Ministério da Saude
Secretaria de Vigilancia em Saude e Ambiente
Coordenacao-Geral de Laboratdérios de Saude Publica

NOTA TECNICA N2 70/2025-CGLAB/SVSA/MS

1. ASSUNTO

1.1. Trata-se da Descentralizacao do Diagndstico Molecular de Virus
Gastroentéricos causadores de Doenca Diarreica Aguda: Estratégias para o
Fortalecimento da Vigilancia Laboratorial.

2. INTRODUCAO

2.1. A Doenca Diarreica Aguda (DDA) ainda representa um grave problema
de salde publica, especialmente em paises com baixo indice de Desenvolvimento
Humano (IDH). Diversos patégenos sao associados aos casos de DDA, no entanto os
virus sao considerados os principais agentes etiolégicos, sendo responsaveis por
aproximadamente 70% dos casos de DDA nos paises desenvolvidos. Entre os virus
gastroentéricos, os principais agentes associados sao os rotavirus seguidos pelos
norovirus, adenovirus entéricos, sapovirus e astrovirus.

2.2. O rotavirus é uma das principais causas de DDA grave em criancas
menores de cinco anos de idade. Antes da introducao da vacina contra o rotavirus
no Programa Nacional de Imunizacées (PNI), em marco de 2006, o Brasil registrava
um elevado nimero de internacdes e 6bitos infantis atribuidos as DDA. Desde entao,
observou-se uma queda significativa na mortalidade e nas hospitalizacées por esta
doenca, demonstrando o impacto positivo da vacinacao. No entanto, a cobertura
vacinal heterogénea entre as regides e a circulacao de diferentes gendtipos
continuam sendo desafios para o controle efetivo do virus.

2.3. O norovirus é a principal causa de surtos de DDA, principalmente em
ambientes fechados, como escolas, creches, hospitais e navios de cruzeiro. Apesar
de, na maioria dos casos, causar sintomas leves e autolimitados, este agente
etioldgico pode levar a complicacdes graves e 6bito em populacbes de risco e
extremos de idade (criancas e idosos). No Brasil, a vigilancia epidemioldgica e
laboratorial para norovirus ainda é limitada, o que dificulta a estimativa precisa da
participacao desse agente na etiologia da doenca e a implementacao de medidas
preventivas mais eficazes.

2.4. O diagnéstico precoce de casos de DDA desempenha um papel
fundamental, especialmente na prevencao do uso desnecesséario e inadequado de
antimicrobianos, bem como na avaliacao das estratégias de prevencao e controle.
Véarios métodos de diagndstico tém sido empregados para detectar as infeccdes por
esses agentes virais, incluindo ensaio imunoenzimatico (ELISA) e testes
imunocromatograficos, particularmente em ambientes clinicos.

2.5. Visando fortalecer avigilancia laboratorial das DDA de origem viral,
o Ministério da Saude ira adotar a padronizacao de metodologia de deteccao
molecular com a descentralizacao do diagndstico. O kit de deteccao molecular sera
implementado para o diagnéstico nos Laboratérios Centrais dos estados da



federacdao com o objetivo de padronizar e uniformizar o protocolo para uso em
diferentes locais otimizando, assim, a vigilancia laboratorial, as estratégias de
resposta rapida e tomada de decisdes clinicas e garantindo capacidade de testagem
continua.

3. OBJETIVOS

3.1. Estabelecer diretrizes técnicas para a descentralizacao do diagndstico
molecular de virus gastroentéricos.

3.2. Orientar sobre o uso do kit Biomol para Rotavirus e Norovirus.

3.3. Estabelecer novo fluxo de envio de amostras e andlise de resultados.

4. PROCEDIMENTOS TECNICOS

4.1. Utilizacao do Kit Biomol

4.1.1. O Kit Biomol Rotavirus e Norovirus é um produto que se destina a

deteccao qualitativa (presenca/auséncia) do material genético de tais agentes virais
(rotavirus A, norovirus Gl e norovirus Gll) a partir de amostras de fezes, obtidas de
pacientes com suspeita clinica de DDA. Para isso, utiliza-se a técnica de transcricao
reversa seguida de reacao em cadeia da polimerase em tempo real (RT-qgPCR)
através da deteccao dos alvos moleculares NSP3 (rotavirus) e regiao de juncao
ORF1-ORF2 (norovirus Gl e Gll). O kit vem com todos os reagentes necessarios para
o0 processamento de aproximadamente 94 amostras, com estabilidade para até
cinco (05) ciclos de congelamento/descongelamento.

4.1.2. O kit possui um controle positivo (CP) sintético biosseguro (que nao
oferece risco bioldégico aos operadores ou ao ambiente), que deve apresentar
resultado detectavel para todos os alvos moleculares pesquisados, incluindo o
controle interno (Cl). O kit também possui um controle negativo (CN) que avalia as
condicbes ambientais e experimentais e que deve apresentar resultado nao
detectavel para todos os alvos pesquisados exceto para o ClI.

4.1.3. Deve-se, inicialmente, realizar o preparo da suspensao fecal (~20%) com
solucao salina (PBS 1X pH 7,2) e, em seqguida, a extracao do RNA viral das amostras
primarias utilizando metodologia adequada para a matriz bioldgica preconizada para
o teste, e que permita obter RNA integro e de qualidade.

4.2. Andlise e Interpretacao dos Resultados
4.2.1. Para que uma corrida seja considerada valida, o CP deve apresentar

amplificacao para todos os quatro alvos avaliados, apresentando Ct = 27, e o CN
nao deve apresentar amplificacao para os alvos norovirus (Gl e Gll) e rotavirus, e
deve apresentar amplificacao do Cl com Ct < 25.

4.2.2. Para que uma amostra seja considerada negativa, nao deve apresentar
amplificacdo nos alvos norovirus (Gl e GIl) e rotavirus, e deve apresentar
amplificacao do Cl com Ct = 35. Para que uma amostra seja considerada negativa
(nao detectavel), considera-se o valor de Ct maior ou igual a 35 (Ct = 35).

4.2.3. Para que uma amostra seja considerada positiva, deve apresentar
amplificacdo com curva de perfil tipico para os alvos norovirus (Gl e/ou Gll) e/ou
rotavirus, mesmo se nao houver amplificacao do Cl. Para que uma amostra seja
considerada positiva (detectavel), considera-se o valor de Ct menor que 35 (Ct <
35).

4.2.4. Deve-se seguir todos os procedimentos da instrucao do kit Biomol
Rotavirus e Norovirus, atentando principalmente para os valores das linhas de
threshold (linha limite) para cada alvo e especifico para cada equipamento utilizado.

5. DESCENTRALIZACAO DO DIAGNOSTICO



5.1. Em novembro do ano corrente, serd realizado um treinamento virtual
sobre a utilizacao do kit Biomol Rotavirus e Norovirus - IBMP, com o objetivo de
descentralizar o diagndéstico molecular desses virus.

5.2. Apds o treinamento, a Coordenacao Geral de Laboratérios de Saude
Publica (CGLAB) da Secretaria de Vigilancia em Saude e Ambiente (SVSA) do
Ministério da Saude (MS) encaminhard a cada LACEN um kit para testagem inicial,
destinado a analise de pelo menos 10 amostras ou do quantitativo correspondente a
média mensal de amostras coletadas — o que for alcancado primeiro.

5.3. Apds a execucao do teste, o LACEN deverd enviar ao Laboratério de
Referéncia (LR) de sua abrangéncia os resultados contendo os valores de CT
(incluindo Controles Interno e Positivo) e o arquivo bruto da corrida para verificacao
da eficdcia. O LR ird realizar a avaliacdao dos resultados e sinalizar ao LACEN a
liberacao dos resultados no Sistema de Gerenciamento Laboratorial (GAL). Uma vez
validado, o LR fornecerd um certificado de habilitacdo aos LACEN de sua
abrangéncia. Em casos de desempenho insatisfatério, o LR solicitard uma nova
testagem e, se necessdario, realizard visita técnicain Jloco (Figura 1). Apds
habilitacdo, o LACEN passard a realizar os exames rotineiramente, liberar os
resultados no GAL e seguir com o fluxo de envio de amostras para o LR da sua
abrangéncia (Figura 1).

Figura 1. Fluxograma para descentralizacdo do diagndstico molecular de

rotavirus e norovirus.
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6. NOVO FLUXO PARA ENVIO DE AMOSTRAS
6.1. Mensalmente, os LACEN deverdao encaminhar 100% dos espécimes

fecais positivos para rotavirus e norovirus (aliquotas de fezesin natura ou swab
retal - Meio de transporte Cary-Blair ndo é indicado para pesquisa de agentes virais).
Também deverao ser encaminhados 30% das amostras negativas para cada LR



de acordo com a abrangéncia (Figura 2). Esse material deve vir acompanhado de
ficha do Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo - SINAN (ROTAVIRUS),
Oficio solicitando as analises com informacdes sobre os valores de Ct e o total de
amostras testadas e cadastradas no Gerenciador de Ambiente laboratorial - GAL. Em
caso de surto de DDA, essa informacao deve ser apontada no Oficio.

Figura 2. Rede laboratorial de rotavirus e norovirus.
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Adaptado do Guia para diagnostico laboratorial em salde pablica: onientagdes para o sistema
nacional de laboratorios de salde puablica (2021).

7. CONSIDERACOES FINAIS

7.1. A descentralizacdao do diagndstico molecular de virus gastroentéricos
com o uso de kit diagnéstico multiplex e de producdo nacional representa um
avanco significativo para o fortalecimento da vigilancia laboratorial das DDAs no
Brasil. A padronizacao da metodologia de RT-gPCR e a distribuicao do Kit Biomol aos
LACEN irao ampliar e otimizar a capacidade de deteccao precoce dos principais
agentes virais, rotavirus e norovirus, contribuindo para uma resposta mais agil e
eficaz frente aos surtos e casos isolados.

7.2. A implementacao dessa estratégia permitirda maior autonomia dos
LACEN na realizacao dos testes, promovendo agilidade na liberacao dos resultados e
na tomada de decisdes clinicas e epidemioldgicas. O novo fluxo proposto para envio
de amostras aos Laboratérios de Referéncia garante a qualidade e a rastreabilidade
dos dados gerados, a vigilancia dos genétipos circulantes crucial para o
monitoramento da eficacia da Rotarix, a identificacao de gendtipos emergentes com
potencial epidémico, além de possibilitar a avaliacao continua da eficacia dos testes
realizados.

7.3. O treinamento das equipes técnicas, a certificacao dos LACENs e o



monitoramento dos resultados sao etapas fundamentais para assegurar a
confiabilidade do diagndstico e a integracao dos dados no sistema nacional de
vigilancia. Com isso, espera-se uma melhoria significativa na capacidade de
resposta do pais frente as DDA de origem viral, contribuindo para a reducao da
morbimortalidade associada e para o uso racional de antimicrobianos.
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