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RESUMO

Introducdo: Em funcio da urgéncia e demanda de uma resposta a pandemia do novo coronavirus (Covid-19), varios testes de deteccio
de anticorpos para a sindrome respiratoria aguda grave do coronavirus 2 (Sars-CoV-2) tém sido desenvolvidos. Objetivo: Este estudo teve
como objetivo avaliar o desempenho do teste rapido utilizado em um inquérito epidemiolégico para Sars-CoV-2 em comparagdo com
outros ensaios soroldgicos. Métodos: Foram avaliadas 86 amostras de soro em trés ensaios sorologicos: um imunoensaio de fluxo lateral —
Wondfo Sars-CoV-2 Antibody Test (TRW) — e dois imunoensaios de quimioluminescéncia: Elecsys anti-Sars-CoV-2 (ECLIA) e Sars-CoV-2
IgG (CMIA-IgG). Resultados: As sensibilidades diagndsticas estimadas dos testes sorologicos na avaliacdo dessas amostras foram: TRW 59%
[95% intervalo de confianca (IC) 43,4%-72,9%], ECLIA 66,7% (51%-79,4%) e CMIA-1gG 61,5% (47,1%-73%). Enquanto isso, a especificidade
diagndstica estimada para TRW foi 78,7% (95% CI 65,1%-88%), ECLIA 72,3% (58,2%-83,1%) e CMIA-IgG 76,6% (74%-95,5%). Os valores
de sensibilidade e especificidade foram inferiores aos afirmados pelos fabricantes. Embora 16,2% (14/86) dos resultados tenham sido
discordantes entre os trés ensaios seroldgicos para Sars-CoV-2, o grau de concordancia pelo indice Kappa foi adequado: TRW/CMIA-IgG
[0,757 (95%1C 0,615-0,899) ], TRW/ECLIA [0,715 (0,565-0,864) ] € ECLIA/CMIA-IgG [0,858 (0,748-0,968)]. Conclusao: O teste soroldgico
pode ser uma ferramenta diagnostica ttil, o que reforca sua avaliaco criteriosa, bem como o momento correto de sua utilizagao.

Unitermos: infecgGes por coronavirus; sorologia; anticorpos; testes imediatos; imunoensaio; betacoronavirus.

ABSTRACT

Introduction: Due to urgency and demand of a response to the Covid-19 pandemic, numerous Sars-CoV-2 immunoassays have
been rapidly developed. Objective: This study aimed at assessing the performance of rapid Sars-CoV-2 antibodly fest in comparison
to high-throughput serological assays. Methods: A lotal of 86 serum samples were evaluated in the three assays: a lateral flow
immunoassay — Wondjfo Sars-CoV-2 Antibody Test (WRT) — and two chemiluminescence immunoassays: Elecsys Anti-Sars-CoV-2
(ECLIA), and Sars-CoV-2 IgG (CMIA-IG). Results: The estimated diagnostic sensitivities of serological fests in the evaluation of
serum samples from the epidemiological survey were: WRT 59.0% [95% confidence interval (CI) 43.4%-72.9%], ECLIA 66.7%
(51%-79.4%), and CMIA-IgG 61.5% (47.1%-73%). Meanwhile, the estimated diagnostic specificity was for WRT 78.7% (95% CI
65.1%-88%), ECLIA 72.3% (58.2%-83.1%), and CMIA-IgG 76.6% (74%-95.5%). The sensitivity and specificity values were lower
than manufacturers’ claimed. Although 16.2% (14/86) of serological results were discordant among the three Sars-CoV-2 serological
assays, the degree of agreement by the kappa index was adequate: WRT/CMIA-IgG [0.757 (95% CI0.615-0.899)], WRT/ECLIA [0.715

(0.565-0.864)], and ECLIA/CMIA-IgG [0.858 (0.748-0.968)]. Conclusion: The serological lesting may be a useful diagnostic tool,

which reinforces its careful evaluation, and, as well as the correct time to use it.
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RESUMEN

Introduccion: Debido a la urgenciay la demanda de una respuesta a la pandemia de Covid-19, se ban desarrollado rapidamente
numerosos inmunoensayos del Sars-CoV-2. Objetivo: Este estudio tuvo como objetivo evaluar el rendimiento de la prueba rapida de
anticuerpos contra el Sars-CoV-2 en comparacion con los ensayos serologicos de alto rendimiento. Métodos: Se evaluaron un total
de 86 muestras de suero en los tres ensayos: un inmunoensayo de flujo lateral — Wondjfo Sars-CoV-2 Antibody Test (WRT) — y dos
inmunoensayos de quimioluminiscencia: Elecsys Anti-Sars-CoV-2 (ECLIA) y Sars-CoV-2 IgG (CMIA-ISG ). Resultadbos: Las sensibilidades
diagnasticas estimadas de las pruebas serologicas en la evaluacion de muestras de suero de la encuesta epidemiologica fueron: WRT
59% [intervalo de confianza (IC) del 95%: 43,4%-72,9%], ECLIA 66,7% (51%-79,4%) y CMIA-IG 61,5% (47,1%-73%). Mientras
lanto, la especificidad diagndstica estimada fue para WRT 78,7% (95% CI 65,1%-88%), ECLIA 72,3% (58,2%-83,1%) y CMIA-IgG
76,0% (74%-95,5%). Los valores de sensibilidad y especificidad fueron mds bajos que los declarados por los fabricantes. Aunque
el 16,2% (14/86) de los resultados fueron discordantes entre los tres ensayos serologicos del Sars-CoV-2, el grado de concordancia
del indice kappa fue adecuado: WRT/CMIA-IgG [0,757 (IC del 95%: 0,615-0,899)], WRI/ECLIA [0,715 (0,565-0,864)] y ECLIA/
CMIA-IgG [0,858 (0,748-0,968)]. Conclusion: La prueba serologica puede ser una herramienta diagnostica iitil, lo que refuerza
su evaluacion cuidadosa, asi como el momento adecuado para usarla.

Palabras clave: infecciones por coronavirus; serologia, anticuerpos; pruebas en el punlo de atencion, inmunoensayo;
betacoronavirus.

INTRODU(;AO imunoldgica as vacinas e na estimativa da soroprevaléncia® .
Embora seja necessdria uma avaliacdo mais aprofundada devido a
urgéncia e 4 demanda de resposta 2 pandemia, varios imunoensaios
Sars-CoV-2 foram rapidamente desenvolvidos e colocados no
mercado com limitada validagio em amostras clinicas™ ®.
No entanto, para usar os testes sorologicos de maneira adequada,
¢ importante entender suas caracteristicas de desempenho e
limitacdes!”.

0 diagnéstico laboratorial tem desempenhado um
papel fundamental no diagnostico rapido do coronavirus na
pandemia da Covid-19. Alguns métodos diferentes sao usados
rotineiramente para confirmar o diagndstico ou em inquérito
epidemiologico e soroconversio pds-vacinal.

Entre os testes de dcido nucleico, o método de reacao em cadeia
da polimerase por transcriptase reversa (RT-PCR) € considerado
0 “padrao-ouro” para a detecgdo da sindrome respiratoria aguda
grave do coronavirus 2 (Sars-CoV-2) em razao de beneficios como  f,;xo lateral, que se espalharam em razdo de sua ficil e rdpida

o . b o _ i
especificidade e por representar um ensaio qualitativo simples”.  performance, mas muitos desses testes carecem de uma avaliagio
No entanto, em algumas situagoes, a sensibilidade dos testes de RT- ;3 daquada de sensibilidade e especificidade®.

PCR tem sido abaixo do ideal devido a diferentes fatores, como baixa
carga viral no momento da infeccdo, coleta, conservacao e transporte
inadequados de amostra e caracteristicas dos alvos genéticos™.

Dessa forma, a validacdo do teste sorologico € necessdria para
o diagnostico preciso da infecgdo por Sars-CoV-2®. Contudo, hd
muita preocupagdo com os ensaios imunocromatograficos de

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

Em casos com forte suspeita clinica de infeccdo com resultados  para detectar anticorpos de ligaciio ou neutralizantes. A resposta
de PCR negativos, a detecgdo de anticorpos pode ser uma ferramenta  imune humoral produz anticorpos contra diversos antigenos
Uil para estabelecer a exposico, a infeccdo e a imunidade ao Sars-  virais, incluindo a proteina do nucleocapsideo (N) e a proteina
CoV-2, bem como para realizar estudos epidemioldgicos®®. Em  spike (). Enquanto a proteina S estd presente na superficie
comparagao com a PCR, o teste sorologico € vantajoso devidoaseu  viral e é essencial para a entrada do virus, a N ¢ a proteina
tempo de resposta mais rapido, ao alto rendimento, a menos carga  imunodominante expressa mais abundantemente que interage
de trabalho e 4 disponibilidade de amostras®”. com 0 4cido ribonucleico (RNA)V.

A sorologia desempenha um papel fundamental no Embora a utilidade atual dos testes soroldgicos seja
rastreamento de contato, na pesquisa epidemiologica, na  principalmente para estudos epidemioldgicos, a avaliagdo adequada
identificacao de doadores de plasma convalescente (que pode servir  dasensibilidade e daespecificidade clinicas desses testes na populacdo
como um possivel tratamento para aqueles que estdo gravemente  testadaémuitoimportante. Aespecificidade do teste afeta diretamente
doentes por Covid-19), no estudo da eficicia e do padrao de resposta  seus valores preditivos positivos (VPPs) e, portanto, a confiabilidade
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de um resultado positivo. Apesar de a alta especificidade ser relatada
para muitos ensaios sorolgicos Sars-CoV-2 comerciais, nem todos
eles atingem consistentemente esse limiar de especificidade. Nesse
contexto, a identificagdo de individuos com resposta soroldgica ao
Sars-CoV-2 fornece informacOes complementares importantes
a0 avaliar a fracdo de individuos previamente infectados™. Neste
estudo, objetivou-se avaliar o desempenho do teste rapido utilizado
em inquérito epidemioldgico para Sars-CoV-2 em comparacao com
outros ensaios soroldgicos, levando em consideragio a especificidade
e a sensibilidade dos métodos.

METODOS

Deteccao de anticorpos anti-Sars-CoV-2

Todos os testes soroldgicos foram realizados de acordo com as
instrucdes do fabricante:

* ensaio imunocromatogrifico de fluxo lateral Wondfo
Sars-CoV-2 Antibody Test (Guangzhou Wondfo Biotech Co.,
Ltd., China)]. O teste rdpido Wondfo (TRW) detecta anticorpos
especificos [imunoglobulina classe G (IgG) e classe M (IgM)]
para o dominio de ligacdo da proteina spike (S) do Sars-CoV-2;

* imunoensaio por eletroquimioluminescéncia [Elecsys anti-
Sars-CoV-2 (Roche Diagnostics, EUA)]. Roche ECLIA destinado
a deteccdo de anticorpos totais dirigidos contra o antigeno
nucleocapsideo (N) do Sars-CoV-2;

* imunoensaio quimioluminescente de microparticulas
[Sars-CoV-IgG (Abbott Diagnostics, Irlanda)]. Abbott imunoensaio
quimioluminescente (CMIA)-IgG destina-se 4 deteccdo de anticorpos
IgG dirigidos a0 antigeno nucleocapsideo (N) do Sars-CoV-2.

Além desses ensaios, um CMIA [Sars-CoV-IgM (Abbott
Diagnostics, Irlanda)], teste para anticorpos IgM especificos
(CMIA-IgM) para o dominio de ligagdo da proteina spike
(S) do Sars-CoV-2, foi usado apenas nas amostras do grupo-
-controle.

Todas as amostras foram avaliadas nos trés testes soroldgicos
para Sars-CoV-2.

Amostra de soro

0 fluxograma (Figura) mostra as amostras avaliadas neste
estudo.

Inquérito epidemiologico

Oitenta e seis amostras respiratérias e de soro foram
coletadas de 5a 26 de julho de 2020, como parte do levantamento
epidemiologico realizado no Instituto Adolfo Lutz (IAL) para
avaliar a exposicdo de seus funciondrios ao Sars-CoV-2. Todas
as amostras respiratorias foram avaliadas para Sars-CoV-2 RT-
PCR, 39 (45,3%) com RNA viral detectvel e 47 (54,7%) com
RNA Sars-CoV-2 indetectavel (12 com sintomas compativeis com
Covid-19 e 35 sem sintomas). Todas as amostras de soro foram
submetidas aos trés testes sorologicos TRW, Roche ECLIA e Abbott
CMIA-IgG.

Os oitenta e seis participantes foram agrupados de acordo
com o intervalo de tempo entre o inicio dos sintomas e a coleta de
sangue (estdgio da doenca) para andlise em testes sorologicos —
fase inicial (sete a 13 dias apds os sintomas da doenca),
intermedidrio (14 a 20 dias ap0s os sintomas da doenca) e fase
tardia (> 21 dias ap6s os sintomas da doenca)®.

Amostra de soro
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FIGURA — Amostras de soro avaliadas neste estudo
RNA: dcido ribonucleico; Sars-CoV-2: sindrome respiratoria aguda grave do coronavirus 2.
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Neste estudo, a associagdo de sinais e sintomas para definir o
diagndstico de Covid-19 obedeceu aos critérios estabelecidos pelo
Ministério da Satide do Brasil?.

Grupo-controle

Oitenta e quatro amostras de soro controle foram incluidas
para avaliar o desempenho dos ensaios utilizados neste estudo,
sendo distribuidas em dois grupos:

* grupo-controle positivo — 38 (45,2%) amostras de soro foram
obtidas de 22 pacientes hospitalizados com Covid-19 para avaliar a
sensibilidade dos testes. Todos os casos inscritos foram confirmados
como infectados pelo Sars-CoV-2 por meio do teste de RT-PCR em
amostras do trato respiratdrio. As amostras de soro foram obtidas
em diferentes estdgios da Covid-19 — 15 (39,5%) amostras na fase
inicial, 12 (31,6%) na fase intermedidria e 11 (28,9%) na fase tardia.
A classificagio do estdgio da doenca foi a mesma utilizada nas
amostras do inquérito epidemioldgico®. O intervalo entre a coleta da
amostra respiratoria (RT-PCR) e a coleta da amostra de soro variou
de -1a +45 dias (média = 13,6 + 11,6 dias; mediana = 10 dias);

* grupo-controle negativo — 46 (54,8%) amostras de soro
remanescentes da rotina diagndstica de doengas infecciosas
armazenadas no IAL de dezembro de 2017 a marco de 2018
foram utilizadas para avaliar a especificidade dos ensaios,
caraterizadas da seguinte forma: 40 (87%) com resultados
positivos para um ou mais marcadores em testes soroldgicos do
virus da imunodeficiéncia humana (HIV), sifilis, virus da hepatite
B (HBV), virus da hepatite G (HCV), Mycoplasma pneunioniae
(MP), virus da dengue (DENV), virus da Chikungunya (CHIKV)
e virus da febre amarela (YEV), e seis (13%) amostras com
resultados negativos para marcadores soroldgicos em bancos de
sangue. Todas as amostras negativas usadas foram coletadas antes
de 2020, antes da circulacdo do Sars-CoV-2 no Brasil.

ANALISE ESTATISTICA

A sensibilidade diagnostica do teste de anticorpos foi
definida como a porcentagem de resultados positivos para
anticorpos contra Sars-CoV-2 nas amostras de soro de pacientes
confirmados com Covid-19 (com RNA Sars-CoV-2 detectavel
por RT-PCR), enquanto a especificidade do diagndstico foi
definida como a porcentagem de resultados negativos para
anticorpos contra Sars-CoV-2 nas amostras de soro de individuos
sem Covid-19 (sem RNA de Sars-CoV-2 detectdvel por RT-PCR
ou amostras do grupo-controle negativo). Para o célculo de
sensibilidade diagnostica, especificidade diagnostica, VPP, valor
preditivo negativo, acurdcia e soropositividade, foi utilizado o
programa Microsoft Office Excel.

As concordancias de mensuracdo entre diferentes testes de
anticorpos foram interpretadas por meio do indice Kappa (k),
proposto por Altman (1999)" e adaptado de Landis e Koch
(1977). 0 valor de k < 0,2 representa concordancia pobre; 0,21-
04, fraca; 0,41-0,6, moderada; 0,61-0,8, substancial; 0,81-1,
concorddncia quase completa. O teste exato de Fisher, bicaudal,
foi usado para varidveis categoricas.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos do Instituto Adolfo Lutz (CAAE:
31924420.8.0000.0059 e CAAE: 43250620.4.1001.0059).

RESULTADOS

Amostras do grupo-controle

Com base nos resultados de 84 amostras de soro-controle, os
valores estimados de sensibilidade e especificidade dos ensaios
estdo descritos na Tabela 1. As amostras do grupo-controle
positivo foram classificadas de acordo com o estdgio da doenca.

Asensibilidade diagnostica foi avaliada por meio de 38 amostras
de soro positivas para infecgdo por Sars-CoV-2, confirmadas por RT-
PCR e agrupadas de acordo com o intervalo de tempo entre o inicio
dos sintomas e a coleta de sangue (estagio da doenca). Entre os 15
pacientes na fase inicial da doenca, 100% (15/15) resultaram positivo
peloTRW e CMIA-IgM; 80% (12/15), pelo ECLIA; € 86,7% (13/15), pelo
CMIA-IgG. As amostras agrupadas nas fases intermediaria e tardia
testaram positivo em todos os quatro ensaios.

Na avaliacao das amostras do grupo-controle, TRW e CMIA-IgM
apresentaram os valores maximos de sensibilidade e especificidade
(100%), enquanto ECLIA, os valores de sensibilidade e especificidade
de 92,1% e 97 8%, respectivamente. O valor de sensibilidade global de
CMIA-IgG foi de 94,7%, com duas amostras do grupo-controle
positivo apresentando resultado negativo. Por outro lado, essas
duas amostras apresentaram resultado positivo em CMIA-IgM e
negativo em ECLIA, embora esse tiltimo seja capaz de detectar tanto
imunoglobulina especifica G quanto M. Para as amostras do grupo-
-controle negativo, que foram coletadas e armazenadas antes do
surgimento do Sars-CoV-2, observamos uma amostra negativa para
marcadores sorol6gicos de bancos de sangue com resultado positivo
pelo ECLIA (indice 4,39: valor de referéncia < 1,00).

Na avaliagdo das 84 amostras do grupo-controle, o grau de
concordancia entre os testes sorologicos € descrito na Tabela 2.

A concordancia entre os dois imunoensaios automatizados e
um teste rapido para detecgdo de anticorpos especificos para Sars-
CoV-2 variou de 95,2% (k = 0,903) a 100% (k = 1,00). Embora a
concorddncia percentual entre ECLIA e CMIA-IgG tenha sido muito
boa 97,6% (k = 0,951), ambos apresentaram dois resultados falso
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TABELA 1 — Valores estimados de sensibilidade e especificidade de ensaios nas amostras do grupo-controle

TRW (IgM/IgG) ECLIA (Ig Total) CMIA (Ig6) CMIA (IgM)
Amostras de soro P N Resultado P N Resultado P N Resultado P N Resultado
Grupo-controle positivo 38 Valor de sensibilidade (IC 95%)
Fase inicial 15 15 0 100% (79,6%-100%) 12 3 80% (54,8%-93%) 13 2 86,7% (62,1%-96,3%) 15 0 100% (79,6%-100%)
Fase intermedidria 12 12 0 100% (75,8%-100%) 12 0  100% (75,8%-100%) 12 0  100% (75,8%-100%) 12 0 100% (75,8%-100%)
Fase tardia 11 11 0 100% (74,1%-100%) 11 0  100% (74,1%-100%) 11 0  100% (74,1%-100%) 11 0 100% (74,1%-100%)
Total 380 100% (90,8%-100%) 35 3 92,1%(79.2%-973%) 36 2 947% (82,7%-985%) 38 0 100% (90,8%-100%)
Grupo-controle negativo 46 Valor de especificidade (IC 95%)
Anticorpos para outras patologias™ 40 0 40 0 40 0 40 0 40
Negativo™ 0 6 100%(923%-100%) 1 5 97,8% (88,7%99,6%) 0 6  100% (923%-100%) 0 6 100% (92,3%-100%)
Total 0 46 1 45 0 46 0 46

TRW: teste rdpido de Wondfo; ECLIA: imunoensaio por eletroquimioluminescéncia (Roche); Ig total: imunoglobulina total; CMIA: imunoensaio quinioluminescente de microparticulas
(Abbott); IgM: imunoglobulina classe M; IgG imunoglobulina classe G; n: naimero total de amostras; P: positivo; N: negativo; IC: intervalo de confianga; “amostras coletadas antes de 2019
e reativas a outras doengas infecciosas, entre elas: HIV (virus da imunodeficiéncia humana), sifilis, HBV (virus da hepatite B), HCV (virus da hepatite C), DENV (virus da dengue), YF
(febre amarela), MP (Mycoplasma pneumoniae), CHIKV (virus da chikungunya); *para marcadores soroldgicos de bancos de sangue.

TABELA 2 — Concordancia entre quatro testes sorologicos na avaliacao das amostras do grupo-controle

Teste sorologico Percentual de concordancia Indice k Erro padrio 1C 95% Concordancia observada  Concordancia esperada  Grau de concordancia
TRW/CMIA IgM 100% 1,00 0,000 (1,000-1,000) 1,00 0,50 Muito bom
TRW/CMIA IgG 97,6% 0,952 0034 (0,886-1,018) 0,98 0,51 Muito bom

TRW/ECLIA 95,2% 0,903 0,047 (0,811-0,996) 0,95 0,51 Muito bom

ECLIA/CMIA IgM 95,2% 0,903 0,047 (0,811-0,996) 0,95 0,51 Muito bom

ECLIA/CMIA IgG 97,6% 0,951 0,034 (0,385-1,018) 0,98 0,51 Muito bom

TRW: leste rdpido de Wondfo; CMIA: imunoensaio quimioluminescente de microparticulas (Abbott); ECLIA: imunoensaio por eletroquimioluminescéncia (Roche); IgM: imunoglobulina
classe M; IgG: imunoglobulina classe G; indice k: indice Kappay IC: intervalo de confianga.

negativos em amostras do grupo-controle positivo, colhidas no
estagio inicial da doenca

Amostras do inquérito epidemiologico

As amostras foram separadas em quatro grupos distintos de
acordo com os resultados do RT-PCR e dos relatos de sintomas:
(i) RNA Sars-CoV-2 detectavel com sintomas; (ii) RNA Sars-CoV-2
detectavel sem sintomas; (iii) RNA Sars-CoV-2 indetectavel com
sintomas; e (iv) RNA Sars-CoV-2 indetectdvel sem sintomas. Esses
resultados e os obtidos em testes soroldgicos sdo detalhados na
Tabela 3.

Conforme demonstrado na Tabela 3, 48,8% (42/86) dos
participantes que relataram sintomas de Covid-19 foram
classificados de acordo com o estigio da doenga no momento da
coleta de sangue para exames sorologicos — 7,1% (3/42) antes
do estagio inicial da doenca (< 7 dias), 11,9% (5/42) na fase
intermedidria e 81% (34/42) em estdgio tardio. Os outros 51,2%
(44/86) ndo relataram sintoma de Covid-19. Nenhum participante
relatou ter sintomas moderados ou graves.

A ocorréncia de um resultado positivo de anticorpos (em
qualquer ensaio) entre aqueles com sintomas de Covid-19, mas com
teste de RNA negativo, foi significativamente maior do que entre
aqueles com RNA negativo sem sintomas (9/12 s 5/35,p = 0,0002).
Mesmo se considerarmos positivos apenas aqueles com reatividade
nos trés testes, a diferenca ainda € significativa (p = 0,02), Tabela 3.

Aavaliagdo das 86 amostras mostrou oito casos com RNA Sars-
CoV-2 indetectavel e resultado positivo nos trés testes sorologicos.

Embora 16,3% (14/86) dos resultados soroldgicos da pesquisa
tenham apresentado algum resultado discordante, a concordancia
entre os testes sorologicos foi adequada de acordo com a interpretacao
do indice Kappa; os dados estao consolidados na Tabela 4.

A maior concordancia percentual (93%) foi observada entre
0 ECLIA e o CMIA-IgG, ambos testes quimioluminescentes, com
indice Kappa igual a 0,858 (muito bom). Em relacdo ao TRW e
CMIA-IgG, a concordancia percentual foi de 88,4% (k = 0,757), e
de 86% (k = 0,715) em relacdo a0 TRW e ECLIA (anticorpo total).

Os valores estimados de sensibilidade e especificidade dos testes
sorologicos nas amostras de soro dos participantes da pesquisa
foram calculados em relacdo aos resultados do RT-PCR Sars-
CoV-2 (presenca de RNA/auséncia de RNA). A Tabela 5 mostra os
valores estimados de sensibilidade, especificidade, acuracia, VPPs
e valores preditivos negativos (VPNs).

Na avaliagio das 86 amostras de soro do inquérito
epidemioldgico pelo TRW, a soropositividade estimada foi de
453% [100* (23 amostras verdadeiras positivas + 16 amostras
falso negativas)/86]. O VPP do TRW demonstrou 69,7% de chance
de o individuo estar doente, contra 30,3% (100 - 69,7) de nio ter
doenca, apesar do resultado positivo. O TRW apresentou 18,6%
(16/86) de resultados falso negativos em comparacdo com 11,6%
(10/86) de falso positivos, confirmados pelos valores estimados de
sensibilidade (59%) e especificidade (78,7%).
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TABELA 3 — Desempenho dos trés testes sorologicos anti-Sars-CoV-2 nas amostras de soro do inquérito epidemioldgico de acordo com os resultados de RT-PCR
Ensaio/resultado

P _ Estdoi
RT- PCR Wondfo (TR) Roche (ECLIA) Abbott (CMIA) Niimero de amostras 7 = 86 stagio da doenca ()
P P P 17 (56,7%) Intermedidrio (4) e tardio (13)
p de RNA Sars.Cov.2 N N N 8 (26,7%) Inicial < 7 dias (2) e tardio (6)
FESEDGA 08 1AL oAt L0V 2 Com N p P 3.(10%) Tardio
sintomas 72 = 30 (34,9%) - .
P N N 1(3,3%) Inicial (< 7 dias)
N P N 1(3,3%) Tardio
p p p 3 (33,3%)
N N N 3%
Presenca de RNA Sars-CoV-2 sem N P N ? g? ?(;;
sintomas 72 = 9 (10,4%) o
P P N 1(11,1%)
P N P 1(11,1%)
p p p 4 (33,3%) Intermedidrio (1) e tardio (3)
ki do RNA Sars Col N N N 3(25%) Tardio
uséncia de ars CoV-2 com ) )
sintomas 72 = 12 (14%) N P P 3 @5%) Tard%o
P N N 1(8,3%) Tardio
P P N 1(8,3%) Tardio
Auséncia de RNA Sars-CoV-2 ’ ’ ’ 4 ULEK)
uséncia de ars-CoV-2 sem .
sintomas 72 = 35 (40,7%) N N N 30 (&5,7%)
N P N 1(2,9%)

Sars-CoV-2: sindrome respiratoria aguda grave do coronavirus 2; RI-PCR: reagdo em cadeia da polimerase por transcriptase reversa; TR: teste rdpido; ECLIA: imunoensaio por
eletroquimioluminescéncia; CMIA: imunoensaio quimioluminescente de microparticulas; RNA: dcido ribonucleico; N: negativo; P: positivo; n: tamanho da amostra.

TABELA 4 — Grau de concordancia entre os testes sorologicos nas amostras do inquérito epidemioldgico

Teste Nimero de  Percentual de oo Erro Concordancia ~ Concordancia Grau de
o A Indice k - 1C 95% .
sorologico amostras concordancia padrio observada esperada concordancia
TRW/CMIA-IgG 88,4% (76/36) 0,757 0,072 (0,615-0,899) 0,88 0,52 Bom
TRW/ECLIA 86 86% (74/86) 0,715 0,076 (0,565-0,864) 0,86 0,51 Bom
ECLIA/CMIA-IgG 93% (80/36) 0,858 0,056 (0,748-0,968) 0,93 0,51 Muito bom

TRW: teste rdpido Wondfo; ECLIA: imunoensaio por eletroquimioluminescéncia (Roche); CMIA: imunoensaio quimioluminescente de microparticulas (Abbott); 19G: imunoglobulina classe
G; indice k: indice Kappay IC: intervalo de confianga.

TABELA % — Valores estimados de sensibilidade, especificidade, VPP, VPN e acuracia obtidos por diferentes ensaios soroldgicos Sars-CoV-2 nas amostras dos participantes

Ensaio Pardmetro Soropositividade Amostras
Sensibilidade total Especificidade total VPP VPN Acurécia P
59% 78,7% 0 . )
TRVAMIED g5 crizantogn  Omci6s sy O 698% 095%
Inquérito
i 66,7% 723% . . . . e
ECLIA (Ig total) OS% CIS1%.T94%)  (95% CI 58.2%-83,1%) 66,7% 72,3% 69,8% 453% epl(i;ngoég;glco
CMIATEG 61,5% 76,6% 63,6% 70,6% 69.8%

(95% CL47,1%-73%)  (95% CI 74%-95,5%)
Sars-CoV-2: sindrome respiratoria aguda grave do coronavirus 2; TRW- teste rdpido de Wondfo; ECLIA: imunoensaio por eletroquimioluminescéncia (Roche); CMIA: imunoensaio
quimioluminescente de microparticulas (Abbott); 19G: imunoglobulina classe G; IgM: imunoglobulina classe M; IC: intervalo de confianga; VPP: valor preditivo positivo; VPN: valor
preditivo negativo.

DISCUSSAO com Covid-19. O teste de RNA foi realizado pelo menos uma vez por
todos os participantes, assim como as amostras coletadas antes da
pandemia, com ou sem outras infeccOes prevalentes, que foram
testadas para estimar a especificidade dos anticorpos para Sars-
desenhos para avaliar seu desempenho em amostras de soro de (V2. Embora a deteccio de anticorpos especificos para Sars-CoV-2
casos positivos para RNA Sars-CoV-2 documentados, pacientes  nio possa ser assumida como uma imunidade correlacionada
hospitalizados e participantes de um inquérito epidemiologico que a0 virus, € uma ferramenta (til para agdes de satide publica,
incluiu individuos assintomaticos e casos com sintomas compativeis  especialmente em pesquisas epidemiologicas.

Neste estudo, analisamos trés ensaios soroldgicos com diferentes
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Comparamos os resultados do TRW Sars-CoV-2 IgG/IgM,
realizado em amostras de soro, com os de dois testes soroldgicos
automatizados de alto rendimento, todos realizados de acordo com
as respectivas instrucdes do fabricante. O uso de testes soroldgicos
imediatos no local de atendimento (POC) facilita o acesso a0
diagndstico e permite seu uso fora dos ambientes tradicionais do
sistema de satide. No entanto, o uso de um teste POC de deteccdo
de anticorpos com soro, em vez de sangue total, pode melhorar
sua sensibilidade, além de permitir comparagdes diretas com
outros ensaios sorologicos que utilizam amostras de soro. Os
resultados neste trabalho referem-se a teste laboratorial de soro
e a extrapolacdo para o campo do teste POC deve considerar isso.

As estimativas de sensibilidade e especificidade apresentadas
podem ndo ser indicativas do desempenho dos testes no mundo
real™. O valor preditivo de um teste quando aplicado na populacio
em geral pode ser diferente daquele obtido na amostra do estudo em
que foi desenvolvido pela primeira vez'®. Houve aumento nos
valores de sensibilidade e especificidade do TRW quando as
amostras dos grupos-controle foram avaliadas (Tabela 1). No
entanto, algumas diferengas podem existir devido a diferentes
condicdes clinicas, periodo de aparecimento dos sintomas
(“momento da virada sorologica”), dados epidemioldgicos, entre
outros™”. O grupo-controle positivo consistia em amostras de
pacientes hospitalizados que apresentavam sintomas moderados
a graves de Covid-19, enquanto os participantes da pesquisa
relataram apenas sintomas leves da doenca. A sensibilidade do
TRW aumentou com a gravidade clinica e os dias de sintomas,
corroborando dados da literatura™. O grupo-controle negativo
foi composto por amostras de soro coletadas muito antes do
primeiro caso de Sars-CoV-2 relatado no Brasil, ao contrdrio das
amostras dos participantes da pesquisa com resultados negativos
de RNA Sars-CoV-2 por RT-PCR, que podem ter adquirido infeccao
anteriormente ou mesmo outras infecgdes que podem causar
reacdo cruzada de anticorpos. A concordancia entre ECLIA e
CMIA-IgG foi muito boa, mas ambos mostraram discordancia
em trés amostras do grupo-controle — uma do grupo-controle
negativo e duas do grupo-controle positivo. As duas amostras do
grupo-controle positivo, quando avaliadas em CMIA-IgM e TRW
(IgM/1gG), foram positivas, porém, o ECLIA, para anticorpos totais,
no detectou a presenca de imunoglobulinas nessas amostras no
estdgio inicial da doenca. Em pacientes com Covid-19, a producao
de TgM e IgG pode ser simultanea e em alguns pacientes atingir
um nivel de platd apos seis dias (estagio inicial da doenca)!?.
E quanto 2 amostra do grupo-controle negativo, houve a presenca
de anticorpos de reagao cruzada no ECLIA.

Em oito casos do inquérito epidemioldgico com resultados
positivos nos trés testes soroldgicos e o RNA Sars-CoV-2 ndo
detectado — quatro dos quais sem relato de sintomas —, a infeccio
pode ter ocorrido anteriormente e nao foi identificada pelo RT-PCR.
Em outros quatro casos sintomaticos, € possivel que a sensibilidade

diagnostica da RT-PCR tenha sido influenciada pelo momento da
coleta da amostra e pelo periodo de desenvolvimento da doenga®?.
Mesmo ndo tendo sido possivel descartar a hipotese de que isso
tenha ocorrido devido a coleta da amostra de PCR apds o periodo
de viremia oro/nasofaringea, para efeito do presente estudo, na
auséncia do RNA Sars-CoV-2, os resultados dos testes de reagente
sorologico foram considerados falso positivos. A interpretacio de
nossas taxas de resultado deve levar em consideracio o fato de que
na maioria dos casos apenas um RT-PCR foi realizado.

Conforme observado no estudo de Costa ef al. (2020)®, o
desempenho do teste sorologico pode ser superior a0 do RT-PCR.
Resultados discordantes devem ser interpretados com cautela.
No caso de resultado negativo de RT-PCR com caracteristicas
clinicas suspeitas da Covid-19, o momento da coleta e o estdgio de
desenvolvimento da doenca desempenham um papel importante
nos resultados do ensaio®. Embora o teste de 4cido nucleico ou
0 sequenciamento genético sirvam como método padrdo-ouro
para confirmacdo da infeccdo, vdrios estudos recentes relataram
resultados falso negativos de Sars-CoV-2 por RT-PCRY, Um estudo
indica que 2/10 casos negativos pelo RT-PCR foram confirmados
como positivos para Covid-19, resultando em uma taxa de falso
negativos de aproximadamente 20%*.

Da mesma forma, os resultados negativos dos testes soroldgicos
em amostras com deteccdo de RNA de Sars-CoV-2 por RT-PCR
foram considerados falso negativos. Essas amostras incluiram seis
participantes no estagio tardio da doenca (29-50 dias do inicio dos
sintomas), com tempo suficiente para a soroconversao. Da mesma
forma que resultados falso negativos podem dificultar a prevencio
e o controle da pandemia de Covid-19, resultados falso positivos
podem levar a estresse desnecessario para o paciente, seus contatos
e o sistema de satide. Para melhorar a precisio do diagndstico,
€ necessdria uma abordagem racional baseada na utilidade de
cada tipo de teste, na forma de coletar a amostra do paciente e no
momento certo para realizar a coleta da amostra®,

0s levantamentos sorol6gicos podem auxiliar na investigacao
de um surto em andamento e na avaliacdo retrospectiva da taxa de
ataque ou extensao de um surto. Nos casos em que 0s ensaios
moleculares sio negativos e hd uma forte ligacao epidemioldgica
com a infeccao por Covid-19, amostras de soro pareadas (na fase
aguda e de convalescenca) podem apoiar o diagndstico com os
testes soroldgicos validados disponiveis®. Algoritmos de testes
com mais de um teste podem ser necessirios para descartar
falso positivos nos testes iniciais, regra que tem sido aplicada
para HIV e hepatite. O potencial de alguns ensaios para ter altas
especificidades depende de seus isotipos-alvo, dos antigenos usados
e do estabelecimento de valores de corte®”.,

Nesse contexto, os dados clinicos de individuos baseados no
sinal e nos sintomas da Covid-19 podem ser tteis para a avaliacdo
dos resultados dos testes soroldgicos. A sorologia é adequada
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para apoiar o diagndstico de infeccdo por Covid-19 em pacientes
sintomdticos RNA-negativos e estabelecer a soroprevaléncia em
estudos populacionais®. Doze participantes da pesquisa com RNA
Sars-CoV-2 ndo detectado relataram a presenca de sintomas de
Covid-19, no entanto, esses indicadores clinicos néo foram usados
para confirmar a presenca de doenca para fins desta avaliacio,
porque inevitavelmente isso pode introduzir a incorporagdo de
algum viés. A expectativa é encontrar mais resultados positivos
nos testes utilizados, o que tende a inflar a sensibilidade medida
desses testes. Neste estudo, o resultado do RT-PCR foi utilizado
como pardmetro para determinar a infeccdo pelo Sars-CoV-2.
Vale a pena mencionar que os ensaios soroldgicos néo costumam
substituir os métodos de deteccao direta como a principal
ferramenta para diagnosticar uma infeccao Sars-CoV-2 ativa, mas
eles tém varias aplicacdes importantes no monitoramento e na
resposta & pandemia de Covid-19*7.

Onze amostras de inquérito com RNA de Sars-CoV-2 detectavel
apresentaram resultados negativos nos trés testes sorologicos (oito
casos com sintomas e trés sem sintomas) e possivelmente sdo
resultados sorologicos falso negativos ou de fatores relacionados
com o sistema imunoldgico dos individuos, principalmente nos
seis casos que se encontravam na fase tardia da doenga. Também
¢ importante notar que alguns individuos nao desenvolvem
anticorpos 1gG ou IgM detectdveis apds a infecgdo (auséncia
de resposta imune humoral a Sars-CoV-2) ou os anticorpos
podem nZo ser duradouros. Assim, a auséncia de anticorpos
detectdveis ndo exclui necessariamente a possibilidade de terem
sido previamente infectados® 7. Neste contexto, embora esteja
em estdgios iniciais de avaliacdo critica, pode ser incluida a
relacio entre a gravidade da doenca e a titulagdo de anticorpos™.
Todos os sintomas relatados pelos participantes desta pesquisa
epidemioldgica eram leves, o que reforca essa teoria. Em trés
(3/11) casos assintomaticos, as respostas de anticorpos foram
mais baixas®. Nos outros dois casos (2/11), a sorologia para
Sars-CoV-2 foi realizada menos de sete dias apos o inicio dos
sintomas. Nos primeiros dias de uma infecgdo, quando a resposta
imune do individuo ainda esta se formando, os anticorpos podem
ndo ser detectados (baixo titulo de anticorpos). Os anticorpos
costumam se tornar detectaveis 1-3 semanas apls o inicio
dos sintomas, momento em que as evidéncias sugerem que a
infectividade provavelmente estd muito diminuida e que algum
grau de imunidade contra infecgdes futuras se desenvolveu™. No
seu estagio inicial, a deteccdo molecular do virus é a principal
ferramenta para o diagndstico precoce e preciso da doenga, uma
vez que a producdo de anticorpos é geralmente tardia ou ausente
nesta fase”.

Dos 39 participantes com Covid-19 (30 casos com sintomas
e nove sem sintomas) confirmados pela presenca de RNA Sars-
CoV-2, a menor taxa de sensibilidade estimada para os trés testes
soroldgicos foi de 59% para o TRW (43,4 %-72,9%), e a maior, de

66,7% para o ECLIA (51%-79,4%), seguida por 61,5% (47,1%-75%)
para o CMIA-IgG. Embora testes diferentes mostrem resultados
compardveis na deteccio de anticorpos anti-Sars-CoV-2, fatores
como a metodologia especifica do teste, o tipo de antigeno usado,
a determinagdo do valor de corte, a dindmica temporal das
respostas imunoldgicas [gM e IgG especificas do virus e a presenca
de anticorpos de reacdo cruzada ainda sao importantes e afetam o
desempenho geral dos testes sorologicos® 7.

Uma melhor sensibilidade para amostras de soro com TRW
foi relatada por Cota ef a. (2020)“® em um estudo brasileiro que
avaliou o desempenho de 12 testes sorologicos para o diagndstico
de Covid-19 e descreveu uma sensibilidade geral para Wondfo de
71,7% (64,3%-78,2%). Em outra avaliacio do Wondfo, Conte e a/.
(2021)™ mostraram uma sensibilidade de 47,6% (37,2-58,1) em
sangue total capilar. No entanto, € importante observar que o TRW
pode ter uma sensibilidade menor quando realizado com sangue
capilar. A deteccdo de anticorpos € mais eficaz em amostras de
plasma ou soro do que em sangue total .

Na comparacio em pares de resultados de testes dos participantes
da pesquisa epidemioldgica, a maior concordancia percentual (93%)
[k = 0,858 (muito bom)] foi observada entre ECLIA (anticorpos
totais) e CMIA-IgG, ambos os ensaios empregando a proteina do
nucleocapsideo de Sars-CoV- 2 como antigeno, seguidos por TRW
(ensaio de anticorpo dirigido a proteina spike do Sars-CoV-2) e
CMIA-IgG com 88,4% [k = 0,757 (bom)], e TRW e ECLIA com 86%
[k = 0,715 (bom)]. Um estudo anterior mostrou que o anticorpo
contra proteina do nucleocapsideo de Sars-CoV-2 é mais sensivel do
que o anticorpo da proteina spike para detectar a infeccao precoce®.
E importante destacar que os resultados apresentados aqui no
podem apoiar diretamente uma correlacio entre anticorpos Sars-
CoV-2 detectaveis e imunidade contra Covid-19.

Em relacio a0 TRW usado neste inquérito epidemioldgico,
os valores de sensibilidade, especificidade e acuracia relatados
na Tabela 5 sdo inferiores aos divulgados pelos fabricantes:
sensibilidade 86,43% [intervalo de confianca (IC) de 95%;
82,51%-89,58%]; especificidade 99,57% (IC 95%; 97,63%-99,92%);
acurdcia 91,61% (IC 95%; 89,10%-93,58%). Especificidades de
pelo menos 99,5% sdo necessdrias para atingir um alto VPP em
populagdes de baixa prevaléncia®™. Sobre os resultados dos testes
sorologicos, na maior parte do pais, incluindo dreas que foram
fortemente impactadas pela Covid-19, a prevaléncia do anticorpo
do Sars-CoV-2 esperada € baixa, variando de < 5% a 25%; por
isso, testagem neste ponto pode resultar relativamente em mais
resultados falso positivos e em menos resultados falso negativos™.
Neste estudo, a soropositividade (45,3%) foi maior porque muitos
participantes apresentaram resultado positivo no RT-PCR,
enquanto o TRW apresentou um pouco mais de resultados falso
negativos (16/86) do que falso positivos (10/86), com resultados
preditivos positivos (69,7%) e negativos (69,8%) semelhantes.

4252021

8



Marcia J. Castejon; Rosemeire Yamashiro; Elaine L. Oliveira; Edilene R. P. Silveira; Marisa A. Hong; Carmem Aparecida F. Oliveira; Valéria O. Silva; Cintia M. Ahagon;
Ana Késia S. Lima, José Angelo L. Lindoso; Luis Fernando M. Brigido

Ressaltamos que existem algumas limitacOes neste estudo,
como o nuimero de amostras de soro avaliadas, que se baseava
na disponibilidade de ensaios de quimioluminescéncia naquele
momento. Um maior niimero de soros a serem testados € essencial
para o refinamento dos valores de sensibilidade dos ensaios,
principalmente com amostras de pacientes em diferentes estdgios
da doenca, pois os valores de sensibilidade dos testes de anticorpos
sdo altamente relevantes para o clculo da frequéncia de exposicao
ao Sars-CoV-2 em estudos de soroprevaléncia®. Amostras de
individuos em estdgio inicial da doenga sio muito importantes
para avaliacio da sensibilidade de um teste sorologico, além de
monitorar o processo de soroconversao. Os anticorpos especificos
de Sars-CoV-2 podem ser detectados no soro de aproximadamente
40% dos pacientes de Covid-19 apenas sete dias apds o inicio dos
sintomas, com taxas de soroconversao aumentando rapidamente
para > 90% no dia 14 assim como a avaliagdo de amostras
negativas para Sars-CoV-2 contendo anticorpos para outras
doencas que nao foram avaliadas, como citomegalovirus (CMV),
Epstein-Barr (VEB), outros coronavirus e autoanticorpos para
descartar reatividade cruzada (resultado falso positivo)®. Qutra
limitacio do estudo foi o pequeno nimero de amostras nos
estdgios inicial e intermedidrio, o que impossibilitou a avaliacio
da sensibilidade e especificidade nos grupos por estagio da doenca
e sua comparagao com outros estudos. Uma outra ressalva € que
os resultados se referem apenas aos lotes de testes soroldgicos
utilizados, por isso novos estudos avaliando o desempenho clinico
em outros lotes s30 importantes para confirmar a acurécia.
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