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Resumo

O presente estudo faz uma analise dos testes mais utilizados no Brasil para diagnostico de infeccdo pelo
novo coronavirus (SARS-CoV-2), ressaltando as vantagens e desvantagens associadas ao uso de cada um
deles. Foi feito um levantamento bibliogréafico sobre os referidos testes, comparando-os e descrevendo
suas vantagens e limitacGes em relagdo a realizacdo da técnica, ponderacdes sobre a atuacdo do
profissional e dados sobre a janela imunoldgica do paciente, que sdo importantes fatores a serem
considerados na tomada de decisdo de qual teste devera ser utilizado. A doenca causada pelo SARS-CoV-
2 pode ser detectada atraves de métodos genéticos como detec¢do da sequéncia viral por reacdo em cadeia
da polimerase com transcriptase reversa (QRT-PCR), e por métodos sorol6gicos, que pesquisam por
anticorpos, entre eles a quimioluminescéncia e o ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), e testes
rapidos, como a imunocromatografia, para deteccdo de antigenos ou anticorpos.
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Abstract

The present study aimed to analyzes the tests currently available in Brazil for the detection of the new
coronavirus (SARS-CoV-2), highlighting advantages and drawbacks associated with the use of each one.
A bibliographic survey was made on these tests, comparing them and describing their advantages and
limitations concerning the technique, reflections about the professional performance and data regarding
the patient’s immunological window, which are important factors to consider in order to choose the best
test to be used. he disease caused by SARS-CoV-2 can be detected using genetic methods such based on
viral sequence detection by polymerase chain reaction with reverse transcriptase (QRT-PCR) and by
serological methods, which search for antibodies, including chemiluminescence and ELISA (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay), and rapid tests, such as immunochromatography, used to detect antigens
or antibodies.
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1. Introducgéo

O SARS-CoV-2 é um virus da familia Coronaviridae que se caracteriza por causar doencas no trato
respiratério em animais e seres humanos. Suas particulas esféricas possuem 125 nm de didmetro e
projetam envelopes fosfolipidicos em forma de espiculas que s&o formadas por trimeros da proteina S
(spike protein), gerando um aspecto de coroa, por isso, 0 nome coronavirus (GRUBER, 2020). A interacao
da ligacdo da proteina S com o receptor de angiotensina 2 nas células humanas facilita sua infecgéo,
fazendo com que o virus consiga injetar seu material genético de RNA que serd reconhecido pelos
receptores de proteinas transmembranares (toll-like receptors) como um pat6geno, levando a ativacdo do
sistema imunoldgico (GUO; et al., 2020).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude, a COVID-19 (coronavirus disease 2019) em 30 de
janeiro de 2020, foi declarada como uma Emergéncia de Salde Publica de Importancia Internacional.
Entretanto, somente no dia 11 de marc¢o de 2020, a COVID-19 foi caracterizada como uma pandemia. Sua
identificacdo foi através do surto de doencas respiratorias primeiramente na cidade de Wuhan na China
(Organizacdo Pan-Americana de Saude, 2020).

O diagndstico desta patologia pode ser dificil, uma vez que uma gama de patdgenos que podem causar
sindrome respiratdria aguda com quadro sintomatico muito semelhante. Outro desafio diante dessa
pandemia é constatar de maneira precisa a taxa de transmissdo do SARS-CoV-2, o que € fundamental no
estabelecimento de protocolos de prevencdo e tratamento (RITCHIE, 2020). Para tanto, sdo utilizados
testes com diferentes metodologias que visam auxiliar no diagnéstico desta patologia. As diferencas
metodoldgicas implicam em recomendacdes especificas para cada tipo de teste, bem como demandam
conhecimento técnico para correta realizacéo e interpretacdo dos resultados.

Assim, o presente estudo visa apresentar os testes utilizados no diagnéstico do SARS-CoV-2, mostrando
seus diferentes graus de sensibilidade, limites de detec¢do e, portanto, fornecendo dados para uma analise
das aplicagdes e limitagdes dos exames, o que é fundamental para correta aplicagdo dos mesmos e

monitoramento adequado do quadro da epidemia.

2. Metodologia

Foi realizado levantamento bibliografico a respeito dos testes para deteccdo do SARS-CoV-2, suas

aplicacdes e seus aspectos. Para a coleta de dados foi utilizado levantamento eletrénico de artigos
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indexados na base de dados Scielo, Google Académico, PubMed, Oxford, ANVISA. Foram utilizados, na
busca dos artigos o0s seguintes descritores: COVID-19, PCR, exames, 19G, IgM, ELISA,
Imunocromatografia, Quimioluminescéncia, método soroldgico, deteccdo, exames complementares,

amplificacdo, anticorpos.

3. Resultados e Discussao

3.1. gRT-PCR

A PCR (Polymerase Chain Reaction) é um teste de Reacdo em Cadeia da Polimerase que ocorre por etapas
de variagOes de temperatura, multiplicando de forma exponencial a quantidade de DNA presente na
amostra (DE CAMARGO; et al., 2020). Os ciclos prosseguem até que se obtenha material genético
suficiente para ser identificado na amostra por meio de marcadores especificos, caso a amostra contenha
0 virus em questdo (MESA, et al., 2020). A versao usada para deteccdo do SARS-CoV-2 é a RT-PCR,
quando o virus possui RNA que sera convertido em DNA complementar (GREEN; et al., 2020). No caso
da RT-PCR em Tempo Real (ou qRT-PCR), que é uma variacdo da PCR convencional, a ampliacdo e
deteccdo ocorrem simultaneamente, sem a utilizacdo de espectrofotémetro.

Assim como as vacinas, o desenvolvimento de testes moleculares também depende do sequenciamento
do genoma do virus em questdo, o que o torna a base para uma melhor compreensdo do virus que esta
sendo estudado. No Brasil, 0 genoma do SARS-CoV-2 foi sequenciado e disponibilizado no dia 28 de
fevereiro de 2020 (Instituto Adolfo Lutz, 2020).

Dentre as centenas de tipos de testes desenvolvidos e usados no momento, o teste molecular RT-PCR em
Tempo Real tem sido considerado como padrdo ouro para detec¢do do SARS-CoV-2, devido a elevada
sensibilidade demonstrada. Nesse método, busca-se pelo préprio material genético do virus (ou antigeno),
através de sua amplificacdo, e deve ser utilizado em pacientes sintomaticos ou para confirmacdo de
diagndstico (ANVISA, 2020).

Como o novo coronavirus possui uma longa fita de RNA de cadeia simples, deve-se converter seu RNA
em DNA complementar, utilizando-se da Transcriptase Reversa, e entdo amplifica-lo pelo processo
padrdo da PCR (XAVIER; et al., 2020).

Para a realizacdo do exame, a amostra deve ser coletada com swabs de rayon de haste flexivel, na
nasofaringe, orofaringe ou ambos. Para nasofaringe, deve-se introduzir o swab delicadamente com
movimentos rotatorios, utilizando um swab para cada narina. Para orofaringe, recomenda-se utilizacdo de

abaixador de lingua, para evitar o contato do swab com a mesma. Apds coletada, a amostra deve ser
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imediatamente colocada em tubo estéril contendo meio de transporte viral e armazenada a 4°C por até 72
horas. (MORALES; et al., 2020).

Através da técnica de PCR em Tempo Real, é possivel amplificar o gene de escolha para diagnostico da
COVID-19, entre eles 0 gene RARP, 0 gene E e 0 gene N. A escolha deve ser feita de acordo com o primer
que sera utilizado. Assim, inicia-se a fase de transcricdo reversa do DNA, realizando a sintese de DNA
complementar a partir da fita inicial de RNA. Nucleotideos sdo adicionados a fita na extremidade 3’
formando a fita de DNA complementar do RNA viral. As temperaturas, assim como a duracdo desse
processo, podem variar de acordo com o iniciador utilizado, além do RNA alvo e da Transcriptase Reversa
(VIEIRA; et al., 2020).

A proxima etapa é a desnaturacdo dos hibridos de RNA-DNA, onde entra em a¢do a DNA Polimerase, ao
passo que a Transcriptase Reversa deixa de atuar. Para concluir a desnaturacao, a cAmara reacional deve
ser aquecida a 95°C, o que vai fazer com que a duas fitas do DNA molde se separem.

Na etapa de anelamento, a temperatura € reduzida a 58°C, fazendo com que o primer iniciador possa se
ligar a fita molde de DNA. Nesse processo, a temperatura varia de acordo com o tamanho da fita que sera
amplificada.

Na etapa de extensao, uma nova fita de DNA ¢ sintetizada a partir da fita molde, a partir do sentido 5’ da
fita, acrescentando nucleotideos na mistura. Nessa fase, a temperatura varia de acordo com a DNA
Polimerase escolhida.

Com essas trés etapas, finaliza-se o primeiro ciclo, no qual se obtém a dupla hélice do DNA alvo, que sera
desnaturado para dar inicio ao proximo ciclo, sendo que ao final de cada ciclo, a quantidade de dupla
hélices de DNA dobra, assim permitindo a analise de quantidades extremamente pequenas de amostra
(NASCIMENTO; et al., 2010).

Para a leitura do teste, utilizam-se marcadores fluorescentes que se ligam ao DNA complementar
produzindo luz que pode ser observada através do termociclador de tempo real. O teste € considerado
positivo de acordo com a luminosidade produzida pela amostra. O nimero de ciclos necessarios para
atingir essa luminosidade, indica o grau da infecgdo, ou seja, quanto menos ciclos forem necessarios,
maior a carga viral presente na amostra (GREEN; et al., 2020).

Para assegurar ainda mais a eficacia do teste, algumas marcas contam com controle negativo ou positivo.
Os parametros seguidos podem variar de acordo com cada marca. A interpretacdo dos resultados de acordo
com o Applied Biosystems™ COVID 19 Interpretive Software, preconiza a presenca de ambos os
controles, negativo e positivo, para cada rodada. Para serem considerados como validos todos os testes
devem passar pelos controles. Testes invalidos ou inconclusivos devem ser realizados novamente (Life

Technologies Corporation, 2020).
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Entre as grandes vantagens da PCR estdo sua sensibilidade e especificidade, ou seja, € um teste capaz de
detectar quantidades pequenas de material genético, e especificidade verificada frente ao material genético
de diversos outros patdgenos que podem gerar quadro de sintomas semelhantes. Além disso, o resultado
pode ser obtido em poucas horas, 0 que o torna muito vantajoso frente a uma pandemia (JAWERTH; et
al., 2020).

Em contrapartida, a PCR s6 nos permite detectar o virus enquanto este ainda estiver em circulacdo no
organismo do paciente, impossibilitando detecta-lo se o paciente ja estiver recuperado da infecgdo
(GREEN; et al., 2020). O ideal € realizar o teste entre o terceiro e sétimo dia de sintomas, sendo que em
periodos anteriores e posteriores a esses 0 grau de sensibilidade é reduzido, aumentando a possibilidade
de um resultado falso negativo (MALAVE, 2020).

Interpretacdo dos resultados

Resultado positivo: significa que a amostra € de um paciente atualmente infectado em fase de
transmissibilidade.

Resultado negativo: ndo exclui que o paciente esteja infectado, ou seja, 0 exame pode ter sido realizado
antes ou apos o periodo indicado, ou a amostra pode ter sido insuficiente. Nesse caso, devem-se monitorar

0s sintomas e repetir o exame (GREEN,; et al., 2020).

3.2 Anticorpos (Imunoglobulinas) e testes imunoldgicos

Para a correta interpretacdo dos resultados dos testes para COVID-19, o profissional de saude deve
conhecer 0s anticorpos, seus tipos, 0 mecanismo de acdo em que estdo envolvidos e o tempo para sua
producdo, pois sdo agentes atuantes na resposta imune adaptativa, podendo assim orientar melhor o
paciente na escolha correta dos testes de acordo com sua janela imunoldgica para evitar falso-negativos
ou falso-positivos.

Conhecidos como a linha de defesa do organismo, 0s anticorpos sdo as proteinas que vao identificar algum
agente estranho e destrui-lo, tais como virus e bactérias, ou células tumorais. Estdo presentes em varios
fluidos biolégicos, nas superficies de algumas células como Linfocitos B, ou secretados pelos plasmacitos.
Os anticorpos tém vérias funcdes que estdo englobadas dentro do sentido de destruicdo, entre elas a
aglutinacgdo, ativacdo do sistema complemento, opsonizacdo — onde aumentard a fagocitose — na
inflamacdo, e pela citotoxicidade, causada pela secrecdo das células NK (Natural Killers) (MURO; et al.,
2009). Possuem 2 cadeias leves e 2 cadeias pesadas, aonde a regido conhecida como Fab se ligara com o

antigeno, no qual se tera o epitopo, capaz de gerar a resposta imune. Nas regides de cadeia leve temos a
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interacdo com as células tais como a fagocitose, a citotoxicidade mediada pelas NK e as a¢Ges pelo sistema
complemento (DE OLIVEIRA; et al., 2013).

Os anticorpos possuem classes que se destacam de acordo com a reposta imunoldgica e sua permanéncia
no soro. As imunoglobulinas, a partir de sua ligacdo especifica a um antigeno ou a alguns antigenos
proximamente relacionados, sdo responsaveis por mediar funcbes efetoras que levardo a lise celular e
liberacdo de moléculas biologicamente ativas para destrui¢do do antigeno (MAYER, 2017)

Destacam-se a IgM, 1gG e a IgA especificas contra um determinado antigeno. Anticorpos IgA encontram-
se nas mucosas e secrecdes tais como saliva e suor, sua vida média € baixa, de apenas 6 dias, por isso ndo
é tdo usado nos métodos de quimioluminescéncia e imunocromatografia. Anticorpos IgM se distribuem
por toda a corrente sanguinea, e sua resposta imune humoral tem uma vida media de até 7 dias, por isso
se encontram na reposta imune primaria. Alguns estudos citam que essa imunoglobulina possui maior
poder de neutralizacdo que a IgG. Anticorpos IgG sdo responsaveis pela memoria especifica contra
determinado antigeno, e assim estdo relacionados na reposta tardia, em que ha uma permanéncia de vida
de até 23-30 dias no soro, além de sua ampla distribui¢do no organismo, por exemplo, na linfa. (DE
OLIVEIRA,; et al., 2013).

3.3 Quimioluminescéncia

A quimioluminescéncia é um método laboratorial que visa quantificar a concentracdo de anticorpos em
uma determinada amostra através de uma reacdo quimica que ira gerar luz. Para a analise dos anticorpos
relacionados ao SARS-CoV-2, é utilizada a coleta de sangue por puncdo venosa, em que € recomendado
colher a amostra de pacientes assintomaticos e sintomaticos, a partir do 7° dia de sintomas/manifestacdes
clinicas ou caso tenha havido contato com a doenca, para descobrir a concentragdo das imunoglobulinas.
O teste pode detectar anticorpos IgM, predominantes na resposta imune primaria, que esta presente na
fase aguda, pois sdo os primeiros a serem produzidos, a partir do 7° dia, porém apresentam menos
especificidade para combater o virus; assim como as imunoglobulinas 1gG, que aparecem tardiamente, na
fase de memodria, em média de até 30 dias apds o0 contato com 0 virus, portanto apresentam mais
especificidade para combaté-los; ou IgM e 1gG em ambos os casos. Anticorpos IgA que tém funcédo de
neutralizacdo e opsonizagdo que estdo presentes nas mucosas também sdo encontrados, porém em escalas
menores, devido aos poucos dias que permanecem no soro. Espera-se, que, apés 30 dias de infecgéo,
100% dos pacientes possuam anticorpos totais ou IgG detectaveis (FERREIRA,; et al., 2020).

O método de quimioluminescéncia se baseia na quantidade de luz emitida em uma reagdo quimica, essa

luz emitida na reacéo pode ser radiacdo ultravioleta ou infravermelha (FERREIRA; ROSSI, 2001, 2002).
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Nesse metodo a quantificacdo dos anticorpos se da devido a ligacdo de um marcador luminescente, mais
conhecido como cromdgeno, que permitira que substancias incolores sejam visualizadas e quantificadas
pela intensidade de luz produzida.

Existem varios tipos de compostos como a luciferina, lofina e etanodiato de bis (2,4,6 triclorofenila), mas
o principal marcador mais utilizado na reacdo de quimioluminescéncia é o luminol, responsavel pela
oxidacdao que resultara na iluminagdo tornando-a visivel (FERREIRA; ROSSI, 2001, 2002).
Considera-se que, a reacdo de quimioluminescéncia como uma técnica quantitativa na concentracdo de
anticorpos, apresenta alta sensibilidade e especificidade, e aparenta ser diretamente proporcional de
acordo com a sua intensidade na reacdo. Essa intensidade da emissdo depende da velocidade da reacao,
da eficiéncia na geracdo de moléculas em um estado excitado e do fluoréforo, que pode ser considerado
a substancia que produz a emissao (FERREIRA; ROSSI, 2001, 2002).

No método de quimioluminescéncia pode haver algumas discrepancias, ja que os testes soroldgicos tém
valor insignificante para diagndstico em casos individuais, ou de interpretacdo de exposicdo prévia, em
locais onde a prevaléncia da COVID-19 é baixa e ndo sdo fornecidos diagndsticos de infec¢do atual ou
ativa pelo SARS-CoV-2 (SANTINI; et al., 2020).

Interpretacdo dos resultados

Resultado positivo: IgM positivo e 1gG negativo indicam infeccdo aguda; IgM e IgG positivos indicam
infeccdo em processo, com transicdo para imunidade adquirida, com aumento progressivo de 1gG; IgM
negativo e IgG positivo indicam imunidade adquirida, ou seja, 0 paciente ja teve contato com o virus
previamente;

Resultado negativo: IgM e IgG negativos indicam que, ou ndo houve infeccdo, ou o0 organismo ainda ndo
teve tempo o suficiente de produzir os anticorpos.

Discrepancias: ha casos em que a permanéncia de anticorpos IgM prevaleceu por mais de 7 semanas, sem
tempo definido para sua negativacdo; 1gG com falso-negativos ou IgG indeterminados, mesmo apés 50
dias do inicio dos sintomas, com qRT-PCR positivo; e resultados de 1gG que comecam a positivar apds
20 dias do inicio de sintomas, com crescimento lento, sem previsdo de chegar ao resultado platd de
concentracdo de 1gG. E até mesmo em alguns pacientes, ndo foram nem detectados positividade de IgM,
nem mesmo na fase ativa da infecgdo (FERREIRA; et al., 2020).

3.4 Imunocromatografia

Classificado como um teste rapido, econdmico e de facil interpretacdo, aléem de sua leitura ser vista a olho

nu, a imunocromatografia € um teste qualitativo usado para a deteccdo de muitas doengas infecciosas.
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inclusive para deteccdo dos anticorpos especificos IgM e IgG do SARS-CoV-2 e através de método de
duplo anticorpo (sanduiche), aprimorado com ouro coloidal, para determinacdo qualitativa do antigeno de
COVID-19.

3.4.1 Teste rapido para anticorpos

Para realizar a técnica deve-se ter a informacdo de que as amostras e 0s produtos devem estar em
temperatura ambiente no momento de realizacdo do teste. E, para cada bula na qual esta prescrita na
descricdo de cada fabricante, sugere-se o uso de sangue (polpa digital ou puncédo venosa), soro ou plasma
humano. O teste deve ser feito a partir do 8° dia dos sintomas iniciais ou se o individuo teve contato ha
pelo menos 10 dias com pessoas que tiveram exposicao confirmada com a COVID-19, pois é necessario
que o0 organismo crie 0s anticorpos especificos para serem possivelmente detectados nessa metodologia
(LIMA,; et al., 2020).

Seu principio se baseia na utilizacdo de uma solucdo tampdo (reagente) em que é colocada a dose
recomendada, o poco de amostra, onde também se coloca a quantidade recomendada do mesmo (sangue
total, soro ou plasma), a parte intermediaria onde estara o conjugado de SARS-CoV-2 com 0 antigeno
corante, a utilizacdo de uma matriz de membrana de nitrocelulose, ligada a uma tira de acetato
transparente, a qual é chamada de area de teste, pois € nesse lugar que aparecerd uma linha Unica, caso
seja detectado apenas um anticorpo ou duas linhas se forem detectados simultaneamente (I1gG e IgM), e
area de controle, aonde ocorrera o lugar de controle da reacdo para permitir que o teste seja valido. Em
alguns modelos ha presenca somente da linha “T” e outros ela estd indicada pelas linhas que sinalizam os
anticorpos (LIMA; et al., 2020).

Leitura dos resultados

Para a interpretacdo dos resultados nessa metodologia, espera-se, normalmente entre 15 e 20 minutos,
dependendo do kit de cada fabricante. A linha com marcacéo de controle sempre deve aparecer em todos
os testes; caso a linha de controle ndo apareca no teste, 0 mesmo devera ser considerado invalido e,
portanto, descartado. O kit também disponibilizar4 a marcagdo indicada para os anticorpos IgM e 1gG
para a deteccdo de cada um ou ambos 0s casos.

Na marcagdo apenas da linha IgM positivo indica que a infeccdo pelo SARS-CoV-2 foi recente.
Anticorpos IgG com marcacdo na linha positiva do teste mostra uma infecgdo mais antiga, ha pelo menos,
duas semanas (LIMA, et al., 2020). Quando o teste mostra a marcacao da linha de ambos os anticorpos,
tanto IgM quanto 1gG, mostra a infeccdo pelo SARS-CoV-2 e que o organismo esta numa fase de
transicéo, se tornando mais relacionada com a producao de anticorpos IgG e, por isso, 0s cuidados devem

ser mantidos.
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3.4.2 Teste rapido na deteccdo de antigenos

Trata-se de um teste imunocromatografico para deteccdo qualitativa especifica de antigenos (Ag) de
SARS-CoV-2 em amostras de swab de nasofaringe. Esse exame possui menor tempo de resultado em
comparacdo ao RT-PCR. A fim de detectar o antigeno, emprega-se um anticorpo de captura, ligado a
matriz e um anticorpo marcado com particulas coloridas que é especifico para o antigeno pesquisado.
Leitura dos resultados

Uma linha colorida devera aparecer na se¢do superior das janelas de resultado para demonstrar que o teste
esta funcionando corretamente. Essa linha se refere a linha controle (C). Outra linha colorida podera
aparecer na secao inferior da janela de resultado. Essa linha se refere a linha teste (T) do antigeno de
SARS-CoV-2. Na presenca de uma linha teste ainda que fraca ou de qualquer intensidade, o resultado é
considerado reagente, indicando infeccdo em curso, com presenca do virus. A sensibilidade pode sofrer
variacdes conforme o fabricante (com valores entre 70% a superiores a 99%), e esta vinculada ao periodo
da obtencdo da amostra.

A auséncia da linha é lida como ndo-reagente, indicando que nao foi possivel identificar o antigeno; o que

deve ser confrontado ao histérico do paciente para permitir excluir o diagndstico.

3.5 ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

O ELISA, que vem do inglés Enzime-Linked Immunosorbent- Assay, € um importante ensaio
imunoenzimatico que vem sendo utilizado como um dos principais testes sorolégicos na deteccdo da
COVID-19. Assim como outros testes, 0 ELISA demanda profissionais capacitados para sua realizacédo
(DIAS; et al., 2020); Muitos pontos devem ser observados, como cuidados com 0s reagentes (se estdo
dentro do periodo de validade e estocagem), calibracdo de pipetas e demais aparelhos e limpeza no preparo
de solucdes para ndo haver contaminaces. Para essa técnica, a sensibilidade para a deteccdo de
imunoglobulinas que sdo especificas, como a IgM e IgG, é de 2 a 3 semanas apos inicio dos sintomas
(BAOQING; et al., 2020).

Apresenta uma grande sensibilidade e especificidade, pois tem capacidade de quantificar a concentragdo
de antigenos e anticorpos, tanto direta quanto indiretamente através de suas reacGes enzimaticas, que

destacamos a peroxidase, responsavel por catalisar a reacdo de desdobramento de 4gua oxigenada (H202)

em H20 e O2. Além de sua praticabilidade, as quantidades de proteinas sdo detectadas em nanogramas.

revistaonline@unifia.edu.br Pagina 66



Revista Saude em Foco — Edicdo n2 13 — Ano: 2021

Nas microplacas, ha varios pogos nos quais ocorrem a ligacdo antigeno-anticorpo, proporcionando a
reacdo (UFRGS, 2015).

No ELISA direto, procura-se um antigeno presente no soro do paciente. Portanto, deve-se colocar na placa
um anticorpo ja fixado no kit reagente. No caso de pacientes contaminados, 0s antigenos presentes no
soro irdo se ligar aos anticorpos da placa. Diante disso, um segundo anticorpo ligado a uma enzima sera
adicionado para evidenciar a ligagdo do anticorpo do kit mais o antigeno do soro. Na Ultima etapa, serd
adicionado um substrato prdprio para a a¢do enzimatica. A enzima, por sua, vez quebrara o substrato
revelando a reacdo colorimétrica.

No método de ELISA Indireto, as placas séo pré incubadas com os antigenos contra os quais quer se
detectar a presenca de anticorpos. Logo apds, serd feita uma lavagem para retirar os antigenos néo
aderidos. Em seguida, adiciona-se a amostra onde se pretende detectar um anticorpo especifico realizando-
se uma segunda lavagem, para, posteriormente, adicionar o segundo anticorpo marcado com enzima. Apds
uma terceira e ultima lavagem, adiciona-se o substrato e o cromogeno sendo, por fim, analisada a reacao
enzimatica (MOREIRA,; et al., 2011).

Leitura dos resultados

A interpretacdo dos resultados segue os mesmos principios relacionados ao tipo de imunoglobulina
reagente, como ja expresso anteriormente neste trabalho, com ensaios disponiveis para deteccdo de IgA,

IgM e/ou 1gG, o que pode indicar infeccdo recente, periodo de soroconversédo ou infecgdo/contato passado
(19G).

3.6 Evolucédo do quadro clinico, janela imunolégica e os exames

Um dos aspectos que devem ser avaliados a fim de obter resultados confiaveis nos testes diagndsticos é o
momento adequado para obtencdo da amostra, considerando o tempo decorrido desde a possivel
contaminacdo, manifestacdo dos sintomas (quando ocorre, uma vez que existem portadores
assintomaticos) e a completa evolu¢do do quadro. Em se tratando do SARS-CoV-2, sobressaem-se
algumas dificuldades para sua deteccdo, como periodo de incubacéo e progressao do aparecimento de
sintomas variaveis, que podem ainda ser confundidos com o0s sintomas quadro respiratério causado por
outros agentes patogénicos. Assim também, ha casos de transmissibilidade em pacientes assintomaticos
que, por vezes, ndo estdo cientes da infeccdo, e assim ndo buscam a detecgdo através dos testes
(SERAFIM, et al., 2020).
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Para a realizacdo da coleta para diagndstico pela gRT-PCR séo indicados o0 3° e 5° dia apds o inicio dos
sintomas, podendo ser estendido até o 7° dia. A mesma recomendacao é observada nos testes rapidos para
deteccdo de antigenos, para uma reduzir a possibilidade de falsos negativos. (Sec Est Saude ES, 2020).
Nos métodos soroldgicos, deve-se considerar a janela imunoldgica, que corresponde ao intervalo entre o
periodo da infeccdo e a producédo de anticorpos pelo organismo apds o contato com o agente infeccioso.
Assim, para deteccdo de anticorpos anti- SARS-CoV-2 o tempo de 10 dias ap06s inicio dos sintomas tem
sido indicado; ou 15 dias ap0s a possivel contaminacdo. Na quimioluminescéncia, o tempo médio para a
execucdo da técnica é a partir do 7° dia de sintomas/manifestac@es clinicas, dependendo dos fatores da
janela imunoldgica do paciente. (FERREIRA; et al., 2020). Na ELISA (Enzime-Linked Immunosorbent-
Assay), é de 2-3 semanas a partir do inicio de sintomas (BAOQING,; et al., 2020). J& nos testes réapidos,
como a imunocromatografia para anticorpos, é aconselhavel fazer o teste a partir do 8° dia de sintomas
iniciais ou caso tenha havido contato com pessoas que ja foram confirmadas com a COVID-19 (LIMA,;
et al., 2020).

3.7 Exames laboratoriais complementares

Além dos testes empregados na detec¢do do virus em questao, ha exames complementares, hematologicos
e bioquimicos, para 0 monitoramento da evolugdo da patologia. Entre as alteracfes laboratoriais mais
frequentes, verifica-se 0 aumento de dimero-D, que é produto da degradacdo da fibrina, bem como da
PCR (Proteina C Reativa), que indica processos inflamatoérios ou infecciosos.

A contagem total de leucdcitos apresenta variacdo, com relatos de diminuicdo e aumento, com presenca
de linfopenia acentuada nos estagios iniciais, e neutrofilia relacionada com mau progndstico. A
hemoglobina apresenta diminuicdo, enquanto a taxa de sedimentagdo de eritrécitos aparece aumentada.
Na parte de coagulacdo, observa-se plaquetopenia e prolongamento do Tempo de Protrombina (TP)
(XAVIER; et al., 2020).

Em relagcdo as dosagens bioguimicas, pode-se notar alteracdes hepaticas, como aumento da alanina
aminotransferase (TGP), aspartato aminotransferase (TGO) e bilirrubinas (FLEURY; et al., 2020).

3.8. Fatores interferentes

O primeiro passo na confirmacdo de infeccdo por SARS-CoV-2 é a identificacdo do lapso temporal; é

necessario considerar a data do possivel contato e a data da manifestagdo dos sintomas. Com isso, pode-
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se optar por testes que visam identificar o agente etiologico (RT-PCR ou COVID Ag), ou caso decorrida
mais de uma semana dos sintomas, buscar a constatagdo dos anticorpos.
N&o obstante, existem fatores técnicos importantes a serem considerados relacionados a:

v" Amostra: coleta adequada, volume suficiente, processamento e transporte adequados. O tipo de
amostra coletada € baseado no teste que se pretende realizar e nas instrucdes do fabricante. Alguns
dos tipos de espécimes bioldgicos ndo serdo apropriados para eficdcia maxima das analises e todos
0s testes para SARS-CoV-2 devem ser realizados em consulta com um profissional de saude
(CDC, 2021);

v Reagentes: validade, temperatura, armazenamento e dosagem correta;

v" Procedimento: pericia adequada para realizacdo dos processos analiticos necessarios a cada tipo
de teste;

v' Interpretacdo dos resultados: avaliacdo da leitura dos resultados frente ao periodo de obtencédo da
amostra e de acordo com o historico de cada caso.

Existem ainda fatores especificos de cada tipo de analise, como por exemplo, a presenca de inibidores

(RT-PCR e heparina) que pode provocar falsos negativos ou resultados invalidos (MORALES, 2020).

4. Consideracdes Finais

Muitos requisitos devem ser observados para escolha e realizagdo de quaisquer testes auxiliares no
diagnostico da COVID-19. No mesmo sentido, um olhar abrangente do histérico do paciente é
fundamental para correta interpretacdo dos resultados. Existem um gama de exames, de diferentes
fabricantes e assim, valores também diferenciados nos parametros que servem como base para
confiabilidade analitica dos exames e resultados.

Nesta direcdo, a sensibilidade traduz a capacidade de identificacdo da resposta; enquanto a especificidade
estd relacionada a propriedade de diferenciacdo do agente dentre outros similares; portanto, quanto
maiores a sensibilidade e a especificidade, menores as chances de falsos negativos. Todavia, uma
sensibilidade aumentada e uma baixa especificidade podem ocasionar resultados falso positivos.

Em se tratando de acuracia, 0 qRT-PCR se sobressai até o presente momento devido a sua capacidade de
deteccdo de fase aguda, todavia, por se tratar de um teste molecular, ha maior despesa além de necessitar
de maquinaria especifica, equipe e laboratorio capacitados para elaboracéo do exame em relacdo aos testes
sorologicos e imunocromatograficos.

Em relacdo a janela imunologica, os métodos por sorologia sdo indicados entre 8 a 14 dias de sintomas,

guando as imunoglobulinas possuem uma taxa plasmatica consideravel. Diferentemente, a RT-PCR e
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COVID-19 Ag, devem ser realizados no periodo inicial dos sintomas, entre 3 a 4 dias, ja que esses métodos
identificam material viral na amostra coletada.

Nd&o obstante o método utilizado, é necessaria uma anamnese detalhada, atentando ainda para os exames
complementares no diagndstico. A despeito dos parametros diferenciados de cada teste, fatores
interferentes pré-analiticos, analiticos e pds-analiticos devem ser sempre observados a fim de reduzir
indice de falsos resultados nas analises.

Nos ultimos meses, diversos testes para detecgdo da COVID-19 foram desenvolvidos a fim de ampliar a
abrangéncia de testagem ao redor do mundo. Apesar da gRT-PCR ser considerada “padrdo ouro” para o
diagnostico da infecgdo, isso ndo a isenta de falhas, principalmente se o protocolo néo for seguido a risca.
Portanto, este teste é Gtil para diagnostico quando realizado no inicio da infecgéo.

O teste rapido para antigenos rastreia a presenca de proteinas do virus (SARS-CoV -2) frente a infec¢éo.
Este teste pode ser realizado a partir do 3° dia de provavel exposic¢éo ou contato com caso confirmado de
COVID-19.

Os testes para anticorpos podem ser aplicados em casos de pacientes com quadro tardio (ap6s 7° dia do
inicio dos sintomas). Em geral, os testes de anticorpos para SARS-CoV-2 possuem melhor desempenho
quando aplicados para rastrear individuos que ja foram expostos e imunizados, inclusive assintomaticos,
sendo assim de grande utilidade para inquéritos epidemiolédgicos. Cabe lembrar, no entanto, que a resposta
imunolégica é diversificada entre os individuos, esté atrelada a condicao clinica de cada paciente e ocorre
em um intervalo ap6s a exposicao, que deve ser observado para indicacao deste tipo de exame.

Frente a atual situacdo mundial de pandemia da COVID-19, fica evidente a importancia da atuacdo de
profissionais especializados, seja na pesquisa, seja na testagem da doenca. Os resultados destes testes
devem ser interpretados levando-se em conta as informacdes disponiveis sobre a avaliacdo clinica e
historico do paciente. As informacdes obtidas a partir dos exames precisam ser corretamente interpretadas
a fim de contribuir para tomada de decisdes no controle da transmissdo da doenca, prognostico e

tratamentos, bem como perspectivas de prevencdo, desenvolvimento e aplicacdo de agentes imunizantes.
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