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Resumo: No final de 2019, o ciclo midiatico foi tomado pelas noticias sobre o coronavirus, logo o
mundo inteiro foi envolto pela pandemia da COVID-19. Segundo o New York Times, atualmente, o
nimero é de 4.297.830 mortes no ambito mundial, 202.872.928 total de casos.Ja no Brasil, até o
momento, foram registrados 20.165.672 casos. Apesar da grande emergéncia desta pandemia causada
pelo virus SARS-CoV-2 em nosso pais e no mundo, varias opc¢des de metodologias diagndsticas tém
sido criadas para nos auxiliar na detecgdo deste agente, contribuindo para evitar a sua disseminagéo,
detectar quem ja teve a doenca e,em alguns casos, favorecer o tratamento precoce. Este trabalho tem
como objetivo detalhar cada um destes métodos, descrevendo como cada um deles funcionam no
diagnostico da COVID-19. Este trabalho trata-se de um estudo bibliografico, descritivo do tipo revisao
integrativa da literatura, partindo do levantamento bibliografico e andlises de dados bibliograficos
disponiveis de pesquisas anteriores.

Palavras-chave: COVID-19. SARS-CoV-2. Coronavirus. Técnica Reagdo em Cadeia da Polimerase.
Testes soroldgicos. Diagnostico laboratorial.

Diagnostic Update for Covid-19

Abstract: At the end of 2019, the media cycle was taken over by the news about the coronavirus, soon
the whole world was enveloped by the COVID-19 pandemic. According to the New York Times,
currently, the number is 4,297,830 deaths worldwide, 202,872,928 total cases. In Brazil, so far,
20,165,672 cases have been registered. Despite the great emergence of this pandemic by the virus caused
by SARS-CoV-2 in our country and in the world, several options of diagnostic methodologies have been
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treated to help us detect this agent, helping to prevent its spread, detecting those who have already had
a disease and, in some cases, favoring early treatment. This paper aims at each of these methods,
describing how each oneof them works in the diagnosis of COVID-19. This work is a bibliographic study,
descriptiveof the type of integrative literature review, starting from the bibliographic survey and
analysisof bibliographic data available from previous researches.

Keywords: COVID-19. SARS-CoV-2. coronavirus, Polymerase Chain Reaction Technique.Serological
tests.

Introducéo

Em dezembro de 2019, um surto de pneumonia que se instalou na cidade de Wuhan,
China, acabou chamando a atencdo de todo 0 mundo. Partindo de investigacdes preliminares,foi
constatado que a patologia em questdo se tratava de um novo tipo de coronavirus,
posteriormente ficando conhecido como SARS-CoV-2 ou doenga COVID-19 (NETO, 2021).

O coronavirus faz parte de uma familia viral que causa infec¢des respiratorias em seres
humanos, compreendendo-se como uma das principais causas de resfriado comum e
dificilmente causando doencas mais graves. Atualmente, no mundo, h& sete tipos de
coronavirus, sendo SARS-CoV-2 pertencente ao subtipo 2 (MAGNO, 2020). O SARS-CoV-2é
0 terceiro tipo a transpor a barreira entre as espécies e infectar seres humanos. Seu genomaesta
concentrado em uma Unica fita de RNA e para acentuar sua patogenia, em sua superficieha
proteinas as quais facilitam seu ingresso nas células hospedeiras, sendo uma delas, a
glicoproteina de pico conhecida como proteina S (VIEIRA, 2020).

Este virus é responsavel por algumas infeccOes respiratorias tanto em humanos, quanto
em alguns animais, porém a infeccdo é geralmente de intensidade leve a moderada. Alguns
tipos podem vir a causar doengas mais graves como a Sindrome Respiratéria AgudaGrave
(SRAG) ou SARS (do inglés, Severe Acute Respiratory Syndrome), que ocorreu em 2002 e a
sindrome respiratéria do Oriente Médio ou MERS (do inglés, Middle East respiratory
syndrome) (VIEIRA, 2020).

Com um aspecto clinico variado, o coronavirus pode se apresentar de forma
assintomatica ou com sintomas graves, podendo também levar o paciente a 6bito (REIS, 2020).
Segundo a OMS (Organizacdo Mundial de Saude) cerca 80% dos pacientes assintomaticos ou

com sintomas leves, aproximadamente 20% dos casos identificados precisam de um
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atendimento especializado hospitalar. Os sintomas mais comuns podem variar em: perda de
paladar e olfato, de resfriado comum até sindrome gripal, sendo que, nesta Ultima, pode suceder
uma evolucdo para um quadro respiratorio agudo definido por estado febril, sendo associado a
dor de garganta, dor de cabeca, tosse, coriza, pneumoniasevera, que pode levar até mesmo ao
Obito (NOGUEIRA, 2020).

Contudo, é importante salientar que, diante ao quadro de preocupacdo instalado no
mundo, Vvérias atitudes foram implementadas para o controle da disseminagdo do virus e da
doenca entre a populacdo mundial. Uma das principais atitudes adotadas para o controleda
dissipacdo do virus, foi 0 uso de mascaras e evitar a circulacdo nas ruas e em ambientes
caracterizados pela grande concentragéo de pessoas (NOGUEIRA, 2020).

Estudos epidemiol6gicos mostraram que a transmissdo do virus ocorre através de
goticulas e aerossois (microparticulas de secrecdo respiratoria que sao transportadas pelo are
alcancam maior distancia de propagacdo) de pessoas infectadas, assim como o contato com
superficies contaminadas. Com isso, o controle do fluxo de pessoas foi imensamenteimportante
para 0 controle de transmissdo do virus. O tempo de incubac¢do do virus em um recém
contaminado € cerca de 14 dias, portanto, durante esse periodo, mesmo que assintomatico, o
paciente pode vir a transmitir o virus para outras pessoas, contaminando-as e contaminando o
ambiente (DIAS, 2020).

Com a auséncia de medicamentos proprios, vacinas terapéuticas especificas e
conhecimentos aprofundados, é de suma importancia a deteccdo da doenca em seu estagio
inicial para que o isolamento social do paciente possa ser feito 0 mais breve possivel. Com isso,
testes diagnosticos especificos foram desenvolvidos com urgéncia para a identificacdoprévia
dos pacientes infectados, a fim de confirmar os casos suspeitos, realizar a triagem dospacientes
e realizar a vigilancia epidemioldgica do virus nos municipios, estados e paises (REIS, 2020).
As principais técnicas de diagnostico laboratorial para a identificagdo do coronavirus
atualmente sdo: PCR em Tempo Real (QPCR) e testes rapidos sorolégicos, sendoestes aqueles
que identificam os anticorpos presentes no soro do individuo, e também tem aqueles que
determinam a presenca do antigeno na amostra. (SOUSA, 2020).

Atualmente as técnicas moleculares sdo as mais adequadas, visto que elas podem
direcionar e identificar patdgenos especificos. Para o desenvolvimento de técnicas moleculares,
hd a necessidade de um entendimento aprofundado sobre as caracteristicas genéticas,

patogénicas e fisiologicas do virus. Outros tipos de testes mensura as respostas deanticorpos do
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organismo ao virus, ou a concentracao de antigeno do virus no organismo humano pelo soro
sanguineo (UDUGAMA et al., 2020).

Visto a forma como a pandemia esta se alastrando, € de extrema importancia a utilizacéo
de métodos diagnosticos para o auxilio da deteccdo do virus, contribuindo para a reducéo de

sua dispersdo, e também para a erradicacao da doenca (NOGUEIRA, 2020).

Justificativa

Mesmo tendo seu inicio em dezembro de 2019 e atualmente tendo vacinas especificas
no mercado, a pandemia do coronavirus segue sendo uma das principais preocupagdes no
mundo. De acordo com o Observatorio COVID-19 da Fiocruz, em 2021, foi identificada no
Amazonas uma nova variante do virus SARS-CoV-2, a variante P1 (LANG, 2021). A variante
denominada P1 apresente uma soma de varias mutacdes. Pode- se notar que ap6s a identificacao
desta variante as autoridades de salde publica alarmaram sobre o risco de uma disseminacao
mais rapida e um agravamento nos resultados clinicos causados pela doenga da COVID-19. Em
estudos originais, estabeleceram que a variacdo daP1 pode ser aproximadamente entre 1,4 a 2,2
vezes mais transmissivel que suas antecessoras, isso pode ser explicativo para a rapida piora da
situacdo epidemiologica no Amazonas (FREITAS, 2021).

Com isso, os exames laboratoriais ainda seguem sendo de grande importancia parao
diagndstico precoce da infeccdo em seu periodo inicial, oferecendo um retrato rapido da
disseminacdo das variantes para tomada de decisdo no enfrentamento e erradicacdo da
pandemia (SOUSA, 2020). Sendo assim, este estudo busca enriquecer a literatura cientifica
neste &mbito da saude, elucidando os conhecimentos sobre os métodos.

O objetivo do presente estudo foi realizar uma revisdo de literatura sobre as técnicas
imunologicas e molecularespara a realizacdo do diagndstico da COVID-19. Para isso foi
necessario também: a) Descrever a técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase em tempo
real(qPCR); b) Elencar a importancia da gqPCR com o contexto pandémico; c) Detalhar os tipos
de testes soroldgicos de anticorpos e de antigenos; e d) Enumerar a importancia do fator tempo

e da qualidade da amostra para osexames.
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Revisdo de Literatura

Covid-19

O novo coronavirus 2019 (COVID-19), conhecido cientificamente como SARS-COV-
2, € um virus envelopado composto por RNA de fita simples positiva, com cerca de 50 a 200
nm, € 0 mais novo tipo coronavirus que infecta humanos identificado (SOUTO, 2020). Assim
COmO 0s outros coronavirus, este tipo apresentacerca de quatro proteinas que compdem sua
estrutura, sendo elas: proteina do envelope (E), a proteina Spike (S), a proteina do
nucleocapsideo (N) e a proteina demembrana (M) (BOSCH et al., 2003). Entre essas proteinas,
a conhecida como Spike, proporciona a interatividade com a célula humana possibilitando a
juncgdo dovirus com a sua membrana plasmatica (WU, C. et al., 2020).

Visto que € um RNA virus de sentido positivo, o virus desempenha um papelde RNA
mensageiro, sendo traduzido pelos ribossomos da célula hospedeira, envoltoem fita simples. E
de conhecimento que o comprimento total do genoma do SARS- CoV-2 é de 30 Kb (kilobase),
dispondo de uma regido nédo codificante do terminal 5',uma regido de codificacdo la/b da caixa
de leitura aberta ORF (ORF - quadro de leitura aberto, do inglés “open reading frame”) e uma
regido néo codificante do terminal -3' (YANG; WANG, 2020).

Quanto aos processos de replicacdo do virus, a poliproteina codificada na regido
ORF1la/b da proteina ndo estrutural é capaz de ser cortada por 2 proteases virais a 3CLpro
(conhecida como Papaina protease) e PLpro (conhecida como Quimiotripsina protease) do virus
ocorrer a formacdo da RNA polimerase e helicasedependente de RNA, para orientagdo da que
replicacdo, transcrigédo e traducdo do genoma viral. A proteina Spike tem a capacidade de se
ligar especificamente ao receptor da célula hospedeira, sendo este o principal mecanismo da
proteina viral para invadir células no organismo do hospedeiro. Contudo, proteinas M e E, por
sua vez, estdo envolvidas na formacédo do envelope viral, enquanto a proteina N é esta envolvida
na montagem do virus (ZUMLA et al., 2016).

O SARS-CoV-2 possui 0 que € conhecido como RBD (dominio de ligacdo aoreceptor,
do inglés “receptor binding domain”), ele faz o uso da molécula ACE2 humana como receptor
de entrada. (LAN et al., 2020).

Segundo Shang et al. (2020) em seus estudos, 0 morcego é um transmissor em potencial,

mas nado o responsavel pelo surto em humanos. Pode-se notar, que o RBD do SARS-CoV-2 se
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liga mais vigorosamente a ACE2 humana do que o0 RBD do SARS-CoV, sugerindo-se que um
coronavirus de morcego, conhecido como RaTG13, possa também utilizar o receptor ACE2
para invadir células humanas. Sendo assim, a responsabilidade pelo alto grau de propagacdo da
doenca ¢ devido a infeccdo de humano para humano (ZHU et al., 2020).

As manifestacBes clinicas da infeccdo pela COVID-19, mostram-serelacionadas com
infeccBes do trato respiratorio, sendo comum a apresentagdo de febre, tosse, dispneia e mialgia.
Dentre tais sintomas, a febre é o mais comum. Alémdisso, sintomas gastrointestinais, como
diarreia e nauseas, sao menos recorrentes eminfecgdes por SARS CoV-2. Sintomas de trato
superior, como espirro, rinorréia e dorde garganta sdo incomuns nos pacientes afetados
(BEZERRA, 2020)

Os sintomas respiratorios aparentam estar relacionados a entrada do virus nacélula
através dos receptores ACE2, infectando principalmente as células epiteliais que revestem os
alvéolos pulmonares. Estudos recentes indicam que ha uma multiplicagdo do virus na mucosa
da via aérea superior, em seguida, ha uma maior replicacdo na via aérea inferior. A infeccéo
por SARS-CoV-2 provoca dano celular,provocando a liberacao de citocinas pro-inflamatérias
e propiciando a hipercitocinemia, ou seja, uma “tempestade de citocitas”. As lesdes agudas nos
pulmdes tém sido correlacionadas a diminuicdo de receptores ACE2, 0 que proporciona uma
desregulacdo no sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA),causando um agravamento
da inflamacéo (JIN et al., 2020b; ROTHAN; BYRAREDDY, 2020; MEHTA et al., 2020).

Os casos da COVID-19 podem se aprender de forma sintomatica ou assintomatica
(OMS, 2020). No primeiro caso citado, o tempo de incubacdo é cerca de 5 dias, mas pode
ocorrer uma variacao de 2 a 14 dias (GUAN et al., 2020; L1 et al.,2020). A infecgdo sintomatica
pode ser: a) leve, auséncia de pneumonia ou presenca leve desta; b) grave, manifestando
dispneia, hipdxia ou mais de 50% de comprometimento do pulméo em exame de imagem; ou
c) critica, apresentando choque séptico, falha respiratoria ou faléncia maltipla de 6rgdos (CHAN
etal., 2020;WU; MCGOOGAN, 2020).

Segundo a OMS, a maioria dos individuos com infectados com o SARS-CoV- 2
desenvolve um quadro leve ou até mesmo sem complicacfes da doenca podendo ficar isolados
em casa; cerca de 14% desenvolvem doenca grave requerendo hospitalizacdo e suporte de
oxigénio; e 5% requer admissdao em unidade de tratamento intensivo (OMS, 2020). Além disso,
de acordo com Organiza¢do Mundialda Saude (OMS), a recuperacdo pode acontecer em torno

de 15 dias, em casos leves,e de 3 a 6 semanas nos casos mais graves (OMS, 2020).
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Quando se diz o grau de malignidade da doenca, individuos de qualquer idadepodem
desenvolver quadros graves da doenca, porém adultos com idade avancada oucomorbidades
médicas costumam ser 0s mais atingidos (WU; MCGOOGAN, 2020).No caso de criancas, a
infeccdo sintomatica parece ser pouco comum, acarretando, geralmente, de forma leve, embora
quadros graves da COVID-19 ja tenham sido descritos na literatura (CAl et al., 2020; CUI et
al., 2020). Certas comorbidades tém sido associadas ao quadro grave da COVID-19, sendo elas:
a diabetes mellitus, hipertensdo, doencas cardiovascular, pulmonar e renal cronicas, e cancer
(LIANG etal., 2020; WU; MCGOOGAN, 2020; ZHOU, F. et al., 2020). Além das referidas, a
obesidade grave, o imuno comprometimento e doenca hepatica sdo fatores de risco para o
desenvolvimento de quadros graves da infecgéo viral apresentada (CDC, 2020).

No caso dos pacientes sintomaticos, o sintoma inicial apresentado pelainfeccdo da
COVID-19, com frequéncia, € a pneumonia com quadro de dispneia, tosse, febre e infiltrado
inflamatdrio nos pulmdées (GUAN et al., 2020; HUANG et al., 2020). Porém, somente com 0s
sintomas clinicos, a infeccdo ndo pode serdistinguida, diversas infecgdes virais respiratorias,
possuem 0s mesmos sintomas, tornando-se ndo especificas.

Quando se fala sobre o diagndstico da COVID-19, este pode ser realizado, demaneira
prévia, por meio de uma avaliagdo da teia de sintomas e historico do paciente,juntamente aos
testes rapidos e, também, exames de imagem (Al et al., 2020; AMANAT et al., 2020;
MCINTOSH, 2020). Contudo, quanto se trata do diagndsticofinal, este sO pode ser obtido,
através de testes moleculares com a pesquisa da presenca do material genético viral nas
amostras bioldgicas do paciente (OMS, 2020h).

Atualmente, existem diversos protocolos internos e comerciais para detec¢cdodo material
genetico do SARS-COV-2 oferecidos pela OMS que utilizam a Reacdo em Cadeia da
Polimerase com Transcriptase Reversa (RT-PCR) (OMS, 2020). Estes testes tém sido
executados, com mais frequéncia, em amostras cujo o material seja secrecdo das vias aéreas
superiores e de sangue e provém resultados em algumas horas ou dias (CDC, 2020)

Ainda ndo existem indicacGes concretas para a recomendacdo de tratamento especifico
para 0 SARS-CoV-2. Porém, alguns medicamentos potencialmente eficazes estdo sendo
estudados por meio de ensaios clinicos (ROSA; SANTOS, 2020;SINGHAL, 2020).

Pacientes que apresentam quadros leves da infeccéo, é indicado um manejo de suporte

ndo farmacoldgico, sendo este: repouso, hidratacdo, alimentacdo adequada e tratamento
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farmacoldgico sintomatico com antipiréticos e analgésicos, ndo sendo necessaria terapia
hospitalar (BRASIL, 2020; SINGHAL, 2020).

Contudo, o profissional deve monitorar clinicamente o paciente e informa-lo da
possibilidade da evolucdo para os sintomas graves, deve também orientar o paciente a procurar
atendimento hospitalar caso isso venha a ocorrer, sendo responsabilidade da unidade basica de
satde (UBS) o encaminhamento para niveis de cuidados elevados dentro do sistema publico de
salde. Mesmo se 0 paciente ndo apresentar agravos, é indispensavel o isolamento social para
que a fim de conter a disseminacdo do viral (BRASIL, 2020; SINGHAL, 2020).

Em pacientes cujo os sintomas sejam graves devido a infeccdo, como em adultos e
criangas que apresentem baixa saturacdo, a oxigenoterapia € a principal intervencéo terapéutica
(BRASIL, 2020; MURTHY; 2020). Caso a saturacdo esteja extremamente baixa, ha o
fornecimento de oxigénio atraves de pontas nasais, mascara facial, canula nasal de alto fluxo
ou ventilacdo mecénica, seja invasiva ou ndo invasiva. O uso de antibidticos e antifungicos séo
fundamentais se houver suspeita ou confirmacédo de outras infecces secundarias (SINGHAL,
2020; WHO, 2020).

Assim como diversas questbes sobre o tratamento do COVID-19, o uso de
corticosterdides ainda ndo demonstra eficacia comprovada, sendo preciso mais

estudos clinicos mais aprofundados para uma melhor avaliacdo de sua eficiéncia em
pacientes diagnosticados ou outras pneumopatias virais, como SARS (sindrome respiratoria
aguda grave) e MERS (sindrome respiratdria do oriente médio) (MURTHY; 2020; RUSSELL,;
2020; WHO, 2020). Todavia, j& foram encontradas informagdes do uso desses medicamentos
em baixa ou moderada dose em pacientescom quadros graves de COVID-19 (BEZERRA, 2020)

Quando se trata do uso de antibioticos, muitos centros de salde executam a
administracdo inadequada no tratamento de pacientes com COVID-19, de acordo coma OMS,
isso deve ser evitado. A utilizacdo de antibidticos empiricos deve ser baseada no diagndstico
clinico de pneumonia adquirida na comunidade, pneumonia associada a assisténcia médica ou
sepse (WHO, 2020).

Para a contencdo do viral, foram desenvolvidas varias estratégias que propunham
prevenir a transmissdo da COVID-19, dentre as quais podemos destacar as principais: a) Lavar
as maos com frequéncia (com agua e sabdo, ou desinfetante abase de etanol a pelo menos 60%
ou isopropanol a 70%) e evitar tocar na boca, narizou olhos antes disso (CDC, 2020); b) limpeza

de superficies com alcool 70%, (KAMPF et al., 2020); c) utilizacdo de mascaras faciais,
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principalmente por quem esta infectado ou cuida de alguém que esteja (OMS, 2020); d)
cobertura do narize boca com o cotovelo dobrado ou um lengo de papel ao tossir ou espirrar
(OMS, 2020); e) distanciamento fisico entre os individuos através de métodos que incluem
quarentenas, restricbes de viagem, fechamento de escolas e locais de aglomeracdo (OMS,
2020); e f) isolamento voluntario para aqueles diagnosticados com a doenca, com suspeita de
infeccdo ou que viajaram recentemente para um pais ou regido com transmissdo generalizada
(CDC, 2020).

Outras estratégias de controle de transmissdo da infec¢éo sdo: a contencao, amitigacao
e a supressdo. A contencdo acontece nos primeiros estagios do surto, pretendendo rastrear e
isolar os pacientes infectados, por exemplo: cuidado com as pessoas que entram no pais vindas
de regibes onde ja haja o surto (OMS, 2020); a mitigacdo do qual objetivo é reduzir o pico da
pandemia e o risco de sobrecarregar do sistema de saude, por exemplo: paralisacao de aulas,
diminuicdo da circulacdo depessoas e cancelamento de eventos (ZHANG; QIAN, 2020); e a
supressao, que visareverter o crescimento pandémico, diminuindo o nimero de casos a baixos
niveis por exemplo: quarentena obrigatoria da populacdo e fiscalizacdo rigida do governo
(FERGUSON et al., 2020).

Alguns especialistas argumentam que a supressao € o plano de mais eficiénciano controle
da pandemia da COVID-19, visto que este pode reduzir, em aproximadamente dois tergos, a
demanda de assisténcia médica no pico das infeccdes(FERGUSON et al., 2020). Entretanto, os
valores socioecondmicos da insercdo dessaestratégia ainda sdo bastante elevados o que torna

inacessivel para todos os paises afetados.

Pandemia do COVID-19

Os primeiros casos da COVID-19 aconteceram no més de dezembro do ano de2019 na
cidade de Wuhan, conhecida como a capital da provincia de Hubei, na China. Considera-se que
0 contagio teve origem depois da exposicdo ao mercado atacadista de frutos do mar de Huanan,
0 qual se associou ao comércio de carne de animais para consumo humano e a infeccdo pelo
SARS-CoV-2. Baseado nisso, passou-se a apresentar casos de pneumonia de etiologia
desconhecida e, em seguida,0 novo coronavirus foi isolado pela autoridade chinesa. Em virtude
do acréscimo significativo no numero de individuos infectados, incluindo aqueles que nédo
tiveramexposicdo ao comércio, pressup6s-se da probabilidade de transmissdo inter-humana,
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incluindo os pacientes assintomaticos (AMMAD; BOPPANA, 2020; SINGHAL, 2020; WU et
al., 2020; ZHENG, 2020).

Apos o contato com humanos, 0 SARS-CoV-2 apresentou uma grande capacidade de
disseminacdo com o numero basico de reproducdo (RO) referindo-se em torno de 2,4,
apresentando variacdes desentendendo da populacdo analisada (LIU et al., 2020; ADHIKARI
et al., 2020; PHELAN, 2020)

Em uma preocupacdo mundial, a OMS, juntamente com a China, determinouque a
pandemia no pais obteve o seu pico entre o final de janeiro e inicio de fevereirode 2020 (OMS,
2020) apresentando uma taxa de novos casos diminuida no inicio demarco (MCINTOSH,
2020). Contudo, os casos comegaram a ser confirmados em vérias partes do mundo e vinham-
se aumentando constantemente somando, aproximadamente, 229.921.247 casos confirmados
dos quais 4.715.747 mortes ja foram registradas (WORLDOMETER, 2020). Dentre os paises
mais afetados pela COVID-19 estavam os Estados Unidos (EUA), Brasil, Russia, Espanha,
Reino Unido, Itdlia, india, Franga, Alemanha e Peru. De acordo com o Painel Geral do
Coronavirus pelo Ministério da Saude, atualmente, o Brasil segue com o numero de 21.283.567
casos confirmados e 592.316 mortos (SHOUTO, 2020.)

Da premissa que o individuo se infecta com o virus, ele é capaz de transmitira doenca
por um periodo que ainda é desconhecido visto que a maioria das informagdes a respeito dessa
questdo deriva-se de estudos que avaliam o RNA viral cuja deteccdo ndo indica,
necessariamente, a presenca do virus no organismo (MCINTOSH, 2020). Todavia,
considerando-se essa relacdo, a transmissdo assemelha-se ter mais chances de acontecer em
estagios iniciais da doenca, contandoque ha maiores niveis de RNA viral nas amostras
respiratorias de individuos infectados, principalmente logo apds o inicio dos sintomas (ZOU et
al., 2020).

Com isso, testes diagndsticos especificos foram desenvolvidos com urgéncia para a
identificacdo prévia dos pacientes infectados, a fim de confirmar os casos suspeitos, realizar a
triagem dos pacientes e realizar a vigilancia epidemiolégica do virus nos municipios, estados e
paises. As principais técnicas de diagnostico laboratorial para a identificacdo do coronavirus
atualmente sdo: PCR emTempo Real (qPCR) e testes rapidos soroldgicos (BRASIL, 2020).

Além disso, ferramentas de diagnéstico tém sido cruciais para oacompanhamento do

paciente com sintomas da COVID, servindo de apoio aos médicos para a tomada de decisdes
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no que se refere a prevencdo, diagnostico, tratamento e progndéstico de um individuo acometido
pelo SARS-CoV-2.

Diagnostico COVID-19

O diagnostico da COVID-19 é complexo e compreende a necessidade de conhecimentos
quanto aos tipos de exames e suas particularidades. Existem dois testes diagnosticos disponiveis
atualmente: o molecular e o soroldgico, ou imunolégico. Ambos possuem suas caracteristicas
especificas, com instrucdes diferenciadas, dependendo cada um possui as suas caracteristicas
especificas, com indica¢es diferenciadas, dependendo do avan¢o da doenca e da complexidade
clinica que o paciente indica (SOUSA, 2020)

Reacdo em Cadeia Da Polimerase por Transcriptase Reversa (RT-PCR)

Nos anos 80, um bioquimico estadunidense, ganhador do prémio Nobel de quimica
em 1993, revolucionou o0 mundo cientifico com o desenvolvimento da Reagdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) (MELLO, 2005).

A PCR é um método da area da Biologia Molecular que por meio de enzimas permite
a amplificagdo exponencial uma sequéncia especifica de DNAIn vitro através de diversos
ciclos de desnaturacdo, anelamento e fusdao do primer noseguimento especifico para ampliacao
do material genético que € realizado pela enzima conhecida como: Taq DNA polimerase
(SANTOS et al., 2004).

Quando se diz sobre a realizacdo da técnica, necessita-se de um equipamentochamado
termociclador que altera a temperatura de acordo com a atividade de cada constituinte do
procedimento. A PCR utiliza os deoxinucleotideos (dNTPS), conhecida como as bases
nitrogenadas, sendo elas: Adenina (A), Timina (T), Citosina (C) e Guanina (G), um par de uma
sequéncia especifica inicial que se ligardna regido de interesse para amplificacdo, aqui
conhecido como primer; a enzima TagDNA polimerase, sendo essa uma enzima termoestavel,
e a amostra de interessea ser amplificada. Utiliza-se também o cloreto de magnésio (MgCl2),
que age como um cofator da enzima polimerase e uma solucdo tampdo de cloreto de potassio
(KCI), para preservar o pH adequado (HAAS, 2016).
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O ensaio da amplificacdo feita pela Reacdo em Cadeia da Polimerase é realizado por
um método chamado eletroforese em gel. Neste método, o gel utilizado pode ser de acrilamida
ou agarose. Na eletroforese, os fragmentos do material genético irdo de separar, na presenca de
um campo elétrico, de acordo comseu tamanho. Assim, é capaz de realizar a analise do material
amplificado na PCR. A porcdo a ser testada é colocada no polo negativo e, dA amostra
amplificada é colocada no polo negativo e, pelo fato de 0 DNA ser uma molécula de carga
negativa,ele ird migrar para o polo positivo, desse modo, ira separar os fragmentos do material
genético de acordo com seu peso molecular, as moléculas cujo sdo de menor peso irdo migrar
com maior facilidade. No final do ensaio, as bandas sao analisadas e comparadas com o padrao.
(VELOSO, 2021)

Como diversos exames no mercado, a PCR possui diversas variacdes. Uma delasé aRT-
PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase por Transcriptase Reversa). Estavariacdo da PCR é
realizada para a detecgdo cujo material genético pesquisado seja RNA. Para a realizacdo da
PCR, ha a necessidade de que o RNA seja transcrito para

DNA, essa transcricdo € chamada de transcricdo reversa, e, para isso, utiliza-se uma
enzima conhecida como Transcriptase Reversa, visto que a ordem de transcricdo noorganismo
é DNA para RNA (VELOSO, 2021).

Como o molde da RT-PCR é 0 RNA, e ndo o DNA, antes de ocorrer a PCR,¢ realizada
a conversdo pela transcriptase reversa em DNA complementar (cDNA). Diferente da PCR
convencional, na RT-PCR sédo utilizados primers inespecificos e nunca em pares. S&o
oligonucleotideos compostos por varias timinas consecutivas, sendo de 6 a 35 bases, que sdo
anelados as regides Poly-A do RNA, ricas em adeninas.A partir disso, se obtém o cDNA que
sera usado na PCR. (SANTOS et. al. 2004).

Como dito anteriormente, 0 SARS-CoV-2, tem como material genético o RNA, sendo
assim, é necessario a utilizacdo da conversdao do RNA em DNA para a realizagdo da PCR como
um exame de diagnéstico (VELOSO, 2021)

Para o diagndstico do coronavirus, utiliza-se também a técnica da PCR em Tempo Real
(gPCR), sendo essa uma das diversas variagdes da PCR convencional. Além dos componentes
da PCR convencional, na qPCR utiliza-se também a enzima transcriptase reversa com um
marcador radioisotopo que tem a capacidade de gerar fluorescéncia durante os ciclos da PCR.
Este método permite que os analistas vejam o resultado quase que imediatamente durante a

realizacdo do procedimento por meio da andlise da fluorescéncia em um computador
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especializado que rastreia a quantidade de luminosidade a cada ciclo. Enquanto a RT-PCR
convencional s6 permitiria a interpretacdo do resultado somente ao final da amplificagdo, por
meio da Eletroforese (IAEA, 2020).

A gPCR ¢é uma técnica com uma alta sensibilidade e especificidade, tendo o resultado
em cerca de trés horas (IAEA, 2020). Para a coleta da amostra é utilizado o swab nasofaringeo.
E recomendado que a amostra seja coletada através do trato respiratorio superior, contendo
amostras com nasoswabs faringeos, orofaringeos, aspirados e nasofaringeos (VELOSO, 2021)

Em situacOes cuja ha a incapacidade da realizacdo do procedimento no trato superior
Ou, em casos mais graves, as amostras da respiracdo inferior trato inferior, como escarro,
aspirado traqueal e broncoalveolar lavagem, liquido pleural e bidpsiapulmonar podem ser
coletados ou, dependendo das necessidades clinicas, eles podem

ser considerados coleta de fezes, amostras de soro e urina (ADENIJI, 2020; BAIN,
2020; CDC, 2020)

Sugere-se que o swab usado para a coleta nasofaringe e orofaringe deve ser feito de fibra
sintética com hastes de plastico. Nao deve usar célcio alginato com cotonetes ou cotonetes com
hastes de madeira, uma vez que podem conter substancias que inativam o novo coronavirus e
inibem o Teste de RT-PCR. Recomenda-se coletar apenas via nasofaringea, mesmo que as
amostras da rota orofaringea permanegam um tipo de amostra aceitavel. Se amostra de ambas as
areasforem coletadas, elas devem ser colocadas em um unico tubo para potencializar a
sensibilidade do teste RT-PCR (CDC, 2020; SBAC, 2020).

A técnica recomendada para coleta € introduzir o cotonete estéril com uma haste de
plastico flexivel pela narina paralela ao palato até que a resisténcia seja encontrada, ou a
distancia seja equivalente a do ouvido a narina do individuo, sendoisso um indicativo do contato
com a nasofaringe. Deve-se esfregar e rolar o cotonetesuavemente por alguns segundos pelas
paredes da cavidade para que ocorra a absorcédo e, em seguida, remova lentamente a amostra a
ser coletada. E de suma importancia que 0 mesmo cotonete usado em uma narina, seja usado
na outra (DALL’AGNOL, 2021).

As amostras do trato respiratério inferior incluem: expectoracdo, aspirado traqueal,
lavagem bronco alveolar, liquido pleural e biopsia pulmonar e devem ser limitadas a individuos
com hospitalizagdo grave, condicdes e casos fatais. As amostras séo coletadas em coletores

estéreis e devem ser realizadas antes de iniciar o tratamento com antimicrobianos. Para a coleta
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de escarro, o individuo deve enxaguara boca com &gua e expectorar o0 escarro em um recipiente
estéril com tosseprofunda (CDC, 2020).

O diagnostico realizado através do método de gPCR é indicado entre o 3° a 4°dia de
sintomas, podendo estender até mesmo ao 10° dia. Seu objetivo principal € identificar a
presenca do virus na amostra das secrecdes respiratorias (DALL’AGNOL,2021).

Quanto ao armazenamento das amostras, nota-se que as mesmas devem ser mantidas
em um refrigerador de 2°C a 8°C, dependendo do tipo de amostra, sendo:

nasofaringe e orofaringe, sangue, fezes ou urina, podem ficar em temperatura ambiente
no periodo de 24 horas ou até 5 dias. Contudo, caso houver um atraso no envio para o
laboratério ou naquelas amostras que ndo puderam ser analisadas de imediato, elas devem ser
transportadas a -70°C até o laboratoério, assegurando que eles mantenham a temperatura em
gelo seco e na embalagem UN3373, conformes asNormas da Associacdo. Transporte Aéreo
Internacional (IATA) (DALL’AGNOL, 2021).

Na escassez dessas condicdes, as amostras podem ser armazenadas emrefrigeradores
com temperatura inferior a -20 ° C, por um curto periodo. Para transporte, 0 uso de gelo e um
termOmetro é recomendado para manter e controlar atemperatura. As caixas de armazenamento
devem ser lacradas e conter apenas as amostras para o ensaio. Ela também deve ser identificada
como: Coronavirus/COVID; Influenza, e as solicitagdes devem ser postadas do lado de forada
caixa (WHO, 2019; ADENIJI, 2020, BAIN, 2020.)

Testes soroldgicos de anticorpos e de antigenos

Segundo o Centro de Controle de Doengas Americano (CDC-USA), os testessoroldgicos
ndo devem ser utilizados como escolha Unica para diagnostico, exclusdoou informacdo da
infeccdo por SARS-CoV-2. De acordo com o 6rgdo reguladorde administracdo de
medicamentos e alimentos dos Estados Unidos (U.S. Food and DrugAdministration - FDA), 0s
testes soroldgicos devem ser usados com o objetivode detectar anticorpos especificos do SARS-
CoV-2 e ajudar na identificacdo de pessoas que foram expostas ao virus e tenham se recuperado
da infeccdo (DATE, 2020).

Alguns estudos dizem que a maior parte dos pacientes desenvolvem anticorpos somente

na segunda semana depois do inicio dos sintomas (YING, 2020). De acordo com essa
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informacdo, podemos dizer que o diagndstico de COVID-19 fundamentado na deteccdo de
anticorpos so € possivel em uma fase de recuperacdo, em que muitas viabilidades clinicas de
intervencdo e retardado da transmisséo da doenca séo perdidas. Assim, baseando-se nos estudos
atuais, a Organizacdo Mundialda Saude (OMS) vetou a recomendacdo do uso dos testes
soroldgicos rapidos na pratica clinica como método de diagndstico , mas continua a encorajar
este como forma de vigilancia epidemiolégica (WHO, 2020).

Em contrapartida, o Ministério da Saude acredita no uso de exames sorol6gicos como
um dos metodos laboratoriais para que haja a confirmacdo da doenca por COVID-19 em
pacientes com Sindrome Gripal (SG) ou SindromeRespiratoria Aguda Grave (SRAG) caso
tiverem IgM ou IgG positivo, contando queo material foi coletado depois o sétimo dia de
sintomas. Apesar disso, 0 Ministério comunica que o teste deve ser usado como um instrumento
de auxilio para o diagndstico da infeccédo e seu resultado deve ser interpretado por um médico
com o uso de outras informagdes e exames laboratoriais confirmatorios (BRASIL, 2020)

O exame considerado padrdo ouro para o diagnostico da COVID-19 é o RT-PCR. No
entanto, na indisponibilidade do RT- PCR e, em algumas situacfes, a COVID-19 pode ser
determinada indiretamente pela medicao da resposta imune do hospedeiro a infeccao pelo virus
pelos testes soroldgicos. Diferente da gPCR, para aproducdo de testes imunoldgicos os
fabricantes precisam captar os antigenos virais ou recombinantes, avaliar em testes preliminares
se 0s antigenos séo de fato imunogénicos e especificos (DIAS, 2020).

Os antigenos utilizados que sdo considerados gerar uma resposta imunologicae sao
utilizados pelos fabricantes sdo os antigenos da nucleoproteina (NC) e os antigenos Spike (S).
Anticorpos séo dirigidos de forma predominante para a proteinaS, enquanto a proteina NC tem
papel importante na replicacdo do virus e influencia a producdo de anticorpos mais
previamente. Os exames que identificam os anticorpos contra NC sdo mais sensiveis do que
aqueles com detec¢do de anticorposcontra receptor da proteina S (RBD-S) (CHENG, 2020).

Os exames sorolégicos para diagnostico da COVID-19 se baseiam no complexo
antigeno-anticorpo, com variantes que podem buscar os anticorpos ou 0s antigenos especificos
do virus (NALLA et al., 2020; PORTE, 2020)

Os exames convencionais que estdo disponiveis no Brasil, sdo aqueles que pesquisa por
IgG e IgM através do método de quimiluminescéncia (CLIA) e IgG elgA através do método de
ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay). Atualmente, estdo disponiveis no mercado

meios que detectam anticorpos totais ou apenas IgG através do método de
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eletroquimioluminescéncia (EIA). A precisdo dos testes citados pode variar ndo s6 pela
metodologia e tipo de antigeno usado na reagdo,mas também pelo tempo de coleta do inicio
dos sintomas, sendo o tempo ideal 10 diaspara IgM e IgA e ap6s 15 dias para IgG (HOFFMAN,
2020).

As versdes que detectam anticorpos contra os antigenos virais da COVID-19podem ser
das classes especificas, como: 1gG, IgM, IgA, ou anticorpos totais, sendolgG + IgM. O material
de amostra utilizado pode ser: sangue total, soro ou plasma do paciente (CDC, 2020). Estes

testes sorologicos podem ser divididos em dois tipos:

o Testes rapidos que utilizam a metodologia imunocromatografica;
o Testes soroldgicos realizados por técnicas convencionais de ensaios imunoenzimaticos,
como: ELISA, CLIA e/ou EIA.

Testes sorologicos rapidos e os convencionais possuem algumas diferencas entre eles
além de suas metodologias. Os testes soroldgicos rapidos para pesquisa deAnticorpos 1gG e IgM
e totais tém a vantagem de serem liberados de forma rapida, cerca de no maximo 20 minutos
aproximadamente e realizados na propria unidade de coleta, sendo farmécias, nos laboratérios
clinicos e ambulatérios (DIAS, 2020).

Enquanto os testes sorolégicos convencionais, sdo realizados apenas em laboratérios
clinicos especializados, eles identificam anticorpos 1gG, IgM, IgA e totais de forma qualitativa
ou semi-quantitativa, sendo mais monitorados e mais especificos, com um prazo de liberacéo
maior que o teste rapido, sendo em um periodo de 24h a partir da chegada da amostra do
laboratério (FERREIRA, 2020).

Os testes imunoldgicos rapidos apresentam desempenhos melhores quando sao
realizados em amostras de soro ou plasma, ao serem comparados com amostras de sangue total
ou capilar, principalmente quando se diz a sensibilidade sobre o diagnéstico (SANTQOS, 2020).
Sendo assim, em alguns laboratdrios tém sido recomendado que amostras de sangue sejam
colhidas, centrifugadas, para a separacdodo soro, e enviadas para 0 processamento na area
técnica laboratorial. Entretanto, o desempenho de alguns testes rapidos mesmo com a utilizacao
das amostras de soro, tem-se visto variagfes quanto a sensibilidade e especificidade ao ser
comparado comas informac@es geradas pela bula pelo fabricante (MONTESINOS, 2020).

Devido a necessidade de diagndstico para a COVID-19, diversos fabricantes

desenvolveram vérias metodologias com diferentes tipos de antigenos, cada um comseu
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desempenho imunogénico. Varios outros fatores conhecidos podem vir a interferir no
desempenho dos testes sorologicos rapidos, sendo eles: o volume da

amostra utilizada, temperatura e umidade do local onde esta sendo realizado o teste
(ERNST, 2017).

Contudo, é necessario submeter os novos testes a estudos que proporcionemparametros
diagndsticos, tais como: sensibilidade, especificidade, valor preditivo negativo e valor preditivo
positivo. Sendo assim, diferentes fabricantes podem vir a oferecer acuracias diversas para o
mesmo tipo de diagnostico (CDC, 2020; WOLOSHIN, 2020).

Uma infeccdo inicial por SARS-CoV é uma provavel causa de um resultado falso
positivo em exame soroldgico para SARS-CoV-2, em razéo da grande semelhanca estrutural
da glicoproteina S (LV, 2020).

Ha estudos devido as reacfes cruzadas com Zika e cerca de dois casos constando falso
positivo em sorologias para COVID-19 que tiveram diagnostico de Dengue (LI, 2020; YAN,
2020; ZAIDI, 2020).

Segundo um estudo feito recentemente, em cerca de 40 pacientes imunizadosrecente
mentes contra a influenza, € provavel que pacientes imunizados ativamente para influenza
tenham resultado falso positivo na busca de anticorpos de fase agudacontra 0 SARS-CoV-2
(DIAS, 2020).

Segundo um estudo de Wang e cols. a presenca de fator reumatoide € uma condicdo
importante que pode causar interferéncia de resultados falso positivos na deteccédo de IgM para
SARS-CoV-2 (WANG, 2020). Estudos também ja mostraramresultados falsos positivos para
SARS-CoV-1 em pacientes portadores de doenca autoimune (WANG, 2004).

Frente a uma exposi¢édo viral, o hospedeiro inicia a resposta imune e a producdo dos
anticorpos apresentando manifestacdes clinicas ou ndo. Esse desenvolvimento de anticorpos
depende de varios fatores, entre eles: concentragdo viral, genotipo viral, imunidade e genética
do hospedeiro (DIAS, 2020).

A janela imunoldgica é um fator importante para a precisdo do resultado diagnostico.
Ela € o intervalo entre a exposicado viral e a capacidade dos testes em identificar os anticorpos.
Quando se trata da COVID-19, o periodo recomendado é em média de 7 a 10 dias, podendo
variar de periodos mais curtos e mais tardios, dependendo dos fatores citados anteriormente
(DIAS, 2020).
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De acordo com alguns estudos, a razdo de pacientes com 1gG especifica paravirus
SARS-CoV-2 positivo atingiu 100% aproximadamente de 17 a 19 dias ap6s o inicio da
manifestacdo dos sintomas, ao tempo que a propor¢ado de pacientes com IgM especifica positivo
obteve um pico de 94,1% aproximadamente de 20 a 22 dias ap0s o inicio dos sintomas. No
decorrer das 3 primeiras semanas apds a manifestacdodos sintomas, ocorreu pico nos titulos de
anticorpos IgM e IgG especificos para o virus (LONG, 2020).

Devido a pandemia, no Brasil, o registro de testes diagnosticos para COVID-19 foi
acelerado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)47, visto isso, foi-se
necessario que o Ministério da salde Brasileiro emitisse uma nota com os detalhes de acuracia
dos testes registrados (BRASIL, 2020).

Com a preocupagéo devido a qualidade dos diferentes materiais autorizados,a validagao
dos exames com amostras conhecidas é fundamental para a avaliacdo doproduto final para o uso
no laboratério. Geralmente, em cada laboratdrio deve-se estabelecer uma técnica de validacéo
dos testes que serdo oferecidos (DIAS, 2020).

Usualmente, o principal meio de validacdo de testes soroldgicos € a identificacdo de
amostras que sejam conhecidas pelo laboratorio sendo verdadeiramente positivas e negativas.
Sugere-se que para identificacdo das amostras negativas, utilize-se amostras coletadas até
dezembro de 2019, sendo este quando coronavirus ainda ndo havia se instalado no Brasil.
Prefere-se amostras sabidamentenegativas para HIV, hepatite B, hepatite C e outros virus
(WOLOSHIN, 2020).

Quanto as amostras positivas, busca-se que sejam de pacientes com diagndstico de
COVID-19 confirmado por RT-PCR, coletadas em diferentes temposdesde o inicio dos
sintomas, sendo considerado as respostas de producéo de IgM e 1gG, podendo ser consideradas
com mais de 7, 10, 15 ou mais de 20 dias (WOLOSHIN, 2020).

Quando se diz sobre interpretacdo diagnostica dos testes soroldgicos para 0 SARS-CoV-
2, precisa-se levar em consideracdo muito além da situacdo clinica, também precisa considerar
as questdo sobre a janela imunoldgica, assim como 0 momento em que o teste foi realizado,
além de informacdes sobre o método do teste (SETHURAMAN, 2020).

Assim sendo, os testes imunoldgicos ndo devem ser realizados isolados paradefinir
doenca ou infectividade por COVID-19. Para diagnosticar se o individuo estainfectado, faz-se

necessario a realizagdo da RT-PCR. De forma sintetizada, um teste de RT-PCR para SARS-
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CoV-2 positivo esta relacionado a uma infeccao recentee ativa, enquanto os testes soroldgicos
positivos relacionam-se a infec¢Bes ou contatos prévios (CDC, 2020).

De forma geral, para diagnostico de infeccdo ativa em pacientes sintomaticos ou
suspeitos de COVID-19, o teste padrdo-ouro é o RT-PCR, sendo o periodo ideal para coleta de
RT-PCR em swab nasofaringeo/secrecao traqueal é entre 0 3° e 0 7° dia de sintomas, porém o
paciente deve estar apresentando sintomas. J& nos testes soroldgicos, o periodo de realizacéo
recomendado é apés o 10° ao 14° dia, podendo ser feito em pacientes sintométicos ou
assintomaticos. Quando se diz teste sorologicopara anticorpos totais inclui-se IgM e IgG, sem
diferenciacgéo entre um e outro (DIAS,2020).

Em certas situaces podemos indicar a precisdo da repeticdo de um teste soroldgico. De
acordo com especialistas da Sociedade Brasileira de Patologia Clinicaestas situacGes sao
quando: IgM reagente e IgG ndo reagente: avaliacdo de uma possivel soroconversao de
IgG ou falsos positivos de IgM, sendo capaz de amostras com intervalo de pelo menos duas
semanas entre as coletas; IgM néo reagente e IgG reagente: perto do limite de deteccdo ou para
teste de reagente qualitativo de baixa intensidade para avaliar titulos aumentados de anticorpos
IgG.E melhor colher amostras com pelo menos duas semanas de intervalo. O objetivo é
observar um aumento de 4 vezes no titulo de IgG para considerar a resposta imune especifica
contra o virus e para excluir 1gG falso positivo (WHO, 2020).

Existem muitas incertezas quanto a imunidade conferida pelos titulos de 1gG.Levando
em consideracdo o possivel periodo de incubacéo do virus ou novasinfeccdes, esses anticorpos
podem ndo ser durdveis ou ainda incapazes de prevenir areativacdo (CDC, 2020). De acordo
com a Organiza¢cdo Mundial da Saude,atualmente ndo ha evidéncias de que as pessoas que se
recuperaram do COVID-19 tenham anticorpos protetores contra a segunda infeccdo (DIAS,
2020).

Metodologia

Trata-se de um estudo bibliografico, descritivo do tipo reviséo integrativa da literatura,
partindo do levantamento de dados e analises disponiveis de pesquisas anteriores. Na
operacionalizacdo dessa revisao, foram utilizadas sete etapas: determinacdo do tema central,

escolha do objetivo, selecdo da amostragem ou busca na literatura de artigosprimarios, extracdo
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de dados, avaliacdo dos estudos primarios incluidos, analise e sintese dos resultados e
apresentacéo de revisao.

Para a pesquisa, foram utilizados os bancos de dados Scientific Electronic Library
Online (SciELO), Biblioteca Virtual em Saude (BVS), PubMed e Literatura Latino- americana
e do Caribe em Ciéncias da Saude (LILACS) incluindo: artigos cientificos, monografias,
dissertacoes, testes, atualizacbes de Revistas de salde, publicados no periodo de 2020 a 2021,
sendo selecionados 46 artigos pesquisados, usando combinacdo de descritores: COVID-19,
SARS-CoV-2, Coronavirus, Técnica Reacdo em Cadeia da Polimerase, Testes soroldgicos,
Diagnostico laboratorial, conforme os Descritores Da Ciéncias da Satde (DECS).

Porém foram excluidos 20 artigos repetidos e 19 artigos que nao enfatizavam os topicos
de interesse para a elaboracéo deste trabalho, restando assim os 7 artigos que foramutilizados

nesta revisao.

Resultados

Fluxograma do processo de busca e sele¢éo dos artigos, Passos, Brasil, 2022.

46 ARTIGOS BUSCADOS NAS BASES DE DADOS APOS A
APLICACAO DOS FILTROS COM OS CRITERIOS DE
ELEGIBILIDADE

20 ARTIGOS EXCLUIDOS POR SEREM SEMELHANTES.

26 ARTIGOS SELECIONADOS PELO TIiTULO.

APOS A LEITURA DOS ARTIGOS, 19 FORAM EXCLUIDOS
POR NAO SE TRATAREM DO TEMA EM QUESTAO.

7 ARTIGOS ESCOLHIDOS E USADOS NA REVISAO.

Fonte: Dados da Pesquisa.

Apos selegdo dos 7 artigos que compuseram a amostra final, os mesmos foram
organizados e caracterizados quanto aos autores, ano de publicacéo, titulo objetivo, local do
estudo e principais resultados, como pode ser observado no Quadro 1. Os artigos foram

organizados por ordem alfabética.
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Quadro 1 - Artigos organizados por ordem alfabética.

Autores/Ano Titulo Objetivo Local Principais
resultados
XAVIER et al.,2020 COVID-19: /Apresentar as Rio de Janeiro Manifestacoes
manifestacoes manifestacoes
clinicas e clinicas e clinicasassemelham as infec¢des
laboratoriais na alteracOes por Norovirus e Influenza, com
infeccdo laboratoriais envolvimento pulmonar sendo
pelo novo [presentes na semelhante ao das infecgdes
coroavirus infeccdo pelonovo complicadas  por influenza

coronavirus

HIN1, SARS e SARS-CoV.
Tendo as

alteracdes
laboratoriais

sendo
inespecificas, tendo um papel
fundamental na definicdo do
diagnostico mas sem valor

adicional na monitoragdo da
infeccéo.
PINHO et al., [Infeccdo persistente |Apresentar a Séo Paulo Mesmo com o RT-PCRnegativo
2021 delongo prazo |infeccdo presente ndo exclui a infeccdo presente e
pelo coronavirus no transmissivel, deve- se também
SARS-CoV-2 paciente ao relacionar a clinica do paciente e
longo prazo suas alteragBesradiologicas.
mesmo RT-
PCR
negativa.
NOGUEIRA E |Diagnostico Apresentar 0s Rio de Janeiro A resposta imune a infecgdo pela
SILVA, 2020. laoratorial da principais testes COVID-19 permite a detecgdo
COVID-19 de dos anticorpos no
no Brasil. diagnostico sangue total, soro e plasma atras
para a COVID- dos testes sorologicos, mas deve
19 se ater a janela imunologica para
disponiveisno evitar 0os  falsos-negativos.
Brasil. Quanto a RT-PCR é considerada

0 padrdo ouro, mas deve frisar
que ndo deve ser concluido o
diagnostico com apenas um
resultado.
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MENEZES et |Diagnostico Detalhar sobre o Santa Catarina O estudo apresentou que um
al., 2020 laboratorial do examemolecular resultado Unico de SARS-CoV-2
SARS-  [RT-PCR, ndo detectado em um paciente
CoV-2 por (frisando sobrecoleta sintomatico ndo é o diagndstico.
transcricdo reversa e seu resultado. O teste ndomostrou reatividade
seguida de com outrosfatores singulares. No
reacdo em entanto, é caro e demorado e
cadeia da demorado o teste a falsos devido
polimerase em aomomento exato da coleta da
tempo real(RT- amostra, coleta e coleta coletada
PCR) viral no teste, 0 que pode e o
material insuficiente

ponto de amostra da amostra.

MARTINELLO,2021. |Acuracia Mostrar a Santa Catarina Os resultados sugerem que o

diagnostica dos precisdo entreos imunoensaio tem baixo valor
metodos testes diagnostico, mas tem potencial
sorologicos de sorologicos para uso em
deteccdoda |disponiveis para estudos
COVID-19 a soroepidemioldgicos. Mais
deteccdo da pesquisas sobre validagdo
infeccéo pela analitica e precisdo diagnostica
COVID-19 de  testes sdo
importantes,
especialmente para
exames
médicos.

CABARAL et [Certeza incertas: Apresentar 0s Portugal O estudo mostrou-se que por

al., 2021. Desafios proximos |desafios impostos mais especifico que o RT-PCR

no no seja, seu custo é alto, quanto aos
Diagnostico diagnostico testes sorologico sua
Laboratorial da laboratorial da especificidade é baixa, porémseu
COVID-19 COVID-19 custo beneficio é alto.

MAGNO et al.,2020 Desafios e [Discutir 0s Bahia O estudo mostrou que é
propostas para desafios da necessario eliminar o impasse
ampliacdo das testagem e do burocratico da  acreditagdo
testagens e |diagnostico de diagnéstica em laboratorios
diagnostico para COVID-19 universitarios e instituicdes de
COVID-19 no no Brasil. pesquisa; ampliar
Brasil

o financiamento
treinamento e
contratagéo

de

pessoal; investir em pesquisas

para

em diagndsticos sorolégicos,

epidemiologia,

desenvolvimento e tratamento

de vacinas; formulagéo
deciéncia politica de

tomar uma

decisdo.

Fonte: dados da Pesquisa.
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Em pardmetro mundial, o diagnostico laboratorial desempenhou uma importante funcéo
tanto para o progndstico e acompanhamento, assim como para estudos da epidemiologia
molecular do SARS-CoV-2 (MENEZES, 2020). Estudos recentes mostram que deve considerar
que, por mais precisos e rapidos que sejam os métodos laboratoriais, o diagnéstico da COVID-
19 necessitam de uma coleta adequada da amostra do paciente no momento certo da infeccao,
em questdo de aumentar a chance de deteccdo do marcador bioldgico investigado (MAGNO,
2020).

Segundo Magno, o teste confirmatorio ¢ a PCR em tempo real (RT-gPCR), visto que ha
deteccdo do material genético do virus, como o RNA viral. Ele pode estar presentes em amostras
de fezes, urina e sangue, mesmo que com menor sensibilidade e especificidade do que nas
amostras respiratorias. Uma excecdo do RNA do SARS-CoV-2, é que ele é constantemente
detectado nas fezes até duas semanas apds o inicio dos sintomas. Assim sendo, 0 RT-qPCR do
swab combinado oral/nasal é considerado como teste confirmatério para SARS-CoV-2, até o
presente momento (MAGNO, 2020).

Para a contencdo da pandemia, os ensaios sorologicos foram criados como metodologias
complementares, com potencial de detetar contato prévio com o virus, mas também de serem
integradas num rastreio rapido e em larga escala de individuos suspeitos, ou com infecdes
subclinicas. Ja sdo distribuidos no mercado diferentes ensaios que examinar a SOroconversao na
COVID-19, sendo as principais metodologias disponiveis: a imunoabsor¢do enzimatica
(ELISA), os imunoensaios por quimioluminescéncia (CLIA) e os ensaios de fluorescéncia
enzimaticos (ELFA). Tém a capacidade de avaliar um grande volume de amostras
simultaneamente, disponibilizam resultados em 20 a 30 minutos, variando a imunoglobulina (19)
doseada (IgM, 1gG, IgA, combinagdo IgM/1gG). Possuem também a vantagem de ultrapassar
algumas limitacdes pré-analiticas das técnicas moleculares, onde a qualidade da amostra
depende da quantidade de genoma viral recolhido (CABRAL, 2021).

Um estudo documentou um aumento da sensibilidade diagnostica quando a PCR se
acrescentou um doseamento de IgM por ELISA. A dosagem desta Ig, cujos niveis aumentaram

globalmente até ao 14° dia apds o inicio dos sintomas, foi assim proposto como
adjuvante ao diagnostico molecular, aumentando a taxa de detecdo da doenca. Todavia, dadas
as contradigdes encontradas na literatura relativamente aos perfis de seroconversdo na COVID-

19, ensaios combinados IgM/1gG poderdo cumprir melhor essa finalidade (CABRAL, 2021).
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Discussao

Devido a grande emergéncia da pandemia causada pelo virus SARS-CoV-2 no mundo,
diversas metodologias diagnosticas foram criadas para auxiliar na deteccdo do agente
patoldgico, ajudando a contribuir a fim de evitar a sua disseminacao, e ajudar na deteccdo de
quem ja teve a doenca e, em alguns casos, favorecer o tratamento prévio (NOGUEIRA, 2020).

Em ambito nacional, a sorologia tem sido o mais utilizado para diagnostico da COVID-
19,pelo custo baixo e pela rapidez da obtencéo do resultado. Esse método € executado a partir
de amostras de sangue, soro ou plasma, que devem ser obtidas ap6s do oitavo dia de sintomas,
a fim de que seja respeitado o tempo de producédo de anticorpos pelo sistema imunolégico em
quantidade suficiente para deteccdo do teste (NOGUEIRA, 2020).

Recentes revisdes apontam que a resposta imune ao novo CoV ainda é bastante limitada.
Estudos indicam que os anticorpos de imunoglobulina da classe A (IgA) e da classe M (IgM)
tém uma identificacdo soroldgica media por volta do sétimo dia apds o inicio dos sintomas,
subsequente de um aumento dos niveis de imunoglobulina da classe G (IgG). O valor negativo
desses testes € baixo quando realizado na fase aguda da infecgdo, o0 que significa que os
resultados negativos ndo descartam a doenca; sendo assim, esses individuos podem estar
contaminados, sendo fonte de contagio para outros individuos. Em relagdo aos resultados
positivos dos testes, eles apresentam valores fidedignos (XAVIER, 2020).

Normalmente, os testes imunologicos ndo devem desempenhar um papel na triagem ou
no diagndstico de pacientes com apresentacdo de sintomas recentes, e seu uso é destinado a
individuos hospitalizados com uma condicao ndo tdo recente e ao diagnostico de profissionais
de saude, apresentando sintomas a partir do sétimo dia de sintoma, a fim de facilitar a dindmica
de afastamentos e retornos a forca de trabalho em salde. Entretanto, deve-se lembrar que os
resultados negativos ndo excluem a doenga (XAVIER, 2020).

A fim de monitoracdo, a OMS recomenda os exames soroldgico para fiscalizar a
incidénciada COVID-19, especialmente, em grupos fechados, como escolas, presidios e casas
de permanéncia de longa duragdo (MARTINELLO, 2021).

Quanto ao RT-PCR, este permanece como 0 padrdo ouro, sendo 0 primeiro teste a ser
desenvolvido para deteccdo da COVID-19. O diagnostico laboratorial do SARS-CoV-2 por RT-

PCR envolve diversas etapas, exigindo profissionais capacitados para tal, tanto quanto a
coletatanto a sua analise (MENEZES, 2020).
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Segundo Nogueira, a RT-PCR trata-se de uma técnica extremamente sensivel e
especifica, e caso seja realizada corretamente, os resultados errdneos sdo quase nulos. Os
resultados falso-negativos podem ser obtidos se como amostras preliminares coletadas
precocemente ou tardiamente. O mesmo pode acontecer com esfregacos insuficientes
provenientes da nasofaringe ou amostras contaminadas durante o processo (NOGUEIRA,
2020).

Recentes fontes de literatura, mostram que o ideal é que a coleta seja feita apds o
surgimentodos sintomas, sendo eles entre o terceiro e o quinto dias, ou, no mais tardar, até dez
dias apds oocorrido, sendo amostras obtidas por meio do aspirado nasofaringeo (ANF), swab
nasal e oral,bem como pela secre¢do respiratdria do trato inferior, como escarro, lavado traqueal
ou lavadobroncoalveolar (NOGUEIRA, 2020).

De acordo com Nogueira, mesmo sendo considerado um método eficaz de deteccéo,
deve ter em mente que o resultado negativo em RT-PCR ndo descarta a possibilidade de
infeccdo pelo virus, sendo assim, recomenda-se que o resultado seja adequado juntamente com
observac0es clinicas, o historico do paciente e informacdes epidemiologicas da regido. Em caso
do paciente apresente alta probabilidade de infecdo e, mesmo assim, o teste seja negativo, é
adequado realiza-lo novamente com amostras distintas (NOGUEIRA, 2020).

Conforme exposto no paragrafo anterior, Pinho et al., relatou resultados positivos em
testesde RT-PCR feitos 5 a 13 dias apds a alta em quatro pacientes com COVID-19 que
completaramos parametros de alta hospitalar ou cessacdo da quarentena, sendo estes: auséncia
de sintomas clinicos e altera¢des radioldgicas e dois resultados negativos no teste da RT-PCR.
Em um outroestudo recente, mostrou que 10 de 60 pacientes com diagndstico prévio de COVID-
19 testarampositivo para SARS-CoV-2 na RT-PCR entre 4 e 24 dias ap0s a alta hospitalar,

corroborando os achados do primeiro estudo (PINHO, 2021).

Concluséao

Na atual realidade tem nos mostrado a grande relevancia dos exames laboratoriais.
Além disso, ferramentas de diagnostico tém sido cruciais para 0 acompanhamento do paciente

com sintomas da COVID, servindo de apoio aos medicos para a tomada de decisdesno que se
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refere a prevencdo, diagndéstico, tratamento e prognéstico de um individuo acometido pelo
SARS-CoV-2.

Isso mostra que o investimento em ferramentas de diagndstico se faz necessério na
tentativa de buscar melhorias e métodos mais eficazes, mais rapidos, com maior sensibilidade
e especificidade minimizando os erros pré-analiticos, analiticos e pds analiticos.
Consequentemente, trazendo resultados com maior acuracia e reducdo de resultados falsos

positivos e falsos negativos que irdo beneficiar mais ainda a populagdo emgeral.

Em virtude de sucessivas revises, 0 Ministério da Salude destaca que, por causa da
dindmica da epidemia e a producdo de conhecimento, essas informacbes podem sofrer
alteracGes & medida que o conhecimento da doenga avance. Assim, é importante que evidéncias
mais recentes sejam utilizadas na atualizacdo das versdes deste protocolo. Ressaltando, ainda
que futuras atualizacdes serdo realizadas sempre que necessario, devendoo profissional de

salide estar atento a isso.
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