito
Manuseio Material 18:31:36 |MARTINEZ
Bioldgico /
Biorepositorio /
Biobanco
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QOutros TCUD_2019_0249 RODRIGO.pdf 02/08/2019 |LUANA SOARES Aceito
18:30:01 |MARTINEZ

Outros TCUD_2019_0249 AHGUSEP.pdf 25/06/2019 |LUANA SOARES Aceito
09:28:45 |MARTINEZ

Declaragao de TCUMB_2019_0249_AHGUSEP.pdf 25/06/2019 |LUANA SOARES Aceito

Manuseio Material 09:27:05 |MARTINEZ

Bioldgico /

Biorepositério /

Biobanco

Outros Delegacao_de_funcoes_20192.pdf 10/06/2019 |LUANA SOARES Aceito
10:18:24 |MARTINEZ

Folha de Rosto FOLHA_DE_ROSTO_TCR_VR.pdf 03/06/2019 |LUANA SOARES Aceito
12:11:49 |MARTINEZ

Orgamento PROJETO_TCR_ORCAMENTO.pdf 03/05/2019 |LUANA SOARES Aceito
17:22:21 MARTINEZ

Cronograma PROJETO_TCR_CRONOGRAMA pdf 03/05/2019 |LUANA SOARES Aceito
17:21:48 |MARTINEZ

Projeto Detalhado / |PROJETO_TCR.pdf 03/05/2019 |LUANA SOARES Aceito

Brochura 17:20:34 |MARTINEZ

Investigador

Situacado do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
Nao

PORTO ALEGRE, 23 de Agosto de 2019

Assinado por:
José Roberto Goldim
(Coordenador(a))
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