AKEMI OSHIRO GUIRELLI

PADRONIZAGCAO DA DETECGAO MOLECULAR DE
SARS-COV-2 EM AMOSTRAS DE ESCARRO DE
PACIENTES COM SUSPEITA DE TUBERCULOSE EM
POPULAGAO PRIVADA DE LIBERDADE NA REGIAO
DO ABC/SP

Dissertacdo  apresentada ao
Programa de Pdés-Graduagdo em
Ciéncia da Coordenadoria de
Controle de Doencas da
Secretaria de Estado da Saude de
Sao Paulo, para obtencdo do
Titulo de Mestre em Ciéncias.

Area de Concentragdo: Pesquisas Laboratoriais em
Saude Publica

Orientadora: Profa. Dra. Erica Chimara Silva
Coorientadora: Profa. Dra. Andréia Moreira dos Santos

Carmo

SAO PAULO
2022



FICHA CATALOGRAFICA
Preparada pelo Centro de Documentagdo — Coordenadonia de Controle de Doengas/SES-SP

@©reprodugio autorizada pelo autor, desde que citada a fonte

Guirelli, Akemi Oshiro

Padronizagdo da detecgdo molecular de Sars-Cov-2 em amostras
de escarro de pacientes com suspeita de tuberculose em populacio
privada de liberdade na regido do ABC/SP / Akemu Oshiro Guirell: -
2022.

Dissertacio (Mestrado em Ciéncias) - Secretaria de Estado da
Saude de Sio Paulo, Programa de Pos-Graduagdo em Ciéncias da
Coordenadorna de Controle de Doencas, Sdo Paulo, 2022.

Area de concentragio: Pesquisas Laboratoriais em Saude Publica

Orientagdo: Profa. Dra. Erica Chimara Silva

Coonentador: Profa. Dra. Andréia Moreira dos Santos Carmo

1. Mycobacterium tuberculosis/patogenicidade. 2. Sars-cov-
2/diagnostico. 3. Tuberculose/diagnostico. 4. Reagdo em cadeia da
polimerase/métodos. 5. Diagnostico.

SES/CCD/CD - 447/2022

Elaborada por Renan Matheus Predasoli CRB 8/9275




AGRADECIMENTOS

A Deus e aos meus Antepassados, gragas a eles estamos aqui.

Aos meus filhos Heitor e Breno, meu marido Celso, meus irméos
Marcia, Nelson e Keiko, familiares e amigos pelo incentivo.

A minha orientadora, Professora Dra. Erica Chimara, pela paciéncia,
oportunidade, confianga, e por ter compartilhado seus conhecimentos e
experiéncias. Para uma grande lider: “O crescimento e desenvolvimento das
pessoas € a mais alta vocagéo de lideranga.” (Harvey Samuel Firestone).
Minha eterna gratid&o!

A minha coorientadora, Professora Dra. Andréia M. S. Carmo, pela
confianca, incentivo e apoio no meu crescimento profissional.

A Thayna Bispo, bolsista do Projeto PPSUS, pelo apoio na
execugao técnica, desenhos, graficos, pelo incentivo, dedicagao.

Ao Programa de Pds-graduacdo em Ciéncias da Coordenadoria de
Controle de Doencgas da Secretaria de Estado da Saude de Sao Paulo e a
todos os Docentes que foram importantes para esta formacao.

A Tirces, sempre muito gentil, atenciosa, prestativa.

A banca de avaliadores do exame de qualificacdo e defesa,
Professora Dra. Adriana Luchs, Professora Dra Suely Carlos Ferreira
Sampaio, Professor Dr. Sidney Bombarda e Professor Dr. Valdes Roberto
Bollela, pelas pertinentes sugestdes.

As minhas amigas Flavia Carvalho, Elaine Mattos, pelo apoio,
incentivo, correcéo do texto.

Amigas da Pds-graduacdao, Ana Carolina Bocewicz, Claudia
Saleme, Fabiana Cabral, Lais Sampaio, Edilene Afonso Vieira, que me
auxiliaram e incentivaram nos momentos de dificuldade.

Aos Irmaos de lenco, pelo incentivo.

A Vilma Daros, diretora do CLR-IAL Santo André-VIll, pelo
incentivo, apoio e oportunidade.

A Juliana Pinhata, pelo apoio, incentivo, sugestdes.



Ao Centro de Laboratério Regional do Instituto Adolfo Lutz de Santo
André -VIII espaco onde realizei a parte pratica.

A todos os colegas do CLR-IAL Santo André-Vlll, pelo incentivo e
apoio.

A Marta Dias, Adriana Gomes, Mario, Rute Dal Col, Maria Cecilia e
Ivana Campos, pelo incentivo e apoio.

Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo
(FAPESP).

Ao Centro de Detencéo Proviséria de Maua.

A Vigilancia Epidemiolégica de Santo André.

Ao Centro de Vigilancia Epidemioldgica- “Prof. Alexandre Vranjac”.

A Todos a minha gratidao!



Ag
BAAR
CAAE

CDC

CDP
CEPIAL
CLIA
CLR IAL
CMTB

COREMETRO

COVID-19
CT

CTC

DNA
DPOC

E

ECLIA

ELISA

FAPESP

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Antigeno
Bacilos alcool-acido resistentes
Certificado de Apresentacdo de Apreciacdo Etica

(do inglés Centers for Disease Control) Centro de Controle de
Doencas

Centro de detencéao provisoria

Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Adolfo Lutz
Imunoensaio por quimioluminescéncia

Centro de Laboratorio Regional do Instituto Adolfo Lutz
Complexo Mycobacterium tuberculosis

Coordenadoria Regional de Unidades Prisionais da Regi&o
Metropolitana

(do inglés corona virus disease) doenga por coronavirus
(do inglés Cycle Threshold) numero de ciclos

Comité Técnico Cientifico

(do inglés deoxyribonucleic acid) acido desoxirribonucleico
Doenca pulmonar obstrutiva cronica

Envelope Viral

Eletroquimioluminescéncia

(do inglés Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) teste
imunoenzimatico

Fundacgido de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo



FDA

GAL

GRATE

H1N1

H5N1

HCL

HIV

IBGE

MDR

Mers-CoV

MGIT

MNT

MS

MTB

NaOH

(do inglés Food and Drug Administration) controle de alimentos e

medicamentos

Gerenciamento de Ambiente Laboratorial

Grupo Regional de Agdes de Trabalho e Educagao
Subtipo de Influenza A

Subtipo de Influenza A

Acido cloridrico

(do inglés Human Immunideficiency Virus) Virus da
Imunodeficiéncia

Instituto Brasileiro geografia e estatistica
Imunoglobulina A

Imunoglobulina G

Imunoglobulina M

Infecgao latente da tuberculose

Informacgdes Penitenciarias

Limite de deteccéao

Membrana Viral

Multidroga resistente

(do inglés Middle East respiratory Syndrome) sindrome
respiratoria do oriente médio

Tubo indicador de crescimento de micobactérias
Micobactéria Ndo Tuberculosa

Ministério da Saude

Mycobacterium tuberculosis

Nucleocapsideo Viral

Hidréxido de sédio



OMS
ORF
PANTA

PCR

gPCR

PFU

PPL
PPSUS
RIF
RNA

RT -PCR

S
SAP

SARS-CoV

SNF

SUS
B
TCLE
TRM

TS

Organizagcao Mundial da Saude
(do inglés Open Reading Frames) fase de leitura aberta
Mistura liofilizada de agentes antimicrobianos

(do inglés Polymerase Chain reaction) Reagdo em cadeia da
polimerase

PCR em tempo real

Unidades formadora de placas

Potencial Hidrogenibnico

Populagao Privada de liberdade

Programa de Pesquisa para o SUS
Rifampicina

(do inglés ribonucleic acid) Acido Ribonucleico

(do inglés Reverse transcription polymerase chain reaction)
Transcrigcao reversa seguida de reagao em cadeia da polimerase

(do inglés Spike) espicula viral
Secretaria de Administragao Penitenciaria

(do inglés Severe Acute Respiratory Syndrome) Sindrome
respiratoria aguda grave

Secrecao Nasofaringea

Sistema Unico de Saude

Tuberculose

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Teste rapido molecular

Teste de sensibilidade



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Estrutura do SARS-Cov-2. Localizagédo dos genes N, S, E,

Figura 2. Fluxograma de realizagao dos testes para avaliagao da
utilizacdo de amostra respiratéria para detecgdo de COVID-19 (A) e do
escarro para diagnostico de TB € COVID-19 (B)......ccoovvvviveeiiiiiiecccceee e 33

Figura 3. Localizagéo da regido do ABC no Estado de Sao Paulo

Figura 4. Esquema de diluicdo de amostras para padronizagao do
protocolo de extracdo do RNA de SARS-CoV-2 em amostras de escarro

Figura 5. Desenho esquematico da extracdo automatizada (Loccus
do Brasil®) e RT g-PCR para detecgdo de SARS-CoV-2 em amostras de
LS To7=1 4 o P 40

Figura 6. Bacilos crescidos em meio liquido, dispostos empaligcada
com formagéao de corda(Fator Corda). Coloragao de Ziehl Neelsen. Aumento

Figura 7. Regressao linear simples entre RT-qPCR e Xpert Xpress
SARS-CoV-2® para comparagéo da detecgdo dos genes E, N e N2 entre os
dois testes com amostras de escarro “batizado”............ccccooeeiiiiiiiiiiii. 50

Figura 8. Numero de testes positivos de TB e COVID-19, obtidos
com as metodologias testadas ......ccccvvemmmrmrmrrrir i ————— 51

Figura 9. Tempo de realizagdo de cada uma das etapas necessarias
para completar as metodologias estudadas ..., 57



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Resultados obtidos utilizando o protocolo de detecgao do
SARS CoV-2 com cartuchos Xpert® Xpress SARS-Cov-2 em amostras de
escarro “batizadas” com amostras com CT

(070 ] 1Yo [0 [0 =TT 49

Tabela 2. Sensibilidade e especificidade na deteccédo de SARS-CoV-
2, de acordo com o método e o tipo de material usado, usando RT-qPCR

(oZo]p g [o TN o= To [ = o I T U1 (o J PR 54

Tabela 3. Valores atuais (em reais) dos insumos e profissionais
necessarios por hora trabalhada para a realizacdo de um teste para o
diagnostico da COVID-19 utilizando o RT-gPCR e Teste Rapido

1Y o] 1Yol U] F= T PR 55

Tabela 4. Valores atuais (em reais) dos equipamentos e materiais de
limpeza necessarios para a realizagdo de um teste para o diagndstico da
COVID-19 utilizando o RT-gPCR e Teste Rapido Molecular........................ 56

Tabela 5. Custo e tempo de execucdo dos testes para deteccao de
SARS-CoV-2 nas plataformas Genexpert e RT-qPCR........cccoovvvvieeiiirennnnn. 58



INDICE

1. INTRODUGAOD .......ortereereretreeesesesssssesssssssesesssssessssssssessssssssessssssssessssssssesssnsassesssnssssesesnsaese 16
1.1 TUBERCULOSE ...c.veteutietesteeteseseetesestetesessetasesassesessesasessesesessesesessssesensesassssesenssesenssesessssesesesnsens 16
T2 COVIDAT9 ettt bttt s b bt b et s bt ettt se bt te bt ene s tens 18
1.3 SURGIMENTO DA PANDEMIA DE COVID-19.....ccoiiieirieieirseireteene et 18
1.4 COINFECGAO TB/COVID-T9 ..ottt sttt sttt sa et saesessesaenens 19
1.5 IMPACTO DA COVID-19 NO DIAGNOSTICO DE TB ..ot 21
1.6 POPULAGOES VULNERAVEIS.......c.ctitetieiiieteeiiieteiessete s et sesesaesessssesessssesesessssassssesassssesesessesens 22
1.7 DIAGNOSTICO LABORATORIAL ...cvuteeetreisieteseaesssessssesessesssessssesessssssessssessssssessssssensssssesessesessssnsens 24

T.7.7 TUBEICUIOSE. ...ttt ettt et a ettt et e e et e s e e s asessaesaeasaeasaesseans 24
(O 010 XV | K T 25
1.7.3 CoiNfECGAO0 TB/COVID-T9 ...ttt 27
1.8 JUSTIFICATIVA ...ttt ettt ettt ettt e et e se st sese s esesessnsenensesesesesesesensans 28

2. OBUETIVO......cccertreesccesesseessessessesssessesssssssssessessesssessessesssassessessesstassessessesssassesssssasssanes 31
2.1 OBUETIVO GERAL.......cutuiieteeerietrsesistesessetesessssesessssssessssesessssasessssesessssesensssesessssesensssesessssesensnsesenes 31
2.2 OBUETIVOS ESPECIFICOS ....c.ocuiviietieiieteitsie ettt ettt se sttt be s s bt bt besn s sene s 31

3. METODOLOGIA .......ooititrecreirireneessesstsssssesssssssssessssssssssssessssssassasssssssssssssssssssessasassssessassases 32
3.1 TIPO DE ABORDAGEM.......cveutietitiieteeetetesessesesesseseesssesesessesessssesesessesesessstesessesesassesesessasesassaseseses 32
3.2 AMOSTRAGEM/ PARTICIPANTES DA PESQUISA .....c.ooveveeiiieiieieeieseeesesseseessssesessesessssssnsssesenes 32

3.3 ASPECIOS BLICOS ...ttt ettt sttt ettt ettt eae s 34
3.3.1 Critérios dE INCIUSEO............cooueueeisieieieeieieseetese ettt sttt 34
3.83.2 CritérioS A€ ©XCIUSEO ........c.oocuvveeeeeeeeeeeeeeeeeeesteee et te et e e e tesae s e svsesseesssesaans 35
R R I =] (o XL Y=o 11 - 1 Loz IS 35
3.4 LOCAL DA REALIZAGAO DA PESQUISA........ucviuiieieeiiteteieteteie e tesessesete st et sessssesese s sessseseseas 36
3.5 AMOSTRAS ....euiieteuiietrtste et tese st e e e et esesastesesesesessesesessesesesesesese et esenssses e s eses e s esesessesenensasenenen 37
KON N 070) =Y £ Wo [ =Tz 4 o FOU USSR 37
3.5.2 Coleta de secregéo nasal e de orofaringe (swabs combinados) .............cc.cccuaue... 37
3.6 TESTES REALIZADOS. ......ocviuiieteriitetesetetesessesesestesessssesesessesessssesesessesassssesesessesasssesessssasessssaseseses 38
3.6.1 Padronizag¢édo do protocolo de extragdo automatizada do RNA de SARS-CoV-2
€M QIMOSHAS A8 ©SCAITO......o.oeeveieeeieisieieieieietetetsts et ts et s et se st s sesesssesessssessssssesssnsessnsas 38
3.6.2 Teste Rapido Molecular Xpert® Ultra MTB/RIF™ (TRM=TB).........ooovcecooeevecererver. 41
3.6.3 Teste Rapido molecular Xpen‘® Xpress SARS-CoV-2 (TRM-COVID)..................... 41
3.6.4 Extragdo/purificacdo de RNA de SARS-CoV-2 por beads magnéticas .................. 42
3.6.5 PCR em tempo real para a detecgdo de SARS-COV-2.......ceeveeevevevivsivinrvenann 43
3.6.6 Tempo de eXECUGEAO0 AOS TESIES .......c.oeueeieieeeeeee ettt 44
3.6.7 Cultura em meio liquido — BD BACTEC MGIT 960™ ............ecoomvervecerereerrresereerrrrnnn 44
3.6.8 1dentifiCaCa0 A @SPECIE...........cceeeeeeeeeeeeee ettt 45
3.6.9 Teste de Sensibilidade — BD BACTEC MGIT 960™............cooooveveecemmeerrrcvesreerrr 46
3.7 ANALISE DOS DADOS ...cveveuieieteniiretesetesesessesesessessssssesessssesassssesesessesessssesessssesessssesessssesesssasesenes 47

10



3.8 AVALIAGAO DE CUSTO......coviviieeeeieeeeeeese st eeseeeetesesesss st sese et s tsssssessesessesssessenesessanesessneeeas 47

4. RESULTADOS ... oeitieeteeeeeteeete et sestesstetesestsssstessssessssstessstessssessssssssstassstessnssssnssssssessnsesen 48
4.1 PADRONIZACAO DO PROTOCOLO DE EXTRACAO DO RNA DE SARS-COV-2 EM AMOSTRAS DE
Y 07 Y (O 2PN 48
4.3 TESTE RAPIDO MOLECULAR XPERT® ULTRA MTB/RIF™ (TRM-TB).....veeveeereeerecrereererenenns 50
4.4 TESTE RAPIDO MOLECULAR XPERT® XPRESS SARS-COV-2 (TRM-COVID).......ccceeurunee. 51
4.5 PCR EM TEMPO REAL PARA A DETECCAO DE SARS-COV-2 ....vireeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesseseses 52
4.6 CULTURA E IDENTIFICAGAO «...oviueeuietieeeteeteeteteeteeteteeteeteaeete et eaeeteesessesesaessetesseseetessessetensensesesseseas 52
4.7 COINFECCAD .. teeeeeeeeeeee ettt e e ee e et e eeee et st et s e e eeeeeese et saseeeeeeeeeeeeeeseseeeeesenestatasesasaesseneneneaes 52
4 8 ANALISE DOS DADOS ...oeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeaeeeetaeeeeeeeeeaeeeeeeeererareeeeaeererereearereeereraeeeeeeeareaaree 53
4.9 AVALIACAOD DE CUSTO. v eeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeseeaeesesteeseesesesesesesessasasasssssesesessssessessesesestssssesaessessseases 54
4.10 TEMPO DE EXECUGAO ....oouveveeteiecteeteeeeeeeteeteteeteeteseete et eteetessessetenseasetessessasessessetessessetessesseseseneas 56

B. DISCUSSAOD ....oeteeeeeeeteeetseeseeetete et sesstessssess et essstessssesessstesestassssessnssssnentessstessasssessnsssens 59

B. CONCLUSOES ...t eeeeeeeeeteesese s eseseesseessaneasasessasstessssensasensasstesssseasasessassnesssnensas 64

7. REFERENCIAS.......o oottt eeetetses s essasessssssssssasessssassssasessssssasssasassssasasassesessasnsnsssessssnes 65

Anexos
Anexo 1 — Termo de consentimento livre e esclarecido..........cccoceveeevieeennn.. 74

Anexo 2 — Aprovagéao do projeto no Conselho Técnico Cientifico do Instituto
AOIFO LULZ. .. e e 76

Anexo 3 - Aprovacao do projeto no Comité de Etica em Pesquisa do Instituto
72X o] {0 T IR | 4 PRSP 77

Anexo 4 — Autorizagao judicial para realizagdo da pesquisa........cccccccuunnnnn.. 83



RESUMO

A tuberculose (TB) é das principais causas de morbidade e
mortalidade no mundo, especialmente em paises em desenvolvimento. O
diagndstico e o tratamento podem evitar milhées de mortes todos os anos.
Ha dois anos o SARS-CoV-2, um virus que provoca uma infeccédo viral
altamente transmissivel e patogénica, que causa a doenga denominada
COVID-19 (relativa ao Coronavirus-19), causou a perda de um grande
numero de vidas em todo o mundo. Conforme a OMS, aproximadamente
80% dos acometidos pelo SARS-CoV-2 variaram de casos assintomaticos e
manifestagdes clinicas leves a moderados, graves e criticos, e muitos foram
a obito. Sendo assim, é necessaria atengao especial aos sinais e sintomas
que indicam piora do quadro clinico e exijam a hospitalizagdo. A infec¢ao
pelo Mycobacterium tuberculosis (MTB), principal agente da TB, que infecta
de forma latente cerca de 25% da populagéo global, incluindo a populagao
privada de liberdade (PPL), pode ser um dos fatores agravantes da infecgéo
pelo SARS-CoV-2. Esse estudo teve como objetivo padronizar, na
plataforma GeneXpert, a utilizagdo de amostras de escarro no diagndstico
molecular para detecgdo do SARS-CoV-2. A utilizagdo do escarro para
diagnostico de SARS-CoV-2 podera trazer beneficios ao paciente por ser
uma coleta ndo invasiva, proporcionar a deteccado de TB no mesmo material,
permitindo o rapido isolamento do paciente para evitar transmissdo e
empregar o tratamento correto. Foram testadas 100 amostras de escarro de
PPL para diagnéstico de TB e pesquisa de COVID-19 por metodologia
padrao ouro (RT-gPCR) e teste rapido molecular (TRM-COVID). Destas, 12
amostras foram positivas para SARS-CoV-2 pela metodologia RT-gPCR e
13 amostras pelo TRM-COVID. Sete amostras foram positivas para o
complexo Mycobacterium tuberculosis (CMTB) no TRM-TB e confirmadas
pela cultura em meio liquido. Foi detectado um caso de coinfecgao
TB/COVID-19. O TRM-COVID apresentou sensibilidade de 90,9% quando
utilizadas amostras de escarro para o diagnéstico da COVID-19. O teste

pode agilizar o inicio do tratamento e os resultados rapidos permitem o



isolamento de individuos, a detec¢do de coinfecgoes TB/COVID-19 e o
diagnostico diferencial entre as doencas.

Palavras-chave:  Mycobacterium tuberculosis,  SARS-CoV-2,
Tuberculose, PCR, Diagnéstico.



ABSTRACT

STANDARDIZATION OF THE MOLECULAR DETECTION OF SARS-CQOV-2
IN SPECIMENS OF PATIENTS WITH SUSPECTED TUBERCULOSIS IN A
PRIVATE POPULATION OF FREEDOM IN THE ABC/SP REGION

Tuberculosis (TB) is one of the main causes of morbidity and
mortality in the world, especially in developing countries. Diagnosis and
treatment can prevent millions of deaths every year. Two years ago, SARS-
CoV-2, a virus that causes a highly transmissible and pathogenic viral
infection, which causes the disease called COVID-19 (relating to
Coronavirus-19), caused the loss of a large number of lives throughout the
world. According to the WHO, approximately 80% of those affected by
SARS-CoV-2 ranged from asymptomatic cases and mild clinical
manifestations to moderate, severe and critical, and many died. Therefore,
special attention is needed to the signs and symptoms that indicate a
worsening of the clinical condition and require hospitalization. Infection with
Mycobacterium tuberculosis (MTB), the main agent of TB, which latently
infects about 25% of the global population, including the population deprived
of liberty, may be one of the aggravating factors of SARS-CoV-2 infection.
This study aimed to standardize, on the GeneXpert platform, the use of
sputum samples in molecular diagnosis for the detection of SARS-CoV-2.
The use of sputum for diagnosis of SARS-CoV-2 may bring benefits to the
patient as it is a non-invasive collection, providesthe detection of TB in the
same material, allowing the rapid isolation of the patient to avoid
transmission and employ the correct treatment. 100 sputum samples were
tested from individuals deprived of liberty were tested for TB for TB diagnosis
and COVID-19 research by gold standard methodology (RT-gPCR) and rapid
molecular test (TRM-COVID). Of these, 12 samples were positive for SARS-
CoV-2 by the RT-gPCR methodology and 13 samples by the TRM-COVID.
Seven samples were positive for Mycobacterium tuberculosis complex

(CMTB) on TRM-TB and confirmed by culture in liquid medium. One case of



TB/COVID-19 co-infection was detected. TRM-COVID showed a sensitivity of
90,9% when using sputum samples for the diagnosis of COVID-19. The test
can expedite treatment initiation, and rapid results allow for isolation of
individuals, detection of TB/COVID-19 co-infections, and differential

diagnosis between diseases.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis, SARS-CoV-2, Tuberculosis,
PCR, Diagnosis



1. INTRODUGCAO

As doencas respiratérias sdo uma preocupacao para a saude
mundial, sendo que dentre estas enfermidades, cinco estao entre as causas
mais comuns de morte em todo o mundo, a saber, doenga pulmonar
obstrutiva crénica (DPOC) moderada a grave, asma, tuberculose (TB),
neoplasia (pulmonar) e infec¢gdes agudas do trato respiratorio inferior
(Marciniuk et al., 2017). Existem ainda doencas respiratérias menos
frequentes como transtornos respiratérios do sono, hipertensdo pulmonar e
doengas pulmonares ocupacionais, mas que também configuram como
importantes patologias do trato respiratorio.

As doencas respiratorias representam mais de 10% de perda de vida
ativa (incapacidade) e produtiva, ficando abaixo apenas das doencgas

cardiovasculares (Marciniuk et al., 2017).

1.1 Tuberculose

A TB € um mal que assola a humanidade desde a pré-historia
(Mousquer et al., 2021). Conhecida como peste branca ainda no século XIX,
foi descrita como tisica, e atualmente € uma doenca possivel de ser
prevenida, tratada e curada (Brasil, 2019a).

Esta doenca pode ser causada por qualquer uma das espécies que
compdem o complexo Mycobacterium tuberculosis (CMTB): M. tuberculosis,
M. bovis, M. bovis BCG, M. africanum, M. microti, M. caprae, M. pinnipedii,
M. mungi, M. origys e M. suricatta. A evolu¢do do M. tuberculosis resultou
em um patégeno altamente adaptado, que coexiste e prospera entre os
seres humanos (Mousquer et al., 2021).

O bacilo é transmitido por via aérea, de uma pessoa a outra, por
meio da exalacdo de aerossois proveniente de tosse, fala ou espirros.
Estima-se que uma pessoa infectada possa transmitir para 10 a 15 pessoas

em média, em uma comunidade, durante um ano (Brasil, 2019a).
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A TB é a principal causa de morbidade e mortalidade no mundo,
especialmente em paises em desenvolvimento. Globalmente, estima-se que
10,6 milhdes de pessoas desenvolveram a doenga em 2021 (WHO, 2022),
14,1 milhdes de pessoas foram tratadas para TB em 2018 e 2019 e 6,3
milhdes de pessoas iniciaram o tratamento de infecgdo latente para TB
(ILTB). Em 2019, foram notificados as autoridades nacionais e comunicados
a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) 7,1 milhdes de novos casos de TB
(WHO, 2020a) e em 2020 o numero caiu para 5,8 milhdes (WHO, 2021) e
em 2021 o numero subiu para 6,4 milhées (WHO, 2022). Estima-se ainda
que dois bilhdes de pessoas encontram-se infectadas com ILTB em todo o
mundo e que esses individuos apresentam 10% de chance de desenvolver a
doencga ativa ao longo da vida (Mousquer et al., 2021).

Em 2018, 3% dos casos de TB concentravam-se na regido das
Américas e foram registrados aproximadamente 234 mil casos novos e
recidivas. No mesmo ano, o Brasil registrou 45 casos/100.000 hab., dos
quais 68% correspondiam a pacientes do sexo masculino. O maior numero
de Obitos e casos ocorre na populacdo mais idosa e que apresenta
comorbidades (WHO, 2019). Em 2021, no Brasil, foram notificados 68.271
casos novos de TB, 32 casos/100.00 hab. (Brasil, 2022d).

No ano de 2020, de acordo com a OMS, a TB causou 1,3 milhdes de
mortes no mundo, incluindo 214.000 pessoas soropositivas para o HIV
(WHO, 2021). No entanto, sabe-se que o diagndstico e o tratamento, quando
bem-sucedidos, podem evitar milhbes de mortes todos os anos. Neste
mesmo relatério, a OMS afirma que o Brasil esta entre os 30 paises com
elevada carga de TB e com uma maior incidéncia estimada de 46/100.000
habitantes para todas as formas de TB (WHO, 2020a).

O Boletim Epidemiolégico do Ministério da Saude (MS) relata que o
Brasil teve 73.864 casos novos diagnosticados de TB ocorridos no ano de
2019, 14.821 retratamentos e 548 de TB multi-droga resistente (TB-MDR)
detectados pelo teste GeneXpert MTB/RIF™ (Cepheid, Sunnyvalle, EUA),
denominado Teste Rapido Molecular (TRM) (Brasil, 2019b).
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1.2 COVID-19

A sindrome respiratdria aguda grave e a sindrome respiratoria do
oriente médio causadas pelos coronavirus SARS-CoV e coronavirus MERS-
CoV, H1N1, H5N1, influenza A, provocam lesdes pulmonares de forma
aguda que podem ocasionar insuficiéncia respiratoria pulmonar, levando o

individuo a morte (Shereen et al., 2020).

O coronavirus, pertencente a familia Coronaviridae, € classificado
nos subgrupos alfa, beta, gama e delta. No final de 2019, em Wuhan, na
provincia de Hubei, na Republica Popular da China, ocorreu um surto e os
pesquisadores relataram a ocorréncia do virus do grupo beta. A doenca
causada por este novo coronavirus, ou SARS-CoV-2, ficou conhecida como
COVID-19 (Shereen et al., 2020).

1.3 Surgimento da Pandemia de COVID-19

A OMS, em 31 de dezembro de 2019, foi alertada sobre os casos de
pneumonia em Wuhan, na China, os quais foram causados por uma nova
cepa de coronavirus. Essa nova cepa foi confirmada, em 07 de janeiro de
2020, como responsavel por causar um resfriado comum, porém , em 11 de
fevereiro de 2020, o novo coronavirus 2019, recebeu o0 nome de SARS-Cov-
2. Em 30 de janeiro de 2020, a OMS declarou como um novo surto e em 11
de margo de 2020 foi caracterizada pandemia por COVID-19 (OPAS, 2020).

O SARS-CoV-2 causa uma infecgao viral altamente transmissivel e
patogénica e tem gerado uma dramatica perda de vidas humanas em todo o
mundo (Shereen et al., 2020). Foram confirmados 6.545.929 6&bitos no
mundo e 686.254 no Brasil até o dia 1° de outubro de 2022 (Brasil, 2022b).
A analise do genoma deste agente mostrou similaridade filogenética a virus
isolados de morcegos, 0 que leva a hipétese de que estes animais poderiam
ser o possivel reservatério primario (Shereen et al.,, 2020a). A fonte

intermediaria de origem e transferéncia para pessoas n&o é conhecida, no
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entanto, a rapida transferéncia de humano para humano foi amplamente
confirmada (Shereen et al., 2020a).

Segundo a OMS, a transmissao ocorre de forma direta e indireta. A
transmissao direta pode ocorrer pelo contato préoximo com individuos
doentes ou portadores do SARS-CoV-2, assim como pelo toque do aperto
de maos contaminadas, por inalagdo de goticulas e aerossodis. O contato
indireto pode ocorrer por meio de superficies e objetos contaminados que,
ao serem tocados, podem contaminar maos que levarao as particulas virais
a boca, nariz ou olhos (WHO, 2020b).

Aproximadamente 80% dos pacientes com COVID-19 podem ser
assintomaticos ou oligossintomaticos (MS, 2021). A infec¢do pelo SARS-
CoV-2 pode variar de casos assintomaticos e manifestacdes clinicas leves,
até quadros moderados, graves e criticos, sendo necessaria atengao
especial aos sinais e sintomas que indicam piora do quadro clinico que
exijam a hospitalizagao do paciente (MS, 2021).

O primeiro caso de COVID-19 foi notificado no Brasil em 26 de
fevereiro de 2020. Com base nos dados informados pelas secretarias
Estaduais de Saude, entre o periodo de 26 de fevereiro de 2020 a 23 de
abril de 2022 foram notificados 30.345.654 casos de COVID-19 e 686.254
Obitos no Brasil até 1°de outubro de 2020 (Brasil, 2022;Brasil, 2022b).

1.4 Coinfec¢ao TB/COVID-19

Apesar da TB ser considerada a principal causa de morte entre as
doencas infecciosas, a COVID-19 também alcangou numeros muito
elevados de mortes diarias pelo mundo. Nos paises onde a TB é endémica,
houve uma preocupacdo das autoridades de saude com a convergéncia
entre as duas infec¢des, pois a pandemia de COVID-19 prejudica o
diagndstico e tratamento da TB, criando novos desafios aos programas de
controle da doenga (Alagna et al., 2020).

Os sintomas de TB e COVID-19 podem ser semelhantes,

dificultando a suspeita clinica e identificagdo dessas infeccbes e
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influenciando negativamente no tratamento, com impacto no prognostico de
ambas as doengas (Mousquer et al., 2021). Para o manejo adequado da
doenca é importante a identificagdo da coinfecgdo TB/COVID-19 (Srivastava;
Jaggi, 2022).

He e col. (2020), em seu estudo, acompanharam trés casos de
TB/COVID-19, com manifestacbes clinicas compativeis, dos quais dois
tiveram evolugdo grave para COVID-19. Os autores verificaram que
pacientes que apresentam doenga pulmonar pregressa estdo propensos a
um pior prognoéstico da COVID-19. A idade avangada, bem como o uso de
glicocorticéides por tempo prolongado, também foram apontados como
fatores de risco. O longo tempo de recuperacéo e o aparecimento de outras
infecgdes bacterianas foram consequéncias dos fatores de risco
identificados.

Os fatores de risco e comorbidades associados a COVID-19 ainda
precisam ser mais bem estudados para que se possa entender o modo de
contribuicdo na magnitude da doenca. No entanto, a forma latente da
tuberculose, que infecta cerca de 25% da populagao global (Brasil, 2019a),
pode ser um dos fatores agravantes da infecgdo por SARS-CoV-2 e
pneumonia grave (Chen et al., 2020a).

Em um estudo realizado em hospitais da China, os mesmos autores
compararam as taxas de infecgoes de TB e pneumonias bacterianas e virais
associadas a casos de COVID-19 e observaram que as taxas de infeccéo
por TB (36%) foram mais altas entre pacientes com COVID-19 do que entre
pacientes com pneumonia bacteriana (20%) e pacientes com pneumonia
viral (16%), sugerindo que a infeccao por TB € um fator de risco especifico
para infeccdo por SARS-CoV-2 e n&o para pneumonia em geral (Chen et al.,
2020b). Os autores relataram que pacientes com infeccdo por TB também
apresentavam numero maior de coinfeccdo com SARS-CoV-2 quando
comparados a pacientes com outras comorbidades como diabetes (25%),
hipertensdo (22%), doenga coronariana (8%) e DPOC (5%) (Chen et al.,
2020b).

No entanto, poucos sdo os estudos que abordam as manifestacoes
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clinicas em pacientes com TB/COVID-19. Alguns outros aspectos merecem
destaque nessa populacdo, pois ha relatos na literatura da preocupacao dos
achados radioldgicos nédo especificos, da reativacdo da ILTB devido ao uso
de imunomoduladores, da gravidade do caso nos pacientes com TB pré-
existente e a interagdo medicamentosa dos antituberculostaticos com os

tratamentos empregados para COVID-19 (Kumar et al., 2020).

1.5 Impacto da COVID-19 no diagnéstico de TB

A coinfeccdo TB/COVID é um motivo de preocupacao para a saude
publica, pois existe maior risco de morte para esses pacientes se comparado
aqueles com diagnodstico somente de COVID-19 (Maia, 2022). Segundo
Maia (2022), durante a pandemia (2020-2021), o numero médio de
notificacdes de TB no Brasil diminuiu em 6.501 casos quando comparados
ao periodo de 2017 a 2019. Srivastava e Jaggi (2022) relatam uma queda da
notificagcdo e diagndstico da TB em 2020, porém observou um aumento de
casos confirmados de TB em relacdo ao ano de 2019.

De acordo com os dados fornecidos pelo Centro de Vigilancia
Epidemioldgica “Prof. Alexandre Vranjac”, foram notificados em 2020 um
total de 16.118 casos novos de TB no Estado de Sao Paulo, com uma queda
de 11% em relagdo ao ano de 2019, sendo 5.697 casos na capital, 2.912
casos na regido metropolitana do Estado de S&o Paulo, 4.299 casos no
interior e 1.565 casos na baixada santista (comunicagao pessoal).

Com inicio dos bloqueios das atividades dos paises durante a
pandemia, conhecido por todos como lockdown, verificou-se a diminui¢ao da
procura pelos atendimentos aos servicos de saude, dificultando o
diagnostico dos sintomaticos respiratérios e principalmente da ILTB. Estima-
se que 45% das pessoas nao foram testadas para TB-MDR. No Brasil,
houve um decréscimo de 14% na realizagao de testes para detecgao de TB
durante esse periodo, consequentemente causando atraso no diagnéstico,

com a possibilidade de impactar no aumento de casos de TB-MDR no futuro
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(Migliori et al., 2022). Em 2019, no Estado de Sao Paulo foram notificados 37
casos de TB-MDR, 21 casos de TB-MDR em 2020 com queda de 43% dos
casos, dados fornecidos pelo Centro de Vigilancia Epidemioldogica “Prof.
Alexandre Vranjac” (comunicagao pessoal).

Os dados recentemente publicados pela OMS (WHO, 2022)
mostram que a pandemia de COVID-19 teve um impacto negativo nos
programas de controle de TB e a redugdo no numero de pessoas
diagnosticadas em 2020-2021 sugere que 0 numero de pessoas que
deixaram de ser diagnosticadas e tratadas tem crescido, o que leva a um
aumento da transmiss&o e do numero de mortes.

As medidas de preveng¢ao, como o0 uso de mascaras, reduziram a
transmissao das doencas como a COVID-19. No entanto, o isolamento
domiciliar propiciou a transmissdo entre familiares e residentes de um
mesmo local, ou seja, os bloqueios foram eficazes para a redugao dos casos
de COVID-19, mas ndo nos casos da TB. Os casos de TB nao tratados e
nao diagnosticados podem estar contribuindo para a transmissao domiciliar
(Srivastava e Jaggi, 2022). Os indicadores mostram que havera mais de 6,3
milhdes de casos de TB e 1,4 milhdes de mortes no periodo entre 2020 e
2025 (Migliori et al., 2022; Acuia-Villaorduha et al., 2018).

1.6 Populagoes vulneraveis

Visto que, no Brasil, ndo sera alcangada a meta da “Estratégia Fim
da TB” estabelecida pela OMS, que consiste na reducédo de 95% da
mortalidade e 90% da incidéncia de TB, no periodo de 2015 a 2035 (Maciel
et al., 2020) pelo estabelecimento dos trés pilares, voltados a atengdo do
paciente, componente social e inovagdo e pesquisa, sera necessario
estabelecer novas formas de pensar sobre a eliminacédo e o controle da TB
(Marciniuk et al., 2017).

De acordo com o Boletim Epidemiolégico Especial (Brasil, 2020a),
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no ano de 2019 houve uma tendéncia a elevagao na incidéncia da TB no
pais, e a associagcao de TB e COVID-19 pode ter uma maior probabilidade

de ocorréncia, sobretudo em grupos de populagdes vulneraveis.

Em todo o mundo ha uma grande preocupagao com as populagdes
mais vulneraveis ao adoecimento por TB. Neste contexto, ressalta-se uma
preocupacao adicional com a PPL, com as pessoas em situagao de rua e as
institucionalizadas (Chen et al., 2020a). Segundo os dados do MS (Brasil,
2019a), as populagdes vulneraveis, como a PPL apresentam um risco 28
vezes maior de adoecimento por TB e correspondem a 8,3% dos casos

novos em comparagao com a populagdo em geral.

Uma das populagdes vulneraveis mais atingidas pela TB é a PPL.
Conforme informado pelo Departamento Penitenciario Nacional, a partir de
dados do Levantamento Nacional de Informagbes Penitenciarias (Infopen)
de 2021, o Brasil possui uma populacdo prisional de 679.577 individuos
(Brasil, 2019c). No Estado de Sao Paulo em 2019 foram notificados 1.911
casos novos de TB e 1.644 casos em 2020, dados fornecidos pelo Centro de
Vigilancia Epidemiologica “Prof. Alexandre Vranjac” (comunicagéo pessoal).

Essa populacdo requer medidas especificas para o tratamento de
diferentes doencas contagiosas, como a TB, principalmente neste momento,
em relacdo a pandemia da COVID-19, uma vez que as recomendacdes das
medidas de distanciamento social, isolamento, higienizacdo de méos e
superficies sdo mais dificeis de serem implantadas em ambientes de
residéncia coletiva e confinamento. As condi¢cbes de aglomeragdes,
insalubridade e servigos de saude precarios aos quais essa populagao esta

exposta, facilitam a alta incidéncia das doencas infecciosas (Brasil, 2019c).

Outro agravante sdo os baixos investimentos na busca do
diagnostico e tratamento para esta populagdo, além do potencial risco de
transmissao para a comunidade, diante das saidas temporarias, visitas e
contato com profissionais da unidade de detencgédo, o que pode agravar a

situacdo dos sistemas de saude (Kinner et al., 2020).

Conforme dados do Departamento Penitenciario Nacional, desde o
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inicio da pandemia até setembro de 2022, foram detectados 67.266 casos
de coronavirus no sistema penitenciario brasileiro e 15.052 no estado de
Sao Paulo (Brasil, 2022c).

1.7 Diagnéstico laboratorial

1.7.1 Tuberculose

O diagnéstico laboratorial da TB é feito por meio da baciloscopia
direta, com utilizacdo do método de coloragao de Ziehl-Neelsen, que permite
a pesquisa de bacilos alcool-acido resistentes (BAAR) em amostras
pulmonares e extrapulmonares. A sensibilidade de deteccao do método varia
entre 60% a 80% dos casos de TB pulmonar em adultos e é utilizado
também para avaliar pacientes em controle de tratamento (Brasil, 2019a).

O teste Xpert® MTB/RIF Ultra (Cepheid, EUA), denominado no Brasil
de teste rapido molecular (TRM-TB), é outro teste de diagndstico, porém
baseado na amplificacdo de acidos nucleicos para deteccdo de DNA dos
bacilos do M. tuberculosis pela técnica de reagao em cadeia da polimerase
em tempo real. A sensibilidade do método € maior que 90% e detecta
simultaneamente a resisténcia a rifampicina, com uma sensibilidade de 95%
(Cepheid, 2020).

O MS recomenda a realizacdo do TRM-TB em pelo menos uma
amostra para casos novos, em pessoas privadas de liberdade, pessoas em
situagcao de rua, em profissionais de saude, em indigenas e em contatos de
TB-MDR (Brasil, 2022).

A cultura é o método de maior especificidade e sensibilidade para
diagnostico da TB, considerado o padrdo ouro. Apds tratamento com
agentes descontaminantes, as amostras biolégicas sdo semeadas em meios
liquidos ou sélidos. O meio MGIT (Becton Dickinson, EUA) € um dos meios
liquidos e sua incubacdo pode ser automatizada no equipamento BD
BACTEC MGIT™ 960, disponivel em varios laboratérios no Brasil. A leitura é
realizada por esse sistema a cada hora e o tempo de positividade varia entre

5 a 12 dias e 42 dias para os negativos (Brasil, 2019a). A cultura sélida
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realizada em meio Lowenstein Jensen ou Ogawa-Kudoh, é realizada
visualmente a cada semana durante 8 semanas e os resultados negativos

sdo liberados com 60 dias (Brasil, 2022).

No Brasil, a cultura é recomendada para os casos em que, ao final
do segundo més de tratamento, a baciloscopia seja persistentemente
positiva e nos casos de retratamento apods faléncia ao esquema de
tratamento ou recidiva apdés abandono/cura (Brasil, 2008). Esta
recomendacdao também € feita para pacientes de outros grupos
considerados de risco para TB resistente, tais como a populacdo em
situacao de rua, contatos de TB pulmonar resistentes, individuos privados de

liberdade, institucionalizados e profissionais da saude (Brasil, 2008).

1.7.2 COVID-19

Para a investigacao laboratorial dos casos de COVID-19, o Centers
for Disease Control and Prevention (CDC, EUA) preconiza a coleta de
amostras do trato respiratério superior (nasofaringe e orofaringe). No
entanto, existem estudos que relatam a utilizacdo de amostras do trato
respiratorio inferior tais como escarro e lavado broncoalveolar (Wang et al.,
2020; Lai et al., 2020).

Existem hoje no mercado opgdes de testes laboratoriais para
deteccao do virus SARS-CoV-2, mas o teste padrdo ouro € a reagao em
cadeia da polimerase com transcrigdo reversa em tempo real (RT-gPCR)
(PAHO/WHO, 2020). O MS recomenda o método RT-gPCR para
confirmacéo de casos suspeitos e 6bitos por COVID-19, além da pesquisa
de sindrome respiratoria aguda grave.

O diagndstico laboratorial, além do teste molecular RT-qPCR, pode
ser realizado por sorologia, método que detecta anticorpos IgM, IgA e IgG,
produzidos pela resposta imunoldgica do paciente frente a infecgado pelo

virus SARS-CoV-2, podendo diagnosticar infeccédo ativa ou infecgdo prévia.
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Os principais testes utilizados sdo: Ensaio Imunoenzimatico (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay — Elisa), Imunoensaio por Quimioluminescéncia (Clia)
e Imunoensaio por Eletroquimioluminescéncia (Eclia). Testes rapidos, de
antigeno (infecgdo ativa) em amostra do trato respiratorio superior, e de
anticorpos (IgG e IgM) em amostra de sangue, realizada pela metodologia
de imunocromatografia, estao disponiveis no mercado (MS, 2021).

A partir de estudos sobre as caracteristicas estruturais do virus
SARS-CoV-2 foram desenvolvidas técnicas moleculares RT-qPCR para a
detecgdo deste virus com base nos genes E, RdRp, e N (Helmy et al., 2020).
Este virus envelopado possui RNA fita simples que codifica 27 poliproteinas
com fase de leitura aberta (ORF) e aproximadamente 30.000 bases. Além
disso, na extremidade 5, a ORF1ab é o maior gene e esta envolvido na
codificagdo de 16 proteinas ndo estruturais. Entre os genes que codificam as
proteinas n&o estruturais do SARS-CoV-2 esta a RNA polimerase
dependente de RNA (RdRP) (Helmy et al., 2020). Na extremidade 3’ existem
genes que codificam as seguintes proteinas estruturais: Spike (S),
responsavel pela ligagdo do virus ao receptor e fusdo com a membrana
celular; Envelope (E), auxilia na montagem de particulas virais completa, que
nao sao necessarias para replicagcdo viral mas sao essenciais para a
infectividade e evolugdo da doenga; Membrana (M) participa na montagem
de novas particulas virais; e Nucleocapsideo (N) interage com o RNA viral

para formar a ribonucleoproteina (Kandeel et al., 2020).
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Figura 1. Estrutura do virus SARS-Cov-2. Desenho esquematico da localizagdo dos genes N, S, E, M,
RdRP.

Fonte: Autoria propria, criado em https://www.canva.com/pt_br/

1.7.3 Coinfec¢ao TB/COVID-19

Os sintomas comuns da COVID-19 sao dor de cabeca, dor no corpo,
dor de garganta, febre, tosse, dores musculares, fadiga e dispneia (Vieira et
al., 2020; Sharma et al., 2021) No entanto, esses sintomas também podem
ser causados por outras doencas que acometem as vias respiratorias,
incluindo pneumonia, bronquiolite, bronquite aguda, influenza, TB, entre
outros, o que pode dificultar a diferenciagao entre TB e COVID-19 (Silva et
al., 2021).

As populagdes mais vulneraveis, como os individuos PPL, que vivem
em ambientes superlotados com saneamento e acesso precario a cuidados
basicos, apresentam maior risco de adoecimento por varios tipos de
doengas quando comparados a populagdo em geral (Beaudry et al., 2020).
Obviamente, nesta populagdo, as medidas de contencdo de quaisquer

doencas tendem a ser mais dificeis de implementagao (Neto et al., 2019).
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1.8 Justificativa

Surtos de COVID-19 nas unidades prisionais podem ser dificeis de
conter, com o agravante da natureza assintomatica de alguns casos, que
nao deixam de ser contagiosos (Buitrago-Garcia et al., 2020). Sendo assim,
para evitar a sobrecarga do sistema de saude prisional, € imprescindivel o
aumento da testagem, como um elemento de contribuigdo para o controle da
disseminacgao, pela possibilidade de identificagdo precoce do virus em
individuos assintomaticos (Gouvea-Reis et al., 2021). Nesse cenario, é
importante realizar o diagnéstico precoce de casos de COVID-19, sem
minimizar o diagndstico da TB, dando preferéncia ao diagndstico conjunto
que pode proporcionar a deteccdo de possiveis casos de coinfeccéo
TB/COVID-19.

Com a identificagdo dos individuos coinfectados, esta abordagem
podera contribuir para a adogao precoce de medidas de isolamento de
casos, monitoramento de contatos e quebra da cadeia de transmissdo nao
somente para a PPL, uma vez que ha uma grande rotatividade de pessoas
nos presidios representada por familiares, visitantes, colaboradores e outros
profissionais (Sanchez et al., 2020).

Tendo como base que a TB esta entre as condi¢des clinicas de risco
para o desenvolvimento de complicagdes quando associadas a COVID-19, é
imprescindivel que seja mantida a continuidade de prevencgao, diagndstico,
tratamento e atendimento as pessoas com TB. Dessa forma, sugere-se que
a aplicacao de testes diagndsticos para detecgdo de COVID-19 em amostras
de escarro, material primario para deteccdo de TB, seja util para ampliar a
possibilidade de diagnéstico precoce em individuos assintomaticos ou
oligossintomaticos, sobretudo em populagcbes em condigdes de
vulnerabilidade, destacando-se a PPL (Brasil, 2020b).

Atualmente a rede de diagndstico laboratorial de TB utiliza a
plataforma de equipamentos GeneXpert (Cepheid) para o diagndstico e
deteccao de resisténcia a rifampicina com o uso dos cartuchos Xpert

MTB/RIF Ultra. Esta plataforma também pode ser utilizada para a realizagao
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do teste Xpert Xpress SARS-CoV-2 que, no presente trabalho, chamaremos
de teste rapido molecular COVID (TRM-COVID).

O TRM-COVID foi autorizado pelo Food and Drug Administration
(FDA) e fornece resposta rapida na detecgdao de casos de COVID-19,
tornando-se importante ferramenta no diagnostico. O teste apresenta 97%
de sensibilidade e 97% de especificidade, de acordo com o estudo de Cao e
col. (2022), exibindo porcentagens elevadas frente a outros testes
moleculares, quando analisadas amostras de secreg¢do nasofaringea e
lavado/aspirado nasal (Cepheid, 2020). Alguns estudos tém demonstrado
ser viavel a utilizacdo de amostras de escarro na detecgdo do SARS-CoV-2
(Wang et al., 2020; Deng et al., 2020).

Menezes e col. (2020) avaliaram a sensibilidade do método RT-PCR
em diferentes amostras biologicas para detecgdo do SARS-CoV-2 e
observaram 93% para amostras de lavado broncoalveolar, 72% para
escarro, 63% para swab nasal, 32% para swab de orofaringe, 29% para
fezes, 1% para sangue e 0% para urina.

Wolfel e col. (2020) identificaram RNA viral em ensaio de RT-PCR
quantitativo especifico para o gene N em amostras de escarro, mesmo apos
a remissao dos sintomas (Wolfel et al., 2020). No estudo de Pan e col.
(2020) foi demonstrado que as amostras de escarro geralmente tinham
cargas virais mais altas do que as amostras de orofaringe (Pan et al., 2020).

O presente estudo tem como foco prioritario a padronizagdo do uso
de amostras de escarro para diagndstico de COVID-19 na plataforma
GeneXpert, sendo a mesma amostra de escarro para o diagnéstico da TB.
Considerando que no momento a metodologia para deteccao de COVID-19
esta validada somente para amostras de nasofaringe, havera inovagao no
processo de detecgcdo do SARS-CoV-2 e esta melhoria podera ser utilizada
no Sistema Unico de Saude (SUS).

Baseados em estudos prévios e na rotina diagnoéstica de TB no
Centro de Laboratorio Regional do Instituto Adolfo Lutz de Santo André
(CLR-IAL Santo André), os cartuchos de Xpert MTB/RIF ULTRA, utilizados
para a deteccdo do CMTB, podem processar tanto a amostra de escarro in
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natura como o sedimento obtido no processo de descontaminacdo de
amostras para cultura. Seguindo o mesmo raciocinio, a avaliagdo da
utilizacdo deste sedimento na padronizagcdo do Xpert® Xpress SARS-CoV-2
visa otimizar a integragdo do uso das amostras de escarro na rotina
laboratorial de diagnostico da TB e da COVID-19 (Brasil, 2022a).

A nova abordagem desse teste podera impactar positivamente o
SUS, pois demandara menor numero de profissionais para sua realizagao e
diminuird o risco na coleta e manipulagdo do material biolégico. Nao so6 a
diminuicdo da quantidade de insumos utilizados ira gerar economia aos
cofres publicos, mas a diminuicdo do tempo de liberagdo do resultado
permitira o rapido isolamento do paciente e diminuicdo da cadeia de
transmissao do virus, resultando em menor numero de pacientes infectados
e tratados.

Uma vez que a TB e a COVID-19 afetam os pulmdes, com sintomas
de tosse e febre, a abordagem adotada pelo estudo também podera

contribuir para o diagnéstico diferencial ou conjunto das duas doengas.
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2. OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

Padronizar a deteccdo molecular de SARS-CoV-2 em amostras de
escarro de pacientes com suspeita de tuberculose em populagao privada de
liberdade na regido do ABC/SP e avaliar sua aplicagdo na detecgédo de

pacientes com coinfeccdo TB/COVID-19 na mesma amostra.

2.2 Objetivos Especificos

1. Padronizar a extragao de RNA viral a partir de amostras
de escarro conhecidamente positivas e negativas;

2. Avaliar os limites de deteccdo do teste Xpert® Xpress
SARS-CoV-2;

3. Analisar a acuracia diagnoéstica dos métodos
moleculares RT-PCR e Xpert® Xpress SARS-CoV-2

4. Avaliar casos de TB pelo método GeneXpert MTB/RIF e

confirmar os casos positivos com cultura;

5. Avaliar a coinfeccdo TB/COVID-19 na populagao privada
de liberdade sintomatica respiratoria;

6. Verificar o tempo de liberacédo de resultado da detecgao
de SARS-CoV-2 a partir dos diferentes materiais clinicos e técnicas

empregadas.

7. Avaliar custo do diagnostico do COVID-19 pelos
meétodos Xpert® Xpress SARS-Cov-2 e RT-PCR, tendo o escarro

como material bioldgico.
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3. METODOLOGIA

3.1 Tipo de abordagem

A pesquisa foi do tipo qualitativa, com avaliacdo de individuos
pertencentes a populagao privada de liberdade com suspeita de tuberculose
pulmonar, custodiados no Centro de Detencédo Proviséria (CDP) de Maua,
na regiao do ABC/SP, para padronizagdo da detecgdo molecular de SARS-
CoV-2 na plataforma GeneXpert em amostras de escarro. Esta populacéo foi
escolhida por se tratar de populagao vulneravel, que ja realiza rotineiramente
o teste para diagnéstico de TB e, por apresentar maior probabilidade de
coinfeccdo, a qual necessita de teste rapido com menor risco possivel, para
cortar a cadeia de transmissao o quanto antes e minimizar os procedimentos

administrativos resultantes da detec¢ao de um individuo infectado.

3.2 Amostragem/ Participantes da Pesquisa

O CLR-IAL Santo André atende a regidao do grande ABC do Estado
de Sao Paulo, que compreende a regido de Maua, onde se localiza o CDP, a
qual encaminha amostras dos custodiados semanalmente para realizagao
de TRM-TB e cultura para TB, sendo estes os participantes do estudo.

De acordo com dados da Secretaria de Administracdo Penitenciaria
— SAP (http://www.sap.sp.gov.br/uni-prisionais/cdp.html##) a populagao
prisional do CDP do Municipio de Maua (CDP Maua), em junho de 2022

estava em torno de 983 individuos.

O tamanho da amostra utilizada neste estudo foi determinado
aplicando a formula N=z? P(1-P)/d?, onde N é o tamanho da amostra; P a
prevaléncia esperada (maxima de 3,5%); d € a margem de erro e Z igual a
1,96 para um intervalo de confianga de 95%. Dessa forma, seria necessario
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um minimo de 50 amostras para a execugado do estudo. Com o objetivo de
minimizar o erro amostral, foi utilizado o N=100 amostras.

Para cada participante foram coletadas uma amostra de escarro
pareada com uma amostra de swab combinado (nasal e orofaringeo), sendo
um swab para narina esquerda e direita e um swab para orofaringe. Os dois
swabs foram colocados juntos em um tubo com 3 mL de solugéo fisioldgica e
testados simultaneamente.

As coletas foram realizadas no periodo de julho a novembro de

2021, com auxilio da equipe do CDP.

Para a realizagdo dos testes com as amostras dos pacientes

selecionados, foi elaborado algoritmo para o estudo (Figura 2).

Amostra

A (Escarro) B
Swab 1
combinados I
(Nasoe | Preparoda | Preparo do sedimento
orofaringe) Amostra (Petroff)
|
1 . 1 1
RT-PCR GeneXpert | | GeneXpert GeneXpert Cultura
COVID |
RT- PCR | | ) | (covip) \ (TB) (MGIT)
Identificagdo

Figura 2. Fluxograma de realizagao dos testes para avaliagdo da utilizacdo de amostra respiratéria
para detecgdo de COVID-19 (A) e do escarro para diagnéstico de TB e COVID-19 (B).

Fonte: autoria prépria.
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3.3 Aspectos éticos

Antes da realizagdo da coleta dos materiais bioldgicos foi explicado
ao participante sobre os objetivos da pesquisa, beneficios e possiveis riscos,
bem como o esclarecimento de quaisquer duvidas que o participante tivesse
referentes a sua participagdo na pesquisa. Para a efetivagdo da coleta foi
obtido o consentimento do paciente com a assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo 1).

Este trabalho é parte integrante do projeto PPSUS-2020, com
financiamento FAPESP (processo 2020/12124-0) e aprovagao pelo Comité
Técnico Cientifico do Instituto Adolfo Lutz (CTC), sob o numero 42-M/2020
(Anexo 2) e Comité de Etica em Pesquisa do IAL (CEPIAL) — CAAE:
39514520.6.0000.0059 (Anexo 3).

O estudo teve anuéncia do diretor do Grupo Regional de Agdes de
Trabalho e Educacéo (GRATE) do COREMETRO (Coordenadoria Regional

de Unidades Prisionais da Regido Metropolitana) (Anexo 4).

3.3.1 Critérios de inclusao

Foram incluidos no estudo os individuos sintomaticos respiratérios,
do sexo masculino, maiores de 18 anos, provenientes do sistema carcerario
do CDP Maua, pertencentes a populacéo privada de liberdade, com suspeita
de tuberculose pulmonar. Para a coleta de escarro, foram consideradas as

amostras com volume minimo de 2 mL para uso neste estudo.
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3.3.2 Critérios de exclusao

As amostras de escarro com volumes insuficientes nao foram
incluidas, ou seja, amostras provenientes de pacientes com critérios de
inclusdo, mas com volume menor que 2 mL nao foram processadas devido
aos erros metodoldgicos implicados. As amostras de nasofaringe com swabs
sem solugao fisiolégica, amostras sem identificagao, ou prazo de entrega no
laboratério apdés 72 horas da coleta do material, ndo foram incluidas no
estudo, pois estas condigbes inviabilizam a realizagdo de algum dos testes.
Nao foram incluidas no estudo as amostras de secrecdo nasal e de
orofaringe provenientes de pacientes sem o consentimento e assinatura do
TCLE.

3.3.3 Biossegurancga

Para a realizacado dos testes RT-PCR foram utilizadas medidas de
biosseguranga em todas as etapas dos procedimentos da fase pré-analitica,
analitica e pds-analitica. Os equipamentos de protecdo individual como
mascara N95, oculos de protecdo ou protetor facial, avental descartavel
manga longa, calgado fechado e luvas foram utilizados (SES, 2021). Para o
preparo das amostras foi utilizada cabine de seguranga biologica Classe |l
A2 e as salas de preparagao de amostras, extracdo de RNA viral, cabine de
seguranga, pipetas, maleta de transporte, estantes, bancadas, equipamentos
foram descontaminados com hipoclorito 1% e alcool 70 % (de acordo com o
descontaminante apropriado para cada equipamento), bem como todo o
material biologico foi submetido a autoclavagdo antes de seu descarte em
local apropriado.

Para realizacdo dos testes Xpert Xpress SARS-Cov-2, os mesmos
equipamentos de protecao individual foram utilizados. Para esta metodologia

€ necessario apenas uma sala, pois o sistema GeneXpert automatiza e
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integra a preparagdo de amostras, a extragdo e amplificacdo de acidos
nucleicos e a deteccado das sequéncias-alvo em amostras. Os cartuchos sao
de utilizacdo unica e descartaveis, sendo descartados como material
biologico apos o seu uso (Cepheid, 2020).

3.4 Local da Realizagao da Pesquisa

A regido do Grande ABC esta localizada a sudeste da Regiédo
Metropolitana do Estado de Sao Paulo, sendo formada por sete municipios:
Santo André, Sdo Bernardo do Campo, Sao Caetano, Diadema, Maua,
Ribeirdo Pires e Rio Grande da Serra, perfazendo uma area de 825 km? e
contemplando uma populagao de 2.798.048 habitantes (estimativa do IBGE
para 2021). A regido € atendida por quatro CDP, sendo: CDP Diadema,
CDP Santo André, CDP Sao Bernardo do Campo e CDP Maua, com uma
populagao total aproximada de 3.500 detentos (SAP, 2022).

As amostras foram encaminhadas pelo CDP Maua e os testes foram
realizados no CLR-IAL Santo André, que é referéncia na realizacdo de
exames dos municipios na regido do Grande ABC.

Brasil

\ S3o Paulo

St Covlman de 5ol
.

$40 Bersards do Camps
-

Regido do ABC
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Figura 3. Localizagdo da regido do ABC no Estado de Sao Paulo.
Fonte: https://br.depositphotos.com/stock-photos/sao-paulo-3d.html
https://ufabcsocial.files.wordpress.com/2008/08/abc-mapa.jpg

3.5 Amostras

3.5.1 Coleta de Escarro

As amostras de escarro foram obtidas conforme ja estabelecido na
rotina diagndstica de TB pulmonar da Rede Estadual de Sao Paulo.
Basicamente, apos o profissional de saude orientar os individuos e o
participante voluntariamente concordar em participar do estudo e assinar o
TCLE, o escarro foi coletado em potes plasticos, previamente identificados
com os dados do paciente e data de coleta, conforme Manual de

Recomendagdes para o Controle da Tuberculose no Brasil (Brasil, 2019a).

3.5.2 Coleta de secrec¢ao nasal e de orofaringe (swabs combinados)

Para a obtencdo de amostras de trato respiratério superior para
diagndstico de COVID-19, foram seguidas as recomendacdes da OMS e do
CDC, com a utilizagao de dois swabs combinados, ou seja, um swab para as
duas narinas e um swab para a orofaringe, transportados juntos em tubo de
tampa de rosca com trés mL de solugdo fisiologica estéril
(https:/lwww.cdc.gov/flu/pdf/professionals/flu-specimen-collection-poster.pdf).

A coleta foi realizada em individuos sintomaticos respiratorios, a
partir do 1° até o 8° dia de sintomas, por profissional da saude treinado e
atuante no CDP Mauga, seguindo todas as instrucbes de biosseguranca,

inclusive o uso de equipamentos de protecado individual adequados para
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garantir a protecao do profissional. No mesmo momento da coleta do swab,
foi fornecido o pote para o participante realizar a coleta do escarro.

As amostras foram encaminhadas ao CLR-IAL Santo André, na
mesma data da coleta, adequadamente identificadas, refrigeradas de 2°C a
8°C, cadastradas no Sistema de Gerenciamento de Ambiente Laboratorial
(GAL), acompanhadas das respectivas requisi¢des e fichas de notificagéo.

3.6 Testes realizados

3.6.1 Padronizacao do protocolo de extragcao automatizada do RNA de
SARS-CoV-2 em amostras de escarro

Para padronizagdo deste protocolo, foi separada uma amostra de
escarro, da rotina de diagnéstico da tuberculose. A amostra foi testada por
RT-gPCR para SARS-CoV-2 e apresentou resultado negativo. Esta amostra
foi dividida em oito aliquotas de 600 uL. Cada aliquota foi batizada com 200
ML de secrecdo nasofaringea (SNF) positiva para SARS-CoV-2, testada
previamente e com Ct conhecido, e foram acrescentados 1000 uL de
solucgao fisiolégica estéril (Figura 4). As aliquotas foram diluidas em solugao
fisiologica 0,9% estéril correspondente ao dobro do volume da amostra e
homogeneizadas em vortex. O RNA viral de cada aliquota batizada foi
extraido em duplicata, obtendo-se 16 extragdes, realizadas pela metodologia
automatizada por beads magnéticas, conforme instrucdo do fabricante
Extracta Kit Fast DNA e RNA Viral (Loccus do Brasil® Cotia, SP, Brasil)
(Figura 5).

De cada uma das extracdes foi realizada a RT-gPCR utilizando kit
comercial SARS-CoV-2 Assay (Allplex™ Seegene Inc., Seoul, Republic of
Korea) em quadriplicada, totalizando 64 reagdes. A partir dos resultados
foram selecionadas as oito reagbes com valores de Ct para os Genes E e N

correspondentes aos verificados nas amostras de SNF (Tabela 1).
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Esse kit comercial foi escolhido para ser utilizado no presente estudo
por detectar o Gene N e o Gene E, para efeito de comparagdo com os
resultados do Xpert Xpress SARS-Cov-2.

Secregdo nasofaringea SARS-CoV-2 positiva (n=8)
Cycle threshold (Ct) - Genes Ee N

#1000 pL de Solugao :
Fisioldgica 0.95% Lscarro
SARS-CoV-2
Negativo

estéril

(n=1)

Figura 4. Esquema de diluicdo de amostras para padronizagédo do protocolo de extragdo do RNA de
SARS-CoV-2 em amostras de escarro.
Fonte: autoria propria, criado em https://www.canva.com/pt_br/
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Extragio

automatizada
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{ (n=16)
TA ¥ .

RT-gPCR 4X
(n=064)

TOTMTMOoOOE>»

Figura 5. Desenho esquematico da extragcdo automatizada (Loccus do Brasil®) e RT g-PCR para
detecgdo de SARS-CoV-2 em amostras de escarro.

Fonte: autoria propria, criado em https://www.canva.com/pt_br/

De acordo com o manual do fabricante, o limite de detecgéo (LoD) é
a concentragcdo mais baixa de particulas virais que o método consegue
detectar. Para o Xpert Xpress SARS-CoV-2 foi utilizada pelo fabricante a
linhagem USA_WA1/2020, preparada em meio de transporte viral e matriz
clinica de exsudado nasofaringeo. O fabricante determinou o LoD deste kit
com um nivel de concentracdo igual ou superior a 95% e os resultados
foram de 0,0050 UFP/mL para o alvo N2 e para e 0,0200 UFP/mL para o
alvo E (Cepheid, 2020).

Para determinar o LoD do Kit Allplex™ SARS-CoV-2 Assay, o RNA
gendmico viral foi obtido a partir de linhagens TWIST BIOSCIENCE (Cat. N.°
102024) e BEI Resources (Cat. N.°NR-52286) diluidas em série em matriz
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de amostra de secrecdo nasofaringea negativa. O LoD do Allplex™ SARS-
CoV-2 Assay para o RNA genomico de TWIST BIOSICENCE foi de 5.000
copias/mL (= 50 copias de RNA/rxn) e para BEIl Resources foi de 1.000
equivalentes de genoma viral/mL (= 1,0 GE/uL), com niveis de concentragao

iguais ou superiores a 95% (Seegene, 2021).

3.6.2 Teste Rapido Molecular Xpert® Ultra MTB/RIF™ (TRM-TB)

O teste consiste na extragdo, purificacdo, concentracdo e
amplificacdo de acidos nucléicos por reacdo em cadeia da polimerase em
tempo real (RT-gPCR).

Ap6s o tratamento da amostra pela metodologia de Petroff
modificado (Pedro et al., 2011), foi utilizado 1 mL do sedimento acrescidos
de 2 mL do tampéao fornecido pelo kit. A mistura foi homogeneizada em
vortex e incubada em temperatura ambiente por 15 minutos. Decorrido esse
periodo, o volume de 2 mL foi inserido no cartucho e colocado no
equipamento, conforme instrugcdes do fabricante. As etapas de captura dos
bacilos existentes na amostra, lavagem da membrana com solu¢gdo tampéo
para eliminacdo de inibidores, lise dos bacilos para liberagdo de DNA,
eluicdo e reacdo de PCR foram realizadas automaticamente pelo
equipamento. Para resultados positivos, com deteccdo de MTB, o
equipamento libera em aproximadamente 80 minutos e em casos negativos

os resultados séo liberados em 70 minutos (Cepheid, 2019).

3.6.3 Teste Rapido molecular Xpert® Xpress SARS-CoV-2 (TRM-COVID)

Trata-se de um teste de diagndstico in vitro automatizado para
deteccdo qualitativa do acido nucléico do SARS-CoV-2 analisando os genes
E e N2 (N2, regido do Gene N) (Falasca et al.,2020) nos sistemas de
instrumentos GeneXpert (Cepheid, 2020), o mesmo utilizado para
diagndstico de TB.
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A) Teste para detecgcdo de SARS-CoV-2 a partir de escarro in

natura

Para o preparo da amostra foram utilizados 600 pyL do escarro in
natura em tubo contendo 1,2 mL de solugédo fisiolégica. A mistura foi
homogeneizada em vortex até completa dissolugdo. Em seguida, foram
adicionados 300 pL da mistura no cartucho Xpert® Xpress SARS-CoV-2 com
a pipeta disponibilizada no kit. O cartucho foi manualmente carregado no
equipamento e identificado na plataforma do sistema GeneXpert, que
realizou o processamento automatico da amostra, sem a intervengdo manual

do analista. O resultado foi liberado em até 50 minutos (Cepheid, 2020).

B) Teste para detec¢cdo de SARS-CoV-2 a partir de sedimento

da cultura

Para avaliar as condi¢gdes que poderiam ser implantadas em uma
rotina diagndstica, foram utilizados 300 yL dos sedimentos provenientes do
preparo para cultivo de micobactérias, os quais foram transferidos com a
pipeta Pasteur prépria do kit para a camara de amostra do cartucho Xpert®
Xpress SARS-CoV-2. O cartucho foi manualmente carregado no
equipamento e identificado na plataforma do sistema GeneXpert, que
realizou o processamento automatico da amostra, sem a intervengdo manual

do analista. O resultado foi liberado em até 50 minutos (Cepheid, 2020).

3.6.4 Extracaol/purificacio de RNA de SARS-CoV-2 por beads

magnéticas

Para a realizacao da extragao/purificagao do RNA viral, foi utilizado o
equipamento EXTRACTA 32 (Loccus do Brasil®, 2020) e o kit FAST-DNA e
RNA Viral (MVXA-PO16FAST). O principio do teste € baseado em beads

magnéticas revestidas de dioxido de silicio, que adsorve as moléculas
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negativamente carregadas, promovendo ligagbes com acidos nucleicos
presentes na amostra. A separagéo ocorre por meio de hastes magnetizadas
com alto poder de atracédo e varias etapas de lavagem e eluigdo. O kit é
composto por placas que processam no maximo 16 amostras. Para o
preparo da placa foram adicionados 100 uL da amostra e 5 yL de proteinase
K nas colunas 1 e 7. A placa foi colocada no equipamento e, apds
aproximadamente 30 minutos, o material, que passou por diversas etapas de
lavagem, estava purificado nas colunas 6 e 12, respectivamente. Esse
material foi transferido para um microtubo e armazenado a -70°C até o

momento da reacéo.

3.6.5 PCR em tempo real para a detecgcao de SARS-CoV-2

Como controle do TRM-COVID foi utilizada a PCR por transcricao
reversa em tempo real (Wolfel et al., 2020), técnica considerada padréo ouro
para a deteccado qualitativa de SARS-CoV-2, utilizada na rotina diagndstica
no CRL- |IAL Santo André a partir de swab combinado (nasal e orofaringe) e
as amostras de escarro foram preparadas conforme descrito no item 3.6.3.

Foi preparada a master mix, utilizando o kit Allplex™ SARS-CoV-2
Assay (Seegene), com os seguintes reagentes e volumes por reagéo: 5 yL
de SARS2 MOM, 5 uL EMS8 e 5 pL de agua livre de RNAse. Para o preparo
da placa foram colocados 15 pL da master mix na placa de rea¢do da PCR e
5 pL do material extraido em cada pogo. Em seguida, a placa foi vedada
com selo optico para placa de PCR, submetida a centrifugagao para retirar
bolhas e inserida no aparelho QuantStudio5 (ThermoFisher Scientific). Apds
o término da corrida, de cerca de 110 minutos, as curvas de amplificacdo
dos genes E, N e RdRP foram analisadas utilizando o software

QuantStudio™ Design & Analysis Software.
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3.6.6 Tempo de execucgao dos testes

O tempo de execugdo dos testes foi calculado para cada
metodologia, com base no tempo de preparo e reagdo, assim como na

capacidade analitica de cada equipamento.

3.6.7 Cultura em meio liquido — BD BACTEC MGIT 960™

A cultura possui maior sensibilidade e especificidade e € um dos
meétodos de referéncia para diagnostico de TB (Brasil, 2022) por propiciar o
isolamento do bacilo para posterior identificagdo da espécie e realizacdo do
teste de sensibilidade aos farmacos (TS) utilizados no tratamento da TB
(Becton Dickinson, 2006).

O sistema BD BACTEC MGIT 960™ & um meétodo de cultura liquida
automatizado paraisolamento primario de micobactérias a partir de
amostras clinicas pulmonares e extrapulmonares (exceto sangue) e TS
para o MTB (Brasil, 2008). Para a cultura, um volume aproximado de 1 mL
da amostra foi tratado com igual volume de solugdo de NaOH 1N, contendo
indicador vermelho de fenol. As amostras tratadas foram homogeneizadas e
mantidas em estufa bacteriolégica a 36°C por 15 minutos para fluidificagao e
descontaminagdo. Em seguida, foram centrifugadas a 3.000g durante 15
minutos. O sobrenadante foi desprezado em recipiente a prova de respingos
e ao sedimento foi acrescentado HCI 1N gota a gota até a viragem para a
cor amarela. Posteriormente, foi adicionada a solugédo neutralizante estéril (4
g de NaOH, 0,004 g de vermelho de fenol, 0,2 g de sulfato de aluminio e
potassio, 1.000 mL de agua destilada) gota a gota até a viragem da cor
amarela para a cor rosa (Pedro et al., 2011). Uma aliquota de 0,5 mL do
sedimento tratado foi semeada em tubos de meio de cultura liquido
Middlebrook 7TH9 acrescidos de 800 pyL de solucdo de enriquecimento e
antibioticos — PANTA (Becton & Dickinson, Sparks, MD, USA). Os tubos
foram incubados no sistema automatizado BD BACTEC MGIT 960™. Nesse

sistema o protocolo utilizado é padronizado para finalizacdo do teste em 42
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dias, tempo estabelecido para considerar uma cultura negativa neste
sistema. Resultados positivos na maioria das vezes levam menos tempo, em
torno de 14 a 21 dias. A presenca de BAAR nos tubos positivos foi
confirmada por baciloscopia e a identificagao foi realizada por meio do teste
imunocromatografico TB Ag MPT64 (Abbott Diagnostics, 2020), que utiliza
anticorpos monoclonais anti-MPT64 para identificagdo rapida do CMTB. No
caso de amostras de pacientes que atenderam aos critérios preconizados
pelo MS, foi realizado o TS para os farmacos utilizados no tratamento da TB
(Pedro et al., 2011; Brasil, 2022).

3.6.8 Identificagdo de espécie

Em toda cultura sinalizada como positiva pelo sistema automatizado
MGIT 960-TB foi realizada a identificacdo presuntiva dos isolados por meio
da analise microscopica em lamina a partir do esfregagco de uma
amostra/aliquota da cultura liquida. As culturas foram avaliadas quanto a
pureza, presencga de bacilos alcool-acido resistentes (BAAR) e formagéao de
corda. O fator corda € um efeito causado por um componente da parede
celular das micobactérias, o glicolipideo dimicolato de trealose, que promove
a ligagao dos bacilos lado a lado, os quais, apos coloragdo pela metodologia
Ziehl Neelsen, podem ser vistos em disposicdo de palicada, semelhante ao
formato de uma corda e € uma caracteristica responsavel pela viruléncia do
bacilo da TB (Coelho, 2007).

A presenca da formacgédo de corda € um teste presuntivo, utilizado
para separagdo das espécies do complexo M. tuberculosis das
micobactérias nao tuberculosas (MNT), uma vez que a maioria das MNT n&o
produz corda (Coelho, et al. 2007; Brasil, 2008; Brasil, 2010). Em caso de
presenca de BAAR, os isolados foram encaminhados ao IAL Central para
identificacdo da espécie, de acordo com as técnicas preconizadas pelo MS
(Brasil, 2008; Chimara et al., 2008).
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Figura 6. Bacilos crescidos em meio liquido, dispostos em paligada com formagdo de corda (Fator

Corda). Coloracao Ziehl Neelsen. Aumento 100x.

Fonte: Autoria propria

3.6.9 Teste de Sensibilidade — BD BACTEC MGIT 960™

O kit BD BACTEC MGIT 960™ ¢ utilizado como um procedimento
qualitativo rapido para o teste da sensibilidade do M. tuberculosis para varios
farmacos utilizados nos esquemas primario e secundario de tratamento da
TB.

O tubo indicador do crescimento de micobactérias (BD BBL MGIT
Micobacteria Growth indicador tube) € um tubo que contém o meio liquido
Middlebrook 7H9 modificado para o crescimento e a deteccdo de
micobactérias. O sistema BD BACTEC MGIT 960™ é um método
automatizado, que permite a deteccdo do crescimento da micobactéria por
meio da fluorescéncia do composto ruténio impregnado em silicone no fundo
de cada tubo. A fluorescéncia deste composto € inibida pela presenca de

oxigénio e, conforme o microrganismo consome este oxigénio, aumenta a
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emissao de fluorescéncia, detectada pelo equipamento e interpretada em
unidades de crescimento (GU).

No presente estudo foi utilizado o kit IR que possibilita a deteccao de
resisténcia aos farmacos isoniazida e rifampicina. Para o preparo das
amostras, foi realizada uma suspensdo com 1 mL das bactérias diluidas com
4 mL de solugéo fisiologica, conforme instrugdo do fabricante, e 0,5 mL
desta suspenséao foi inoculada a cada tubo de meio liquido contendo cada

farmaco (Becton, Dickinson, EUA).

3.7 Analise dos dados

O desempenho do teste Xpert Xpress SARS-CoV-2 foi avaliado por
meio do calculo de sensibilidade e especificidade. As variaveis categoricas
foram apresentadas em percentuais e foi utilizado o teste do qui-quadrado
(x?) para avaliar a hipétese de homogeneidade de proporgdes. A
comparagao entre as concordancias observadas e esperadas empregou o

indicador kappa, com nivel de significancia de 5% para todos os testes.

3.8 Avaliagao de custo

A pesquisa do custo de mercado dos insumos, equipamentos e
hora/trabalho dos recursos humanos foi realizada por meio de ferramentas
de busca na internet, consulta das notas fiscais do equipamento e kits ja
utilizados na rotina. Posteriormente, foram comparados os valores

atualmente praticados no mercado com os custos do método proposto.
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4. RESULTADOS

4.1 Padronizagao do protocolo de extragdao do RNA de SARS-CoV-2 em

amostras de escarro

O protocolo de extracdo foi testado em amostra de escarro
“batizada” com amostras de nasofaringe previamente testadas por RT-PCR
e com Ct conhecido. As extracbes de RNA realizadas a partir destas
amostras pela metodologia automatizada escolhida obtiveram resultados
correspondentes comparadas com as amostras SNF, demonstrando eficacia
e possibilidade de analise de amostras de escarro (Tabela 1). Diante destes
resultados, foram conduzidos o0s experimentos com as amostras

provenientes dos pacientes selecionados para o estudo.
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Tabela 1. Resultados obtidos utilizando o protocolo de detec¢cao dos Genes
E e N2 de SARS-CoV-2 com cartuchos Xpert® Xpress SARS-Cov-2 em

amostras de escarro comparadas com resultados prévios obtidos com RT-

gPCR (Allplex) em amostras de SNF.

RT- qPCR (Allplex)

Xpert Xpress SARS-

Cov-2®
Ct
(CYH) (1)
Amostras
SNF Escarro (“batizado”)
geneE  geneN geneE geneN geneE  gene N2

1 23,8 24,6 28,9 28,3 28,1 32,3
2 22,8 23,1 33,0 31,7 31,1 34,0
3 28,4 29,7 33,0 32,4 31,8 35,0
4 28,4 29,8 36,5 35,8 38,6 35,2
5 33,5 34,6 0,0 37,3 0,0 40,8
6 32,1 32,6 0,0 37,3 0,0 42,2
7 37,5 37,5 0,0 0,0 0,0 0,0
8 36,6 37,3 0,0 37,6 0,0 44,1

Ct: Cycle threshold; SNF: Secregdo nasofaringea; RT-gPCR: Reagdo de Transcriptase Reversa

seguida de Reacao em Cadeia da Polimerase em Tempo Real.

Fonte: Autoria prépria.

A partir dos valores de Ct obtidos em ambas as metodologias, foram

construidos graficos de dispersédo utilizando o software GraphPad Prism
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9.3.1. A Figura 7 mostra a comparacgéao entre as metodologias (RT- gPCR) e
(Xpert Xpress SARS-Cov-2®) com os Genes E e N utilizando amostra de
escarro “batizado” e indicando correlagbdes lineares positivas, verificadas

pelo Coeficiente de Correlagao de Pearson (r).
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Figura 7. Regressao linear simples entre RT-gPCR (Allplex) e Xpert Xpress SARS-CoV-2° para
comparagdo da detecgcdo dos genes E, N e N2 entre os dois testes com amostras de escarro
“batizado”.

Fonte: Autoria propria.

4.3 Teste Rapido Molecular Xpert® Ultra MTB/RIF™ (TRM-TB)

As 100 amostras de escarro para deteccao de TB, obtidas dos
pacientes PPL, foram processadas in natura e outra parte pelo método
Petroff modificado, com utilizacdo do sedimento para realizacdo do teste
TRM-TB e cultura. O teste TRM-TB detectou sete amostras positivas, que
foram confirmadas por positividade em cultura (Figura 8).
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Figura 8. Numero de testes positivos TB e COVID-19, obtidos apds o processamento das amostras

com as metodologias avaliadas.

Fonte: autoria propria.

4.4 Teste Rapido molecular Xpert® Xpress SARS-CoV-2 (TRM-COVID)

Apds a analise das amostras de escarro com o teste TRM-COVID,

foram observadas 13 amostras positivas para SARS-CoV-2 a partir do

exame de escarro in natura e apenas trés amostras positivas utilizando o

sedimento da cultura como amostra (Figura 8).
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4.5 PCR em tempo real para a detec¢ao de SARS-CoV-2

O teste padréo ouro para deteccao de SARS-Cov-2 foi positivo para
11 amostras de swab combinado. Ao ser aplicado o mesmo teste para
amostras de escarro in natura, 12 amostras apresentaram positividade
enquanto que apenas trés amostras de sedimento foram positivas. Portanto,
o teste a partir de amostras de escarro in natura identificou uma amostra

positiva a mais que o teste padrao ouro (Figura 8).

4.6 Cultura e identificagao

Em relagdo aos resultados para CMTB, todas as 100 amostras
foram testadas no método GeneXpert MTB/RIF Ultra (Cepheid, EUA). Os
resultados revelaram sete amostras positivas com diferentes niveis de
detecgdo (3 baixos, 1 meédio, 2 altos e 1 tragos) e todos sensiveis a
rifampicina. Todas as amostras positivas foram confirmadas pela cultura
liquida e por microscopia para verificacdo do fator corda. Os testes de
identificacdo e de sensibilidade foram realizados e todas as amostras foram
negativas para a presenca de mutagdo nos genes que codificam resisténcia
a rifampicina e isoniazida, significando sensibilidade para todas as amostras,

resultado concordante com o teste GeneXpert MTB/RIF Ultra.

4.7 Coinfecgao

Um caso de coinfeccdo TB/COVID-19 foi detectado a partir do
exame da amostra de escarro in natura no teste TRM-COVID e no RT-gPCR
a partir do swab. A positividade para TB foi confirmada por cultura e TRM-TB

em sedimento. No histérico do paciente foi observado que o custodiado foi
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admitido no CDP de Maua e, 10 dias antes da coleta do material, apresentou
tosse, vomito, falta de ar, sem febre e estava imunizado com a vacina de
dose unica contra a COVID-19. Nao havia histérico de TB e iniciou o
tratamento somente para TB em 01/09/2021. O paciente foi transferido para
uma penitenciaria em novembro do mesmo ano, encerrando o tratamento
em 01/03/2022.

A partir destes dados foi elaborado um manuscrito, submetido ao
Brazilian Journal of Microbiology em 09 de novembro de 2021, o qual foi
aceito para publicagdo em 27 de dezembro de 2021 (Anexo 5 - Braz J
Microbiol. 2022 Jun; 53(2): 633-639. Feb 2. doi: 10.1007/s42770-021-

00677-y).

4.8 Analise dos dados

A sensibilidade e especificidade do TRM-COVID foram calculadas
com base no teste padrao ouro RT-gPCR e podem ser observadas na
Tabela 3. Para amostras de escarro in natura a sensibilidade do teste foi
100,0% e para o sedimento de cultura a sensibilidade do teste foi de 18,2%.
O indice kappa foi de 0,28, indicando fraca concordancia entre os

resultados.
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Tabela 2. Sensibilidade e especificidade na deteccao de SARS-CoV-2, de
acordo com o método e o tipo de material usado, usando RT-gPCR swab

combinado e escarro como padrao ouro.

TESTE RT-qPCR Swab combinado
TRM Escarro | Positivo | Negativo | Total | Acuracia | Kappa | Valor P |Especificidade | Sensibilidade | FP | FN
Positivo 10 3 13
Negativo 1 86 87 96,00% | 0,81 | <0,0001 96,63% 90,91% 3 1
Total 11 89 100
RT-qPCR Swab combinado
RT-qPCR
Escarro Positivo | Negativo | Total
Positivo 10 2 12 97,00% | 0,85 | <0,0001 97,75% 90,91% 2 1
Negativo 1 87 88
Total 11 89 100
RT-qPCR Swab combinado
TRM
sedimento |Positivo | Negativo | Total
Positivo 2 1 3 90,00% | 0,28 | <0,0010 98,88% 18,18% 119
Negativo 9 88 97
Total 11 89 100
RT-qPCR Escarro
TRM Escarro | Positivo | Negativo | Total
Positivo 12 1 13
= 99,00% | 0,95 | <0,0001 98,86% 100,00% 110
Negativo 0 87 87
Total 12 88 100

FP: Falso positivo / FN: Falso negativo

Fonte: Autoria propria

4.9 Avaliacao de custo

Para realizar a avaliagao de custo do diagndstico de um teste pelas

metodologias RT-gPCR e TRM, foram obtidos os valores (em reais) de cada

insumo ou componente utilizado no teste e o valor da hora trabalhada de

recursos humanos (Tabelas 3 e 4). Os valores de mercado atuais dos

equipamentos necessarios para a realizagdao dos testes também foram

obtidos e o valor de cada teste foi calculado com base no tempo de

execucdo em funcdo do custo de todos os insumos, equipamentos e

recursos humanos.

54




Tabela 3. Valores atuais (em reais) dos insumos e profissionais necessarios

por hora trabalhada para a realizagcdo de um teste para o diagndstico da
COVID-19 utilizando o RT-gPCR e Teste Rapido Molecular.

Origem do gasto

= GeneXpert RT-qPCR Fonte
(por reacéo)
Kit diagnédstico R$ 113,35 R$ 42,00 Nota fiscal compra 2021
Kit para extragao - R$ 27,70 Nota fiscal compra 2021
http://www.recursoshumanos.sp.gov.br/retri
ReCTarz%Sr'aqg'Toanos R$ 9,77 R$ 157,85 buicao.asp?pagina=saude6 (Acesso em 02
de junho de 2022).
Recursos humanos http://www.recursoshumanos.sp.gov.br/retri
para coleta - R$ 6,07 buicao.asp?pagina=saude6 (Acesso em 02
de junho de 2022).
https://www.vitchlab.com.br/;
Material de https://www.ciencor.com.br/;
consumo/descartaveis R$ 3,38 R$ 38,37 https://www.drogarianovaesperanca.com.br/
(Acesso em 09 de junho de 2022).
Equipamentos de https://www.utilidadesclinicas.com.br/
protecao individual R$ 5,13 R$ 10,26 (Acesso em 09 de junho de 2022).
Consumo de energia https://enel-
caui amentosg R$ 0,07 R$ 1,14 sp.simuladordeconsumo.com.br/ambiente
quip (Acesso em 02 de junho de 2022).
Consumo de energia https://enel-
predial 9 R$ 1,13 R$ 14,13 sp.simuladordeconsumo.com.br/ambiente
(Acesso em 02 de junho de 2022).
TOTAL R$ 132,83 R$ 297,52 -
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Tabela 4. Valores atuais (em reais) dos equipamentos e materiais de
limpeza necessarios para a realizagdo de um teste para o diagnostico da
COVID-19 utilizando o RT-gPCR e Teste Rapido Molecular.

Origem do gasto

= GeneXpert RT-gPCR Fonte
(por reagao)
Equipamen}o - R$125.440,00 Nota fiscal compra 2021
para extracéo (Loccus)

Equipamento

parareagdo RT- R$144.663,00 (gﬁizfsfj;gg) Nota fiscal compra 2021
gPCR
Materiais para R$108.65 R$217.30 https://www.utilidade.sclinicas.com.br/
limpeza (més) (Acesso em 09 de junho de 2022).

Portanto, realizar um teste pela plataforma Genexpert € 2,2 vezes mais
barato que realizar pelo RT-gPCR. No entanto, é possivel realizar somente 4
testes simultdneos no Genexpert, enquanto que no equipamento para
reacdo RT-gPCR podem ser testadas 96 amostras por placa, incluindo
controles positivo e negativo.

4.10 Tempo de execugao

O tempo de execugdo de cada metodologia foi calculado considerando o
tempo do preparo, execugao e analise dos resultados (Figura 9). A deteccao
por meio do TRM é seis vezes mais rapida que a detecgao pelo RT-gPCR,
considerando o tempo por amostra. No entanto, se considerarmos a
quantidade de amostras feitas em um mesmo ciclo, para realizar o mesmo
numero de amostras que o RT-gPCR, o TRM leva 23 vezes mais tempo
(Tabela 5).
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Figura 9: Tempo de realizagdo de cada uma das etapas necessarias para completar as metodologias
estudadas.

Fonte: Autoria propria, criado em www.canva.com/pt.br
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Considerando o custo e o tempo que cada teste leva para ser
realizado, o teste RT-gPCR faz 94 amostras a um custo de R$ 13.983,44 e
o geneXpert pode realizar até 4 amostras por equipamento a R$ 531,32.
Importante salientar que os cartuchos podem ser utilizados individualmente
enquanto que o RT-gPCR precisa ter sua completa utilizagdo, ou seja, o uso
da placa cheia, para ter esse preco, caso contrario o valor do teste € maior.

Tabela 5. Custo e tempo de execucgao dos testes para deteccao de SARS-

CoV-2 nas plataformas Genexpert e RT-qPCR.

Dados analisados GeneXpert (R$) RT-gPCR (R$)
Custo teste 132,83 148,76
Tem po execugao 53 330
(minutos)

Quantidade de testes "

, . 4 94
realizadospor ciclo
Custo do ciclo 531,32 13.983,44

* 94 amostras testadas, excluindo os controles negativo e positivo.
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5. DISCUSSAO

Durante a pandemia de COVID-19 foi observada uma diminuig¢ao na
notificagdo de casos de TB no mundo todo (WHO, 2022). De acordo com a
OMS, em 2019 o numero de casos novos no mundo chegou a 7,1 milhdes,
mas em 2020 houve uma queda de 18%. Uma das razdes para esta
diminuicdo seria um fator operacional, efeito da contencao realizada para
que nao houvesse aglomeragbes e consequentemente a transmissao do
SARS-CoV-2, fazendo com que a procura pelos servigos de diagndstico e
tratamento de TB caisse drasticamente. No entanto, estima-se que a
incidéncia e a taxa de mortes por TB aumentem cerca de 9% e 16%,
respectivamente, nos préximos cinco anos (Cilloni et al., 2020), e essa
recuperacéo ja foi observada em 2021, com 6,4 milhdes de casos notificados
(WHO, 2022).

Pensando na similaridade entre os sintomas de TB e COVID-19 e na
necessidade de diagnéstico diferencial destas doengas para o emprego do
tratamento correto, foi levantada a hipétese de que o material coletado para
fazer o exame para deteccdo de TB pudesse também ser utilizado para
detectar SARS-CoV-2, o que facilitaria a obtencédo destes diagndsticos nao
somente pela facilidade e seguranca da coleta como também pela rapidez
na obtencao dos resultados. Dessa forma, o presente trabalho padronizou a
utilizacdo de escarro para execugao do método Xpert® Xpress SARS-CoV-2
e os resultados obtidos foram comparados ao método padrao ouro RT-gPCR
com sensibilidade 90,9%, especificidade 96,6% e Kappa de 0,81.

De acordo com o manual do fabricante do teste RT-gPCR para o kit
Allplex™ SARS-CoV-2 Assay (Seegene), a sensibilidade analitica € de
100% em amostras de secregdo de nasofaringe. Nesta pesquisa para
padronizagcdo, a sensibilidade do teste Xpert® Xpress SARS-CoV-2 em
amostras de escarro obtivemos sensibilidade de 100% quando comparada a
metodologia padrao ouro.

De forma semelhante, Wong e col. (2020) realizaram um estudo com

162 amostras, sendo 120 amostras de saliva e 42 amostras provenientes do
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trato respiratorio inferior, dentre elas 35 escarros, um lavado broncoalveolar,
seis aspirados traqueais, sendo estas amostras ndo validadas pelo método.
Neste trabalho, o ensaio Xpert® Xpress SARS-CoV-2 foi comparado com o
kit molecular de referéncia utilizado pelos autores e obtiveram bom
desempenho. A concordancia entre as amostras positivas de saliva foi de
98,86% e Kappa 0,98; para o trato respiratério inferior foi de 100% e Kappa
1,00, e para as amostras negativas foi de 100% para ambas as amostras.

Outro estudo, que analisou 40 amostras de saliva, testou o método
padrao ouro RT-gPCR em comparacdo com Xpert® Xpress SARS-CoV-2 e
obtiveram 100% de concordancia (Vaz et al., 2021).

O presente estudo avaliou o ensaio Xpert® Xpress SARS-CoV-2
utilizando amostras de escarro in natura ou de sedimento produzido a partir
do tratamento do escarro para ser utilizado na cultura para TB. A menor
acuracia obtida foi de 90%, quando comparados os resultados da RT-gPCR
de swab de nasofaringe com o método Xpert® Xpress SARS-CoV-2 de
sedimento de escarro, conforme demonstrado na Tabela 2. Esse resultado
pode ter sido influenciado pelo tratamento da amostra com solucdes
fluidificantes e da mudanca de pH, que podem destruir o RNA viral alvo.
Substancias que estdo presentes na preparagao das amostras podem levar
a diminuicdo da sensibilidade até mesmo a resultados falso negativos
(Schrader et al., 2012).

Diante do resultado da sensibilidade de 18,18%, foi realizado um
teste com o sobrenadante do sedimento para cultura, com a hipotese do
RNA viral permanecer no sobrenadante, porém o RNA viral nao foi
detectado, descartando a hipoétese de o virus permanecer no sobrenadante.

A acuracia dos testes realizados em escarro foi superior a dos
realizados de outros materiais. As amostras de escarro sdo consideradas
melhores porque permanecem mais tempo positivas do que as amostras do
trato respiratdrio superior, 0 que corrobora com os resultados apresentados
neste trabalho (Wong et al., 2020; Loeffelhoz et al., 2020).

O presente estudo detectou somente um caso de coinfecgao
TB/COVID-19 em 31/08/2021. Consultando o histérico do prontuario médico
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do custodiado, e apds busca no sistema de notificacdo do Centro de
Vigilancia Epidemiolégica (TBWEB) verificou-se que o paciente ndo havia
sido diagnosticado anteriormente para TB, ndo apresentava nenhuma
comorbidade, e tinha resultados negativos para os testes para hepatite, sifilis
e HIV. Por conta da pandemia, os detentos ndo estavam saindo para
consulta, entretanto o paciente iniciou tratamento para TB ativa em
01/09/2021, e em novembro do mesmo ano foi transferido para uma unidade
penitenciaria.

A deteccédo da coinfecgao € de grande importancia pois os pacientes
com sequelas pulmonares por COVID-19 podem ter maior risco de
desenvolver TB no futuro (Tamuzi et al., 2020). Outro estudo demonstrou
que pacientes com TB e COVID-19 tém 25% menos chance de se recuperar
da TB e o risco de morte foi de 2,17 vezes maior em pacientes coinfectados
do que naqueles com apenas COVID-19 (SY et al., 2020).

Em um hospital localizado na China, na cidade Wenzhou, trés casos
diagnosticados como coinfecgdo TB/COVID-19, foram confirmados por RT-
gPCR, todos masculinos, com idade entre 26 anos e 76 anos, sendo que
dois pacientes com idades mais avangadas evoluiram para caso grave de
COVID-19 (He et al., 2020).

Outro estudo feito com amostras de escarro em Gana, com 774
pacientes suspeitos de COVID-19 e contatos de TB, detectou seis casos
positivos para TB, 111 positivos para SARS-CoV-2 e dois casos foram
positivos para ambas as doencas. Entretanto, esses dois casos positivos
nao apresentavam sintomas e sinais de TB (Afum et al., 2021).

A importancia do diagndstico da coinfecgao se da pelo fato de que a
TB € uma doenga infecto contagiosa de grande impacto na saude publica e
a associagdo com COVID-19, pode ocasionar casos graves levando o
paciente a obito.

Para a avaliagcdo do custo de acordo com os calculos feitos no
presente estudo (Tabelas 3 e 4), o método RT-gPCR teve custo 2,2 vezes
(R$ 297,52) e tempo de execugdo seis vezes (5h e 30 min) maiores do que o

método Xpert Xpress SARS-CoV-2. Deve se agregar a esses valores o custo
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de aquisicdo dos equipamentos de extragdo e PCR (R$ 401.677,76), 2,8
vezes maior que a plataforma GeneXpert.

Entretanto, o método RT-gPCR possibilita o diagnéstico de até 94
amostras por reac¢ao. Portanto, em situacdo de pandemia, onde o numero de
testes é elevado e € possivel utilizar uma placa completa, é preferivel, por
questdes de tempo e custo, a utilizacdo deste método. Diferentemente, o
método GeneXpert executa analises individuais, que sao essenciais em
casos de urgéncia e emergéncia, além da praticidade do equipamento em
nao precisar de uma sala especial, ser de facil manipulagdo, nao requerendo
conhecimentos técnicos adicionais dos profissionais envolvidos no preparo
da amostra. Em adi¢cdo, o método fornece resultados rapidos e precisos na
deteccdo viral a partir de amostras de escarro. Loeffelhoz e col. (2020)
também relataram em seus estudos que a plataforma é facil de manipular e
o teste €& simples, fornecendo resultados em torno de 45 minutos.
Adicionalmente, a metodologia proposta permite a detec¢cao de dois agravos
a partir da mesma amostra, COVID-19 e TB, liberando os resultados
simultaneamente, pois permite a utilizagdo individual dos mddulos. O
equipamento GeneXpert® permite o diagnéstico da TB através do Xpert®
MTB/RIF Ultra e diagnostico de COVID-19 por meio do Xpert® Xpress
SARS-Cov-2. Desta forma, o programa de controle da TB pode compartilhar
sua rede laboratorial para apoiar o diagndstico de COVID-19 (Silva et al.,
2021).

Em Gana, o Instituto de Pesquisa Médica do Departamento de
Virologia do Memorial Noguchi da Universidade de Gana tornou-se centro de
coordenacado Nacional para diagnostico de COVID-19, aproveitando as
amostras de escarro recebidas, para realizar concomitantemente testes para
TB (Afum et al., 2021). Embora n&o tenha sido feito um estudo sobre o
custo-utilidade da utilizacdo do mesmo material biolégico para diagndsticos
distintos, o estudo forneceu informagdes valiosas ao Programa Nacional de
Tuberculose e ao servico de saude sobre a necessidade de diagndstico
diferencial bem como sobre o fortalecimento da vigilancia de doencas

infecciosas endémicas de longa data em meio a pandemia (Afum et al.,
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2021). Com a adaptagcédo do programa, ha a possibilidade de redugédo da
transmissao do virus SARS-CoV-2, auxiliando também no controle da TB.
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6. CONCLUSOES

1.

O processo de padronizacdo da extracdo automatizada de RNA do
virus SARS-CoV-2 apresentou resultados reprodutivos em amostras
de escarro in natura, demonstrando eficacia e possibilidade de analise
deste tipo de amostra;

A utilizacdo de amostras de escarro in natura para realizagédo do teste
Xpert Xpress SARS-CoV-2 em comparagao ao teste padrao ouro RT-
gPCR apresentou correlacbes lineares positivas, indicando que o
material pode ser utilizado nestes métodos;

O presente estudo observou que o sedimento obtido apos
descontaminag¢ao do escarro ndo € uma boa amostra para realizacao
do teste Xpert Xpress SARS-CoV-2, dada sua baixa sensibilidade;

A realizac&do da detecgdo de SARS-CoV-2 pelo Xpert Xpress a partir
de escarro in natura apresentou melhor especificidade que o RT-
gPCR de amostra nasofaringea e maior sensibilidade e especificidade
que o RT-qPCR de amostra de escarro in natura;

No presente estudo, o método RT-gPCR teve custo 2,2 vezes e
tempo de execucgado seis vezes maior do que o método Xpert Xpress
SARS-CoV-2.

O estudo apresentou a deteccao de duas doengas em concomitancia
TB/COVID-19 usando o equipamento GeneXpert, 0 que mostra a
possibilidade de uso da plataforma para a detec¢céo simultanea destes

agravos.
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Anexo 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O Sr. esta sendo convidado a ser um “participante” da pesquisa “Derecgdo molecular
precoce de SARS-CoV-2 em escarro de populagdes vulnerdveis com suspeita de
tuberculose pulmonar”, que se refere a um projeto coordenado pela Prof* Dr* Andréia
Moreira dos Santos e pela Prof* Dr* Andréa Gobetti Coelho Bombonatte, pesquisadoras
do Instituto Adolfo Lutz (IAL) - Centro de Laboratorio Regional de Santo André (CLR-
IAL Santo André) e Santos (CLR-IAL de Santos), respectivamente.

O objetivo deste estudo € verificar se em sua amostra de escarro ha a presenga do virus
causador da COVID-19 e/ou a bactéria causadora de tuberculose pulmonar. Para esta
verificagdo serdo utilizadas metodologias laboratoriais que utilizam como principio a
Biologia Molecular.

Para a sua participagdo na pesquisa, vocé podera contribuir de forma espontinea e
sigilosa com amostras de escarro e secregdes obtidas a partir das narinas e garganta.
Para a coleta do escarro vocé devera inspirar profundamente e segurar o ar por alguns
segundos, expirar e depois tossir no pote de plastico fomecido pela equipe de
enfermagem. Esse procedimento devera ser repetido até obter aproximadamente 2 mL
de escarro.

A coleta das outras secregdes sera realizada por um profissional treinado que ira
introduzir uma haste longa e flexivel com algodio na ponta em suas narinas e sua
garganta. Este procedimento podera gerar um leve desconforto momentineo, mas sem
risco para a sua saude. A sua privacidade sera respeitada, ou seja, seu nome ou qualquer
outro dado ou elemento que possa, de qualquer forma, lhe identificar, sera mantido em
sigilo.

A divulgagio dos resultados sera feita de forma a ndo identificar os participantes. Para
esta pesquisa ndo sera cobrado nada e ndo havera pagamentos pela sua participagdo. Se
houver algum dano decorrente da pesquisa, o Sr. sera indemizado nos termos da Lei.

Sdo esperados os seguintes beneficios imediatos da sua participagdo nesta pesquisa: os
resultados obtidos servirdo de subsidio para agdes de controle das doengas aqui
pesquisadas e seu diagnostico precoce nas populagdes vulneraveis.

Os beneficios diretos e a curto prazo ao participante referem-se ao resultado precoce do
diagnostico. que permitira a busca de um tratamento imediato e adequado,

Gostariamos de deixar claro que sua participagdo € voluntaria e que podera recusar-se a
participar ou refirar o seu consentimento, ou ainda, descontinuar sua participagdo se
assim o preferir, sem penalizagdo alguma ou sem prejuizo ao seu cudado. Em caso de
quaisquer duvidas sobre este estudo vocé deve enfrar em confato com um dos
pesquisadores abaixo:
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v" Andréia Moreira dos Santos Carmo (CLR IAL de Santo André) telefone: 11
4990 1267 e-mail: santoandre@1al sp.gov.br

v Andréa Gobetti Coelho Bombonate (CLR IAL de Santos) telefone : 13 3232-
5112. e-mail: santos@ial sp.gov.br

Quanto aos aspectos éticos desta pesquisa, vocé podera consultar também o
Comité de Etica do Instituto Adolfo Lutz (CEPIAL). Av. Dr. Amaldo, 355 -
Cerqueira César. Sdo Paulo, SP - CEP: 01246-902. Tel. (11) 3068-2859 e-mail:
cepial@ial sp.gov.br

Local e data:

(Assinatura do participante)

(Identificagdo e assinatura do pesquisador responsavel)
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Anexo 2

SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE
COORDENADORIA DE CONTROLE DE DOENCAS
INSTITUTO ADOLFO LUTZ & [:£
CONSELHO TECNICO CIENTIFICO - CTC [ 1AL Sl b

Sdo Paulo, 25 de Junho de 2021

Projeto: CTC 42-M / 2020

“Detecgdo molecular precoce de SARS-CoV-2 em escarro de populagdes vulneraveis com suspeita
de tuberculose pulmonar”

Coordenagdo: Andréia Moreira dos Santos Carmo

Prezado(s) Coordenador(es),

Comunicamos que o projeto CTC-IAL 42-M/2020 foi cadastrado no Conselho Técnico Cientifico do
Instituto Adolfo Lutz, apds aprovacio quanto o mérito cientifico e apds aprovagdo quanto aos

aspectos éticos pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Adolfo Lutz (Parecer n® 4.746.896).

Atenciosamente,

Mfex/‘- -~ 4‘“"}“‘

ADRIANA BUGNO
Presidente do CTC/IAL
1"Via: Coordenador
2"Via: Diretor de Nicleo

3% Via: Diretor de Centro
4 Via: CTC
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Anexo 3

INSTITUTO ADOLFO LUTZISES ‘GREraml -

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Detecgao molecular precoce de SARS-CoV-2 em escarro de populagoes vulnerdvels
com suspeita de tuberculose pulmonar

Pesquisador: Andréia Moreira dos Santos Carmo

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 39514520.6,0000.0059

Instituicio Proponente: Instituto Adoffo Lutz

Patrocinador Principal: FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE SAO PAULO

DADOS DO PARECER
Numero do Parecer: 4.746 896

Apresentagéo do Projeto:

Trata-se de protocolo de pesquisa sob a responsabilidade da pesquisadora Andréia Moreira dos Santos
Carmo do CLR IAL de Santo André, em parceria com CLR |AL Santos e o Cenlro de Vigildncia
Epidemiologica “Profl. Alexandre Vranjac™/CCD/SES/SP.

Segundo os autores, o desenvolvimento das formas graves de COVID-19 esta associado a alguns fatores
de risco, entre eles a Infecgao pelo Mycobacterium tuberculosis. Para o diagnéstico da COVID-19,
normalmente séo utiizadas amoslras de secregdo nasofaringea, entrelanto ha relatos de pesquisas em
diferentes amostras biolégicas, tais como escarro, fezes e urina pareadas com amostras de nasofarnge.
Com o presente estudo, os autores esperam obter dados para avaliar a utilizagho de amostras de escarro na
detecgao do RNA de SARS-CoV-2 em populagao de individuos privados de liberdade (PPL), sintomaticos
respiratérios para a COVID-19 e/ou tuberculose (TB). Serdo analisadas prospectivamente as amostras de
ascarro da PPL das Unidades Prisionais (UPs) situadas na Regigo Metropolitana da Baixada Santista
(RMBS) e dos Centros de Detengao Provisoria (CDPs) da Regiao do ABC Paulista, provenientes de
individuos sintométicos respiratérios de TB pulmonar e/ou COVID-19, cujas amosiras s&o encaminhadas
rotineiramaente para os Centros de Laboralério Regional do Instituto Adolfo Lutz (CLR-1AL) de Santos @
Santo André para diagnostico da tuberculose. Com a avaliagdo dos dacdos obtidos na pesquisa poderao ser
extraidas informagoes sobre a factibilidade do uso da metodologia Xpert Xpress SARS-CoV-2

Enderego: Av Dr Amaldo 355 . 3% andar - Salka 00

Bairro: Corguora Céaar CEP: 01286902
UF: SP Municipio: SAD PAULO
Telefone:  (11)3065-2850 Fax: (11)3085-3505 E-mail: cepial@isl sp gov b
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Continuacde 3o Parocer 4 7465 506

que permita reduzr o lempo de diagndstico da COVID-19. Sera avaliada a possibilidade da utilizagac da
metodologia atrelar-se & Rede de Teste Rapido Molecular para TB, como auxiliar no diagnéstico do COVID-

19 em diferentes capitas @ municipios do pais, o que pade tar uma ampliagho na disponibilidade do
diagnostico laboratorial @ detecco precoce do virus em individuos sintomaticos e contaclantes.
C g tribuir para a adogho p de lidas de isol to e redugio de novas
infecgtes.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Geral

Avaliar a presenca de RNA viral do SARS-CoV.2 em amosiras de escarro de individuos sinlomaticos
respiratérios para COVID-19 elou Tuberculose pert tes & populagio privada de liberdade utilizando as

matodologias RT-PCR @ Teste Ripido Molacutar (TRM - Xpert® Xpress SARS-CoV-2-Cepheid)

Objetivos Secundarios

1. Anglisar a acurécia diagnéstica dos métodos moleculares RT-PCR ¢ TRM Xpert® Xpress SARS-CoV-2
tendo o como material vidvel A deteccao da ¢a do SARS-CoV-2 em individuos privados de
liberdade, usando como padrao-ouro 0 método de RT-PCR a partir de swab combinado.

2. Deteciar casos de TB pelo método GeneXpert MTB/RIF o fi 05 cos0s posilivos com cull

3. Avaliar custo-utifdade do diagnéstico do COVID-10 pelos métodos TRM Xpert® Xpress SARS-CoV-2 eRT
-PCR, tendo o escarmo como material biologico

4. Verificar a coinfecgio TBICOVID 18 na populacao privada de liberdade sintomética respiratonia,

5. Validor o Teste ® Xpross SARS-CoV-2 em condigdes de rotina disgndstica.

6. Avaliar o lempo de liberacio de resultado da deteccho de SARS-CoV-2 a partir dos diferentes materials
clinicos @ técnicas empregadas.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:
Segundo ©s aulores, asegur

Riscos
O risco pode ser avaliado como minimo, com probabiidade de um pequeno desconforto ocasionado pela
coleta de material clinico.

Andiico satisfatoria.

Endersgo:  Av Dr Amaldo 355 . 3° andar - Sals 00

Bairro: Corgueira César CEP: (1 246002

UF: 5P Municipio: SAD PAULO

Telefone. (11)3068-2859 Fax: (11)3085-3505 E-mail: copisl{Bis sp gov by
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Beneficios)

Os beneficios a curto prazo aos participantes da . L s0 ao diagndstico rapido da COVID-19 ¢

da tubarculose, além da identficacdo de uma possivel coinfecglo causada por estes dois palbgencs. Ainda,

permitra o inicio de oS pr © adequados. A longo prazo, os resultados deste projelo poderdo
tribuir com a idade cientifica na trugao do haci to a ito dos i de

transmissao e da coinfecgao do SARS-CoV-2 @ Mycobacterium tuberculosis.

Anglise satisfatona.

c tarios e Consideragdes sobre a Pesquis

Vide campo “*Conclustes ou Pendéncias e Lista de Inadequagtes”

c Goes sobre os T de ap gio obrigatoria:

Vide campo **Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagtes”.

Recomendagdes:

Nada a declarar,

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Trala-se de prolocolo de pesquisa cuja submissio anterior ap tou pendénci Parecer

Consubstanciado do CEPIAL n® 4.501.427 de 18/01/2021

Em segunda submissdo foram apreosontados os documentos TCLE_modificado.pdl o
a_clc_0005_001_acordo_de_colaboracao_em_projato_de_pesquisa_TB_COVID.pd!, além do lormuldrio
PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_PROJETO_1651052.pd! revisado. Em tempo desta analise ética, a

isadora resp aval inhou uma nova versdo do TCLE reformulada @ de acordo:

TCLE_20_05_2021.pdf. O d o fol ad do a0 p lo de p por Luz Marina Trujillo,
ceordenadora do comité de élica, em 21/05/2021.

Assinam o "Acordo de colaboragho em projeto de pesquisa” de 10/01/2021 Andréia Moreira dos S
Carmo, pesquisadora responsavel, Vilma S, M. G. Daros, Diretor Técnico de Sadde Il do CLR IAL Santo
André, Andréa G.C. Bombonate, Diretor Técnico de Satde Il do CLR IAL Santos, Adniana Bugno, Diretor
Geral do 1AL, Suely Fukasava, Coordenador Externo, © Maria Cecilia S. V. Ribeiro, Diretor Técnico de
Saude Il da Divisso de Tuberculose, do Centro de Vigildncia Epidemiclégica

Endersgo:  Av Dr Amaldo 355 . 3° andar - Sals 00
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“Prof. Alexandre Vranjac"/CCD/SESISP.

Trata o d to da denago, da resp bilidade e das atividades em cada instituigho, do
financiamento pela FAPESP, da propriedade intel I. da publicagio e ap tacho dos resultad
Uma vez o documento sendo constituinie de um protocolo de pesguisa com seres humanos e na Folha de
rosto tendo a declaragho de promi com o pri dos requisitos da Resolugso CNS N*
466/2012 pela pesquisac ponsével, se o entendimento de autorizagho das partes envolvidas
para 0 uso de amostras de individuos e informagdes associadas.

Os ¢ tos estio de acordo do ponto de vista ético.

Op lo de pesquisa esta ap do do ponto de vista ético @ em consonéncia com as diretnzes
Institucionals.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

O prolocolo de pesa pela andlise do conj dos d . fol iderado aprovado do ponto de

visla ético & luz da ResolugBo CNS N° 466/2012.

Em conformidade com a Resolugho CNS N° 466 de 12/12/2012, o pesquisad ponsdvel deverd cumprir
0 item transcrito integralmente a seguir.
X1 - Do pesquisador responsivel

X111 - A rosp bilidade do pesq jor & indelegével e indeclindvel o P jo 08 aspeclos élicos o
legais

X1 2 - Cabe so pesquisador

a) ap op lo devid: i ido a0 CEP ou & CONEP, aguardando a decisho de aprovagho
ética, antes de iniciar a pesquisa; b) elaborar o Termo de Consantimento Livre @ Esclarecido; ¢) d Iy
o projeto conforme daelineado; d) elaborar e apresentar os relatdrios parciais e final; e) apresentar dados
solicitados pelo CEP ou pala CONEP a qualg f os dacdos da pesquisa em arquivo,
fisico ou digital, sob sua guards & bilidade, por um periodo de 5 anos apds o término da pesquisa;
@) encaminhar os Itados da pesquisa para publicagfo, com os devidos aréditos aos pesquisadores

associados e ao pessoal lécnico integrante do projeto; e h) justificar fundamentadamente, perante o CEP ou
a CONEP, interrupgac do proseto ou a ndo publicacao dos resultados.
Os relatérios deverso ser adicionados ao protocclo de pesquisa na Platal Brasil para analise

Endersgo:  Av Dr Amaldo 355 . 3° andar - Sals 00
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do CEPIAL & caca seis meses a partir do inicic da pesquisa.
O trdmite 0 a iacho dtica do protocolo de pesqui Quiram as tuladas pela C A
Nacional de Etica em Pesquisa (Conep) no documento “Orientagdes para conduglo de pesquisas e

atividade dos CEP d a pandemia pr da pelo C irus SARS-CoV-2 (COVID 19)" de 09 de
maio de 2020.

E por contingéncia, em razéo do estado de calamidade pdblica decomente da Emergéncia em Sadde
Pubkca Intemacional no contexto da pandemia da COVID-18 (Novo C ). leve sua ébca de
modo virtual

Este p foi elaborado b do nos d baixo relacionados:

Tipo Documento — Arquivo Fwn_em Autor Situacao
TCLE / Termos de | TCLE_20_05_2021.pdf 21/05/2021 |Luz Marina Trujlic Aceito
Assentimento / 12:38:52
Justificativa de
[Auséocla |
Informagées Basicas| PB_INFORMAGOES_BASICAS DO_P | 02022021 Aceilo
do Projeto 1 4 147
Oulros a_ctc_0005_001_acordo_de_colaboracel 02/02/2021 |Andréls Moreira dos | Acelto

o em_projeto_de_pesquisa_ TB COVID| 2146:13 |Santos Carmo

pdf -
TCLE / Termos de | TCLE_modficada. pdf 02/022021 | Andréia Moreira dos | Aceito
Assentimento / 21:35:04 | Santos Carmo
Justificativa de
| Ausdncia
Cronograma Cronogroma.pdf 28/10/2020 |Deolinda Valéria Aceilo

— 120507 | Marting Peroira
Folha de Rosto folha_de_rosto_PPSUS pdf 22/10/2020 |Andréia Moreira dos | Aceito
Outros 42_M_2020_Cadastro_provisono, par 1 Andréia Morerra dos | Aceito
L _18:32.14 | Sanios Carmo
Projeto Detalhado / | projeto_de_pesquisa_TB_COVID.pdf 20/10/2020 |Andréia Moreira dos | Aceito
Brochura 18:24.09 |Santos Carmo
Investigador
Declaragho de a_ctc_0004_001_termo_de_anuencia_d| 20/10v2020 |Andréla Moreira dos | Aceilo
Pesquisadores e_participacao_externo_TB_COVID pdf 18:23:11 | Santos Carmo
Declaragho de a_cte_0002_001_fermulano_para_manif] 20/10/2020 |Andréia Moreira dos | Aceito
concordéncia estacao_de_direlores_TB_COVID pdf 18.21:59 |Santos Carmo
Endersgo: Av Dr Amalde 355 . 3° andar - Sala 00
Bairre; Corguoira Cézar CEP: (1 246002
uF: SP Municipio; SAD PAULO
Telefone. (11)3068-2859 Fax: (11)3085-3505 E-mail: copisl{Bis sp gov by
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Declaraghio de a_cte_0003_001_termo_de_anuencia_d| 20/
|M' |g participaceo ial TB_COVID.pdf 18:

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagio da CONEP:
Nao

SAD PAULO, 31 de Maio de 2021

Assinado por:
Luz Marina Trujillo
(Coordenadori(a))

Endersgo: Av Dr Amaldo 355 . 3° andar - Salda 00
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TRIBUNAL DE JUSTICA DO ESTADO DE SAO PAULO
— . COMARCA DE SAQ PAULO -SAO PAULODEECRIM URI
S Doy P jmm UNIDADE REGIONAL DE DEPARTAMENTO ESTADUAL DE EXECUGAO
CRIMINAL DEECRIM 1* RAJ -Avenida Doutor Absado Ribeiso, N* 313, Barra
Funda - CEP 01133-020, Fone: ., Sio Paulo-SP - E-mail:
descrimsaopaulof@tisp jus. br
Hordrio de Atendimeato ao Pdblico: das 12b30min ds19h00min

| DECISAO |
Processo Digital n®: 1001023-06.2021.5.26.0041
Classe - Assunto Pedido de Providincias - Assistincia médica
Requerente. CDP Maui
Vistos.

Trata-se de pedido de sutonzacio judicial para fins de realizagiio de pesquisa
cientifica, d mada Detecgi lecular p de SARS-Co-2 em escarro de populagdio
vulnerivers com suspeita de tubercolose pulmomar, junto & populaglio carceriria do Centro de
Detenglio Provisoria de Maud.

O Ministéno Pablico manifestou-se favoravelmente a fls. 13,

C 2 h i q‘”o ial . l.{" m 1 4 m“h idad
daqueles d que if concordincia em participar da referida pesquisa e, desde que
observadas os protocolos de segurang 2o o pedido na forma requerida a fls. 01/02.
Intime-se.

Servird a copia desta decisdo como oficio para o Diretor do CDP Maui, para
ciéncia ¢ cumprimento.

Sio Paulo, 08 de julho de 2021.

PAULO EDUARDO DE ALMEIDA SORCI
Jumz Coordenador « Corregedor do DEECRIM da 1* RAJ

(naiinads dighaimens. wos snimon 4o Lo 11 010004
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