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ste trabalho é uma revisao da literatura sobre a COVID-19, seu objetivo é

trazer informacgdes sobre a acao do SARS-CoV-2 no organismo humano, o

guadro clinico, a resposta imunolégica, as complicacdes e gravidade da
doenga, mas principalmente contribuir no esclarecimento do uso dos testes
diagndstico para o combate dessa pandemia.

Houve enormes avangos nos métodos diagndsticos para doengas
infecciosas nos ultimos 40 anos, as metodologias de uso na sorologia evoluiram
muito e permitiram, ndo sé a reduc¢ao da janela imunoldgica, tornando os testes
mais eficientes, como trouxeram facilidades na sua aplicacdo. Estas, associadas
aos métodos moleculares, tem tornado possivel uma melhor condugdo dos casos
clinicos, bem como identificado, com mais facilidade, portadores de doencas
infecciosas, sendo de enorme utilidade em saude publica.

Assim, o entendimento de sua aplicacao e de suas limitagcdes tornam os
testes soroldgicos ferramentas importantes nas medidas de contencdao da
pandemia.

As informacdes contidas na se¢ao “Diagndstico Laboratorial da COVID-19”
seguem as diretrizes estabelecidas pelas varias instituicdes internacionais de
referéncia, tais como OMS, Centro de Controle de Doencas (CDC) dos Estados
Unidos, Johns Hopkins University, Food and Drug Administration (FDA), European
Centre for Disease Prevention and Control (ECDC), FIND — Foundation for
Innovative New Diagnostics de Genebra, Suica, etc.

Nossa empresa espera estar contribuindo na melhor compreensao sobre
essainfeccao e no uso coerente dos testes soroldgicos.
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ENTENDENDO A DOENCA E OS TESTES UTILIZADOS
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COVID-19

O VIRUS, FISIOPATOLOGIA, CARACTERISTICAS CLIiNICAS,
TESTES DIAGNOSTICOS E SUA INTERPRETACAO

INTRODUCAO

A pandemia da doenga do novo coronavirus
continua afetando grande parte do mundo. Ela foi
relatada pela primeira vez em dezembro de 2019,
na China, e a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) denominou a doencga de coronavirus 2019
(COVID-19) e o virus como causador da sindrome
respiratéria aguda severa coronavirus 2 (SARS-
CoV-2). Esse patdgeno pertence a familia
Coronaviridae, e ao género betacoronavirus.
O SARS-CoV-2 é o sétimo coronavirus conhecido
por infectar seres humanos, os outros sdo o SARS-
CoV, causador da sindrome respiratéria aguda
severa, o MERS-CoV, causador da sindrome
respiratéria do Oriente Médio, sendo que todos
esses podem se replicar no trato respiratério
inferior e causar pneumonia, a qual pode ser fatal,
e 0s que estdo associados a sintomas leves, como
oHKU1,NL63,0C43 e 229E (1).

O nome coronavirus é devido as espiculas
na sua superficie, que lembram uma coroa (do
latim corona). A similaridade genética entre esses
virus ja é bem conhecida, sendo que o SARS-CoV-2
tem quase 80% de similaridade com o SARS-CoV e
50% com o MERS-CoV (2,3,6). Entretanto, sua
maior similaridade é com o coronavirus de
morcego, 98% (3).

A COVID-19 é fatal em 2% dos casos,
enquanto a SARS-CoV teve uma taxa de
mortalidade de 10%, no surto de 2003 (4), e a
MERS-CoV matou 34% entre 2012 e 2019 (5).

O VIiRUS SARS-CoV-2 E SUA ACAO
NA CELULA HUMANA

O SARS-CoV-2 é um virus de RNA de fita simples
que codifica 9.860 aminodacidos. O genoma
contém 14 ORFs (Open Reading Frames) que
codificam 27 proteinas. Dois tercos do RNA viral,

localizado principalmente na primeira ORF
codifica 16 proteinas ndo estruturais (NSP),
enquanto as demais ORFs codificam proteinas
estruturais e acessdrias (7). As quatro proteinas
estruturais sdo: a proteina spike (S), a proteina
membrana (M), a proteina nucleocapsideo (N) e a
proteina envelope (E). A proteina S pode ser
subdividida em S1 e S2. A S1 é responsavel pela
ligacdo aos receptores celulares através da porcao
RDB (Receptor-Binding Domain viral), cujo
principal receptor é a enzima conversora de
angiotensina 2 (ACE2) (8), enquanto S2 é
responsavel pela entrada na célula apds a fusdo
do virus com a membrana da célula hospedeira
(9,10, 11). As proteinas S, M e E juntas formam o
envelope do virus. A proteina M é a mais
abundante, responsavel principalmente pela
forma do envelope. A proteina E é a menor
proteina estrutural. As proteinas S e M sdo
proteinas transmembrana envolvidas na
montagem do virus durante a replicagdo,
enquanto a proteina N permanece associada ao
RNA formando um nucleocapsideo dentro do
envelope viral. A figura 1 mostra as proteinas na
estruturaviral.

Proteina E

Proteina M

Proteina S

Proteina N
Codificando RNA

Proteina E

Figura 1 — Proteinas do SARS-CoV-2

Fonte: Manuel Bortoletti via The Economist



A caracteristica do genoma que mais difere
no novo coronavirus é o gene S que codifica a
proteina S responsavel pela ligacdo viral e entrada
na célula hospedeira. Assim, um alvo dbvio de
uma vacina a base de proteinas e a utilizagdo de
anticorpos neutralizantes é, portanto, a proteina
S, que se liga ao receptor ACE2 na célula
hospedeira (Figura 2), e, especialmente, a
subunidade S1, que desempenha um papel
centralnaadesdo dovirusacélula(12,13).

Proteina S

e N4

Figura 2 —Ligagdo da proteina S ao receptor celular ACE2

A patogénese do coronavirus, pode ser
resumida pela entrada do virus na célula epitelial
pulmonar através da enzima conversora de
angiotensina 2 (ACE2), (figura3).
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Figura 3. [1] A proteina spike (S) do virion se liga a ACE2, a qual é o
receptor da superficie celular. [2] O virido libera seu RNA. [3] Alguns
RNA sdo traduzidos em proteinas pela célula. [4] Algumas dessas
proteinas formam um complexo de replicagdo para gerar mais RNA.
[5] Proteinas e o RNA é reunido para formar um novo SARS-CoV-2 no
aparelho de Golgie[6] 0 novo virus é liberado.

Fonte: Zhang, Y., Geng, Tan, Y., New understanding of the damage of SARS-CoV-

2 infection outside the respiratory system, Biom and Pharm, 127, 2020.
https://doi.org/10.1016/j.biopha.2020.110195 (Referéncia 102)

A ACE2 estd abundantemente presente em
humanos nos epitélios do pulmdo e intestino
delgado, mas também em vdrios outros orgdos e
tecidos, tais como mucosa oral e nasal,
nasofaringe, estdmago, célon, pele, linfonodos,
timo, medula éssea, baco, figado, rim e cérebro.
Portanto, uma vez no sistema circulatdrio, é
provavel que o SARS-CoV-2 se espalhe pelo fluxo
sanguineo, o que sugere que o SARS-CoV-2 ndo
afeta apenas o sistema respiratério, mas também
é uma ameaca potencial ao sistema digestivo,
sistema urogenital, sistema nervoso central e
sistema circulatoério (102).

Ao entrar no organismo humano, o SARS-
CoV-2 liga-se ao receptor ACE2 da célula alvo apds
a ativacdo da proteina S por uma serina protease
transmembrana (TMPRSS2) presente no epitélio
das células pulmonares, a qual tem a funcdo de
clivar a proteina S najungdo S1 e S2, permitindo a
fusdo das membranas viral e celular, processo
esse conduzido pela subunidade S2. Portanto, o
SARS-CoV-2 envolve a enzima conversora de
angiotensina 2 (ACE2) como receptor de entrada e
usa a TMPRSS2 da membrana celular para a
iniciacdo da proteina S (103, 104).

A proteina N pode ser usada como
marcador em ensaios de diagndstico devido ao
seu alto nivel imunogénico, pois, embora ndo seja
tdo imunodominante como a proteina Spike, a
qualinduz arespostaimunoldgica mais forte, ela é
altamente imunogénica e é profusamente super
expressada durante a infeccdo (14). O desafio no
uso da nucleoproteina N é a semelhanca entre as
cepas de coronavirus. Ao contrario da proteina S,
a N mostra menos variagdo genética,
especialmente entre SARS-CoV-2 e o
geneticamente distinto SARS-CoV de 2002.
O problema aqui é que os anticorpos para a
nucleoproteina N do SARS-CoV tém o potencial de
reagir de forma cruzada com a nucleoproteina
SARS-CoV-2, isto é, os mesmos anticorpos sao
capazes de se ligar a nucleoproteina N de ambos
os coronavirus. De fato, estudos demonstraram
gque a nucleoproteina N do coronavirus é
amplamente reativa (15).
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TRANSMISSAO DO VIiRUS

Sendo o SARS-CoV-2 um virus transmitido
pelo ar, sua transmissao é feita da mesma maneira
que o resfriado e a gripe. O virus se espalha de
uma pessoa infectada ao tossir ou espirrar,
deixando pequenas gotas no ar. Portanto, a
pessoa que inala essas goticulas ou toca as
superficies infectadas também pode ser
infectada.

Em trabalhos recentes, o SARS-CoV-2 vivo
foi detectado nas fezes dos pacientes,
evidenciando a subsisténcia do SARS-CoV no trato
gastrointestinal, justificando os sintomas
gastrointestinais, provavel transmissao do virus
por via fecal-oral (16, 17). No entanto, ndo é certo
se o consumo de alimentos contaminados por
virus pode causarinfecgao e transmissao (18).

PRINCIPAIS SINTOMAS E
ALGUMAS CARACTERISTICAS
CLINICAS DA COVID-19

O periodo de incubacdao da COVID-19 é
estimado em 14 dias, com um tempo médiode 4 a
5 dias (19).

Ao ser infectado, o individuo passa por um
estagio de replicagdo viral nos primeiros dias,
seguido por um estagio de imunidade adaptativa
nos dias que se seguem (21). No estagio
replicativo, o virus se replica, levando a um quadro
semelhante a gripe, caraterizada por sintomas
leves, devido ao efeito citopatico direto do virus.
No estagio da imunidade adaptativa, os niveis
virais diminuem a medida que o sistema
imunolégico assume o controle, mas a
tempestade inflamatéria de citocinas leva a
destruicdo dos tecidos e a deterioracdo clinica, o
gue explica o fenOmeno em que os pacientes
permanecem relativamente bem inicialmente
antes de se deteriorarem repentinamente. Isso
implica o inicio precoce de terapias antivirais para
melhores resultados e o uso de terapias
imunossupressoras no estagioimune adaptativo (22).

Quadroclinico (23, 24):
1. Doenga Leve:

* individuo sem sintomas ou sintomas leves do
trato respiratério superiorou

* tosse, mialgia ou fraqueza, sem falta de ar ou
reducdo dasaturacdo de oxigénio.

2. Doeng¢a Moderada:

e individuos estaveis com sintomas ou sinais
respiratdrios e/ou sistémicos,

e saturacdo de oxigénio acima de 92% ou acima
de 90% nos pacientes com doenga pulmonar
cronica.

e prostacdo, fraqueza intensa, febre superior a
38°Coutosse persistente,

e sinais clinicos ou radioldgicos de envolvi-
mento pulmonar,

* nenhum indicador clinico ou laboratorial de
gravidade clinica.

3. Doenga Severa: pacientes que atendem a um dos
seguintes critérios:

e Frequéncia respiratéria = 30 respira-
¢Bes/minuto,

» saturagdo de oxigénio <92%, em repouso.

e relacdo pressdao arterial de oxigénio
(Pa02)/fragdo inspirada de oxigénio (FiO2) <
300.

4. Doenga Critica: paciente que atende a um dos
seguintes critérios:

Insuficiéncia Respiratoria:

e insuficiéncia respiratdria grave (relagao
Pa02/Fi02<200), dificuldade respiratériaou

e sindrome do desconforto respiratério aguda
(SDRA), incluindo pacientes em deterioracdo
apesar das formas avancadas de suporte
respiratério (ventilagdo ndo invasiva, oxigénio
nasal de alto fluxo)

ou
Outros Sinais de Deterioragdo Significativos:

e hipotensaoouchoque,



e comprometimento da consciéncia,
 falénciade outros 6rgaos

O espectro da doenca varia de doenca leve
(sem ou leve pneumonia) em 81%, com um periodo
de recuperacdo de cerca de 2 semanas, adoenca
grave (dispneia, hipdxia ou > 50% de envolvimento
pulmonar com imagens sendo observadas em 24 a
48 horas) em 14%, com um periodo de recuperagdo
de cerca de 3 a 6 semanas, até doenga critica (SDRA,
sepse, choque séptico ou sindrome disfuncional de
multiplos érgaos) em 5% (25).

Afaixa etdria afetada predominantemente é a
meia-idade e o idoso (mediana: 47 anos; intervalo:
30-79 anos), com muitos poucos casos relatados
entre criangas (0,9-2%). Os idosos sdo mais
severamente afetados e apresentam maior

INiCIO DOS SINTOMAS

FEBRE, FADIGA, |
MIALGIA
E TOSSE SECA
DISPNEIA

1-4 ‘

mortalidade (8-15%) (26).

A maioria dos estudos mostraram que os
sintomas mais comuns da COVID-19 sdo febre (83-
98%), fadiga (70%), tosse seca (59%), anorexia (40%),
mialgia (35%), dispneia (31%) e produgdo de escarro
(27%). A febre na COVID-19 foi descrita como baixa
(temperatura axilar > 37,5°C), intermitente e de
duracdo prolongada (até aproximadamente 14 dias).
Em um estudo de 1099 pacientes, apenas 43,8%
tiveram febre naadmissao e 88,7% tiveram durantea
hospitalizacdo (19). Foram relatadas dores de cabeca,
confusdo, rinorréia, dor de garganta, hemoptise,
vOmito e diarreia, mas sdo menos comuns (< 10%)
(27, 28). Algumas pessoas apresentaram sintomas
gastrointestinais, como diarreia e nausea antes do
desenvolvimento de febre e sinais e sintomas do
tratorespiratdrio inferior (29).

ADMISSAO
utl
SINDROME DO DESCONFORTO

RESPIRATORIO AGUDO
|

| |
DIAS MEDIOS DAS FASES DA DOENGA

i |

10.1

[ I

. |5 —

Curso Clinico da COVID-19 — Inicialmente fadiga, febre baixa intermitente de duragdo prolongada, mialgia e
tosse seca. Pode melhorar ou piorar e progredir para dispnéia e tosse produtiva (aproximadamente 6 dias).
O tempo médio de internagdo, desenvolvimento da Sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA) e
necessidade de ventilagdo mecanica e cuidados na UTI foi de 8, 8,2 e 10 dias, respectivamente.

Fonte: Sharma, R., Agarwal, M. and Saxena, S.K., Coronavirus Disease 2019 (COVID-19), Medical Virology: from
Pathogenesis to Disease Control, Chapter 6: Clinical Characteristics and Differential Clinical Diagnosis of Novel
Coronavirus Disease 2019 (COVID-19) Springer Nature Singapore Pte Ltd. (Referéncia 22)

Vdrios estudos relataram que os sinais e
sintomas do COVID-19 em criangas sdo
semelhantes aos adultos e geralmente sdo mais
leves em comparacdo aos adultos (30,31).

Estudos epidemioldgicos observaram a
transmissao de SARS-CoV-2 durante o periodo de
incubacdo pré-sintomatico (32, 33), acreditando-se
também que ocorra a transmissao assintomatica (34).

Entretanto, o grau exato de derramamento de RNA
viral de SARS-CoV-2 que confere risco de
transmissdao ainda ndo estd claro. Acredita-se que o
risco de transmissdo seja maior quando os
pacientes sdo sintomaticos, pois o derramamento
viral é maior no momento doinicio dos sintomas e
diminui ao longo de varios dias a semanas (35).
No entanto, a propor¢ao de transmissdo de
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SARS-CoV-2 na populag¢do devido a infecgdo
assintomatica ou pré-sintomatica em comparagao
cominfecgao sintomatica ndo é clara (36).

A idade é um forte fator de risco para
doenga grave, complicacdes e morte (37, 38).
Dados epidemioldgicos dos EUA sugerem que a
fatalidade foi maior em pessoas com idade > 85
anos (10% a 27%), seguida por 3% a 11% nas
idadesde 65a 84 anos, 1% a3% nasidadesde 55 a
64 anose<1%paraasidadesde0a54anos (39).

A existéncia de comorbidades é fator
importante para pacientes que evoluem para o
Obito, sendo que varios estudos mostram que
doengas cardiacas, hipertensdo, acidente vascular
cerebral prévio, diabetes, doenga pulmonar
cronica e doenga renal cronica foram associadas
ao aumento da gravidade da doenca e a
resultados adversos (40, 41).

Foi relatada infeccdo de SARS-CoV-2 com
outros virus respiratérios, e a detecgdo de outro
patdgeno respiratdrio ndo exclui COVID-19 (42).

FLUXOGRAMA DOS SINTOMAS GERAIS DA COVID-19 E DE QUADROS
SEMELHANTES - DIAGNOSTICO DIFERENCIAL (22)

FEBRE ?

l l

Pode ser
Gripe
Outros Sintomas Outros Sintomas
>Tosse > Tosse
> Fadiga > Fadiga
> Fraqueza > Fraqueza
> Esgotamento > Esgotamento

!
Olhos ?
Lo [

Outros Sintomas

> Espirros
> Coriza

Pode ser
Resfriado

Outros Sintomas

> Espirros

> Coriza

> Desconforto no peito

Fonte: Sharma, R., Agarwal, M. and Saxena, S.K., Coronavirus Disease 2019 (COVID-19), Medical
Virology: from Pathogenesis to Disease Control, Chapter 6: Clinical Characteristics and Differential
Clinical Diagnosis of Novel Coronavirus Disease 2019 (COVID-19) Springer Nature Singapore Pte Ltd.

(Referéncia 22)

BREVE REVISAO SOBRE
O SISTEMA IMUNOLOGICO

O sistema imune é o conjunto de células,
tecidos, 6rgdos e moléculas que o organismo
humano e de outros seres vivos usam para a
eliminar os agentes ou moléculas estranhas, com
a finalidade de manter a homeostasia do
organismo.

Os mecanismos fisioldgicos do sistema
imune consistem numa resposta coordenada
dessas células e moléculas diante dos organismos
infecciosos, o que leva ao aparecimento de
respostas especificas e seletivas, inclusive com
memdria imunitaria, que também pode ser criada
artificialmente, através das vacinas. Na auséncia
de um sistema imune funcional, infecGes leves
podem sobrepujar o hospedeiro e leva-lo a morte.



Entretanto, mesmo com um sistema imune
funcional, a resposta imune especifica a um
agente infeccioso leva tempo para se desenvolver
e, 0os organismos estranhos, desenvolvem
mecanismos de evasdo para fugir da resposta
imune.

Ha dois tipos de imunidade (Figura4):

Imunidade Inata: que ndo necessita de exposicao
anterior ao antigeno, ou seja, memaria imunitdria
para ser eficaz, e responde imediatamente ao
invasor; sdo as células fagociticas (neutrofilos,
mondcitos e macréfagos), células linfoides inatas
(natural kiler — NK), leucécitos polimorfonu-
cleares (neutrdfilos, basofilos e eosindfilos), e

Imunidade Adaptativa (Adquirida): que requer
exposicdo anterior ao antigeno, e, portanto, leva
tempo para se desenvolver apds o primeiro
contato com um agente invasor. Entretanto, no
segundo contato, a resposta é rdpida. O sistema
recorda a exposicdo anterior e é especifica ao
antigeno; representada pelos linfécitos T e B.
Portanto, uma caracteristica particular da
resposta adaptativa é que ela deixa memboria.

IMUNIDADE INATA IMUNIDADE ADAPTATIVA (ADQUIRIDA)

o)) 'j':l"ﬂ Barreira
T Tt Epitelial
R

L Plasmécitos
Linfécito B Anticorpos

DS %

T

Vs ®

.

Célula Dendritica
Células Fagociticas

A O

Complemento

Linfécitos T Células T Efetoras

APCs

o —@

| HORAS ; DIAS ]
0 6 12 1 4 7
TEMPO APOS INFECCAO

Célula NK

|
|
|
|
|
|
|
|
|
/

Figura 4. Aresposta daimunidade inata é em horas, enquanto
a da imunidade adquirida é em dias. APCs — células
apresentadoras de antigenos (macrdfagos, células
dendriticas).

Fonte: M. Carrie Miceli: Basic Immunology: Self Non-Self
Discrimination for Defense, Self-Tolerance, and Regeneration

Assim, as células dendriticas e macrdfagos
fagocitam patdgenos, digerem e apresentam seus
epitopos aos linfécitos T e B, ativando a imunidade
celular (linfécitos T) e humoral (linfocitos B), iniciando
arespostaimune contra o agente infeccioso.

A célula que recebe as informagGes do
agente invasor sao os linfécitos T CD4, também
chamado linfécito “helper” (TH) ou auxiliar. Eles se
diferenciamem:

e THy-que promovem a imunidade mediada por
células T citotdxicas ou supressoras (linfécito T
CD8) e, portanto, estdo particularmente
envolvidos na defesa contra patdgenos
intracelulares (p. ex., virus).

e TH,-que promovem a producdo de anticorpos
por linfécitos B (imunidade humoral) e,
portanto, estdo particularmente envolvidos no
direcionamento de respostas cujo alvo sao
agentes patogénicos extracelulares (p. ex.,
bactérias, parasitas).

*  THy7: que promovem a inflamagdo nos tecidos.

Os linfécitos natural killer (NK) pertencem a
uma categoria de células denominadas células
linfoides inatas. As células NK representam 5 a
15% das células mononucleares do sangue
periférico. Elas lisam células tumorais (estranhas)
ou infectadas por virus sem que estas expressem
algum antigeno ativador da resposta imune
especifica. As células NK também podem secretar
varias citocinas (p. ex., IFN gama, IL-1, FNT alfa).

O Complexo Principal de Histocompatibili-
dade (MHC — Major Histocompatibility Complex),
gue nos seres humanos recebe o nome de
Antigenos Leucocitarios Humanos (HLA — Human
Lukocyte Antigen), representa a compatibilidade
ou equivaléncia entre células, tecidos e érgdos.
Ele pode ser dividido em 2 classes:

1. MHC (HLA) Classe I: esta presente em todas as
células nucleadas, com excecdo dos neuroénios,
células testiculares e intraoculares. Apresentam
antigenos que sdo processados no citoplasma da
célula, para os linfécitos T CD8 que tém funcdo
citotdxica. Assim, um virus que estd parasitando
uma célula serad reconhecido pelos linfécitos T
CD8, o qual destruird a célulainfectada.

2. MHC (HLA) Classe lI: estd somente presente na
superficie de células apresentadoras de
antigenos, ou seja, macréfagos circulantes e
teciduais, linfécitos B e células dendriticas.
Apresentam fragmentos de antigenos fagocitados
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por essas células ao linfécito T CD4, os quais
desencadeardo arespostaimunoldgica.

RESPOSTA IMUNE AO
SARS-CoV-2

Apds a entrada no hospedeiro, o virus se
liga a receptores especificos e invade a célula para
se replicar. Uma vez que o virus esta dentro da
célula, como as células epiteliais respiratorias no
caso da SARS-CoV-2, os peptideos virais sdo
apresentados através de proteinas do complexo
principal de histocompatibilidade (MHC) classe |
as células T citotéxicas CD8. Essas células sdo
entdo ativadas e comegam a mostrar expansao
clonal e desenvolver linfécitos T citotdxicos
efetores e de memdrias especificas para o virus.
As células T citotdxicas CD8 lisam as células
infectadas pelo virus. O virus e suas particulas sao
reconhecidos por células apresentadoras de
antigenos, tais como células dendriticas e
macrdéfagos, as quais apresentam peptideos virais
para os linfocitos T CD4 através de moléculas MHC
de classe Il (43). Esses linfécitos T CD4 (TH,) ativam
linfécitos B, os quais respondem produzindo uma
resposta especifica ao virus através de anticorpos
IgM na primeira semana apds o inicio dos
sintomas (44). Os anticorpos IgG seguem a
resposta de IgM e, provavelmente, estabelecem
imunidade ao longo davida.

Para que a resposta antiviral seja
apropriada, é necessario a participacdo ativa e
proporcional de linfécitos T citotoxicos (CD8) e
células natural killer (NK) (45). Além disso, os
linfocitos T CD8 de memodria sdo capazes de
fornecer protecdo contra infecgdes futuras.
Assim, a combinagdo de T CD8 e anticorpos
especificos contra o virus pode oferecer
imunidade protetora ideal contra o SARS-CoV-2
(46).

Na COVID-19, embora a maioria dos
pacientes evoluem satisfatoriamente, alguns
mostram acentuada diminuicdo de células TCD8 e
NK ocasionada por incidente linfopenia, sendo
esta um importante achado patolégico e critério
de gravidade. Assim, a porcentagem de linfocitos
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é sugerida como um biomarcador preditivo de
gravidade ou recuperag¢do da doencga, cujo
mecanismo permanece incerto (47), conforme
pode serinterpretado no Quadro 1.

Porcentazamde 12 Determinagdo 22 Determinagdo
7 E 10-12 dias apds o inicio | 17 - 19 dias apds o inicio
Linfdcitos no Sangue =
dos sintomas dos sintomas
>20% Leve / Moderado Recuperando
5-20% Grave Risco
<5% Grave Paciente em estado critico

Quadro 1- Prognoéstico da covid-19 baseado em porcentagem de
linfécitos (47)

Os eosinodfilos também participam da
imunidade adaptativa, servindo como células
apresentadoras de antigeno, como demonstrado,
in vivo e in vitro, com alguns virus respiratério,
incluindo o virus sincicial respiratério (RSV) e
influenza (48). Ha correlagdo entre as contagens de
eosindfilos e linfécitos entre pacientes graves e
ndo graves em ambiente hospitalar, sugerindo
gue a contagem de eosindfilos abaixo dos niveis
normais poderia ser biomarcador de diagndstico
de pneumonia por COVID-19, uma vez que estudo
demonstrou que 70% de pneumonia por COVID-
19 apresentaram eosinopenia e somente 16,7%
de pneumonia por outras causas virais tiveram
contagem de eosindéfilos diminuida (49).

A resposta imune é crucial para eliminar o
virus invasor, mas uma resposta imune antiviral
persistente também pode causar producao
macica de citocinas inflamatdrias e danos aos
tecidos do hospedeiro (50). Assim, pode-se
postular que quando alguém com uma resposta
imune potente encontra o virus SARS-CoV-2, uma
forte ativacdo de respostas imunes inatas e
adaptativas locais mantém a viremia sob controle,
levando a uma baixa inflamacgdo e recuperagao
sistémica. Por outro lado, em individuos com uma
resposta imune defeituosa, devido a idade ou
comorbidades, a replicagao viral irrestrita leva a
altas concentragdes de virus, o que, por sua vez,
desencadeia hiperinflamacdao e complicacdes
graves, como Sindrome do Desconforto
Respiratério Agudo (SDRA) e morte (51).

Os pacientes que evoluem para pneumonia
grave, geralmente na segunda semana do inicio
dos sintomas, podem desenvolver uma



“tempestade de citocinas”, SDRA, faléncia de
varios érgdos e coagulacdo intravascular
disseminada (CIV) na terceira semana do inicio da
sintomatologia (Quadro 2).

12Semana 22Semana 32Semana

rv Recuperado fv Recuperado r’ Recuperado
Doenca Leve do Localizad: de Citocinas,
Sistema Respiratério o, 5 Sepsis, SDRA,
Superior Inflamagio Disseminada CID, Faléncia de Mdltiplos
Orgos
Infecc@o Bacteriana

Secundéria

Quadro 2 —Evolugédo Clinica na COVID-19

Fonte: Azkur, A.K., Akdis, M., Azkur, D., Sokolowska, M. et al., Immune
response to SARS-CoV-2 and mechanisms of immunopathological
changes in COVID-19. Europ J Allergy and Cl Immunol. 5, 2020 doi:
10.1111/ALL.14364 (Referéncia 49).

TEMPESTADE DE
CITOQUINAS

Embora estudos observacionais tenham
relatado idade avancada e presenca de
comorbidades como fatores de risco para
aumento da gravidade da doenca em pacientes
com COVID-19, estd claro que a doenca grave
também pode ocorrer em pacientes mais jovens e
sem doencas pré-existentes (52).

Niveis mais altos de marcadores
inflamatdrios no sangue (incluindo proteina C-
reativa, ferritina e D-dimeros), aumento da
proporcdo de neutrdfilos/linfécitos (53, 54) e
aumento dos niveis séricos de varias citocinas e
guimiocinas inflamatdrias (55, 56) foram
associados a gravidade e morte pela COVID-19.

A Sindrome de Liberac¢do de Citocinas (CLS)
€ uma condigao inflamatdria sistémica com risco
de vida, tipicamente associada a medicamentos
biolégicos, mas também ocorrendo durante a
resposta a algumas infeccdes (57, 58). Essa
sindrome é o resultado de uma tempestade de
citocinas.

Os perfis sistémicos de citocinas
observados em pacientes com COVID-19 grave
mostram semelhancas com os observados nas
sindromes de liberacdo de citocinas, como a
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sindrome de ativacdo de macréfagos, com
aumento da produgdo de IL-6, IL-7, IL-1, fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) e Interferon-gama
(IFN-y) e também de quimiocinas inflamatdrias.
Portanto, pacientes com infec¢do viral sdo
particularmente suscetiveis a sindrome do
desconforto respiratdrio agudo e faléncia de
multiplos érgdos (Figura 5). Tempestade de
citocinas e baixos linfécitos também sdo
especificos em outras doengas graves pelo
coronavirus (como SARS e MERS) e estdo
positivamente relacionadas a progressdo e
gravidade da doenca (56). Acredita-se também
gue a ativacao desregulada do compartimento de
fagdécitos mononucleares contribui para a
hiperinflamagdo associada a COVID-19 (59).

18 Tempestade de Citocinas— SDRA e SDMO

t
IL-1, IL-6, TNF-alfa, Interferon, etc.

b O

Macréfagos NK

Células Epiteliais do Pulmdo Citocinas ?
o

cccoce - Q st—’\——é’

Q 1 Células T
SARS-CoV-2 —

Células Dendriticas

Figura 5. Mecanismo da tempestade inflamatoria.
1. Apresentagdo do antigeno por células dendriticas.
2. As células T sdo ativadas e comegam a se reproduzir.
3. Uma grande quantidade de citocina é secretada durante a
ativagao das célulasT. 4. As células T ativadas liberam citocina
e estas ativam células B, macrofagos e células NK. As citocinas
sdo secretadas. A tempestade de citocinas leva a Sindrome
do Desconforto Respiratério Agudo (SDRA) e a Sindrome de
Disfung3o de Multiplos Orgdos (SDMO).

Fonte: Zhang, Y., Geng, Tan, Y., New understanding of the damage of
SARS-CoV-2 infection outside the respiratory system, Biom and
Pharm, 127, 2020. https://doi.org/10.1016/j.biopha.2020.110195
(Referéncia 102).

Também foi proposto um papel biolégico
relevante para a ferritina em condigdes
relacionadas a SLC, bem como em doencgas
autoimunes. A presenca de hiperferritinemia é,
de fato, uma caracteristica bem conhecida em
pacientes com diferentes condi¢Ges auto-imunes,
como artrite reumatoide (AR), lUpus eritematoso
sistémico (LES) e sindrome antifosfolipidica (57).
A ferritina também pode ser uma molécula de
sinalizacdo pré-inflamatéria, e a hiperferritinemia
tem sido associada a diferentes condicdes

Células T Ativadas
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relacionadas a SLC, como a sindrome de ativacao
de macroéfagos e choque séptico (57), uma vez que,
a sintese de ferritina é mediada, ndo apenas pela
disponibilidade de ferro, mas também por IL-1, IL-
6 e TNF (60), que sdo super expressados durante a
SLC.

Nos pacientes com SARS-CoV-2 com pior
progndstico, IL-6, IL-10 e TNF-a aumentam
rapidamente e atingem niveis elevados. Por outro
lado, em pacientes com sintomas mais leves,
essas citocinas atingem niveis mais baixos, com
sua expressao aumentando na fase de doenga e
diminuindo durante afase de recuperacdo (61).

Varios estudos demonstraram que a
disfuncdo da coagulacgdo existe em pacientes com
grave pneumonia por coronavirus (62,63), 0 que
estd claramente correlacionado com um mau
progndstico (63). Os parametros de coagulacao
convencionais de pacientes em unidades de
terapia intensiva (UTI) foram significativamente
maiores do que aqueles de pacientes ndo
internados em UTI (64).

Pacientes com infeccdo grave tém maior
probabilidade de ter coagulopatia associada ao
COVID-19 do que pacientes com infeccdo leve, e
aqueles que morrem de COVID-19 sdao mais
propensos a atender aos critérios da International
Society on Thrombosis and Haemostasis (ISTH) para
Coagulagdo Intravascular Disseminada (CIVD) em
comparagao com os sobreviventes (63, 65).

A ativacdo da coagulagdo e da CIVD é uma
caracteristica da lesdo de 6rgdos na sepse, onde é
principalmente mediada por citocinas
inflamatadrias (66).

A ativagdo de mondcitos sanguineos induz
a expressdo do fator tecidual (Fator Ill da
coagulagdo). As células endoteliais sao ativadas
por citocinas e particulas virais e acarretam dano
endotelial, expondo o fator tecidual. O fator
tecidual expresso pelos mondcitos ativados,
microvesiculas derivadas de mondcitos e células
endoteliais, ativa a via de coagulacdo extrinseca,
levando a deposicdo de fibrina e coagulacdo do
sangue (65). Além disso, as principais vias dos
anticoagulantes naturais, como a antitrombina ou
o inibidor da via do fator tecidual (TFPI), quase
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sempre sdo prejudicadas durante a inflamacao,
contribuindo ainda mais para a propagac¢do da
coagulagdo(65).

Portanto, a inflamagdo associada a
COVID-19 e subsequente ativacdo da coagulacao
€ a causa provavel dos niveis elevados de
D-dimero, onde a infeccdo é uma etiologia
importante (67).

Assim, pacientes hospitalizados com
infeccao pela COVID-19 devem realizar testes de
coagulacao na admissao, incluindo D-dimero, TP,
TTPa, fibrinogénio e contagem de plaquetas, os
quais sdo testes que podem fornecer informacdGes
progndsticas Uteis. O aumento do D-dimero
associado aos nao sobreviventes e a rapida queda
no fibrinogénio associado a CIVD podem ser
observados 7 a 11 dias apds o inicio dos sintomas
(54, 63, 68). Elevado D-dimero, TP e TTPa, com
diminuicdo da contagem de fibrinogénio e
plaquetas, também coincide com a duragao da
hospitalizagdo, comegando claramente entre 7 a
10 dias apos a internagdo, embora o aumento do
D-dimero possainiciar a partirdo 42 dia (70).

Resumindo (70):

1.A coagulopatia se manifesta com
fibrinogénio e D-dimeros elevados, e alteracao
minima no TP, TTPa e contagem de plagquetas nos
estagiosiniciais dainfeccao.

2.0s niveis crescentes de IL-6 estdo
correlacionados com o aumento dos niveis de
fibrinogénio.

3. A coagulopatia parece estar relacionada a
gravidade da doenca e consequente inflamacdo da
tromboinfecdo e ndo a atividade viral intrinseca.

4.D-dimero elevado na admissdo esta
associado ao aumento da mortalidade (69).

5. 0 aumento do D-dimero apds a admissao
precede adisfungao de multiplos 6rgaos e a CIVD.

6. Manifestagcdes de sangramento nao sao
comuns, apesar da coagulopatia.



A Figura 6 abaixo resume os principais marcadores bioquimicos e hematolégicos de progressao da

COVID-19 ede suaseveridade (105).

Resposta Pro-inflamatadria Consistente de Tempestade de Citocinas
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COVID Severa

AST

ALT

G-GT

LDH
Bilirrubina
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Progressdo para Insuficiéncia de Multiplos Orgdos
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Figura 6. Marcadores bioquimicos e hematolégicos da progressao da COVID-19.

Fonte: Bohn et al.: Molecular, serological, and biochemical diagnosis and monitoring of COVID-19.

Clin Chem Lab Med 2020. (Referéncia 105)

Vale ressaltar também, que o envolvimento
renal é comum em pacientes com COVID-19, os
quais podem apresentar proteinuria na admissdo
hospitalar, enquanto a lesdo renal aguda
frequentemente se desenvolve em estagios
posteriores em pacientes criticos e é reconhecida
como um marcador de disfuncdo de multiplos
orgdos e gravidade da doenga (71). A causa do
comprometimento renal é, provavelmente,
multifatorial, devido a comorbidade
cardiovascular e predisponentes, como sepse,
hipovolemia e nefrotoxinas. A insuficiéncia
ventricular direita secunddria a pneumonia por
COVID-19, pode levar a congestdo renal e
consequente insuficiénciarenal aguda. Da mesma
forma, a disfuncdo ventricular esquerda leva a
baixo débito cardiaco, subenchimento arterial e
hipoperfusdo renal (71) (Figura 7).
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Figura 7. Insuficiéncia renal aguda na COVID-19. Possiveis
consequéncias hemodindmicas, pré-inflamatérias e pro-
apoptoticas da inflamagdo pulmonar, sindrome de liberagdo de
citocinas e hipercoagulabilidade nafungdorenal.

Fonte: Ronco, C., Reis, T., Husain-Syed, F., Management of acute

kidney injury in patients with COVID-19. Lancet Respir Med, 5, 2020
https://doi.org/10.1016/52213-2600(20)30229-0 (Referéncia 71)



COVID-19 | WAMA Diagndstica

DIAGNOSTICO LABORATORIAL
DA COVID-19

Viérias linhas de evidéncias contribuem
para demonstrar que o diagndstico etioldgico da
infecdo por SARS-CoV-2 ndo serd possivel sem
testes laboratoriais, seja pela identificacdo direta
da presenca do virus em amostras biolégicas com
testes moleculares, seja por meio da resposta
imunoldgica contra o virus através da
identificacao de anticorpos especificos. A enorme
discussdo movida dentro da area médica
especializada, bem como fora dela, incluindo ai os
varios setores de representatividade da
sociedade, em face dos interesses envolvidos,
motivados por indices econdmicos desastrosos e
Obitos em escala crescente, além da exigéncia de
retaguarda hospitalar adequada e suficiente,
reconheceu ser a medicina laboratorial
fundamental na estratificacdo de risco pela
disponibilidade de muitos testes, como contagem
de células sanguineas e biomarcadores
inflamatérios, cardiacos, musculares, hepaticos,
renais e hemostaticos, os quais sdo elementos
essenciais para identificar um subconjunto de
pacientes comrisco aumentado de desenvolver as
complicagdes mais graves da COVID-19, como a
sindrome do desconforto respiratério agudo
(SDRA), sindrome da resposta inflamatdria severa
(SRIS) einsuficiéncia de multiplos érgdos (72, 73).

Dentro deste contexto, utilizar as
ferramentas laboratoriais disponiveis para a
identificacdo de portadores sintomaticos e
assintomaticos, para o rastreamento de cadeias
de infeccdo, identificando infecgdes persistentes
ou passadas, para o rastreamento de pessoas
potencialmente imunizadas, que ndo
desenvolveram sintomas, o que contribui para
diferenciar as pessoas ainda em risco, bem como
para auxiliar na decisdo no momento da liberagao
de pacientes da assisténcia médica e nos estudos
epidemioldgicos da populagdo, ddo ao laboratério
o reconhecimento de seu verdadeiro papel de
especialidade médica participante na promoc¢ao
dasaude.

Assim, o conhecimento das caracteristicas
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de cada teste, sua aplicacdo e interpretacdo de
seus resultados tornam-se ferramentas
extremamente Uteis para a tomada de decisdo e
implementacdao de medidas coerentes e
adequadas aos objetivos propostos. Conhecer se
o teste detecta a infec¢do diretamente (o proprio
virus) ou indiretamente (anticorpos do
hospedeiro), o tempo de resposta do teste, a
capacidade de realizar vérios testes ao mesmo
tempo, a necessidade de numero minimo de
amostras e a funcionalidade na aplicacdo do teste
em ambientes com pouca infraestrutura, sao
elementos necessarios para a correta aplicacdo e
interpretacdo de seus resultados.

O Food and Drug Administration (FDA) dos
EUA classifica os testes de diagndstico por sua
complexidade: os testes descartaveis sdo os
disponiveis para uso no ponto de atendimento,
enquanto os testes de complexidade moderada e
alta devem serrealizados em laboratério.

Em geral, os ensaios atualmente dispo-
niveis para COVID-19 podem ser classificados em
dois grupos:

« O primeiro grupo, de testes viroldgicos, inclui
testes que podem detectar a presenca dos
componentes do virus (material genético ou
antigenos). Esses testes podem confirmar o
diagndstico de pacientes com sintomas
compativeis com COVID-19, detectar infeccdes
em populagdes com alto risco de infeccdo
(como profissionais de salde) ou gravidade
(hipertensdo, diabetes, obesidade, historia
cardiovascular, respiratdria crdnica,
imunossupressao, cancer, etc.) e avaliar se um
individuo recuperado da COVID-19 ainda pode
serinfeccioso.

« O segundo grupo de testes, soroldgicos,
detecta anticorpos, IgM e/ou IgG, gerados
como parte da resposta imune do individuo
contra o virus SARS-CoV-2, ou seja, indicam
contato anterior ou em andamento. A
imunidade (“protecdo”) conferida pelos
anticorpos ainda esta sob investigacdo. Uma
vez disponiveis evidéncias suficientes, os
testes soroldgicos seriam, juntamente com
deteccdo direta do virus, uma ferramenta



essencial no desenvolvimento de estratégias
gue permitam o relaxamento das medidas
atuais de saude publica.

A interpretacdo adequada dos resultados
obtidos em qualquer tipo de ensaio deve ser
realizada com cuidado e considerando a dinamica
da infeccdo (quando a amostra é coletada e a
qualidade dessa amostra) e o objetivo para o qual
a amostra é coletada (diagndstico, soropreva-
[éncia, etc.).

TESTE MOLECULAR
RT-PCR

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é
uma técnica laboratorial de rotina usada para
amplificar pequenas amostras de DNA em
guantidades maiores que podem ser detectadas e
analisadas.

Para virus de RNA, como SARS-CoV-2, a
reacdo em cadeia da polimerase é precedida de
uma etapa adicional para produzir um modelo de
DNA complementar (cDNA) a partir do RNA, pela
adicdo de uma enzima chamada transcriptase
reversa, daia Transcrigdo Reversa-PCR (RT-PCR).

A PCR comeca entdo pela adicdo de
sequéncias curtas de DNA conhecidas como
iniciadores, que se ligam as cadeias virais de DNA.
A secdo de fita dupla do DNA é entdo reconhecida
e ligada por uma enzima polimerase termoestavel
gue atua como uma fotocopiadora molecular para
estender a sequéncia e produzir uma fita
complementar completa.

Controlando as etapas de anelamento
(recozimento), extensdo e desnaturagdao com
mudancas de temperatura, a amostra inicial de
DNA viral pode ser amplificada
exponencialmente, seguida pela adi¢gao de sondas
de DNA especificas que produzem um sinal
detectavel (geralmente fluorescente) para
confirmar o agente etioldgico (Figura 8).
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Figura 8. Diagrama mostrando os principais estagios da reagdo
em cadeia da polimerase. Uma vez gerado, um modelo de
cDNA é adicionado a um termociclador, juntamente com
nucleotideos livres, iniciadores e polimerase Taq (enzima
termoestavel). O dsDNA é desnaturado com calor para criar
corddes Unicos. A temperatura é entdo baixada para permitir
que os iniciadores emparelhem sequéncias de DNA
complementares. Ao elevar a temperatura mais uma vez, a
polimerase Tag termoestdvel pode catalisar a adicdo de
nucleotideos a crescentes fitas de DNA complementares.

Embora a dindamica da infecgao, incluindo a
secrecdo viral em diferentes fluidos, ainda esteja
em estudo, até o momento foi possivel
estabelecer que o virus pode ser detectado pelo
menos 48 horas antes do inicio dos sintomas
(casos pré-sintomaticos) e até 12-14 dias (média
de 6-7 dias) depois, em amostras do trato
respiratorio superior (swabs naso/orofaringeos),
e até 20 dias ou mais em amostras do trato
respiratério inferior, incluindo escarro, aspirado
traqueal e lavagem bronqueoalveolar (74, 75, 76).

A precisdo diagndstica de muitos testes de
RT-PCR atualmente disponiveis para a deteccao de
SARS-CoV-2 pode ser menor que o ideal (77, 78). A
coleta da amostra é o fator preanalitico mais
importante para se evitar resultados falsos
negativos, e o RT-PCR n3ao mostra sensibilidade
totalmente satisfatéria quando a amostra é obtida
do trato respiratério superior (79, 80). Estudo com
205 pacientes com infecgdo por COVID-19
confirmada, mostrou que a positividade do RT-
PCR foi maior em amostras de lavado
broncoalveolar (93%), seguidas de escarro (72%),
swab nasofaringeos (63%) e swab orofaringeos
(32%) (81). Os resultados falsos negativos
ocorreram principalmente pelo momento
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inadequado da coleta das amostras em relagdo ao
inicio da doenca e a deficiéncia na técnica da
coleta, especialmente nos swabs do naso e
orofaringeos. A heterogeneidade do material da
amostra respiratdria e a localizacdo anatémica da
amostra a ser coletada afetam a sensibilidade dos
testes de 4cido nucléico viral para SARS-CoV-2 (82).
Ha relatos em que a associacdo da RT-PCR com o
teste soroldgico pode melhorar a detec¢do de
casos, com sensibilidade e especificidade
préximas a 100%, quando realizadas por 7 ou mais
dias a partir do inicio dos sintomas (83). Nesta
mesma publicacao de Zhao, pode-se observar que
nos 7 primeiros dias da sintomatologia, o teste de
RNA apresentou maior sensibilidade (66,7%),
enquanto os testes de anticorpos mostraram
taxas de positividade de 38,3%. Entretanto, a
partir do 82 dia, a taxa de sensibilidade dos
anticorpos foi superior as do teste de RNA, bem
como do 152 ao 392 dia o RNA foi detectavel em
apenas 45,5% das amostras, enquanto a presenca
de anticorpos era préxima de 100%.

O fato do teste de RT-PCR poder ser
inicialmente negativo em pacientes com infec¢ao
por SARS-CoV-2 pode estar relacionado a cinética
provavel da infeccdo, ou seja, a intensidade da
carga viral pode afetar a sensibilidade analitica
dos testes moleculares utilizados atualmente.
Assim, pode ser identificada duas zonas cinzentas
potencialmente responsaveis pela falsa
negatividade atribuivel a baixa carga viral. A
primeira corresponderia a fase inicial da infeccao,
guando o paciente ainda estda completamente
assintomatico ou apenas levemente sintomatico.
O derramamento de virus pode ter sido iniciado,
mas sua carga é baixa para ser identificada por
alguns ensaios de RT-PCR (Figura 9). A segunda
refletiria a cauda da infeccdo por SARS- CoV-2,
guando ja ha alivio dos sintomas. Nesta fase, o
derramamento viral ainda persiste, embora
permaneca abaixo da sensibilidade analitica de
alguns ensaios de RT-PCR (84).
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Inicio dos Sintomas  Alivio dos Sintomas

Infeccdo

Janela Diagnéstica
RT-PCR

Carga Viral no Naso e Orofaringeo

Limite de Sensibilidade
RT-PCR

-10 S 0 S 10 15

Dias do Inicio dos Sintomas

20 25

Falso Negativo Falso Negativo

Figura 9. Correspondéncia entre desenvolvimento da carga viral
durante infec¢do por SARSCoV-2, sindrome clinica aguda grave,
curso clinico e positividade de ensaios em tempo real de reagao
em cadeia da polimerase comtranscri¢do reversa (rRT-PCR).

Fonte: Lippi, G., Simundic, A.M. and Plebani, M., Potential preanalytical and
analytical vulnerabilities in the laboratory diagnosis of coronavirus disease
2019(COVID-19).ClinChem. Lab Med., 58 (7), 2020 (Referéncia 84).

Portanto, um resultado negativo no teste
de RT-PCR ndo descarta completamente a
infeccdo por SARS-CoV-2 e ndo deve ser usado
como elemento Unico para o gerenciamento das
decisdes clinicas e o reteste deve ser sempre
considerado (85).

TESTES DE PESQUISA DE
ANTIGENO VIRAL

A partir das informacGes recuperaveis da
literatura e de outras fontes, os testes atuais de
antigeno, até o momento, ndo sdo acompanhados
de provas suficientes de suas caracteristicas de
desempenho, tais seja esse o fator de tdo poucos
testes disponiveis comercialmente.

Seu uso pretendido é o de reduzir o nimero
detestes de RT-PCR, uma vez ser de facil execucao,
utilizacdo no ponto de atendimento (POC) e
rapida obtencdo de resultado. Entretanto, sua
performance dependente de alta carga viral reduz
muito sua sensibilidade, acarretando muitos
resultados falsos negativos, exigindo confirmacao
com o RT-PCR quando o resultado é negativo (106).



TESTES SOROLOGICOS

Os testes soroldgicos para SARS-CoV-2 tém
agora Autoriza¢do de Uso de Emergéncia (EUA)
pelo Food and Drug Administration (FDA) dos
EUA, que analisou independentemente seu
desempenho. Ndo ha vantagem identificada nos
ensaios, se eles testam para IgG, I1gM e 1gG ou
anticorpo total (86).

Os testes sorolégicos para SARS-CoV-2
podem desempenhar um papel importante no
entendimento da epidemiologia do virus na
populacdo em geral e na identificacdo de grupos
com maior risco de infec¢do. Diferentemente dos
métodos de deteccdo direta viral, como testes de
amplificacdo de acido nucleico, que podem
detectar pessoas com infeccdo ativa, os testes de
anticorpos ajudam a determinar se o individuo
gue esta sendo testado ja foi infectado, mesmo
que essa pessoa nunca tenha apresentado
sintomas. Eles detectam a infeccdo pelo virus
SARS-CoV-2, indiretamente, em declinio ou
pregressa, medindo a resposta imune humoral do
hospedeiro ao virus. Portanto, os testes
sorolégicos normalmente ndo substituem os
métodos de deteccdo direta como a principal
ferramenta para diagnosticar uma infec¢do ativa
por SARS-CoV-2, mas eles tém varias aplicagOes
importantes no monitoramento e resposta a
pandemiade COVID-19.

Eles podem ajudar a determinar a
proporgcdo de uma populagdo previamente
infectada por SARS-CoV-2 e fornecer informagdes
sobre populagdes que “podem” estar imunes e
potencialmente protegidas. Assim, os padrdes
demograficos e geograficos dos resultados dos
testes soroldgicos podem ajudar a determinar
guais comunidades podem ter experimentado
uma maior taxa de infeccdo e, portanto, podem
ter maiores taxas da chamada “imunidade de
rebanho”. Em alguns casos, os resultados dos
testes soroldgicos podem ajudar a identificar
pessoas potencialmente infectadas com SARS-
CoV-2 e determinar quem pode se qualificar para
doar sangue, que pode ser usado na fabricacdo de
plasma convalescente para um possivel uso no
tratamento de pacientes gravemente enfermos
com COVID-19 (86).
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ALVOS ANTIGENICOS E CINETICA
DOS ANTICORPOS

Os dois principais alvos antigénicos do virus
SARS-CoV-2 contra os quais 0s anticorpos sao
dirigidos sdo a glicoproteina Spike (S) e a
fosfoproteina do nucleocapsideo (N). Enquanto a
proteina S é essencial para a entrada do virus na
célula hospedeira e estd presente na superficie
viral, a proteina N é a proteina imunodominante
mais abundantemente e que interage com o RNA
viral. Multiplas formas de proteina S ,
comprimento total (S1 + S2) ou parcial (dominio
S1 ou dominio de ligacdo ao receptor (RBD)), sdo
usadas como antigenos. O alvo da proteina
determina a reatividade cruzada e a
especificidade, porque N é mais conservada nos
coronavirus que S, e, dentro de S, o RBD é mais
conservado que S1 ou S total, portanto, essas
caracteristicas de conservacdo dessas proteinas
entre os varios tipos de coronavirus sdo
responsaveis pelas reagdes cruzadas nos testes
sorolégicos, causando, algumas vezes, falsos
resultados positivos.

Assim, testes que detectam anticorpos para
N seriam os mais sensiveis. No entanto, o dominio
de ligagdo ao receptor da proteina S (RBD-S) e os
anticorpos para o RBD-S seriam mais especificos,
e espera-se que sejam neutralizantes. Portanto, o
uso de um ou de ambos os antigenos para
detectar IgG e IgM resultaria em alta sensibilidade
(87). Estudo também tem mostrado ser a proteina
N o melhor candidato ao diagndstico precoce,
devido a sua alta imunogenicidade e acumulo
intracelular antes do empacotamento viral (88).
Entretanto, a imunidade protetora é realizada
apenas pela proteina S, que mostrou altos titulos
de anticorpos neutralizantes contra o SARS-CoV-1,
o que ndo foiobservado coma proteina N (89).

Ha também padrdes diferentes na cinética
de anticorpos entre pacientes graves, internados
em UTI, e ndo graves (fora de UTI). Nestes ultimos,
os anticorpos IgM atingiram um pico na segunda
semana apods o inicio dos sintomas, declinando na
terceira semana, enquanto a IgG iniciou sua
soroconversao na segunda semana e continuou a
aumentar na terceira semana (76, 83, 89). Jd nos
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pacientes em UTI os niveis de IgM mostram
comportamento irregular, uma vez que sdo
baixos, na sua grande maioria (63,6%), ou
elevados em 36,3%, e a IgG foi elevada em todos
os pacientes, excedendo a IgM na segunda
semanaapds oinicio dos sintomas (89).

s

A sorologia também é importante para
pacientes com cargas virais muito baixas, ou seja,
abaixo do limite de detecg¢do dos testes de RT-PCR
(Figura 10). Entretanto, como a maioria dos
pacientes apresentam concentra¢des de
anticorpos crescentes apds 10 dias do inicio dos
sintomas, a coleta de amostras seriais de soro na
fase de convalescéncia seria mais util (87). As
guantidades séricas de IgG podem aumentar ao
mesmo tempo ou mais cedo que a IgM anti-SARS-
CoV-2, sendo que a soroconversao precoce de IgG
em relacdo a IgM pode estar relacionada a
sensibilidade do teste soroldgico (80, 87).

Antes dos Sintomas

PCR - Provavelmente (+) PCR - Provavelmente (-)

Improvavel Detecgdo

. Lavado Broncoalveolar (PCR}
Fezes PCR)

e Swab Nasofarineeo (PCR)
solamento Viral Trato Respiratorio

Figura 10. Intervalos de tempo estimados e as taxas de detecgdo
viral sdo baseados em dados de vdrios relatérios publicados.
Devido a variabilidade nos valores entre os estudos, os intervalos
de tempo estimados devem ser considerados aproximagoes.

Fonte: Sethuraman, N. et al., Interpreting Diagnostic Tests for SARS-CoV-
2.JAMA, Published online May 6, 2020 (Referéncia 75).

Apesar da resposta imune e da cinética de
anticorpos esperada na COVID-19 seja similar a de
outras doengas virais ja bastante conhecidas,
estudos continuam e precisam ser realizados para
gue o esclarecimento sobre o comportamento do
hospedeiro a infeccdo pelo SARS-CoV-2 seja
totalmente elucidado. Artigo recente de Quan-Xin
Long et al., publicado na revista Nature Medicine,
estudando 37 individuos assintomdticos no
distrito de Wanzhou que foram diagnosticados
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com infec¢Ges por SARS-CoV-2 confirmadas por
RT-PCR, mas sem sintomas clinicos relevantes nos
14 dias anteriores e durante a hospitalizacdo,
mostrou que a dura¢dao mediana do
derramamento viral no grupo assintomatico foi de
19 dias (intervalo interquartil (IQR), 15-26 dias),
sendo esta significativamente maior do que no
grupo sintomatico, e que os niveis de IgG
especificos para o virus no grupo assintomatico
foram significativamente menores em relacdo ao
grupo sintomatico durante a fase aguda. Esses
individuos assintomaticos, apresentaram reducdo
nos niveis de IgG e de anticorpos neutralizantes
durante a fase inicial da convalescéncia em
comparacdo com os pacientes sintomaticos,
sendo que 40% dos assintomaticos se tornaram
soronegativos contra 12,9% do grupo sintomatico
(91). Além disso, individuos assintomaticos
exibiram niveis mais baixos de 18 citocinas pro e
anti-inflamatdrias. Esses dados sugerem que
individuos assintomaticos tiveram uma resposta
imune mais fraca a infecgdo por SARS-CoV-2.

Embora a compreensdo sobre o
comportamento desta nova infeccao viral seja
ainda perseguida, o Johns Hopkins Center for
Health conceitua que os testes de RT-PCR
atualmente sdo usados para diagnosticar casos de
COVID-19 indicando apenas a presenca do
material viral durante a infec¢ao e ndo informa se
uma pessoa foi infectada e subsequentemente
recuperada. Ja os testes soroldgicos fornecem
mais detalhes sobre a prevaléncia da doenga na
populacdo, identificando individuos que
desenvolveram anticorpos contra o virus(92).

TIPOS DE TESTES SOROLOGICOS

Diferentes tipos de ensaios podem ser
usados para determinar diferentes aspectos da
resposta imune e da funcionalidade dos
anticorpos. Os testes podem ser amplamente
classificados para detectar anticorpos de ligacdo.

Esses testes usam proteinas purificadas do
SARS-CoV-2, nao virus vivo. Com reagentes
especificos, anticorpos individuais, como IgG, IgM
e IgA, podem ser determinados. Em geral, a IgM é
um dos primeiros anticorpos produzidos apds a



infeccdo e é mais util para determinar a infecgao
recente, enquanto a IgG geralmente se
desenvolve apds a IgM e pode permanecer
detectavel por meses ou anos. A IgA é importante
paraaimunidade da mucosa e pode ser detectada
em secre¢des mucosas como saliva, além do
sangue, embora seu significado na COVID-19
ainda esteja por ser determinado (86).
Dependendo da complexidade dos ensaios, esses
testes podem ser realizados rapidamente (menos
de 30 minutos) no ponto de atendimento ou em
poucas horas em laboratério.

Os testes que detectam anticorpos de
ligacdo se enquadram em duas grandes
categorias:

1. Testes no Ponto de Atendimento
(POC — Point of Care): utilizam metodologia de
fluxo lateral, também conhecida como
imunocromatografia, sdo também chamados de
RDT (Rapid Diagnostic Test). Eles podem detectar
IgG ou IgG e IgM, ou anticorpo total no soro,
plasma, sangue total e/ou saliva (Figura 11). Uma
vantagem desses testes é que alguns deles
permitem ser realizados em amostras de sangue
obtidas por puncdo digital em vez de puncao
venosa.

Antigenos Recombinantes
marcados com ouro coloidal

/

Linha 1
IgM

Amostra

Diregdo do Fluxo da Amostra

LinhaC
Controle

Linha 2
IgG

Figura 11. Desenho de um ensaio de fluxo lateral mostrando a
diregdo do fluxo ao se dispensar a amostra, os antigenos
recombinantes que se ligardo aos anticorpos (IgM e/ou 1gG)
quando presentes, alinha 1 teste que capturara os anticorpos
IgM da amostra, se presentes, a linha 2 teste que capturard os
anticorpos IgG da amostra, se presentes, e a linha C controle,
cuja presenga garante o correto funcionamento do teste.

2.Testes de Laboratdrio: utilizam a
metodologia ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) ou CIA (chemiluminescent
immunoassay) para deteccdo de anticorpos,
exigindo profissionais qualificados e instrumentos
especificos. Com base nos reagentes, IgG, IgM e
IgA podem ser detectados separadamente ou
combinados, como no caso de anticorpos total.
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Figura 12. Os ELISAs Indiretos 1gG e IgM detectam respostas
de anticorpos 1gG ou IgM a um antigeno especifico e sdo um
dos ELISAs mais simples. A placa é revestida com antigeno e a
amostra do paciente é aplicada. A 1gG ou IgM especifica na
amostra ird entdo ligar-se e ser detectada por anticorpos IgG
ou lgM anti-humanos para produzir umsinal.

Ac marcado com

Ac 1gM especifico
enzima i

do paciente

Ag Viral

Ac 1gG especifico
do paciente

N R

oy SCARES
X XY

X X
186G Anti-humana imobilizada 6G anikiuaon w"’””““ lizada

na microplaca

ELISA - CAPTURA DE IgG ELISA -~ CAPTURA DE IgM

Figura 13. Nos ELISAs de captura de IgG e IgM, a microplaca é
revestida com IgG anti-humana. Quando a amostra do
paciente é adicionada, todos os anticorpos 1gG ou IgM da
amostra se ligam a eles. Em seguida, um antigeno especifico é
adicionado, o qual é “capturado” pela IgG ou IgM do
paciente, se houver anticorpos IgG ou IgM especificos na
amostra do paciente. A ligagdao do antigeno é entdo
detectada com um anticorpo especifico marcado com uma
enzima (ou o antigeno pode ser diretamente marcado em
alguns casos). Os ELISAs de captura de IgM sdo mais
comumente usados, pois evitam a necessidade de remogao
de lgG como nos ELISAs indiretos.

Osimunoensaios quimioluminescentes sao
variagOes de um ELISA padrao, onde uma enzima
converte um substrato para que a reagao emita luz
em vez de desenvolver cor visivel. Diferentes
tipos de substratos sdo usados na
guimioluminescéncia, onde os mais populares
sdo o luminol ou seus derivados e o éster de
acridina. A vantagem da quimioluminescéncia em
relagdo ao ELISA é sua mais alta sensibilidade e
especificidade, bem como maior linearidade e
menos interferentes.

Ao contrario do material genético
pesquisado nos testes moleculares, os anticorpos
desenvolvidos contra um patdgeno persistem na
corrente sanguinea por muitos anos apods a
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infeccdo e variam em tipo e concentragdo de
acordo com o estdgio da infec¢do ou tempo apds a
exposicdo ao patdgeno. Isso torna os testes
soroldgicos inestimdveis para o estudo da
epidemiologia da doenga ao longo de muitos anos
e podem ser usados para estudar a prevaléncia de
doencas presentes e passadas em diferentes
populacées ao longo do tempo. O ELISA e a
quimioluminescéncia requerem equipamento e
treinamento especializados em laboratério,
enquanto o teste Lateral Flow é um imunoensaio
mais compacto e robusto e que vem sendo
amplamente adotado como teste diagndstico no
ponto de atendimento (POC).

DESEMPENHO DOS TESTES
SOROLOGICOS

Como ja comentado, a resposta
imunoldgica varia entre individuos,
consequentemente, o tempo para que a
concentracdo dos anticorpos esteja em nivel
capaz de ser detectada pelo teste sorolégico
também é varidvel. Esta caracteristica da
sorologia traz bastante confusao na sua aplicacao
e interpretacdo dos resultados do teste. Assim,
conhecer sobre as varidveis envolvidas em um
teste sorolégico, ndo sé permite a escolha de um
teste com melhor desempenho, como também
auxilia na sua correta aplicagao.

A sensibilidade e especificidade sdo
medidas importantes de um teste diagndstico,
uma vez que nos ddo ideia do desempenho do
teste em comparagdo com o de um teste padrao
ouro. Essas caracteristicas sdo determinadas
usando um conjunto definido de amostras
negativas e positivas (93,97).

e Sensibilidade: é a proporcao de individuos que
tém a doenca e apresentam teste positivo.

» Especificidade: é a proporgao de individuos que
ndotémadoenca e apresentam teste negativo.
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Exemplo: Tabela 1

Resultado RI-PCH Total
(+) (-)
TS (+) a=39 b=20 a+b =59
TS (-) c=18 d=81 c+d =89
Total at+c =47 b+d =101 at+b+c+d =148

Tabela 1. Desempenho do Teste Soroldgico (TS) frente a RT-
PCR, onde a = verdadeiros positivos, b = falsos positivos,
c=falsos negativos e d = verdadeiros negativos.
=a/(a+c) >39/(39+8)=39/47=0,8297 x 100
=82,97%
=d/(b+d) > 81/(20+81)=81/101=0,8019x 100
=80,19%

No exemplo da Tabela 1, o numero de
verdadeiros positivos é 39 (a), que dividido pelo
total de individuos com a doenca ((a+c) = 47)
resulta em 82,97%, o qual corresponde a
sensibilidade do teste sorolégico. J4 o nimero de
verdadeiros negativos é 81 (d), que dividido pelo
total de individuos sem a doenga ((b+d) = 101)
resulta em 80,19%, o qual corresponde a
especificidade do teste soroldgico.

Ha dois conceitos sobre sensibilidade e
especificidade que precisamos entender. Um é a
sensibilidade analitica do teste, ou seja, mede sua
precisdo ou a quantidade minima detectdvel em
um determinado sistema de andlise. Portanto, a
sensibilidade analitica mede a capacidade de se
obter resultados positivos frente aos resultados
positivos obtidos por um método de referéncia. Ja
a especificidade analitica é usada para medir o
grau de reatividade cruzada em um sistema de
analise. Portanto, a especificidade analitica mede
a menor interferéncia de outras substancias,
sejam elas anticorpos ou antigenos que podem
causar resultados positivos em individuos ndo
doentes. O outro conceito é a sensibilidade clinica
ou diagndstica de um teste, a qual mede a
porcentagem de amostras positivas em individuos
infectados. Ja a especificidade clinica ou
diagndéstica mede a porcentagem de amostras
negativas emindividuos nao infectados.

O teste ideal seria aquele que mostrasse
uma sensibilidade e especificidade iguais a 100%.
Na pratica, no entanto, essa condicdo ndo é
alcancada, e as tentativas de se aumentar a
sensibilidade diagndstica do teste resultam em



uma diminui¢do na sua especificidade, bem como
o contrario também é verdadeiro. Este dilema
pode ser ilustrado da seguinte maneira: Um
médico que diz a todo paciente que o consulta,
que ele ou ela esta sofrendo de quadro gripal,
alcancard a pontuacdo mais alta possivel em
relacdo a deteccdo de gripe, ou seja, 100%. No
entanto, a especificidade diagndstica de seu
método de deteccdo é de 0%, pois nenhum dos
pacientes sem gripe é por ele indicado como
negativo. Assim que o médico tentar ser mais
especifico no diagndstico dos pacientes, ele
percebera que sua sensibilidade diagndstica
diminui. Esse exemplo alerta-nos para que nunca
devemos ficar satisfeitos com um teste com uma
sensibilidade diagndstica de 100%, sem conhecer
sua especificidade diagndstica.

Assim, o que devemos fazer quando é
necessdrio escolher entre testes com diferentes
valores para sensibilidade e especificidade para o
diagndstico? E necessario definir o objetivo da
aplicacdo do teste. Se falsos resultados negativos
nao podem ser tolerados, mas falsos positivos sao
aceitdveis, como em bancos de sangue, por
exemplo, deve-se utilizar testes de alta
sensibilidade. Entretanto, nos casos em que a
prevaléncia da doenca é baixa, a alta
especificidade diagndstica é mais importante do
gue a sensibilidade, pois isso evitaria a obtencao
de muitos resultados falsos positivos.

Também devemos estar atentos ao fato de
gue a sensibilidade de um teste pode variar em
diferentes estagios da doenga. Um teste que tem
sensibilidade de 100% na fase tardia da doenca
pode ter uma sensibilidade menor nas fases mais
precoces. Isto pode ocorrer porque a quantidade
de anticorpos tende a ser pequena nos estagios
iniciais da doencga, resultando em testes
negativos, como temos observado na infecgao
pela COVID-19.

Em termos praticos, é mais util o resultado
negativo de um teste sensivel e o resultado
positivo de um teste especifico. Portanto, no
contexto epidemioldgico e clinico, a validade de
um marcador soroldgico diz respeito a capacidade
com que ele pode predizer a ocorréncia da
infeccdo. Nessas circunstancias, devemos estar
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preparados para responder a seguinte quest3do:
dado que o teste apresentou resultado positivo
(ou negativo), qual a probabilidade do individuo
ser realmente portador da infecgdo (ou sadio)?
Esse atributo do teste é conhecido como Valor
Preditivo (VP) podendo ser positivo (VPP) ou
negativo (VPN), e é determinado pela interacdo de
trés variaveis: a sensibilidade e a especificidade e a
prevaléncia da doenca naregido estudada (94, 95).

* Valor Preditivo Positivo (VPP): é a probabili-
dade da presenca da infec¢do quando o teste é
positivo. Quando o teste tem alto VPP, um
paciente que mostre resultado positivo muito
provavelmente tem a doenga que estd sendo
investigada.

e Valor Preditivo Negativo (VPN): é a probabili-
dade da auséncia da infec¢do quando o teste é
negativo. Quando um teste tem alto VPN, um
paciente que mostre resultado negativo muito
provavelmente ndo tem a doenca que estd

Resultado RI-PER Total
(+) (-)
TS (+) a=39 b =20 a+b =59
TS (-) c=8 d=81 c+d =89
Total a+c =47 b+d =101 a+b+c+d =148

Tabela 1. Desempenho do Teste Sorolégico (TS) frente a RT-
PCR, onde a = verdadeiros positivos, b = falsos positivos, c =
falsos negativos e d = verdadeiros negativos.
=a/(a+b)=39/59=0,6610x 100
=66,10%
=d/(c+d)=81/89=0,9101x100
=91,01%

Voltando ao exemplo da Tabela1l,0 VPP éa
relacdo entre os verdadeiros positivos/soma dos
verdadeiros positivos com os falsos positivos, ou
seja, a/(a+b). Sendo a = 39 e (a+b) =59, 0 VPP =
39/59 > VPP=0,6610x 100 =66,10%. Enquanto o
VPN é a relacdo entre os verdadeiros
negativos/soma dos verdadeiros negativos com
os falsos negativos, ou seja, d/(d+c). Sendo d = 81
e (d+c) = 89, o VPN = 81/89 > 0,9101 x 100 =
91,01%. Portanto, no exemplo citado podemos
dizer que de cada 100 testes positivos, 66 seriam
verdadeiramente positivos, e de cada 100 testes
negativos, 91 seriam verdadeiramente negativos.

Enguanto a sensibilidade e a especificidade
de um teste sdo propriedades inerentes ao teste e
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nao variam, os valores preditivos dependem da
prevaléncia da doenga na populagdo estudada
(Figura 14). O VPP aumenta com a prevaléncia,
enquanto o VPN diminui. Assim, quando a
prevaléncia é baixa o VPP é baixo, ocasionando
varios resultados falsos positivos. Por outro lado,
se a prevaléncia é baixa o VPN é alto, ocasionando
poucos resultados falsos negativos. Portanto, o
VPP e o VPN contém informacgdes sobre o poder
do teste (sensibilidade e especificidade) e da
prevaléncia da doenca na populagdo estudada,
sendo assim uma medida de maior utilidade
clinica.

Quando a Prevaléncia
Aumenta a Chance de um
Teste Verdadeiramente
Positivo Aumenta

100 +

80 4
Quando a
Prevaléncia
Diminui a Chance
de um Teste
Verdadeiramente
Negativo
Aumenta

60 4

40 4

Valor Preditivo (%)

204

20 30 40 50 60 70 80 90 100

Prevaléncia na Populagio (%)

Figura 14. Valor Preditivo (Positivo ou Negativo) em fungdo da
prevaléncia dadoenga na populagdo estudada.

Portanto, no caso da COVID-19, acredita-se
gue a prevaléncia possa variar de inferior a 5% a
20%, dependendo da regido do pais. Isso pode
resultar em resultados mais falsos positivos e
menos falsos negativos. Esta é a razao de
estabelecermos estratégias na utilizacdo dos
testes soroldgicos que visem a obtencdo de
melhoresinformacGes na sua aplicacdo.

Estratégias a serem utilizadas na
aplicagao dos testes sorologicos

Na pandemia atual, é preferivel maximizar
a especificidade e, portanto, o valor preditivo
positivo em um algoritmo soroldgico, na maioria
dos casos, uma vez que a prevaléncia geral de
anticorpos na maioria das populacbes é
provavelmente baixa. Por exemplo, em uma
populagdo em que a prevaléncia é de 5%, um teste
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com sensibilidade de 90% e especificidade de 95%
produzirda um valor preditivo positivo de 49%
(Tabela 2), ou seja, de cada 100 testes positivos, 49
seriam verdadeiramente positivos, e de cada 100
testes negativos, 99 seriam verdadeiramente
negativos.

Presenca de Anticorpos
Resultado (Prevaléncia = 5%) Total
(+) (-)
TS (+) a=226 b =235 a+b =461
TS (-) c=24 d=4.515 c+d =4.539
Total a+c = 250 b+d = 4.750 a+b+c+d = 5.000

Tabela 2. Desempenho do Teste Soroldgico (TS) frente a uma
prevaléncia de 5% de anticorpos em uma populagdo de 5.000
pessoas, onde: a = verdadeiros positivos, b = falsos positivos,
c =falsos negativos e d = verdadeiros negativos.

Sensibilidade = a/(a+c) = 226/(226+24) = 226/250 = 0,90 x 100
=90%

Especificidade = d/(b+d) = 4.515/(235+4.515) =4.515/4.750

=0,95x100=95%

VPP=a/(a+b) - 226/(226+235) =226/461=0,49 x 100=49%

VPN=d/(c+d) = 4.515/(24+4.515)=4.515/4.539=99,4%

Prevaléncia = (a+c)/(a+b+c+d) - 250/5.000=0,05x100=5%

Entretanto, se aumentarmos a
especificidade do teste para 100% ou o mais
proximo de 100% e mantivermos a sensibilidade
de 90% e aplicarmos esse teste na mesma
populacdo de 5.000 pessoas, com a mesma
prevaléncia de 5% de portadores de anticorpos, o
valor preditivo positivo sera de 100% (Tabela 3).

Presenga de Anticorpos
Resultado (Prevaléncia = 5%) Total
(+) (-)
TS (+) a=226 b=0 a+b =226
TS () c=24 d =4.750 c+d =4.774
Total a+c =250 b+d = 4.750 a+b+c+d = 5.000

Tabela 3. Desempenho do Teste Soroldgico (TS) frente a uma
prevaléncia de 5% de anticorpos em uma populagédo de 5.000
pessoas, onde: a = verdadeiros positivos, b = falsos positivos,
¢ =falsos negativos e d = verdadeiros negativos.

Sensibilidade =a/(a+c) = 226/(226+24) =226/250 = 0,90 x 100
=90%

Especificidade = d/(b+d) = 4.750/(0+4.750) = 4.750/4.750
=1x100=100%

VPP=a/(a+b) - 226/(226+0) = 226/226 = 1 x 100 = 100%
VPN =d/(c+d) > 4.750/(24+4.750) = 4.750/4.774=99,4%
Prevaléncia = (a+c)/(a+b+c+d) - 250/5.000=0,05x 100=5%

Isso significa que, teoricamente, de cada
100 testes positivos, os 100 seriam verdadeira-



mente positivos, e de cada 100 testes negativos,
99 seriam verdadeiramente negativos.

Do exposto, fica claro que quando o objetivo é
o rastreamento para identificar portadores de
anticorpos anti-SARS-CoV-2, o melhor teste é o que
tem alta especificidade, uma vez que impactara no
valor preditivo positivo do teste. Essa é a razdo do
CDC recomendar a utilizacdo de testes de alta
especificidade na busca dos portadores de
anticorpos (86).

Outro dado que podemos considerar é a
Razdo de Verossimilhang¢a (RV). Ela combina
sensibilidade e especificidade para quantificar se um
teste é util para medir a probabilidade de ter doenca
em comparacdo com a prevaléncia da doenca na
populacdo estudada (94, 95,96). Ela pode ser positiva
ou hegativa.

RV positiva:  probabilidade de resultado (+) nos portadores de anticorpos

probabilidade de resultado (+) nos sem anticorpos

RV (+) = Sensibilidade

(1-Especificidade)

Ela pode ser medida
pela seguinte formula -

ARV (+) éaprobabilidade de umindividuo ndo
portador de anticorpos apresentar um resultado
positivo, ou seja, falso positivo. Quanto maior a RV
(+) melhor oteste. Elavariade 1ainfinito.

RV negativa: probabilidade de resultado (-) nos portadores de anticorpos

probabilidade de resultado (-} nos sem anticorpos

RV (-) = (1-Sensibilidade)
Especificidade

Ela pode ser medida
pela seguinte férmula -

ARV (-) é a probabilidade de um individuo
portador de anticorpos apresentar um resultado
negativo, ou seja, falso negativo. Quanto mais
proximo de zero melhor é a performance do teste.
Se inferior a 0,1 (6tima), 0,1-0,2 (moderada), 0,2-
0,5 (baixa), 0,5-1,0 (minima ou nenhuma).

Exemplo1l: se usarmos os dados da Tabela 2,
onde a sensibilidade é de 90% e a especificidade
de 95%, teriamos os seguintes valores de RV:

RV (+)=0,90/(1-0,95) - 0,90/0,05=18
RV(-)=(1-0,90)/0,95 - 0,10/0,95=0,10

23

Interpretag¢do: a RV (+) indica que a
probabilidade do teste ser positivo nos
portadores de anticorpos é 18 vezes maior do que
nos ndo portadores. EnquantoaRV (-) indicaque a
probabilidade do teste ser negativo nos nado
portadores de anticorpos é de 0,10, o que pode
ser considerado um teste de acuracia moderada.

Exemplo2: se usarmos os dados da Tabela 3,
onde a sensibilidade é de 90% e a especificidade
de 100%, teriamos os seguintes valores de RV:

RV (+) =0,90/(1 - 1) - 0,90/0 = infinidade
positiva

RV (-)=(1-0,90)/1-0,10/1=0,10

Interpretag¢do: a RV (+) indica que a
probabilidade do teste ser positivo nos
portadores de anticorpos é praticamente total.
Enqguanto a RV (-) indica que a probabilidade do
teste ser negativo nos ndo portadores de
anticorpos é de 0,10, o que pode ser considerado
um teste de acuracia moderada.

Outro conceito é o de Acuracia do teste
diagndstico ou sua eficiéncia, quanto mais
préximo de 1 melhor serd o teste. Ela é
representada pela soma dos verdadeiros positivos
e verdadeiros negativos, dividido pelo total da
amostragem.

No exemplo da Tabela 2, Acuracia = (a +
d)/(a+b+c+d) = 0,9482 e no exemplo da Tabela 3,
Acuracia = (a +d)/(a+b+c+d) = 0,9952. Podemos
dizer que o teste da tabela 3 tem melhor eficiécia
queodatabela?2.

A obtencdo de todas essas variaveis
é conseguida acessando o site
https://aps.bvs.br/apps/calculadoras/?page=1, o
qual calculara automaticamente apés a entrada
dos dados: verdadeiros positivos, falsos positivos,
verdadeiros negativos e falsos negativos.

Devemos sempre ter em mente que a
pratica da medicina ndo pode ser somente na
analise critica da eficiéncia de uma terapia, mas
também na andlise adequada de um método
diagndstico. Para isso, ao analisar um teste
diagndstico devemos sempre estar atento
(Quadro3):
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OBIJETIVO DO
TESTE CUIDADO A SER TOMADO
Ter boa Alta sensibilidade pode levar a alguns
Sensibilidade resultados falsos positivos.
Ter boa Alta especificidade pode levar a alguns
Especificidade resultados falsos negativos.

0 valor preditivo depende do local da
aplicacdo do teste, ou seja, da
prevaléncia da doenga na populagédo
estudada.

Ter bom Valor
Preditivo (Positivo
ou Negativo)

Razdo de
Verossimilhanga
(Positiva e Negativa)

Deve ser conhecida e diferente de 1.

Quadro 3. Objetivos e cuidados na utilizagdo de um teste diagndstico

Estratégias a serem usadas
para melhorar o Valor Preditivo
Positivo (VPP) do teste

No caso da COVID-19, onde ainda ha muitas
duvidas em relacdo ao comportamento do virus,
na resposta imunolégica do hospedeiro e na
cinética dos anticorpos IgM e IgG produzidos, o
CDCrecomenda a aplicagao de trés estratégias no
sentido de melhorar o Valor Preditivo Positivo
(VPP) dos testes soroldgicos:

12, Escolher Um Teste Com Alta Especificidade:
aescolhade um teste com especificidade superiora
99,5% determinara um alto VPP em populacdes
onde a prevaléncia éigual ou superiora5%.

22, Utilizar o teste em pessoas com alta
probabilidade pré-teste: em locais onde ha surtos
da pandemia, onde se espera uma alta
prevaléncia e, consequentemente,a
probabilidade pré-teste seja elevada, a sorologia
ajudara muito na separagdo dos contaminados e
nao contaminados.

32, Empregar algoritmo ortogonal: quando
um individuo que testou positivo é testado
novamente com um segundo teste diferente do
primeiro, ou seja, com diferente formato ou
diferentes antigenos. O objetivo é maximizar a
especificidade, mantendo a mdxima
sensibilidade. O Quadro 4 mostra a aplicagdo de
dois testes com similar sensibilidade e
especificidade comparadas com um Unico teste,
onde o VPP é modificado de acordo com a
prevaléncia da doenca.
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VPP para 1 teste
Sensibilidade = 90%
Especificidade = 95%

VPP para 2 testes ortogonal
Sensibilidade = 90%
Especificidade = 95%

PREVALENCIA

2% 26.9% 86.9%

5% 48.6% 94.5%

10% 66.7% 97.3%

30% 88.5% 99.3%

Quadro 4. VPP quando utilizado um Unico teste soroldgico e 2
testes ortogonal em diferentes prevaléncias.

Fonte: Interim Guidelines for COVID-19 Antibody Testing — CDC,
Coronavirus Disease 2019 (COVID-19). (Referéncia 86).

Portanto, vale reforgar que neste
momento, onde os testes soroldgicos estdo em
evolucdo, e a prevaléncia da COVID-19 ainda é
baixa na populacdo geral, usar teste de alta
especificidade é imperativo, mesmo que a
sensibilidade seja relativamente mais baixa, bem
como, seguindo as diretrizes do CDC, o uso de
testes ortogonal melhora muito o VPP.

Limitagoes dos testes sorologicos

A cinética da resposta dos anticorpos, a
longevidade dos anticorpos, a capacidade dos
anticorpos protegerem contra infecgdes repetidas, o
titulo protetor do anticorpo neutralizante e a
correlacdo dos titulos dos anticorpos de ligacdo a
capacidade de neutralizacdo ainda ndo foram
determinados. Assim, apesar de os estudos com
animais demonstrem protecdo a curto prazo, a
demonstracdo de protecdo a longo prazo em
humanos exigird estudos futuros. Portanto, na
pendéncia de dados adicionais, a presenca de
anticorpos ndo pode ser equiparada a imunidade
de um individuo contra a infecgdo por SARS-CoV-2
(86,90).

Alguns testes podem exibir reatividade
cruzada com outros coronavirus, como aqueles
gue causam o resfriado comum. Isso pode resultar
em resultados de testes falsos positivos. Algumas
pessoas podem ndo desenvolver anticorpos
detectaveis apds a infecgdo por SARS-CoV-2. Em
outros, é possivel que os niveis de anticorpos
diminuam ao longo do tempo para niveis
indetectaveis. Os anticorpos IgM e IgG ndo estdo
presentes no inicio da infeccdo. Assim, os
resultados dos testes sorolégicos ndo indicam,
com certeza, a presenga ou auséncia de infec¢ao
no inicio da sintomatologia (98).



Recomendac¢des para Uso de
Testes Sorologicos

Embora as taxas de diagndstico possam ser
aumentadas quando se associam o RT-PCR e a
sorologia (80, 83, 87, 100), a melhor aplicacdo da
sorologia é apds 14 dias do inicio da
sintomatologia. Entretanto, ela pode ser realizada
como um método para apoiar o diagndstico de
COVID-19 aguda em pessoas que se apresentam
tardiamente. Pessoas com mais de 10 dias do
inicio da sintomatologia, a sorologia pode ser
usada junto com o método de detecc¢do direta (RT-
PCR). Isso maximizara a sensibilidade, pois esta
estara diminuindo no teste de pesquisa de acido
nucléico e aumentando nos testes soroldgicos.

A sorologia ndo é o teste indicado para o
diagndstico inicial, em larga escala, mas ela pode
fornecer informacgdes essenciais para rastrear
onde a doenga esta e prever futuros pontos de
concentragcdo da doenga. O virus pode ndo ser
mais detectavel em algumas pessoas, mas
confirmar se uma populacdo foi exposta pode
revelar quais dreas geograficas sdo vulnerdveis e
guais ndo sao.

O que esta claro é que a sorologia
contribuird para diversas areas do diagndstico,
por exemplo, quanto tempo apds a infeccao os
pacientes com COVID-19 desenvolvem
anticorpos? Esta informac¢do pode ajudar a
acompanhar o progresso da doenga. Quanto
tempo duram os anticorpos da COVID-19 no
organismo? A resposta serd util no desenvol-
vimento e programagdo de uma eventual vacina.
Por fim, a sorologia fornecerd uma ferramenta
crucial pararastrear e resolver a pandemia.

Finalmente, devemos sempre considerar a
frase de William Osler:

“Medicina é a ciéncia da incerteza e
aarte da probabilidade”
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POR QUE OS TESTES
SOROLOGICOS SAO
NECESSARIOS NA COVID-19?

Ha ainda muitas lacunas a serem
preenchidas para o entendimento sobre o SARS-
CoV-2 e a imunidade, afetando, com isso, a
interpretacdo dos resultados dos testes
sorolégicos. Ndao estd claro se os anticorpos
detectados pelos testes neutralizam o virus e o
que eles significam para a protecdo contra a
reinfeccdo. Também ndo sabemos a quantidade
de anticorpos necessdria para a protecdo, bem
como se a imunidade mediada por células
(imunidade celular) protege contra o SARS-CoV-2.
Além disso, ndo sabemos o tempo de duracdo dos
anticorpos nos pacientes recuperados e quanto
tempo eles sao eficazes, ja que nao temos
conhecimento ainda se a infeccdo determina
memoaria imune, fornecendo protecdo de longo
prazo. Por ultimo, ndo sabemos sobre a reacdo
cruzada dos testes soroldgicos com outros
coronavirus circulantes em pessoas com
anticorpos preexistentes (101). Apesar de todas
essas questdes, a sorologia é uma das
ferramentas importantes em saude publica, como
podemos relatar a seguir algumas de suas
aplicagdes:

1. Ela fornece informagdes criticas sobre a
incidéncia da infeccdo por SARS-CoV-2 na
populacdo, principalmente em levantamentos
regionais. Compreender quem ja foi infectado
pode ajudar nos esforcos de rastreamento de
contatos, entendendo a amplitude da
disseminacao do SARS-CoV-2 nas comunidades.

2. Seu objetivo principal é o de determinar a
soroprevaléncia, e isso deveria ser realizado por
todos os departamentos de saude. Neste item, os
testes rapidos facilitam muito sua aplicacdo em
escala populacional.

3. A vigilancia sorolégica, representada pela
aplicagdo em intervalos regulares dos testes,
permite avaliar a velocidade com que a populagao
é exposta ao SARS-CoV-2.

4. A soroprevaléncia entre individuos
considerados funcionarios essenciais e que,
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consequentemente, estdo em maior risco, como
profissionais da saude e os que trabalham com
populagdes vulnerdveis, como por exemplo, em
lares de idosos, pode fornecer informacgdes
valiosas se os portadores de testes positivos se
correlacionam com aimunidade.

5. Estudos de soroprevaléncia longitudinal
sdo importantes na compreensdo do impacto que
a COVID-19 terd sobre a populagdo e nas medidas
de relaxamento do distanciamento social.
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Estudo comparativo do teste
Imuno-Rapido COVID-19 da
WAMA Diagndstica com um
Ensaio de Quimioluminescéncia
(CLIA) com Soros Positivos e
Negativos para COVID-19

A sensibilidade e a especificidade clinicas
do kit Imuno-Rapido COVID-19 IgG/IgM da WAMA
foram determinadas em um estudo comparativo
com um kit de Quimioluminescéncia do mercado
com 709 amostras obtidas de um hospital de
referéncia, das quais 183 eram positivas e 526
negativas. Todas as amostras positivas analisadas
tinham o teste de RT-PCR positivo. Os resultados
sdo mostrados no quadro abaixo.

Estudo Comparativo do Imuno-Répido COVID-19 com um Teste de Quimioluminescéncia

1 12 183
12 514 526
183 526 709
93.44%
97.70%

SENSIBILIDADE
ESPECIFICIDADE

COMENTARIOS DE NOSSA EMPRESA SOBRE
ESTA AVALIACAO

O teste mostrou muito boa correlagdo com
o teste de quimioluminescéncia, sendo opc¢do
segura para atender os objetivos dos itens
informados na se¢do desse artigo “Por Que Os
Testes Soroldgicos Sdo Importantes Na COVID-
19?”, além de ser teste simples para realizacdo no
ponto de atendimento. O Imuno-Rapido COVID-
19 1gG/IgM tem as caracteristicas de performance
necessaria para ser auxiliar importante no
combate da atual pandemia.
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Relatdrio de Estudo de
Sensibilidade e Especificidade
do Teste Imuno-Rapido
COVID-19 IgG/IgM da
WAMA Diagndstica para
Aplicacao Populacional

Foram estudados um total de 1.156 amostras
de soro, plasma e sangue total, sendo 279 amostras
positivas, confirmadas com RT-PCR e 877 amostras
negativas, também confirmadas com RT- PCR, as
quais foram obtidas antes de novembro de 2019,
com o objetivo de avaliar o teste Imuno-Répido
COVID-19 da WAMA Diagnéstica e observar sua
sensibilidade e especificidade na evolucado
sintomatica da doenca, ou seja, em tempos
diferentes do inicio da sintomatologia. Os dias da
avaliacdo foram: até 7 dias do inicio da
sintomatologia (12 semana), de 8 a 14 dias (apds a 12
semana) e mais do que 14 dias (apds a 22 semana).

Das 279 amostras positivas, o Imuno-Rapido
COVID-19 1gG/IgM da WAMA identificou 249
amostras de IgM positivas, 255 amostras de IgG
positivas e 265 amostras de IgG e/ou IgM positivas.
Osresultados sdo mostrados nos quadros abaixo:

Quatrol. Sensibilidade do Imuno-Rdpido
COVID-19 IgG/IgM baseado em dias
doinicio da sintomatologia.

Quadro 2. Sensibilidade, Especificidade, VPP,
VPN e Concorddncia com RT-PCR do
Anticorpo IgM do Imuno-Rdpido

COVID-191gG/IgM.

Quadro3. Sensibilidade, Especificidade, VPP,
VPN e Concorddncia com RT-PCR do
Anticorpo IgG do Imuno-Rdpido

COVID-19 1gG/IgM.

Quadro4. Sensibilidade, Especificidade, VPP,
VPN e Concorddncia com RT-PCR dos
Anticorpos Combinados IgG e IgM do

Imuno-Rdpido COVID-19 IgG/IgM.



Quatro 1. Sensibilidade do Imuno-Rdpido
COVID-19 IgG/IigM baseado em dias do
inicio da sintomatologia.

Estudo da Sensibilidade do Teste Imuno-Rapido COVID-19 IgG/IgM da WAMA

Diagnéstica
RT-PCR POSITIVO

Dias do Inicio dos Sintomas

L O

e e
19/31 79/85 151/163 249/279

SENSIBILIDADE IgM (61.29%) (92.94%) (92.63%) (89.24%)
16/31 78/85 161/163 255/279

SENSIBICDADHIZG (51.61%) (91.76%) (98.77%) (91.39%)
SENSIBILIDADE 19/31 83/85 163/163 265/279
IGM + 1gG (61,29%) (97,64%) (100%) (94,98%)

Quadro 2. Sensibilidade, Especificidade,
VPP, VPN e Concorddncia com RT-PCR do
Anticorpo IgM do Imuno-Rapido COVID-19
IgG/IgM.

Avaliagdo da Sensibilidade e Especificidade do Anticorpo IgM do Teste Imuno-
Rapido COVID-19 IgG/IgM da WAMA Diagnéstica
RT-PCR
NEGATIVO
14
863

Imuno-Rapido COVID-19 IgG/IgM POSITIVO

o
249/(249+30) = 88, 77%
863/(863+14) = 98.40%
249/(249+14) = 94.67%
863/(863+30) = 96.64%
(249+863)/1156 = 96,19%

*VPP IgM: Valor Preditivo Positivo da IgM
**VPN IgM: Valor Preditivo Negativo da IgM

Quadro 3. Sensibilidade, Especificidade,
VPP, VPN e Concorddncia com RT-PCR do
Anticorpo IgG do Imuno-Rapido COVID-19
IgG/IgM.

Avaliacdo da Sensibilidade e Especificidade do Anticorpo IgG do Teste Imuno-
Répido COVID-19 IgG/IgM da WAMA Diagndstica

——
o
255/(255+24) = 91.39%
875/(875+2) = 99.77%
255/(255+2) = 99.22%
875/(875+24) = 97.33%
(255+875)/1156 = 97.75%

*VPP IgM: Valor Preditivo Positivo da IgM
**VPN IgM: Valor Preditivo Negativo da IgM

RT-PCR
POSITIVO NEGATIVO
255 2

TOTAL
257
899

1.156
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Quadro 4. Sensibilidade, Especificidade,
VPP, VPN e Concorddncia com RT-PCR dos
Anticorpos Combinados IgG e IgM do
Imuno-Rdpido COVID-19 IgG/IgM.

Avalia¢do da Sensibilidade e Especificidade dos Anticorpos IgG/IgM Combinados do

Teste Imuno-Répido COVID-19 I2G/1zgM da WAMA Diagnéstica

RT-PCR

NEGATIVO
14

Imuno-Répido COVID-19 IgG/IgM
1gG + I1gM Positiva
I1gG + 1gM Negativa
Total
SENSIBILIDADE IgG + IeM

POSITIVO
265
14 863
279 877
265/(265+14) = 94.98%
875/(875+2) = 98.40%
265/(265+14) = 94.98%

TOTAL
279
877

1.156

ESPECIFICIDADE I2G + IzM
863/(863+14) = 98.40%
(265+863)/1156 = 97.57%

*VPP IgM: Valor Preditivo Positivo da IgM
**VPN IgM: Valor Preditivo Negativo da IgM

COMENTARIOS DE NOSSA EMPRESA SOBRE
ESTA AVALIACAO

A performance do Imuno-Rapido COVID-19
IgG/IgM da WAMA Diagndstica mostrou nesta
avaliagdo extensiva o que se esperava como
resposta para sua aplicacdo. A sensibilidade
diagndstica da IgM foi de 88,77% e da IgG de
91,39%, quando avaliadas separadamente.
Entretanto, a sensibilidade da IgM e IgG
combinada atingiu 94,98%. A especificidade
diagnéstica foi de 98,40% para IgM, 99,77% para a
IgG e de 98,40% na combinada (IgG+IgM). O Valor
Preditivo Positivo (VPP) para IgM e IgG foi de
94,67% e 99,22%, respectivamente, atingindo no
combinado (IgG+lgM) 94,98%; enquanto o Valor
Preditivo Negativo foi 96,64%, 97,33% e 98,40%,
respectivamente para IgM, IgG e combinado
(1gG+1gM).

A aplicacdo do teste apds a segunda
semana (apds 14 dias), mostra altos indices de
sensibilidade, atingindo 98,77% para IgG e 100%
qguando usado o critério combinado (IgG+IgM).
Isso qualifica o teste como ideal para o diagnéstico
deinfecc¢do tardia, ou seja, com mais de 14 dias do
inicio dos sintomas. Entretanto, seu uso nos
primeiros 14 dias apds o inicio dos sintomas
mostrou uma queda de sensibilidade que
ocasionara resultados falsos negativos.
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Outra observagdo importante é que a
especificidade da 1gG de 99,77% qualifica o
Imuno-Rapido COVID-191gG/IgM como teste a ser
aplicado nos objetivos propostos na sec¢do
“Por Que 0s Testes Sorologicos Sao importantes
Na COVID-19?”, uma vez que tal performance
preenche o critério estabelecido pelo CDC (Center
for Disease Control and Prevention) dos Estados
Unidos, onde testes de alta especificidade
determinam altos Valores Preditivos Positivos
(VPP), o que podemos verificar no Quadro 3, um
VPP paralgG de 99,22%.

Por ultimo, gostariamos de realcar a
Acuracia do teste Imuno-Rapido COVID-19
1gG/IgM da WAMA Diagndstica, ou seja, seu indice
de concordancia com o teste de RT-PCR, o qual foi
de 96,19%, 97,75% e 97,57%, respectivamente,
paralgM, IgG e combinado (IgG+IgM).

Avaliacao do Imuno-Rapido
COVID-19 IgG/IgM da
WAMA Diagnostica pelo
Programa de Avaliacao de
Kits para Coronavirus através
do Projeto Conjunto entre
a SBPC/ML, SBAC,
ABRAMED e CBDL

Avaliacdo em amostras de soro, cujas
amostras positivas foram determinadas pelo teste
de amplificacdo de acido nucléico, RT-PCR, sendo
o painel de soros obtidos em diferentes dias do
inicio da sintomatologia, conforme mostrado
abaixo:

e De 7 a 14 dias do inicio dos sintomas: 22
amostras.

e Del5a21diasdoiniciodossintomas: 28
amostras.

e Maisde21diasdoiniciodossintomas: 36
amostras.

* Geral (todos os dias): 66 amostras.

Os resultados sdo mostrados no quadro abaixo:

Avaliagdo da Sensibilidade, Especificidade, VPP, VPN, RV (+), RV (-) e Acuracia

do Teste Imuno-Rapido COVID-19 IgG/IgM da WAMA Diagnéstica
Baseado no Tempo da Sintomatologia
Dias do Inicio dos Sintomas

_ Anticorpos 7a14 15a21 >21 Geral

leG 58.3% 72.2% 100% 82.1%
SRR 1M 50.0% 55.6% 61.54% 57.1%

1eG 100% 100% 100% 100%

ESHECIHICIDADE leM 100% 100% 100% 100%
leG 100% 100% 100% 100%

ALOREREDIIVO/(3) leM 100% 100% 100% 100%
1eG 66.7% 66.7% 100% 50%

AEOREREDITNOID) leM 62.5% 55.6% 50% 29.4%

mokoverosnc 1 e e
12G 0.42 0.28 0.00 0.18

. 12G 123 82.1 100 84.8
ACURACIA leM 72.7 714 122 63.6

CONCLUSAO DO GRUPO CONJUNTO: o teste
Imuno-Rapido COVID-19 IgG/IgM da WAMA
Diagndstica tem seu melhor desempenho apds 21
dias dasintomatologia.

COMENTARIOS DE NOSSA EMPRESA SOBRE
ESTA AVALIACAO

A avaliacdo do grupo representado pela
SBPC/ML, SBAC, ABRAMED e CBDL mostrou que o
Imuno-Rapido COVID-19 IgG/IgM da WAMA
Diagndstica ndo é teste ideal para aplicar no
diagnéstico da infeccdo aguda, ou seja, nas 2
primeiras semanas da sintomatologia, e isso é
uma caracteristica dos testes soroldgicos no atual
momento, onde eles ndao substituem a biologia
molecular (RT-PCR) nas 2 semanas iniciais dos
sintomas. O que vem sendo mostrado em alguns
trabalhos da literatura é que a o uso do RT-PCR
junto com a sorologia pode aumentar a detecc¢ao
de portadores virais ativos.

Outra observacao importante da avaliagao
é que o teste Imuno-Rapido COVID-19 IgG/IgM
mostrou alta especificidade (100%) em todo o
periodo da sintomatologia, determinando um
elevado Valor Preditivo Positivo (100%), o que
significa que a ocorréncia de um teste positivo é
altamente sugestivo do individuo ter anticorpo
anti-SARS-CoV-2, o que estd em concordancia com
a determinacdo do CDC (Center for Disease
Control and Prevention) dos Estados Unidos, ou



seja, devido a baixa prevaléncia da doenga na
populacdo deve-se priorizar o uso de testes de alta
especificidade, acima de 99%.

A alta sensibilidade da IgG (100%), a elevada
especificidade da IgG (100%), o elevado Valor
Preditivo Positivo da IgM e I1gG (100%) e alto Valor
Preditivo Negativo da IgG (100%), a elevada Razdo
de Verossimilhanca Positiva da IgG (> 99), a Razdo
de Verossimilhanca Negativa da IgG igual a zero e a
Acurdcia elevada da 1gG (100%) nos individuos com
mais de 21 dias do inicio dos sintomas, permite
dizer que o Imuno-Rapido COVID-19 IgG/IgM da
WAMA Diagndstica se coloca entre os testes de boa
performance para atender todos os itens propostos
na secdo desse artigo “Por Que Os Testes
Soroldgicos Sao Importantes Na COVID-19?”,
sendo bastante Util no conhecimento da
soroprevaléncia, no rastreamento de contatos, na
velocidade da disseminag¢do da doenca, na
vigilancia soroldgica etc.

Finalmente, sabemos que ha consideravel
heterogeneidade na resposta imune em fungao
da genética do hospedeiro ou de outros fatores,
de modo que alguns individuos tém uma forte
resposta humoral a infeccdo por SARS-CoV2,
enquanto outros ndo. Todos esses fatores, sobre
0s quais atualmente ndao podemos controlar,
podem afetar o desempenho do ensaio. Além do
que, o desempenho provavelmente varia um
pouco de laboratdrio para laboratdrio, ou seja,
entre os varios estudos, devido as diferencas na
composicao do painel de soro usado, portanto, a
avaliacdo da performance do teste deve ser
sempre realizada observando-se o desempenho
geral nos varios estudos, onde foram usados
diferentes painéis de soro. Além do que,
amostragem baixa pode afetar os indices de
performance do teste.
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Avaliacao do Imuno-Rapido
COVID-19 IgG/IgM da
WAMA Diagnastica pelo
INCQS (Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em
Saude) da FIOCRUZ

O INCQS avaliou o Imuno-Rapido COVID-19
lgG/IlgM da WAMA Diagndstica no dia
11/07/2020. A analise tem como objetivo
confirmar se as informagdes contidas na bula do
produto sdo verdadeiras no que se refere a
sensibilidade e especificidade dos testes
oferecidos no mercado brasileiro. A avaliacdo ndo
considera o tempo do inicio da sintomatologia,
mas a performance geral do teste, ou seja, como o
teste responde a um painel de soros positivos e
negativos.

Orelatériofinal tem as seguintes conclusdes:

SENSIBILIDADE: o resultado mostrou
sensibilidade igual a 83,3%. [DECLARADO PELO
FABRICANTE NA INSTRUCAO DE USO: 83,3%].

ESPECIFICIDADE: o resultado mostrou
especificidade igual a 98,4%. [DECLARADO PELO
FABRICANTE NA INSTRUCAO DE US0:93,1%).

CONCLUSAO DO ENSAIO: SATISFATORIO.

COMENTARIOS DE NOSSA EMPRESA SOBRE
ESTA AVALIACAO

Ha muitos testes no mercado brasileiro que
informa sobre elevados indices de sensibilidade e
especificidade sem considerar o tempo do inicio
dos sintomas, como se esses indices
representasse a performance do teste desde o
inicio da sintomatologia. Isso ndo é verdadeiro.
O INCQS esta avaliando se as informacgGes que o
fabricante do kit relata na bula estdo em
concordancia com a performance geral do teste.
O Imuno-Rapido COVID-19 1gG/IgM mostrou
resultado em conformidade com sua bula.
Entretanto, devemos sempre enfatizar que os
testes soroldgicos ndo sdo os testes de escolha nas
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duas primeiras semanas do inicio da
sintomatologia, embora possam ser aplicados
junto com o RT-PCR com o objetivo de ampliar a
capacidade de identificar infeccdo ativa, e esta
caracteristica da sorologia esta relacionada a bem
conhecida janela imunoldgica, a qual ndo ocorre
somente na COVID-19, mas em todos 0s processos
infecciosos, independentemente de sua etiologia.

Finalmente, reforcamos que a sensibilidade, a
especificidade, o valor preditivo positivo e o valor
preditivo negativo de um teste sorolégico devem ser
sempre analisados através dos varios estudos
realizados com o teste, uma vez que o painel de
amostras utilizado pode determinar algumas
variagdes na performance do teste, assim como o
tamanho da amostragem também é fator
importante nessas conclusGes, ou seja, painel e
guantidade de amostras podem determinar
algumas variages nos indices de performance do
teste.

Valida¢ao do Imuno-Rapido
COVID-19 I1gG/1gM da
WAMA Diagnostica

INSTITUTO RENE RACHOU,
FIOCRUZ MINAS

Objetivos

1. Estimar sensibilidade, especificidade e
acuracia dos marcadores IgM e 1gG (Imuno-
Rapido COVID-19 IgG/IgM - WAMA), em soro,
frente a um painel de casos e controles;

2. Estimar o desempenho do teste em soros de
pacientes confirmados para SARS-CoV-2 e com
diferentes tempos desde o inicio dos sintomas e
com e sem critérios para sindrome respiratéria
aguda grave (SRAG);

3. Avaliar a concordancia entre resultados do
teste entre diferentes observadores.
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Foram testadas 289 amostras de soro, 173
delas de pacientes com confirmacgado de infec¢do
por Sars-Cov-2 por RT-PCR em swab de
nasofaringe. O grupo controle foi constituido por
116 amostras de pacientes com marcadores
soroldgicos para outras doencas infecciosas e
individuos sem suspeita de doencas infecciosas,
todos colhidos antes de janeiro de 2020, marco da
introdugao do novo coronavirus no Brasil. Os
casos incluidos neste painel foram avaliados entre
21 de abril a 10 de junho de 2020, em Minas
Gerais, todos adultos com idade variando de 22 a
96 anos, mediana de 47,5 anos, 52.6% deles do
sexo feminino.

CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

1. Sensibilidade global do teste Imuno-
Rapido COVID-19 IgG/IgM - WAMA (presenca de
uma ou outra banda IgM ou IgG), para soros de
casos com 7 ou mais dias de sintomas, foi 75% (IC
95% 67.5-81.3), sem diferenca estatistica em
relacdo a sensibilidade informada pelo fabricante
na comparagao com RT-PCR (83,3%, p=0.07);

2. A especificidade observada para Imuno-
Répido COVID-19 IgG/IgM - WAMA foi 97.4 (IC
95% 92.6-99.1)%, foram observadas trés reacGes
falso positivas entre 116 soros controles testados,
todas elas devido a banda IgM, sendo as
condicOes associadas a estes soros leishmaniose
visceral, um dos casos co-infectado pelo HIV, além
de um caso sem condicdo infecciosa definida,
portadorde hipoteiroidismo;

3. A acuracia global do teste em soros de
casos com mais de sete dias de sintomas foi
estimadaem 84.8 % (IC95% 79.9-88.7);

4. A sensibilidade do teste tende a
aumentar com o aumento do numero de dias a
partir do primeiro dia de sintomas, sendo
significativamente diferente entre os grupos
atéseis dias de sintomas, 7-14 e mais que 14 dias
de sintomas, estimada em 32% (IC 95% 17.2-
51.6); 63.5% (IC 95% 52.1-73.6) e 86.5% (IC 95%
76.9-92.5), respectivamente (p<0.006);

5. A sensibilidade do teste diferiu
significativamente entre soros de casos com e sem
critério para sindrome respiratdria aguda grave:



77.7% (IC 95% 68.7-84.7) e 55.7% (IC 95% 44.1-
66.7), respectivamente, p=0.002;

6. A concordancia entre os resultados
observados por trés observadores independentes
foi quase perfeita em todas as comparacoes
(>0,8);

7. De acordo com o fabricante, a presenca
de banda de qualquer intensidade de cor deve ser
interpretada como resultado positivo. Em muitos
casos foram observadas bandas extremamente
fracas necessitando de observag¢ao com auxilio de
fonte luminosa (anexo).

COMENTARIOS DE NOSSA EMPRESA SOBRE
ESTA AVALIACAO

De todas as avaliagbes que o teste Imuno-
Réapido COVID-19 IgG/IgM da WAMA Diagndstica foi
submetido, esta foi a que mostrou uma sensibilidade
menor do teste, embora sem diferenca estatistica em
relacdo a sensibilidade informada na bula do teste na
comparagao com o RT-PCR. O teste mostrou
especificidade elevada (97,4%), confirmando o
encontrado em outros estudos, bem como melhora
de sua performance com a evolugdo do tempo do
inicio da sintomatologia.

Voltamos a afirmar que a sensibilidade, a
especificidade, o valor preditivo positivo e o valor
preditivo negativo de um teste soroldgico devem
ser sempre analisados através dos varios estudos
realizados com o teste, uma vez que o painel de
amostras utilizado pode determinar algumas
variacOes na performance do teste, assim como o
tamanho da amostragem também é fator
importante nessas conclusdes, ou seja, painel e
guantidade de amostras podem determinar
algumas variagGes nos indices de performance do
teste.
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Avaliacao do Imuno-Rapido
COVID-19 IgG/IgM contra
o SARS-CoV-2 da
WAMA Diagnéstica

Realizado no Laboratdrio
Nacional de Microbiologia de
Saude Publica, Canada

Datadorelatdrio-09 de julho de 2020

Sumario

As caracteristicas de desempenho do teste rapido
COVID-19 IgG/IgM foram avaliadas no Laboratério
Nacional de Microbiologia (NML). Um total de 180
amostras de soro/plasma de pacientes com COVID-
19 foram testadas usando esse teste e a
sensibilidade do teste aumentou em pacientes com
um periodo de tempo mais longo entre o inicio dos
sintomas e a data da coleta da amostra. Para
amostras coletadas > 14 dias apds o inicio da
sintomatologia, a sensibilidade foi de 93,0% (IC95%
87,1-96,7%). A reatividade cruzada foi observada
guando 19 amostras de SARS-CoV1 foram
executadas na porc¢ao IgG deste ensaio (73,7% com
IC95% 48,8-90,9%), mas a especificidade foi de
100% (IC95% 95,5-100%) em outras 80 amostras
negativas conhecidas (amostras controle).

Materiais e métodos

O teste de diagndstico avaliado neste relatério foi
testado contra 180 amostras positivas conhecidas
para SARS-CoV2, bem como contra um conjunto
de amostras de controle negativo pré-surto. Todas
as amostras positivas conhecidas para SARS-CoV-
2 foram coletadas de pacientes que apresentaram
resultados positivos usando o teste de RT-PCR em
amostras nasofaringeas. Amostras de sangue
foram obtidas de pacientes positivos para PCR na
ColUumbia Britanica, Manitoba e Ontério e as datas
da coleta variaram de 24 de margo a 5 de junho de
2020.

As plataformas de PCR usadas para confirmar o
diagndéstico de COVID-19 variaram entre os
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diferentes laboratdrios provinciais de saude
publica, mas cada laboratério confirmou a
infeccdo por SARS-CoV-2 usando iniciadores e
sondas contra o gene E. Os pacientes estavam
doentes o suficiente para procurar atendimento
médico e realizar testes diagndstico, mas o
espectro da doenca clinica para cada paciente é
atualmente desconhecido.

Um total de 14 pacientes forneceu amostras
agudas e convalescentes (um paciente forneceu
2 amostras convalescentes), enquanto 161
amostras eram de pacientes individuais Unicos.
Amostras incluiu plasma (n=37) e soro (n=143),
coletados em diferentes momentos ou dias apds
o inicio dos sintomas (intervalo: 3-111 dias).
A morte de pacientes positivos variou de 21 a 98
anos (n = 180; média 64; mediana 65). De todos
os pacientes (n = 180) havia mais homens
(n=108) do que mulheres (72).

As amostras de controle negativo foram amostras
de plasma e soro coletadas antes de 2020. As
amostras eram de varias fontes, incluindo a
Pesquisa Canadense de Medidas de Saude (25) ou
foram consideradas negativas para o virus da raiva
(14), sifilis (19), virus da hepatite A (11) ou HIV-1
(11). Também foi testado um conjunto de 19
amostras de soro de individuos infectados com
SARS-CoV1 (coletadas em 2005). Todas as
amostras foram congeladas quando enviadas para
teste e, com exce¢dao das amostras SARS-CoV1, a
maioria foi armazenada a (-) 20 ou (-) 80 °C por
apenasalguns meses.

No total, 279 testes foram usados na avaliagdo e o
teste foi realizado em 12 de julho de 2020. Os
resultados dos testes foram interpretados
conforme descrito no folheto informativo, por
dois operadores. Os operadores pontuaram cada
cassete independentemente, mas foi alcancado
um consenso sobre a presenca ou auséncia de
bandas. Quando n3o foi possivel chegar a acordo,
0 que ndo era frequente, o teste foi classificado
como negativo.
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RESULTADOS

As caracteristicas de desempenho do Teste Rapido
para Anticorpos I1gG/IgM contra a COVID-19 estdo
resumidas na Tabela 1. No geral, a sensibilidade
do ensaio melhorou em amostras de pacientes
coletados > 14 dias apds o inicio dos sintomas
(93,0%). A especificidade do ensaio em amostras
ndo-COVID foi excelente nas por¢des IgG e IgM do
ensaio (100%). A reatividade cruzada com SARS-
CoV1 nao foi evidente na porgdo IgM (100% de
especificidade), mas houve alguma reatividade na
porc¢do IgG doteste (especificidade de 73,7%).

Havia algumas limitagdes do painel de soro usado
que deveriam ser consideradas. Por exemplo,
embora alguns de nossos pacientes tenham sido
hospitalizados, o curso clinico exato da infecgdo
para cada paciente é desconhecidono momento e
a gravidade da doenca demonstrou afetar a
resposta imune. Da mesma forma, a maioria dos
nossos pacientes era de individuos mais velhos (>
64 anos de idade) e a idade e o estado
imunoldgico subjacente podem ter afetado a
produgdo de anticorpos. Finalmente, sabe-se que
ha consideravel heterogeneidade na resposta
imune em func¢do da genética do hospedeiro ou
de outros fatores, de modo que alguns individuos
tém uma forte resposta humoral a infeccdo por
SARS-CoV2, enquanto outros ndo. Todos esses
fatores, sobre os quais atualmente ndao podemos
controlar, podem ter afetado o desempenho do
ensaio. Finalmente, o desempenho do ensaio
provavelmente varia um pouco de laboratério
para laboratério, devido as diferencas na
composi¢cdo do painel de soro usado e o
desempenho geral seria mais bem determinado
em testes realizados em varios laboratérios
usando diferentes painéis de soro.

Do ponto de vista do usudrio final, o ensaio foi facil
de usar e as instrugdes de uso foram claras e
concisas. Relativamente poucos resultados dos
testes foram contestados pelos dois operadores,
no entanto, eles ocasionalmente observaram
intensidade parcial ou desigual das bandas,
particularmente da banda IgG, o que dificultou a
interpretacdo em um pequeno nimero (n=12) de
cassetes de teste.



Avaliacio do Teste Imuno-Rapido COVID-19 12M/IzG da WAMA Diagnéstica

_ Sensibilidade Especificidade

_ Dias do Inicio dos Sintomas

B : 8al4 15221 > >14  NaoSARS  SARS-CoV-1

N=20 N=32 NEI8  Nel10 Ne1Z8 Ne8O N=19
1eM 00%  719%  88%%  736%  T58%  100% 100%
(% IC' (45,7-88,1) 53,2-86,2) (63,3-98,6) (64,4-81,6) (67,4-82,9) (95,5-100) (82,4-100)
126 450%  625%  889%  891%  891%  100% 73,7%
(% [C) (23,1-68,5) (43,7-78,9) (65,3-98,6) (81,7-94.2) (82,3-939) (95,5-100) (48,8-90,9)
FUENE  750%  750%  100%  918%  930%  100% 73,7%

(56,6-88,5) (81,5-100) (85,0-9%,2)  (87,1-967)  (95,5-100) (48,8-90,9)

(%1C) (50991,3)

Tabela 1. Desempenho do Imuno-Rapido COVID-19 I1gG/IgM

COMENTARIOS DE NOSSA EMPRESA SOBRE
ESTA AVALIACAO

Nosso teste mostrou resultados coerentes
com o que vimos observando em outros estudos,
onde asensibilidade e a especificidade aumentam
consideravelmente em amostras coletadas apds
14 dias do inicio dos sintomas, o que atende
perfeitamente a aplicacdo do teste nesta fase da
doenca.

O estudo também deixa claro que o teste
sorolégico ndo substitui o teste de biologia
molecular (RT-PCR) nas 2 primeiras semanas do
inicio da sintomatologia, por ndo existir ainda, em
alguns pacientes, niveis de anticorpos
detectaveis, embora ele possa ajudar, quando
aplicado junto ao teste molecular, a ampliar o
diagndstico dainfecgdo recente.

Este estudo reforga o uso da sorologia como
teste a ser usado no diagnéstico tardio da infecgdo
ativa e no estabelecimento da soroprevaléncia
ainda ndo conhecida na quase totalidade dos
estados brasileiros, ajudando sobremaneira no
estabelecimento de medidas de saude publica. As
informacdes obtidas com nosso teste atendem a
todos os itens informados na se¢do desse artigo
“Por Que Os Testes Soroldgicos Sao Importantes
Na COVID-19?”, sendo bastante util, além do co
n h ecim ento da soroprvaléncia, no rastreamento
de contatos, na velocidade da disseminagao, na
vigilancia soroldgica etc.

Novas Avalia¢des que
o Imuno-Rapido
COVID-19 I1gG/IgM da
WAMA Diagnostica vem
sendo Submetido

OMS— ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE: a
WAMA Diagnéstica se credenciou junto a OMS
para que seu teste Imuno-Répido COVID-19
IgG/1gM seja submetido a painel de referéncia
de amostras daquela Instituicdao, onde
participard um nimero limitado de fabricantes
de testes sorolégicos “Point of Care”, com o
objetivo de normatizar a aplicagao desses
testes soroldgicos a nivel mundial, através do
desenvolvimento de painéis de soros de
referéncia.

ESTUDO NO HOSPITAL BENEFICIENCIA
PORTUGUESA: o Imuno-Rapido COVID-19
IgG/IgM da WAMA Diagndstica vem sendo
avaliado na Beneficiéncia Portuguesa, na
cidade de Sdao Paulo, para medir sua
performance em pacientes hospitalizados, em
amostras colhidas em diferentes tempos do
inicio da sintomatologia. O objetivo é conhecer
o0 comportamento do teste nos pacientes que
evoluem para a Sindrome Aguda Respiratéria
Grave (SARS) e os que se recuperam apos
desconforto respiratdrio leve a moderado.
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