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DIAGNOSTIC TESTS FOR SARS-COV-2: A CRITICAL REFLECTION. The new coronavirus, called Severe Acute Respiratory
Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2), was discovered in late December 2019 after cases were reported in the city of Wuhan,
China. In January 2020, the World Health Organization (WHO) officially declared the Coronavirus Disease 2019 (COVID-19) as a
pandemic, which has an official record of around 500 million cases and more than 6.0 million deaths in worldwide. An important
factor in controlling the pandemic is the development of more effective and efficient diagnostic tests. In this context, this review
has as its main proposal to discuss the effective differences between the possible diagnostic tests, the implications of molecular and
serological methods available on the market and the analytical and clinical parameters involved in the development and application

of these methods.
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INTRODUCAO

Os primeiros diagndsticos de Coronavirus Disease 2019
(COVID-19) foram registrados em dezembro de 2019 na cidade
de Wuhan, China, cujos laudos foram descritos como pneumonia
de etiologia desconhecida, de origem zoondtica, relacionada a
um mercado de animais silvestres autdctone.! Apds identificar o
agente etiolégico denominado Severe Acute Respiratory Syndrome
Coronavirus 2 (SARS-CoV-2), a Organizacio Mundial da Sadde
(OMS) entendeu que se tratava de uma doenca pandémica, e,
portanto, em janeiro de 2020, declarou estado de emergéncia de
saude global. Desde entdo, a COVID-19 tem sido um dos maiores
desafios epidemiolégicos do século, sendo considerada mais grave
do que a pandemia por gripe espanhola com registro de ocorréncia
em 1918.2* E importante destacar que o0 SARS-CoV-2 também
pertence ao género Betacoronavirus da ordem Nidovirales e
possuem um genoma caracterizado por alta frequéncia de mutacdes
e recombinacdes, adquirindo alto potencial para alternar hospedeiros
e patogenicidade.>®* A COVID-19, ¢ frequentemente associada a
problemas respiratdrios cujos sintomas mais comuns incluem febre,
tosse seca e fadiga. Embora classificada como sindrome respiratoria,
relatos recentes sobre a doenga a caracterizam como uma doencga
sistémica, pois envolve o sistema cardiovascular, respiratdrio,
gastrointestinal, neuroldgico, hematopoiético e imunolégico.'’
Contudo, outros sintomas menos comuns como a anosmia (perda
do olfato), congestdo nasal, conjuntivite (também conhecida como
olhos vermelhos), dor de garganta, dor de cabega, dores musculares ou
articulares, diferentes tipos de erup¢des cutaneas, ndusea ou vomito,
diarreia, calafrios ou tonturas podem também ser evidenciados. No
entanto, uma pequena parte dos infectados evolui para sindrome do
desconforto respiratério agudo e dano alveolar difuso, cujos quadros
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graves de pneumonia podem causar insuficiéncia respiratdria, perda
de apetite, confusdo mental, dor persistente ou pressdo no peito,
febre alta (temperatura acima de 38 °C), irritabilidade, consciéncia
reduzida (as vezes associada a convulsdes), ansiedade, depressdo,
distdrbios do sono, complicagdes neuroldgicas mais graves e raras,
como acidentes vasculares cerebrais, inflamacgdo do cérebro, delirio
e danos nos nervos. Apds a exposi¢do ao SARS-CoV-2, os sintomas
aparecem, em média, de 5 a 6 dias e pode variar de 1 a 14 dias. Em
funcdo disso, € aconselhdvel permanecer em isolamento por um
periodo minimo de 14 dias a fim de evitar a propagagdo do virus,
especialmente onde os testes ndo estdo facilmente disponiveis.®1°
Nos casos mais brandos, a infec¢@o tende a retroceder sem maiores
complicagdes. Porém, pacientes portadores de doencas cronicas ou
comorbidades, ou que em uma semana apresentem piora clinica,
precisam de acompanhamento e assisténcia médica mais intensiva,
pois a doenca pode progredir para o estidgio mais grave, muitas vezes
levando a ébito.

O elevado nimero de pessoas infectadas assintomdticas e
pré-sintomdticas que podem transmitir o virus, associado com a
dificuldade em testar toda a populagdo em tempo real, € um dos
grandes desafios no controle da pandemia de COVID-19."' Um dos
principais agentes para controlar a pandemia, de fato, € aplicagdo de
testes efetivos ainda na fase inicial da doenca, em que os sintomas
ndo sdo especificos, visto que outras doengas, como por exemplo a
influenza, apresentam sintomas similares e acabam contribuindo para
a inexatiddo do diagndstico.?

A partir de dezembro de 2019, diversos testes diagndsticos
foram desenvolvidos para a detecgdo do SARS-CoV-2 incluindo os
testes diretos para a pesquisa de alvo genético ou proteico do virus,
e os testes indiretos para a detecgdo de anticorpos contra o virus.
Portanto, o principal objetivo deste artigo de revisdo € discutir a
eficicia, eficiéncia e acuracia dos atuais testes utilizados para detectar
a COVID-19. Dentro desse contexto, com o intuito de apresentar
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aos leitores o estado da arte envolvendo o tema em epigrafe, um
esforco critico e interpretativo envolvendo a busca e investigacio
bibliogrifica, foi direcionado.

METODOS DIAGNOSTICO
Métodos sorolégicos

Testes rdpidos (lateral flow - imunocromatogrdficos)

Atualmente, encontra-se disponivel no mercado dois tipos
de testes rdpidos, aqueles que detectam proteinas na fase ativa
da infec¢do, conhecidos como teste de antigeno, e aqueles que
identificam a presenga de anticorpos que sdo produzidos por uma
resposta imunoldgica do organismo quando exposto ao virus.
Apesar de amplamente difundidos, os testes rdpidos, quando
realizados fora do periodo indicado, podem apresentar sensibilidade
e especificidade muito reduzidas e taxa de erro em torno de 75% de
resultados falso negativo, acarretando em inseguranga e incerteza
para interpretagdo diagndstica.'* Considerando que nem todos os
individuos infectados pelo virus apresentam anticorpos detectaveis
por esses métodos, principalmente individuos assintométicos ou
que desenvolvem quadro leve de infecgdo, € importante realizar o
diagndstico por meio de metodologias mais precisas e confidveis
como areacdo da transcriptase reversa seguida pela reagcdo em cadeia
da polimerase (do inglés Reverse transcriptase-Polymerase Chain
Reaction, RT-PCR).'* Embora esses testes ndo sejam apropriados
para o diagndstico precoce da infeccdo pelo SARS-CoV-2, eles
podem auxiliar no diagndstico de inflamacado multissistémica
relacionada a COVID-19.%

A deteccio de anticorpos ou imunoglobulinas A, M e G, ou seja,
IgA, IgM e IgG em pessoas que foram expostas ao SARS-CoV-2
é realizada a partir da amostra de sangue do paciente. A IgM
¢ identificada a partir do quinto dia de sintomatologia e, mais
significativamente, a partir do oitavo dia, enquanto os valores de
IgG especifica comecam a ser detectdveis a partir do décimo dia do
inicio dos sintomas e, mais significativamente, a partir do 14° dia.'s

Os exames sorolégicos podem ser usados como ferramentas
auxiliares para diagndstico de infecgdo prévia e para estudos
populacionais, porém, deve-se avaliar primordialmente alguns
parametros como validac@o e acurdcia do teste, selecio da amostra
e a interpretacdo dos resultados. Além disso, eles ndo devem ser
utilizados como método diagndstico preciso, na identificacio e
controle de surtos entre profissionais de satde, pois ndo fornecem
informa¢des no que concerne ao periodo de infectividade ou
transmissibilidade da infec¢do e, também, néo sdo recomendados para
indicar ou retirar o paciente das precaucdes respiratdrias.'”

Método de imunoabsor¢do enzimdtica e Quimioluminescéncia

Além do teste Lateral Flow, apresentado no item anterior, a
quantificacdo de IgG e IgM pode ser realizada também pelo método
de imunoabsor¢do enzimdtica conhecido como ELISA (do inglés
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, ELISA), o qual, assim como
o método de Quimioluminescéncia (do inglés Chemiluminescence
Immunoassay, CLIA) sdo testes soroldgicos realizados por técnicas
de andlise automatizadas e convencionais.'”'® Métodos mais recentes
como Eletroquimioluminescéncia (ECLIA) também estio disponiveis
para deteccdo de anticorpos totais ou apenas para [gG. Esses métodos
apresentam sensibilidade superior ao teste rdpido na detec¢do dos
anticorpos, porém, assim como o teste rdpido, a acurdcia destes
ensaios € dependente da época em que a coleta foi realizada, cujas
recomendagdes sdo a partir do 10° dia do inicio dos sintomas para
IgM e IgA e apds 15° dia para IgG."

O método ELISA tem sido amplamente utilizado em alguns paises
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da Europa e nos Estados Unidos para a avaliacio da soroprevaléncia
dos anticorpos IgG em populagdes suscetiveis, cujos resultados
conclufram que muitas populagdes possuiam niveis significativos
de anticorpos contra o virus SARS-CoV-2. Esses resultados podem
ajudar a entender a probabilidade de infeccdes assintomadticas ou
infecgbes com sintomas leves.?’ Esse método é um ensaio valioso
em elucidagdo de diagndsticos virais uma vez que ele fornece
informagdes qualitativas e quantitativas a partir de amostras de
sangue total, plasma ou soro. Esse ensaio utiliza uma placa revestida
com protefna viral, onde as amostras sdo incubadas e, quando na
presenca de anticorpos, ocorre uma ligacdo destes anticorpos com
uma proteina especifica formando um complexo proteina-anticorpo
e, dessa forma, pode ser detectado por ligacdo a um novo lote de
anticorpos fluorescentes.?! Informagdes da agéncia reguladora
americana FDA (do inglés, Food and Drug Administration) indicam
que esse teste € um auxilio no diagndstico de pacientes com suspeita
de COVID-19 em conjunto com a apresentacio clinica e os resultados
de outros testes laboratoriais. Portanto, ndo devem ser usados como
Unica base para o diagndstico de pacientes com infecg¢do aguda por
COVID-19. O Teste de Anticorpo IgG pelo método ELISA consiste
em dois ensaios diretos e em série: o primeiro € realizado contra
o dominio de ligagdo ao receptor recombinante de SARS-CoV-2
no soro e plasma; o segundo, € realizado para amostra contendo o
anticorpo, e € empregado um ensaio ELISA confirmatério contra
a proteina Spike do SARS-CoV-2 de comprimento total no soro e
plasma.”? Uma importante varidvel na aplicagio de testes soroldgicos
em diagndsticos virais € o tempo médio de soroconversdo para os
anticorpos avaliados. Um estudo transversal desenvolvido a partir
de 1.942.514 notificacdes de registros de casos de sindrome gripal
contendo resultados de testes diagnésticos para o SARS-CoV-2 nas
capitais brasileiras e no Distrito Federal, mostrou que o método
ELISA IgM foi realizado em tempo adequado para 58,8%, isso &,
em mais da metade dos casos o teste foi realizado dentro do periodo
recomendado o qual € maior ou igual a 8 dias para o ELISA IgM.?

Uma pesquisa realizada na China, com mais de 200 amostras,
resultou na informacéo de que o teste ELISA IgM combinado com
RT-PCR aumentou, substancialmente, na detec¢do da infec¢do
causada pelo SARS-CoV-2 (98,6%), quando comparada com tinico
teste de RT-PCR (51,8%).% Entretanto, ao que tange a especificidade,
ainda existem algumas preocupagdes em relagio a reatividade cruzada
com o virus da CPVID-19 e outros coronavirus como SARS-CoV e
Middle East respiratory syndrome coronavirus (MERS-CoV). Dessa
forma, foram desenvolvidos testes pelo método ELISA capazes de
detectar anticorpos contra as proteinas N, RBD e S/S1, que sdo as
principais proteinas imunoldgicas do coronavirus, cujos resultados
evidenciam que a proteina N (compartilha 92% de sua sequéncia de
aminodcidos com 0 SARS-CoV) e a RBD (compartilha 73%) foram
mais especificas para o SARS-CoV-2 do que a proteina S. Assim, esses
resultados podem ser tteis em elucidar resultados falso-negativos.?>*

O método CLIA que também € utilizado na deteccdo de titulos
de anticorpos IgM e IgG em pessoas expostas ao SARS-CoV-2
apresenta sensibilidade relativamente menor que o RT-PCR. Esse
método € caracterizado como uma tecnologia de alto rendimento e
baixa complexidade e fornece informagdes sobre niveis de anticorpos
e cinética de tempo da resposta humoral que podem ser aplicadas no
diagnédstico da COVID-19.7 Embora ainda tenha muitas limitaces,
muita pesquisa tem sido investida nesta tecnologia visando obter
maior sensibilidade para aplicagdo no diagndstico da COVID-19.
Nessa vertente, Grossberg e colaboradores desenvolveram uma
tecnologia baseada no método de Quimioluminescéncia e validaram
em mais de 7 mil amostras obtendo resultados promissores, 0s quais
comprovam a capacidade de detectar uma pluralidade de respostas
de anticorpos, incluindo 12 combinagdes de anticorpo/antigeno: IgM,
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IgA e IgG, contra a proteina Spike 1 SP (S1 SP), receptor do dominio
de ligacdo (RBD), Spike 2 SP SP (S2 SP) e NP de SARS-CoV-2.
A partir dos resultados desse estudo, foi possivel obter informacdes
confidveis de que a tecnologia desenvolvida pode ser usada para
o diagndstico da COVID-19, sendo suficientemente sensivel para
detectar os anticorpos IgA, IgG ou IgM para pelo menos um antigeno
contra SARS-CoV-2 em 99,67% dos casos positivos confirmados por
RT-PCR. Além disso, pode-se constatar a elevada especificidade da
abordagem ao se confirmar que 99,77% dos pacientes negativados
por RT-PCR também apresentaram resultado negativo para todas as
combinagdes anticorpo e antigeno.?

Métodos moleculares

O diagnéstico molecular ou baseado em édcido nucleico de doen-
cas humanas pode ser compreendido como a detecc@io de variagdes
genéticas em amostras de DNA ou RNA.? Considerando esse tipo
diagnéstico, os testes de amplificagdo de acidos nucléicos (TAANS),
aqueles que realizam a identificacdo de sequéncias especificas do
material genético do patégeno nas amostra dos pacientes suspeitos,*
sdo recomendados para o diagnéstico da COVID-19, conforme as
diretrizes da OMS, e atualmente o “método padrdo ouro” € o conhe-
cido RT-gPCR.? Reag@o em Cadeia da Polimerase quantitativa em
Tempo Real (do inglés real-time reverse transcription polymerase
chain reaction), devido a sua alta sensibilidade e especificidade.’!

RT-gPCR

O uso da reagdo em cadeia da polimerase (do inglés polymerase
chain reaction, PCR) no monitoramento em tempo real da
amplificacdo do DNA através da medida do sinal da fluorescéncia
estd entre as suas principais aplicagdes, porém, ainda nos dias atuais
diferentes terminologias para identificar esta metodologia ainda séio
utlizadas, o que pode ser um fator confundidor. E preciso salientar que
RT-PCR € uma abreviagdo transcriptase reversa da reacio em cadeia
da polimerase (do inglés reverse transcription PCR), e ndo de PCR em
tempo real (do inglés real time PCR, também chamado de quantitative
PCR, qPCR). Logo, a sigla RT-qPCR simboliza a transcriptase
reversa seguida da reacdio em cadeia da polimerase em tempo real
(do inglés Reverse Transcription Real-Time PCR ou também Reverse
Transcription quantitative), sendo essas terminologias utilizadas
neste artigo.*> Assim, RT-qPCR e real time RT-PCR s@o sindnimos.

De maneira pragmatica, a distingdo entre RT-qPCR (RT-PCR
em tempo real) e RT-PCR (semiquantitativo) € a maneira em que
ocorre 0 monitoramento da elevagdo no nimero de cdpias do gene de
interesse, visto que a primeira realiza a detec¢éio concomitantemente
a amplificacdo do material genético, em tempo real, enquanto que na
segunda metodologia, a andlise dos transcritos s6 € feita mediante a
conclusio da etapa de amplificagdo.™

Concernente a sensibilidade dos testes de detecgdo de anticorpos
no diagnéstico do SARS-CoV-2, independente da presenca
ou auséncia destes anticorpos no individuo, deve-se avaliar as
caracteristicas das técnicas utilizadas como desempenho do teste,
sensibilidade analitica (limite de deteccdo) e a especificidade analitica
(menor interferéncia de outras substincias ou antigenos), tendo em
vista que muitas varidveis provenientes da fase pré-analitica como
o método de coleta, conservagdo e transporte da amostra podem
influenciar diretamente no resultado do exame. Dessa forma, a fase
de verificagdo analitica destes exames constitui uma etapa critica,
uma vez que os testes empregados nos laboratdrios clinicos fazem
de uso de kits de exames provenientes de diferentes fabricantes, ndo
sdo padronizados e, muitas vezes, possuem amostragem baixa para
confiabilidade dos resultados.** No tocante ao RT-qPCR, o limite de
deteccdo (LOD = menor concentracio viral detectada) dos ensaios
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varia de acordo com os kits de diagndsticos, para detec¢do de SARS-
CoV-2, disponiveis em cada laboratdrio clinico.

No ambito dos testes de diagnésticos para COVID-19 utilizando
o RT-qPCR, o primeiro protocolo foi criado pela OMS no inicio
de 2020. Esse protocolo consistia em trés etapas, cuja etapa inicial
permitia identificar o gene E (proteina de pequeno envelope) com
um limite de detec¢do de 5,2 copias de RNA/reagdo e um intervalo
de confianga (IC) de 95% de 3,7-9,6. As préximas etapas consistiam
de testes confirmatdrios visando detectar o gene RNA-polimerase
dependente de RNA (Limite de detec¢do de 3,8 copias de RNA/
reagdo e IC de 95% de 2,7-7,6) e o gene N (Limite de deteccdo de
8,3 copias de RNA/reacéo e IC de 95% de 6,1-16,3.3537

LAMP (Loop-mediated isothermal amplification)

Uma alternativa ao RT-qPCR em tempo real € a abordagem para
detec¢do consideravelmente rdpida do SARS-CoV-2 conhecida como
amplificacio isotérmica mediada por loop (do inglés loop-mediated
isothermal amplification). Possui maior custo beneficio quando
comparado as técnicas convencionais de amplificagdo de acidos
nucléicos, como PCR e o PCR em tempo real,*® tendo em vista a
reducio do custo envolvido considerando os reagentes e instrumentos
utilizados no processo.** Neste método, o processo de amplificagdo
do DNA ocorre a temperatura constante, cerca de 60-65 °C em uma
hora, suprimindo o uso de termocicladores.

Desde o seu desenvolvimento nos anos 2000, este método de
amplificacdo isotérmica de dcido nucleico jd era capaz de gerar
cépias do DNA, na escala de 10° com alta especificidade.*’ Desde
entdo, inlimeras reacdes baseadas em LAMP foram desenvolvidas
para a detecgdo de diversos patégenos visando o diagndstico clinico
de doengas infecciosas.*!

A deteccdo de RNA viral do SARS-CoV-2 através da RT-LAMP
(do inglés reverse transcription-LAMP) foi avaliada em diversos
estudos.*>* Possuem como contraprova os testes por RT-qPCR, e tem
demonstrando uma sensibilidade superior a 97% e alta especificidade,
evidenciada pelo uso de alguns primers que permitem a distin¢ao de
maneira sincrona de seis diferentes regides do DNA .4

Metodologias utilizando biomarcadores e deteccao baseada em
nanomateriais

A comunidade cientifica segue em constante trabalho para
desenvolvimento de novas tecnologias para diagnéstico mais rapido,
confidvel, comodo e com menor custo para o paciente. Uma vez
que grande parte da pesquisa mundial estd voltada para assuntos
relacionados a recente pandemia, hoje temos acesso hd um grande
volume de dados e informagdes importantes que estdo sendo
compartilhados por toda comunidade. Neste sentido, dados clinicos e
experimentais aliados a estatistica e inteligéncia artificial vém sendo
uma estratégia utilizada.*’

Por exemplo, tecnologias baseadas em nanomateriais sdo uma
boa alternativa visto que podem, em alguns casos, promover uma
deteccdo viral precisa. Recentemente, pesquisadores desenvolveram
nanoparticulas magnéticas que facilitam a extracio do DNA viral,
util nas etapas de andlises clinicas. Um sensor contendo tecnologia
de nanoplasma também foi desenvolvido especificamente para
deteccdo da proteina S sem a necessidade de preparo de amostras
extensos, considerando que se trata de amostras bioldgicas, essa € uma
caracteristica vantajosa.*** Shan e colaboradores desenvolveram um
sensor hibrido constituido por nanomaterial a base de nanoparticulas
de ouro associado a ligantes organicos para diagndstico de COVID-19
através da respiragdo do paciente. Uma vez que o paciente exala em
frente ao sensor, o dispositivo € capaz de detectar compostos organicos
voldteis relacionados a infegdo ainda em seu estédgio inicial.*-*°
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Assim como nesse tltimo exemplo e em varios outros casos, 0s
testes de COVID-19 ou qualquer outra doenga viral sdo baseados
na deteccdo de componentes do préprio virus ou pode-se ainda
detectar uma doenca a partir de biomoléculas que indicam que nosso
organismo estd em inconformidade, sdo os chamados biomarcadores.
Em geral, o comportamento desses biomarcadores apresenta um
padrdo para cada enfermidade, que quando identificado, pode ser
transformado em um meio de diagndstico.’!

No Brasil, de acordo com reportagens de jornais eletronicos
nacionais, grupos de pesquisa diversificados também vém trabalhando
no desenvolvimento de novas tecnologias nesse sentido. Ha pesquisas
cujo o foco € o desenvolvimento de um método para detecgio de
sequenciamento de genoma do virus em saliva de pacientes. Alguns
pesquisadores também tem voltado esforcos para realizagdo de andlises
quantitativas, o que por sua vez, aumenta a especificidade e exatidao
de testes diagndsticos, e em fabricacdo de dispositivos portdteis que
futuramente poderdo ser acoplados a um smartphone (Figura 1).

Muitas destas pesquisas ja estdo em fase de pedido de patente e/
ou liberagdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA)
e demais 6rgdos competentes ou ainda ja estd sendo aplicada em
paciente em capitais e alguns locais restritos. Alguns grupos estiao
ainda em fase de negociacdo para que testes mais simples e comodos
para o paciente sejam distribuidos pelo SUS.5%°

SENSIBILIDADE CLINICA E ANALITICA DOS TESTES
DE DIAGNOSTICOS - ERROS NA FASE PRE-ANALITICA

A execugdo de um exame laboratorial passa por vdrias etapas,
e podem ser divididas em trés fases: pré-analitica, analitica e
pés-analitica. Estima-se que os erros pré-analiticos correspondem
aproximadamente a 75% dos erros no ambiente laboratorial, cuja
fase envolve todas as etapas iniciais que antecedem a realizagdo do
exame como o preparo do paciente, os procedimentos de coleta, o
acondicionamento, o transporte e o preparo da amostra biolégica.®
Em adigo, outros fatores como o tempo em que foi realizado o exame,
bem como a metodologia de coleta de amostras e a coinfeccdo com
outros virus podem influenciar a precisdo dos testes diagndsticos.
Os principais fatores que influenciam na acurdcia de um teste
de diagndstico sdo a sensibilidade e a especificidade clinicas e
analiticas., uma vez que o parametro sensibilidade reflete a fragao de
individuos infectados com o agente etioldgico que, quando testados,
o resultado de teste € positivo. Enquanto a especificidade indica
a proporc¢do de individuos certificados sem doenca que, quando

O Grupo Fleury desenvolve
novo teste que detecta
proteinas do SARS-CoV-2
em secregdo nasal.

Pesquisadores da
UFSCAR também
desenvolvem novo teste
por amostras de saliva.
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testados, o resultado do teste € negativo.®' Contudo, a especificidade
e sensibilidade de um teste pode variar dentro de uma amostragem
populacional significativa, uma vez que os fabricantes dos kits
de diagndsticos reportam a sensibilidade e especificidade em um
conjunto de amostras com resultados positivos e negativos colhidas
de individuos admitidos em hospitais, os quais possuem carga viral
mais elevada do que individuos assintomaticos.”’>%3 Em adi¢do, o
desempenho e resultado do teste também pode variar dependendo de
outras circunstancias como armazenamento ou transporte da amostra,
soro conversdo e declinio do titulo de anticorpos. Assim, obter testes
de diagndsticos com sensibilidade e especificidade elevadas aliado
as devidas condicdes analiticas de coleta e tratamento das amostras
evita uma alta frequéncia de resultados falsos negativos que podem
influenciar nas estratégias de controle da infecgdo.

Durante o curso da pandemia, novas tecnologias foram
desenvolvidas visando a aquisi¢do de kits de diagndsticos mais
sensiveis baseados nas caracteristicas genémicas do virus. Um
deles € o teste que rastreia o gene N, usando o gene ORF1b como
confirmagdo, cujo ensaio possui alta sensibilidade e especificidade
para o virus da COVID-19.35:6465

Inerente aos testes de diagndsticos empregados no Brasil e
com registros na ANVISA, Verotti e colaboradores realizaram
um levantamento de mais de 200 registros. Dentre eles: incluindo
ensaios imunocromatograficos (135), RT-PCR (34), anticorpos (15)
e Imunoensaios fluorescente (11), cujos resultados mostraram que a
sensibilidade IgG/IgM variou de 72% até 100% e especificidade de
32% até 100% para os testes imunocromatograficos e 97,05% alegaram
possuir sensibilidade igual ou maior a 95% para os testes RT-PCR.!®

CUSTO DO TESTE

Em 29 de abril de 2020 a ANVISA publicou no Didrio Oficial
da Unido, a autorizacio para utilizac@io de testes rdpidos (ensaios
imunocromatograficos) para pesquisa de anticorpos ou antigeno do
novo coronavirus.®® Com isso, os testes rapidos sdo oferecidos em
farmdcias, drogarias e laboratdrios, devidamente regularizados. Sdo
os testes mais acessiveis aos consumidores e 0 preco para o teste
rdpido para pesquisa de anticorpos varia de R$ 80,00 a R$ 140,00,
jé para o teste rdpido para pesquisa de antigeno o valor encontrado
foi entre R$ 90,00 e R$ 200,00, conforme apresentado na Figura 2.

O diagndstico da COVID-19 ndo deve ser feito por uma avaliagdo
isolada dos resultados dos testes rapidos, além do que, no estigio
inicial da infecgdo, falsos negativos sdo esperados. Cabe ainda

Um grupo da UFMG inicia
fase testes de um novo
exame também com
amostras de saliva.

‘ Grupo Fleury ‘ usp
g —

05/2020

‘ UFSCAR
—

12/2020 06/2021

Pesquisadores da
USP desenvolvem
novo teste por
amostras de saliva.

O RT-LAMP,
desenvolvido por
pesquisadores da UFG,
chega a publico.

‘ UFG
—

06/2021

‘ UFMG ‘ UFRJ
— —

07/2021

07/2021

Pesquisadores da UFRJ estdo em
fase de negociagdo para distribuigdo
de novos testes via SUS.

Figura 1. Pesquisas realizadas no Brasil para o desenvolvimento de testes de diagndstico alternativo para o SARS-CoV-2
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ressaltar que a medida perde a validade assim que o Ministério
da Saude suspender o estado de emergéncia em satde publica de
importancia nacional.

Além dos testes rdpidos, os outros testes disponiveis em
laboratérios de andlises clinicas ao consumidor sido o teste
sorolégico, o RT-LAMP e o RT-qPCR. Diferentes laboratérios
oferecem diferentes servigos com relagéo ao teste soroldgico, estido
disponiveis sorologias para determinagdo de IgA, IgM e/ou IgG e
assim podem ser utilizadas as técnicas de ELISA, CLIA e ECLIA.
Como podem ser realizadas as determinacdes das imunoglobulinas
separadamente ou IgM e IgG no mesmo exame, os valores podem
variar de R$ 130,00 a R$ 360,00.

Os resultados dos testes rdpidos podem ser obtidos em um curto
periodo de tempo (aproximadamente 20 min) a partir da andlise
de algumas gotas de sangue e, como dito anteriormente, ¢ um
servico amplamente oferecido por farmdcias, laboratérios e clinicas
habilitadas. Porém, apresentam baixa especificidade.’**” Por outro
lado, os testes soroldgicos convencionais como ELISA sdo realizados
apenas em laboratérios clinicos e demandam um prazo maior para a
liberag@o dos resultados, fornecem uma andlise qualitativa ou semi-
quantitativa dos anticorpos IgG, IgM, IgA e/ou totais. Além disso, eles
podem ser utilizados para reavaliaciio de eventual viragem soroldgica
ou aumento do titulo do anticorpo IgG, quando os resultados estido
muito préximos do ponto de corte.>*

O RT-LAMP néo € um método muito oferecido pelos laboratdrios,
porém € possivel encontrar o kit para venda em algumas redes de
drogarias, assim o proprio paciente faz a coleta do material e envia
ao laboratério para andlise. Como abordado anteriormente, o RT-
gPCR ¢ o padrio ouro para o diagndstico de COVID-19, porém, é o
exame de maior custo para o paciente — foram encontrados valores
entre R$ 220,00 e R$ 420,00. Essa variagdo € devido a regido do pafs
e a urgéncia do paciente com relagdo ao resultado, ou seja, alguns
laboratdrios tém precos variados para o0 mesmo exame dependendo
do tempo de espera do resultado, 24, 48 ou 72 horas.

CONCLUSOES

A situag@o pandémica causada pelo SARS-CovV-2 trouxe a
necessidade de utilizagdo, adaptagdo e desenvolvimento de técnicas e

Figura 2. Custo dos exames para o consumidor, na qual o pregco mais alto encontra-se na base

Quim. Nova

R$ 80 - R$ 140

R$ 90 - R$ 200

R$ 150 - R$ 390

R$ 220 - R$ 420

metodologia especificas para a identificacdo e quantificacdo do virus
ou da resposta imunolégica. Métodos soroldgicos, imunoabsorg¢ao,
quimioluminescéncia, moleculares e utilizando biomarcadores
possuem custos e sensibilidade clinica e analitica distintas. Maior
sensibilidade do teste implica, na maioria das vezes, em maior custo.
A expectativa € de aumento nas ofertas de novos métodos com menor
custo, maior confiabilidade e rapidez nos resultados.
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