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Estratégias laboratoriais para identificacdo da infec¢cdo pelo novo
coronavirus

Em meio ao avango da pandemia do coronavirus 2 da sindrome respiratoria aguda
grave (SARS-CoV-2), a COVID-19, ndo surpreende que o diagnéstico laboratorial da
doenca seja foco de grande interesse. Uma avalanche de informagfes tem sido
veiculada sobre quem e quando testar, as amostras biolégicas adequadas e os testes
laboratoriais disponiveis. O numero crescente de casos impde desafios ao sistema de
saude, sendo um dos pontos criticos a disponibilizacdo de testes diagndsticos rapidos
e acurados que possam ser usados no diagndstico e acompanhamento dos casos e no
rastreio da populacéo de risco.

Neste momento em que tudo é muito novo, é preciso cautela para evitar ansiedade por
parte da populacdo e dos profissionais de saude, sob risco de utilizar estratégias de
testagem inadequadas, que ndo contribuirdo para o diagnoéstico dos casos, 0
mapeamento epidemiolégico, além de onerarem desnhecessariamente o sistema de
saude neste cenario ja tao critico.

A seguir, sdo apresentadas e discutidas pelos patologistas clinicos professores desta
Faculdade, as questdes consideradas mais relevantes sobre o diagndstico laboratorial
da infecgdo pelo SARS-CoV-2, com base no que se sabe até o momento sobre o
assunto, sempre tendo em vista 0 uso racional de exames laboratoriais e as boas
praticas de laboratério clinico.

1. O que éaCOVID-19?

Coronavirus disease 2019 (COVID-19) é uma infeccdo respiratéria causada pelo
coronavirus 2 da sindrome respiratéria aguda grave (SARS-CoV-2), descrita
inicialmente na China em dezembro de 2019, assumindo posteriormente propor¢cdes de
pandemia.

2. Quem deve ser testado?

De acordo com o Protocolo de Infeccdo Humana pelo SARS-COV-2 do Centro de
Operacdes de Emergéncia em Saude — COES MINAS COVID-19 da Secretaria Estadual
de Saude de Minas Gerais (SES-MG), N° 02/2020 — 23/03/2020, no momento atual, tém
indicacdo de coleta de amostra e testagem para a COVID-19 as situacfes mostradas
na Figura 1.

E muito importante lembrar que, durante a pandemia, tudo é muito dindmico e as
orientagcbes podem mudar rapidamente, de acordo com novas recomendacdes da
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Organizacdo Mundial da Saude (OMS), do Ministério da Saude e de 6rgaos reguladores
estaduais.

Segundo o Guia de Vigilancia em Saude (2019), disponivel em
https://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/quia vigilancia saude 3ed.pdf, tem-se
como definigbes:

SINDROME GRIPAL: individuo com febre, mesmo que referida, acompanhada de tosse
ou dor de garganta e com inicio dos sintomas nos ultimos 7 dias.

SINDROME RESPIRATORIA AGUDA GRAVE: individuo de qualquer idade, internado
com SG e que apresente dispneia ou saturacéo de O2< 95% ou desconforto respiratoério.

De acordo com a classificacdo de manejo clinico dos casos de coronavirus no Protocolo
Estadual (disponivel em www.saude.mg.gov.br/coronavirus), os casos LEVES seréo
classificados como Sindrome Gripal e os casos GRAVES e INTERNADOS serao
classificados como Sindrome Respiratéria Aguda Grave.

Figura 1: SituagcGes com indicacdo para coleta de amostra e testagem para COVID-19
no momento atual

Amostras provenientes de unidades sentinelas de Sindrome Gripal (SG) e
Sindrome Respiratéria Aguda Grave (SRAG)

TODOS os casos de SRAG hospitalizados

Profissionais de satde sintomaticos (neste caso, se disponivel,

priorizar Teste Rapido e profissionais da assisténcia direta)
i

) TODOS os 6bitos suspeitos

Por amostragem representativa (minimo de 10% dos casos ou 3
coletas), nos surtos de SG em locais fechados (ex: asilos, unidades

do sistema prisional, hospitais, etc)

*Retirada do Protocolo de Infec¢do Humana pelo SARS-CoV-2 do COES MINAS COVID-19 da SES-MG
N° 02/2020 — 23/03/2020
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3. Qual é a dindmica da carga viral e da resposta imunol6gica ao SARS-
CoV-2?

A carga viral, em média, pode ser detectada por metodologias moleculares entre 0 a 12
dias de sintomas. Casos de deteccdo prolongada, podendo chegar a mais de quatro
semanas, tém sido observados, especialmente em situa¢gdes de maior gravidade.

Os anticorpos podem ser detectados com melhor sensibilidade a partir de 7 a 10 dias
de sintomas, dependendo do método.

4. Quais sdo os métodos laboratoriais disponiveis para avaliacdo do
paciente com suspeita de COVID-19?

Existem atualmente muitas opgBes comerciais para o diagnoéstico da infecgdo pelo
SARS-CoV-2, em sua maioria ainda sendo cientificamente avaliadas. E importante
distinguir esses testes quanto a sua metodologia e aplicabilidade em diferentes
momentos da evolugéo da doenca.

e Testes de amplificacdo de acidos nucleicos para SARS-CoV-2.

e Testes soroldgicos para pesquisa de anticorpos IgA, 1gG e/ou IgM, por método
ELISA ou imunocromatografico.

e Teste rapido para pesquisa de antigeno em swab de nasofaringe ou orofaringe,
por método imunocromatografico.

e Painel de virus respiratorios: S&o testes de imunofluorescéncia direta ou reagéo
da polimerase em cadeia (PCR) multiplex que detectam na mesma amostra de
material do trato respiratorio antigenos ou material genético de varias bactérias
e virus, como adenovirus, coronavirus 229E, coronavirus HKU1, coronavirus
NL63, coronavirus OC43, metapneumovirus humano, influenza A subtipo H1, H3
e H1-2009) ), influenza B, parainfluenza 1, 2, 3 e 4, rinovirus/enterovirus, virus
respiratorio sincicial, Bordetella pertussis, Chlamydophila pneumoniae e
Mycoplasma pneumoniae.

Além da contribuicdo para o diagnostico da COVID-19, os exames laboratoriais sao
essenciais no monitoramento dos casos, bem como no mapeamento epidemiolégico (Figura
2).
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Figura 2: Papel critico da medicina laboratorial na COVID-19
The Critical Role of Laboratory Medicine in COVID-19
(Modified from: Lippi et al, PMID: 32191623)

Sars-CoV-2 Laboratory Diagnostics
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*Retirado de https://www.ifcc.org/ifcc-news/2020-03-26-ifcc-information-guide-on-covid-19/
IVD — In-vitro diagnostic

5. Qual é o teste recomendado para o diagndstico da infeccdo por SARS-
CoV-2?

O teste recomendado para o diagnostico da infecgdo por SARS-CoV-2 é a reacdo da
polimerase em cadeia com transcrigdo reversa em tempo real (rRT-PCR) em amostras
clinicas do trato respiratorio superior ou inferior. A maior parte dos testes de rRT-PCR
disponiveis é baseada nos protocolos do Centers for Disease Control and Prevention
(CDC), Atlanta e do Hospital Universitario Charité, Berlin.

6. Quando fazer o teste rRT-PCR para o diagnostico da infec¢gdo por SARS-
CoV-2?

Apesar de o periodo 6timo para a coleta de amostras do trato respiratério apos o
desenvolvimento dos sintomas ainda néo estar definido, ela deve ser realizada o mais
precocemente possivel a partir do momento da identificacdo do paciente como caso
suspeito ou provavel de COVID-19.


https://www.ifcc.org/ifcc-news/2020-03-26-ifcc-information-guide-on-covid-19/
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Quais sdo as amostras bioldgicas aceitaveis para rRT-PCR e como coleta-las
e armazena-las?

Tipo de amostras:

- Trato respiratorio superior: Swab de nasofaringe e/ou orofaringe (ndo utilizar
swabs de alginato de calcio ou algodé&o, que podem inativar alguns virus e inibir
a reacdo de PCR) ou aspirado/lavado nasofaringeo.

- Trato respiratério inferior: Lavado broncoalveolar (LBA), aspirado traqueal (AT)
ou escarro.

Orientacdes de Coleta:

- Swabs: pedir ao paciente para assoar o nariz em um lenco descartavel de modo
a eliminar o excesso de pus e muco e desprezar em lixeira prépria para residuo
infectante.

- Swab de Nasofaringe: Inserir 0 swab em uma das narinas, paralelamente ao
palato. Deixar o swab no local por alguns instantes para absorver as secrecoes.
Repetir o procedimento na outra narina.

- Swab de Orofaringe: Coletar material da orofaringe posterior, evitando a base da
lingua, os dentes e as bochechas.

- Aspirado/lavado nasofaringeo, LBA e AT: seguir as instrugfes de coleta da
instituicdo. Coletar 2 a 3 mL em um frasco estéril, estanque e com tampa de
rosca.

- Escarro: O paciente deve enxaguar a boca com agua, forcar uma tosse profunda
com expectoracgdo diretamente dentro do recipiente estéril de boca larga e tampa
de rosca, proprio para coleta de escarro.

Precaucdes: A coleta deve ser realizada por profissional capacitado e devidamente
paramentado. Devem ser utilizados para a coleta avental descartavel, luvas,
méascara N95 ou PFF2 ou EPR semifacial com filtro P2 e 6culos de protecgéo.
Acompanhantes ndo devem permanecer na sala no momento da coleta.

Conservacgao: Inserir os swabs imediatamente (se necessario, cortar o excesso dos
cabos) apés a coleta em 2-3 mL de solucéo fisiologica a 0,9% estéril ou meio de
transporte universal viral (UTM®). Todas as amostras devem ser mantidas
refrigeradas (4-8°C) e devem ser processadas até 72 horas da coleta. Apds esse
periodo, devem ser congeladas a -70°C.
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Qual amostra deve ser coletada, prioritariamente, para a rRT-PCR?

e Swab de nasofaringe, isoladamente ou em combina¢cdo com swab de orofaringe, é
a amostra de preferéncia.

e Swab de orofaringe isolado é aceitavel apenas quando nao for possivel coletar
outros tipos de amostras.

e Recomenda-se a coleta de escarro de todo paciente com tosse produtiva, mas
nunca escarro induzido.

e lLavado broncoalveolar ou aspirado traqueal deve ser coletado de pacientes com
guadro respiratorio grave, por exemplo, nagueles em ventilagdo mecéanica.

Como solicitar o exame rRT-PCR para diagnostico da COVID-19?

e Material: swab de naso e/ou orofaringe, aspirado/lavado nasofaringeo, lavado
brocoalveolar, aspirado traqueal ou escarro.

e Exame: rRT-PCR para SARS-CoV-2.

10.Quais sédo as orientacdes aos laboratorios sobre amostras para rRT-
PCR?

De acordo com o Protocolo de Infeccdo Humana pelo SARS-CoV-2 do COES MINAS
COVID-19 da SES-MG, N° 02/2020 - 23/03/2020, as amostras devem ser
encaminhadas para a FUNED ou aos laboratorios habilitados pela entidade, conforme
orientacdes disponiveis em funed.mg.gov.br/fichasformularios-manuais-e-termos-de-
coleta-de-amostras.

11.Quais séao as limitacdes da rRT-PCR?

Os valores preditivos positivo e negativo de um teste sdo altamente dependentes da
prevaléncia da doenca. Resultados falsos-positivos podem ocorrer quando a
prevaléncia da doenga € baixa e falsos-negativos quando a prevaléncia da doenca é
alta. Portanto, o resultado da rRT-PCR deve ser correlacionado aos dados clinicos e
epidemioldgicos do paciente.

Resultados falso-positivos podem ocorrer por contaminacdo da amostra, nao
observacdo as recomendacdes para a execucdo do exame ou ma-qualidade dos
reagentes.

Varios fatores podem levar a um resultado negativo em um individuo infectado, sejam
pré-analiticos ou analiticos, incluindo:

e M4 qualidade da amostra, contendo pouco material do paciente;
e Amostra coletada tardiamente ou muito precocemente no inicio da infeccao;
e Amostra ndo transportada ou conservada adequadamente;
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e Razbes técnicas inerentes ao teste, como mutagdo viral ou presenca de
inibidores de PCR.

e Presenca de pequeno niumero de microrganismos na amostra, abaixo do limite
de deteccdo do teste.

Até o momento, ndo ha dados consistentes na literatura sobre o desempenho da rRT-
PCR para a COVID-19. De forma geral, o teste ndo detecta outros coronavirus, ou
outras espécies de virus e bactérias, assim a especificidade e o valor preditivo positivo
seriam de 100%. No entanto, os fabricantes avaliam a especificidade com pequeno
namero de microrganismos e em condigdes Otimas. Na rotina de testagem de um grande
namero de amostras, pode ser que alguns resultados falso-positivos ocorram, apesar
de ndo haver ainda relatos na literatura.

A questdo da sensibilidade € ainda mais complicada, pois ha grande variabilidade de
acordo com o tipo de amostra analisada, bem como em relacdo a oscilagdo da carga
viral. Como exemplo, ha alguns relatos de até 20% de falso-negativo para rRT-PCR,
mas utilizando swab de orofaringe, que tem baixa sensibilidade.

12.Qual a conduta diante de um resultado ndo detectado de SARS-CoV-2
por rRT-PCR e suspeita de COVID-19?

Um Unico resultado ndo detectado, principalmente se for de amostra do trato respiratorio
superior, ndo exclui infecgdo por COVID-19.

Como mencionado acima, a sensibilidade de diferentes amostras bioldgicas para
deteccdo de SARS-CoV-2 varia. Um estudo recentemente publicado avaliou 1070
amostras de 205 pacientes com COVID-19 e observou os seguintes valores de
sensibilidade: BAL 93%, escarro 72%, swab nasal 63%, swab de orofaringe 32%, fezes
29%, sangue 1% e urina 0%.

Recomenda-se a coleta de nova amostra, preferencialmente do trato respiratério
inferior, em caso de doenca grave ou progressiva, ou na presenca de dados clinico-
epidemioldgicos fortemente sugestivos de COVID-19, quando a primeira amostra é
negativa.

13.Quando e por que repetir a rRT-PCR?

Sempre que houver discordancia com o quadro clinico-epidemioldgico, a rRT-PCR deve
ser repetida em outra amostra do trato respiratorio, seja o resultado positivo (detectado)
ou negativo (ndo-detectado).

Como o intervalo de tempo para o pico dos niveis virais na COVID-19 ainda é
desconhecido, o tempo 6timo para a coleta das amostras biolégicas para o diagndstico
da infeccdo nao foi estabelecido. Um estudo chinés descreveu que 3,0% de 167
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pacientes com evidéncia tomografica (TC térax) de COVID-19 inicialmente
apresentaram rRT-PCR negativa. Posteriormente, o swab de todos os pacientes
converteu a positivo, em um intervalo médio de 5,0 £2,7 dias.

Assim, eventualmente a coleta de multiplas amostras, de locais e tempos diferentes
durante a evolugdo do paciente, pode ser necessaria para o diagnéstico da infec¢éo.

Por fim, resultado ndo detectado para SARS-CoV-2 pode representar verdadeiro
negativo e/ou infecgdo por outros virus ou bactérias respiratérias. Em um estudo com
210 pacientes com suspeita de COVID-19, 30 testaram positivo para outro patégeno e
11 para SARS-CoV-2. Ademais, coinfeccdo com SARS-CoV-2 e outros virus
respiratérios, como Influenza, também pode ocorrer. O Ministério da Saude recomenda
testar todas as amostras de pacientes com suspeita de COVID-19 com o Painel de Virus
Respiratorios.

14.Qual é o papel dos testes imunolégicos na COVID-19?

Os testes imunoldgicos chegam ao mercado como alternativa para suprir a demanda de
exames para o diagndéstico, acompanhamento e mapeamento epidemiolégico da
COVID-19, gerando grande expectativa, ndo supreendentemente. Entretanto, €
importante considerar as limitacfes destes exames, em especial no que se refere a
dindmica da resposta imunoldgica ao SARS-CoV-2, embora a literatura seja ainda muito
limitada no assunto (Figura 3).

Figura 3: Dinamica do titulo viral e da resposta imunolégica ao SARS-CoV-2
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* Retirado de documento do Royal College of Pathologists of Australasia (RCPA), de 01/04/2020
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Testes de detec¢cdo baseados em antigenos

Durante os primeiros dias de infeccdo (aproximadamente 1 a 5), sdo geradas proteinas
virais que podem ser detectadas por diferentes testes (ELISA e imunofluorescéncia, por
exemplo). Em geral, esse tipo de teste tem especificidade aceitavel (variando de acordo
com o teste). Portanto, sua detec¢do pode ser usada como critério de confirmacao,
conjuntamente com a definicdo do caso, a histoéria clinica e a historia epidemioldgica e
para orientar decisdes em salde publica (por exemplo, sobre o isolamento).

No entanto, a dindmica de producéo e secrec¢ao dessas proteinas (antigenos) ainda ndo
foi estabelecida. Um resultado negativo (em qualquer fase da infec¢cdo) ndo deve ser
utilizado como critério para excluir um caso, e outros critérios devem ser considerados.

Testes de detecg¢do soroldgica
Descricao:

Trata-se da deteccédo de anticorpos (anticorpos totais IgA/IgG ou IgM/IgG ou anticorpos
isolados IgA/ IgG/ IgM) no sangue total, sangue capilar, soro ou plasma (testes rapidos
ou point of care) ou soro/plasma (ELISA ou quimioluminescéncia) para avaliagdo da
resposta imunolégica ao SARS-CoV-2. Os testes para deteccdo de anticorpos
especificos variam bastante em relacéo a classe do anticorpo a ser detectado. Alguns
detectam IgG e IgM simultaneamente, sem distinguir o isotipo. Outros sdo capazes de
diferenciar a presenca de IgG isolada, IgM ou ainda a presenca de ambos. De acordo
com os dados disponiveis até 0 momento, estes testes podem variar na sensibilidade
de 88,6 a 93,3%, e na especificidade de 90,6 a 100%.

Vantagens e limitagdes:

v Ensaios baseados na deteccdo de anticorpos IgM/IgG podem apoiar a
investigacdo de surtos e estudos de soro-prevaléncia. Ha diversas opcoes
disponiveis, tanto testes rapidos, quanto ELISA.

v/ Atualmente, os testes soroldgicos ndo sdo recomendados para o diagndéstico da
COVID-19 pelo CDC, National Health Service (NHS) ou outras organizacdes de
saude.

+ Um resultado negativo por teste sorolégico ndo afasta a doenca. Existe uma
preocupacédo geral quanto ao uso na fase aguda da infeccéo, pois estes testes
detectam a infecgdo muito tardiamente no curso da doenca (geralmente mais
de 7 a 10 dias). Alguns estudos demonstraram que nos primeiros 7 dias apds o
inicio dos sintomas, menos de 40% dos pacientes apresentam anticorpos
detectaveis. Dessa maneira, estes ensaios ndo devem ser usados para
descartar casos nos primeiros dias de doenca.
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v A detecgdo de anticorpos apés o 72 dia indica apenas contato prévio com o
virus, mas nao confirma a presenca de virus ou infectividade. Os anticorpos
detectados podem resultar de uma infeccéo anterior, e ndo da infeccdo aguda
gue se necessita diagnosticar.

« Deve-se lembrar que a especificidade dos testes sorologicos pode ser
comprometida pela reatividade cruzada com outros coronavirus (ainda néo
estabelecida) que normalmente estdo presentes na populagdo, dificultando a
interpretacdo dos resultados.

v Até o0 momento, ndo ha estudos que avaliaram a resposta sorolégica de
pacientes assintomaticos com COVID-19 ou indicando que a presenca de
anticorpos IgG significa imunidade contra o SARS-CoV-2.

+ Nao existem também, até a presente data, dados consistentes de validacao dos
testes soroldgicos na populagéo brasileira. Mais estudos séo necessarios para
0 completo entendimento do papel destes testes na infec¢do pelo SARS-CoV-
2.

+ No entanto, no futuro espera-se o uso de testes soroldgicos aprimorados para
monitoramento e avaliagcao da saude publica e ocupacional.

A ANVISA vem liberando, nos Uultimos dias, 0 registro de testes rapidos
(imunocromatograficos) soroldgicos para a deteccdo de anticorpos IgG e IgM anti-
SARS-CoV-2, semelhantes aqueles atualmente usados para anticorpos anti HIV, anti-
T. pallidum e anti HBs. H& também o registro de testes para detec¢do de antigenos
virais, que usam amostras de nasofaringe e orofaringe.

Ressalta-se que as boas praticas de laboratorio clinico orientam que o laboratério deve
ter procedimento documentado descrevendo o processo de validacdo de novas
metodologias e tecnologias e os registros dos resultados obtidos, assim como a analise
critica. Portanto, as informacdes dos fabricantes quanto ao desempenho analitico de um
teste devem ser validadas pelo estabelecimento que se propfe a utiliza-lo, antes de
oferta-lo a sociedade.
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