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Caro(a) parceiro(a) do Grupo Pardini,

Os primeiros sinais do coronavirus, ainda na China, no fim do ano
passado, acenderam um sinal de alerta para o Grupo Pardini. Ninguéem
tinha ideia do que estava por vir, da pandemia que se anunciava, mas
iniciavamos os primeiros planos de contingéncia para o enfrentamento
de um possivel aumento de demanda. Nos preparamos para conseguir
realizar internamente o teste de RT-PCR e reforcar nossos estoques de
mMatéria prima para manter a nossa operagao rotineira de atendimento
A0S NOSSOS parceiros de todo o pais.

O agravar da crise vem levando a empresa a tomar novas medidas
todos os dias, de modo a garantir agilidade e acuracia de nossos testes,
contribuindo para o sistema de saude do Brasil. Estamos trabalhando 24
horas por dia, sete dias por semana, para melhor atenderasdemandasde
NOssos clientes — pacientes, médicos prescritores, laboratdrios parceiros,
hospitais e operadoras de saude.

Em meio a pandemia da COVID-19, a realizacao de testes € um desafio.
Como uma empresa referéncia nacional e internacional em Medicina
Diagnostica, € nossa obrigacao compartilhar nossa visao técnica sobre
0s tipos de testes disponiveis, seus riscos e vantagens. Por isso, reunimaos
NOSsO quadro técnico para a redacao desta publicacao.

A seguir, compartilhamos o posicionamento técnico do Grupo Pardini
com o intuito de esclarecer sobre os méetodos e estratégias diagnosticas
disponiveis e recomendadas com base no conhecimento cientifico atual
e principais diretrizes mundiais.

Reiteramos Nosso compromisso com a medicina diagndstica de
qualidade. Mais do que nunca, Nnosso propodsito de levar tecnologia em
saude para quem precisa e onde estiver permanece vivo e relevante.
Para nos, N0ssos parceiros e por toda a sociedade.

Cordialmente,

Roberto Santoro
Presidente-Executivo
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Sobre a COVID-19

Varios coronavirus podem infectar humanos causando doencas
respiratorias leves. Eventualmente, novas cepas de coronavirus podem
surgir, causando quadros com altas taxas de mortalidade como
Sindrome Aguda Respiratoria Grave (SARS-CoV) e Sindrome Respiratoria
do Oriente Médio (MERS-CoV). Em dezembro de 2019, varios casos de
pneumonia viral foram relatados na cidade de Wuhan na China, com a
identificacao de um novo betacoronavirus. A doenca pelo coronavirus
2019 (COVID-19) € uma infeccao causada pelo coronavirus 2 da sindrome
respiratoria aguda grave (SARS-CoV-2), cujo espectro clinico pode variar
de infeccdes assintomaticas a quadros respiratorios graves.

Quais os métodos laboratoriais disponiveis para
avaliacao do paciente com suspeita de COVID-19?

Até o presente momento foram registrados na Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) testes baseados nos seguintes metodos:

® RT-PCR - Testes de amplificacao de acidos nucleicos para SARS-
CoV-2.

® Testes soroldgicos para pesquisa de anticorpos IgA, IgM efou 1gG
anti-SARS-CoV-2, pelos meéetodos ELISA, quimioluminescéncia ou
imunocromatografico.

® Teste imunocromatografico para pesquisa de antigeno viral em
amostras do trato respiratorio superior.

Importante ressaltar que a solicitacao concomitante de paineéis de
Virus respiratorios é recomendada por varias diretrizes para auxiliar no
diagnodstico diferencial de COVID-19 com outras doencas respiratorias
virais agudas.
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Qual é o teste de escolha para o diagnéstico da COVID-19?

A deteccao do SARS-CoV-2 por RT-PCR em tempo real (reacao em
cadeia da polimerase com transcricao reversa) € o teste laboratorial
de escolha para o diagndstico de pacientes sintomaticos na fase aguda.

Qual o momento mais adequado para solicitar a RT-PCR?

Como a carga viral costuma ser mais alta na primeira semana da doenca,
0 exame de RT-PCR deve ser realizado o mais precocemente possivel,
preferencialmente, entre o0 3° e 0 5° dia do inicio dos sintomas.

Os padroes de eliminacao viral nos diferentes compartimentos do
organismo humano, incluindo o pico da carga viral e duracao da
eliminacao do virus, ainda nao sao totalmente definidos.

O tempo de incubacao medio do SARS-CoV-2 € de 5 dias. O periodo
de deteccao viral € variavel, dependendo da origem da amostra e da
gravidade da doenca. A mediana de deteccao do RNA viral em amostras
do trato respiratorio superior pode ser de até 20 dias apos o inicio dos
sintomas (intervalo de 8 a 37 dias). A deteccao prolongada do virus é
Mais comum Nos casos Mais graves.
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Quais sao as amostras bioldgicas aceitaveis para RT-PCR?

Tabela 1: Amostras para realizacao do teste SARS-CoV2 por RT-PCR

Dispositivo - ..

Indicadas para
pacientes

Trato respiratério | Swab em meio de -
ambulatoriais.

superior: transporte VTM* .
& |o . Swab de nasofaringe
ou salina estéril. )
. . € a amostra de
Swab/Lavado Até 3 dias: .
. . . 2a8°C , preferéncia.
nasofaringe Nao utilizar swalbs refrigerado .
‘ Swab de orofaringe
de alginato de ) .
o B € aceitavel quando
Swab/Lavado calcio ou algodao. . )
: nao for possivel
orofaringe
coletar outras
amostras.
Trato respiratorio
inferior: .
Aspirado
traqueal e lavado
Escarro
Até 3 dias: broncoalveolar
. Frasco esteril 2a8°C , sao indicados para
Aspirado refrigerado .
pacientes graves.
traqueal .
O escarro nao
deve ser induzido.
Lavado

broncoalveolar

* Abreviacao: VTM, viral transport media.

Como solicitar o exame da RT-PCR
para diagnéstico da COVID-19?

® Descrever o tipo de amostra (material): swab/lavado de nasofaringe
e/ou orofaringe, lavado broncoalveolar, aspirado tragqueal ou escarro.

® Descreveradatadeiniciodossintomase adatadacoletadaamostra.

® Descrever o exame: RT-PCR para SARS-CoV-2.
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Um Unico resultado de SARS-CoV-2 nao
detectado na RT-PCR exclui COVID-19?

Varias publicacdes tém descrito casos de pacientes com COVID-19 e
RT-PCR com SARS-CoV-2 nao detectado. Existern muitos fatores que
podem levar a um resultado falso-negativoda RT-PCR,comoilustrado na
tabela 2.

Tabela 2: Causas de resultados falsos-negativos na RT-PCR

Fatores pré-analiticos Fatores analiticos Fatores biolégicos

Tipo de amostra:

Mutacao viral ou presenca de
inibidores de PCR na amostra.

Sensibilidade de amostras

Coleta inadequada, contendo do trato respiratorio inferior
ouco material do paciente. _ : : > nasofaringe > orofaringe.
P P Baixa carga viral, abaixo do 9 9
. limite de deteccao do teste.
Conservacao e transporte Amostras coletadas
inadequado da amostra. precocemente ou tardiamente

Falha na execucao do teste. R
durante a evolugao da doenca.

Flutuacao da carga viral.

Wang e colaboradores demonstraram, em estudo com 1070 amostras
de 205 pacientes com COVID-19, maior sensibilidade de amostras do
trato respiratorio inferior: lavado broncoalveolar 93%, escarro 72%, swab
de nasofaringe 63%, swab de orofaringe 32%, fezes 29%, sangue 1% e
urina 0%.

Um estudo publicado com uma série de casos demonstrou que a carga
viral de pacientes nos quais foram realizadas multiplas coletas de swab
de orofaringe e nasofaringe flutuou ao longo do tempo. Um mesmo
paciente pode apresentar o virus detectado na amostra coletada em um
dia e ndo detectado em amostra coletada em outro dia.

Li e colaboradores descreveram que 12,5% de pacientes hospitalizados
com COVID-19 e RT-PCR inicialmente negativa em swab de orofaringe
converteram a positivo em coletas subsequentes realizadas com dois a
quatro dias de intervalo entre elas, alguns na 4° recoleta.
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Portanto, um unico resultado nao detectado, principalmente se for de
amostra do trato respiratorio superior, nao exclui COVID-19.
Recomenda-se, havendo disponibilidade do teste, a coleta de nova
amostra, se possivel do trato respiratorio inferior, em caso de doenca
grave ou progressiva, ou na presenca de dados clinico-epidemioldgicos
fortemente sugestivos de COVID-19, quando a primeira amostra é
negativa.

Quais as causas e conduta frente a um resultado
indeterminado da RT-PCR?

Dependendo do protocolo utilizado, a reacao de RT-PCR pesquisa
dois ou trés alvos genéticos do SARS-CoV-2. O resultado é liberado
como detectado quando dois ou mais genes sao amplificados.
Quando apenas um gene é amplificado, o resultado é liberado como
indeterminado. Carga viral baixa, coleta inadequada, degradacao do
RNA viral, mutacdo do virus e/ou coleta precoce ou tardia sdo fatores
associados a resultados indeterminados.

A Organizacao Mundial de Saude (OMS) recomenda que, em areas com
transmissao comunitaria do SARS-CoV-2, a deteccao de apenas um
gene é suficiente para que o resultado da RT-PCR seja reportado como
detectado. No entanto, levando-se em consideracao a heterogeneidade
epidemiologica da COVID-19 no pais, e com o objetivo de minimizar

a possibilidade de resultados falsos-positivos, o Hermes Pardini optou
por manter a liberacao de resultados indeterminados na RT-PCR, que
devem ser correlacionados ao quadro clinico e epidemioldgico do
paciente, e orientando a repeticao do exame a critério medico.
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Resposta imune

Anticorpos das classes IgA, IgM e IgGC dirigidos contra proteinas
estruturais do SARS-CoV-2 sao produzidos pelo organismo apos a
infeccao. No entanto, a frequéncia de positividade para esses anticorpos
é tempo-dependente. Menos de 50% dos pacientes com COVID-19
apresentam anticorpos detectaveis no soro antes de 7 a 10 dias apods o
inicio dos sintomas. Um estudo descreveu que, em alguns pacientes, a
soroconversao de IgM ou IgG ocorreu apods 20 a 23 dias do inicio dos
sintomas.

O tempo de persisténcia das imunoglobulinas IgA e IgM ainda nao esta
estabelecido. Estudos de analise soroldgica longitudinal de pacientes
com SARS-CoV 1 evidenciaram a presenca destas imunoglobulinas por
um periodo de 180 dias. Serao necessarios estudos longitudinais para que
poOssamos verificar qual sera o comportamento das imunoglobulinas
Nnos pacientes com COVID-19.

Figura: Evolucao da carga viral e da resposta imunoldgica ao SARS-CoV-2
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* Adaptado de Cellular immune responses to severe acute respiratory syndrome coronavirus infection

insenescent BALB/c Mice:CD4+T cells are important in control of SARD-CoV infection
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Limitacdes da sorologia para COVID-19

Resultados falsos-negativos: podem ser observados principalmente, mas
nao exclusivamente, quando realizada nos primeiros 7 a 10 dias apds o
Inicio dos sintomas.

Resultados falsos-positivos/reacdes cruzadas: podem ocorrer com outros
coronavirus que causam infeccdes humanas (SARS-CoV-1e HCoV-OC43),
e em infeccdes causadas pelo citomegalovirus (CMV) e virus Epstein-
Baar (EBV).

A presenca de anticorpo IgA ou IgM reagente ou indeterminado
iIsoladamente deve ser interpretada com critério, uma vez que estes
anticorpos apresentam menor especificidade. Sugere-se repeticao da
sorologia apods 14 dias, para avaliacao de soroconversao de anticorpo 1gG.

Auséncia de padronizacao dos Kits: os diferentes antigenos e metodos
utilizados para a deteccao dos anticorpos, bem como o desenho dos
estudos de avaliacao do desempenho diagnostico dos testes, resultam
em heterogeneidade nos valores de sensibilidade, especificidade, e na
cinética do aparecimento dos anticorpos descritos na literatura.

Os testes baseados nos metodos ELISA e qguimioluminescéncia
(realizados dentro de ambiente |aboratorial por  técnicas
automatizadas) apresentam desempenho analitico superior aos testes
imunocromatograficos (rapidos).

Avaliacao de imunidade: até o presente momento, Nao ha comprovacao
de que o surgimento de anticorpos IgG apos a infeccao esteja associado
com o desenvolvimento de imunidade e interrup¢ao da transmissao do
SARS-CoV-2.
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Quando realizar a sorologia?
A sorologia deve ser realizada prioritariamente:

® Avaliacdo de retorno ao trabalho para profissionais de salde com
suspeita de COVID-19, a partir do sétimo dia de sintomas. Neste
contexto, um resultado nao-reagente nao descarta a infeccao, sendo
necessario realizar RT-PCR.

® Pacientes com quadros respiratorios graves e suspeita de COVID-19,
com sete ou mais dias de sintomas, quando o resultado do exame de
RT-PCR ainda nao esta disponivel. Neste contexto, um resultado nao-
reagente nao descarta a infeccao.

® [studos epidemioldgicos referentes ao percentual de pessoas
expostas na populacao e que ja desenvolveram anticorpos.

Como solicitar a sorologia para SARS-CoV-2?
Sorologia para COVID-19 (Anticorpos anti-SARS-CoV-2)

A realizacao combinada de dois testes, um para deteccao de anticorpo
associado com resposta imunoldgica precoce (IgA ou IgM) e outro
para deteccao de IgG em pacientes com suspeita da COVID-19 apds o
7° e até o 20° dia apods inicio de sintomas, aumenta a sensibilidade do
exame. Devido a associacao entre varios fatores técnicos e bioldgicos,
como a fase evolutiva da infeccao, kit utilizado e a resposta imune
individual, alguns pacientes com COVID-19 apresentarao dois isotipos de
anticorpos reagentes ou apenas um deles no momento da realizacao da
sorologia. Devido a menor especificidade do IgA/IgM em relacdo ao I1gG,
soroconversao de IgG deve ser demonstrada em nova amostra coletada”
a 14 dias apos um resultado IgA indeterminado ou reagente isolado para
excluir falso-positivo.

Sorologia para COVID-19 (Anticorpos IgG anti-SARS-CoV-2)
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Arealizacao de IgG isolada é recomendada em pacientes com inicio dos
sintomas ha mais de 20 dias ou para inquéritos epidemioldgicos devido
a alta sensibilidade e melhor especificidade.

Como interpretar os resultados sorolégicos?

Resultado reagente: contato com SARS-CoV-2. A deteccao de anticorpos
Nnao necessariamente significa que o virus € o agente etioldgico
do quadro respiratério atual. E imprescindivel que o resultado seja
Interpretado por um meéedico, no contexto dos dados clinicos, lalboratoriais
e epidemioldgicos do paciente.

Resultado nao-reagente: pode representar (1) falso-negativo, seja
analitico (o paciente possui anticorpos em concentracao abaixo do limite
de deteccao do kit) ou biologico (a amostra foi coletada precocemente,
antes do desenvolvimento de anticorpos contra o virus) ou (2) infeccao
POr outro microrganismo respiratorio. Repeticao da sorologia em nova
amostra, RT-PCR para SARS-CoV-2 ou painel para deteccao de multiplos
Microrganismos em amostras respiratorias devem ser solicitados, de
acordo com a disponibilidade dos exames e julgamento médico.

Algoritmos diagnodsticos

Com base em informacdes cientificas e diretrizes publicadas até o
mMmomento, seguem abaixo 3 algoritmos diagnosticos para infeccao por
COVID-19.

1. Avaliacao diagnostica do paciente com suspeita de COVID-19 com
ate 7 dias de sintomas

2. Avaliacao soroldgica do paciente sintomatico grave com suspeita
de COVID-19 com mais de 7 dias de sintomas

3. Avaliacao sorologica do profissional de saude com suspeita de
COVID-19
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Algoritmo1: Avaliacdodiagndsticado pacientecomsuspeita de COVID-19
com até 7 dias de sintomas, baseado nas informacodes cientificas e
diretrizes publicadas até o momento.

Paciente
sintomatico com
critérios para coleta Solicitar RT-PCR? RT-PCR para
de examese <7 SARS-CoV-2
dias de sintomas'

A A 4
Positivo: Nedativo
COVID19 °
|
v v
Mantendo
suspeita, repetir Solicitar Painel
RT-PCR para Respiratorio se
SARS-CoV-2, se nao realizado
disponivel

A 4
[ Negativo® )

1. Os critérios para realizagao da RT-PCR podem variar de acordo com os
protocolos dos diferentes orgdos de saude e sociedades médicas federais,
estaduais ou municipais, hospitais e laboratérios. Pacientes internados, com
sindrome respiratdria aguda grave (sindrome gripal com dispneia ou saturacao
de O2 < 95% ou desconforto respiratoério), profissionais de saude sintomaticos
e pacientes com sindrome gripal e comorbidades sao frequentemente citados
COMO grupos prioritarios.

2. RT-PCR para SARS-CoV-2 e painel respiratorio.

3. Avaliar quadro clinico, epidemioldgico e correlacionar com demais exames
laboratoriais e de imagem. Avaliar realizar sorologia apds o 7° dia de sintomas se
persistir suspeita de COVID-19 e painel respiratério negativo.
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Algoritmo 2: Avaliacdo sorolégica do paciente sintomatico grave
com suspeita de COVID-19, com mais de 7 dias do inicio dos sintomas,

baseado nas informacdes cientificas e diretrizes publicadas até o
mMmomento.

IgA e/ou 1gG
reagente:
‘ COVID-19?
Paciente

sintomatico Solicitar sorologia

grave > 7 dias e/ou RT-PCR!

de sintomas
IgA e lgG

nao-reagente

v
Repetir sorologia em
RT-PCR para 7 di RT-PCR N4
SARS-CoV-2 aese R e
disponivel
| |
A 4 A 4 A 4 A 4
N Negativo: Solicitar IgA efou 1gG IgA e lgC
Positivo: . o . )
COVID9 painel respiratorio, reagente: nao-reagente:
se ndo realizado®* COVID-192 COVID-19 improvavel®

1. RT-PCR para SARS-CoV-2 e painel respiratoério. A escolha por RT-PCR e/ou sorologia
deve depender da disponibilidade dos testes.

2. Deve ser interpretado por um meédico, em conjunto com demais dados clinicos,
laboratoriais e epidemioldgicos do paciente.

3. Painel respiratério: geralmente teste de PCR em tempo real multiplex realizado
em amostras do trato respiratorio, com deteccao de multiplos virus.

4. Pacientes com COVID-19 e RT-PCR negativo e sorologia reagente para SARS-
CoV-2, com RT-PCR positivo em exame subsequente, foram descritos, indicando
resultado falso-negativo da RT-PCR inicial. Nestas situacoes, sugere-se repetir a
RT-PCR. RT-PCR persistentemente negativa com sorologia reagente pode indicar
resultado falso-positivo da sorologia ou contato prévio com o SARS-CoV-2.

5. Raros pacientes com COVID-19 podem apresentar resultado de sorologia nao-
regente para SARS-CoV-2, mesmo apos 21 dias do inicio dos sintomas.
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Algoritmo 3: Avaliacdo soroldgica do profissional de salde com suspeita
de COVID-19, baseado nas informacdes cientificas e diretrizes publicadas
até o momento.

e
IgA e/ou 1gG reagente:
lilberacao ao trabalho
apods 14 dias do inicio
dos sintomas e 3 dias

assintomatico, ou apos

RT-PCR negativo, se

teste disponivel )

A 4

Profissional de - . -
] ) Solicitar sorologia
saude > 7 dias

, para COVID-19
de sintomas

IgA e IgG
nao-reagente

h 4
Solicitar RT-PCR? ou
Avaliar critério clinico-
epidemiolégico®

1. Seiniciode sintomas ha mais de 20 dias, sugere-se realizacao apenas de sorologia
IgG, devido a melhor especificidade e sensibilidade proxima a 100%.

2. SARS CoV-2 ndao detectado na RT-PCR, avaliar descontinuacao de precaucoes
empiricas de transmissao.

3. Pode retornar ao trabalho profissionais que nao realizaram RT-PCR, desde que
preencham os seguintes critérios: pelo menos 3 dias afebril, sem uso de antitérmicos,
e melhora dos sintomas respiratorios; e pelo menos 14 dias desde o inicio dos
sintomas.
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