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Aspectos laboratoriais na abordagem da COVID-19
Quem testar? Quando testar? Qual amostra testar?

Quando repetir um teste? Como interpretar os resultados?

1. Introdugdo

Em janeiro de 2020, foi identificada na China uma nova cepa de
coronavirus, formalmente designada coronavirus 2 da sindrome
respiratoria aguda grave (SARS-CoV-2), causadora da doenca
denominada pela Organizagdo Mundial de Saude

(OMS) como COVID-19. No momento, estamos com uma
pandemia em curso e vamos apoiar com informacdo e
prevencdo. E certo que, atualizacdes cientificas sdo
disponibilizadas com frequéncia por se tratar de um agente
infeccioso novo e uma nova patologia, ficando este informativo
sujeito a revisdes.

Ao mesmo tempo em que hd um numero crescente de opcGes
comerciais para o diagnostico laboratorial do SARSCoV-2, existe
um grande desafio por parte dos laboratdrios na melhor
adequacao ao uso pretendido, dependendo de seu design,
qualidade e aplicagdo no contexto epidemiolégico do nossos

pais, somado a escassez de recursos.

2. Investigacdo laboratorial de infecgdo respiratéria associada
ao SARS-CoV-2

A recomendacdo oficial das sociedades cientificas permanece
sendo a reag¢do da polimerase em cadeia com transcricdo
reversa em tempo real (rRT-PCR) realizada em amostras clinicas
respiratérias de trato superior ou inferior. No entanto, deve-se
considerar que, ndo importa o quao preciso seja 0 método de
teste em laboratorio, o diagndstico das pneumonias virais, como
as causadas pelo SARS-CoV-2, envolve a coleta da amostra
correta, qualitativamente adequada, no momento certo, para
melhorar a sensibilidade de detecgdo.

Os tipos de amostras incluem: amostras das vias aéreas
superiores (zaragatoas faringeas, zaragatoas nasais, secregdes
nasofaringeas), amostras das vias aéreas inferiores (escarro,
secrecdo das vias aéreas, liquido de lavagem broncoalveolar),
sangue, fezes, urina e secrecGes conjuntivais. As amostras mais
frequentemente coletadas e mais facilmente acessiveis sdo os
swabs, com a recomendacdo do Ministério da Saude de
coletar swab combinado nasal/oral. Segundo artigo do
periédico New England, as maiores taxas de positividade foram
encontradas em lavado broncoalveolar (93%), seguida de

escarro (72%), swabs nasais (63%), bidpsia
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fibrobroncoscopica (46%), swabs faringeos (32%), fezes (29%) e
sangue (1%).

3. Sobre o virus

A estrutura do SARS-CoV-2; consiste em uma proteina spike que
inclui duas regides, S1 e S2, onde S1 é para ligacdo ao receptor
da célula hospedeira e S2 é para fusdo da membrana. A proteina
spike é um alvo tipico para neutralizar com anticorpos e vacinas.
Foi relatado que o SARS-CoV-2 pode infectar as células epiteliais
respiratorias humanas 100-1000 vezes mais que as cepas
anteriores de coronavirus e o faz interagindo com os receptores
humanos ACE2. A proteina N do nucleocapsideo é a proteina
mais abundante na SARS-CoV-2. A proteina N é uma
fosfoproteina altamente imunogénica, raramente sofre
mutacgdo e é frequentemente usada como marcador em ensaios
de diagndstico. Ha também o dimero de hemaglutinina-
esterase, uma glicoproteina de membrana, uma proteina do

envelope e RNA.

4. Periodo de Incubagdo e dindmica da infecgdo

O periodo exato de incubacdo ndo é conhecido. Presume-se que
esteja entre 2 a 14 dias apds a exposicdo, com a maioria dos
casos ocorrendo dentro de 5 dias.
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5. Utilizagdo dos testes de detecgdo do acido nucleico (PCR em
tempo real- RT-PCR)

Os testes moleculares, apesar da demora nos resultados,
dependendo do método, sdo os mais indicados para o
diagnostico, pois sdo o padrdo ouro. Existem plataformas
analiticas totalmente automatizadas e outras abertas (manuais,
in house). Possuem uma alta sensibilidade e especificidade,
dependendo do design do ensaio.

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.

Em varias regiGes do Brasil, devido a escassez de recursos, no
momento, sua indicacdo tem sido direcionada, prioritariamente,
aos pacientes hospitalizados.

PCR- RT- IndicagBes primordiais

e Pacientes sintomaticos que necessitem internacdo, devido
aos critérios clinicos e laboratoriais

° Profissional de saude sintomatico para definicdo de

afastamento do trabalho

. Individuos com quadros moderados de sindrome gripal e

pessoas em isolamento

e  Obitos suspeitos

e  Surtos em locais fechados (asilos, prisdes,etc..)

A carga viral, em média, pode ser detectada por metodologias
moleculares entre 0 a 12 dias de sintomas, podendo chegar a
mais de quatro semanas em alguns casos.

Um Unico resultado ndo detectado, ndo exclui infecgdo por
COVID-19, e deve ser correlacionado com dados clinicos e
epidemioldgicos.

Quando um teste é negativo e hd sintomas sugestivos, cabe
considerar também a utilizacdo de painéis de testes para outros
virus respiratérios. Os painéis de virus respiratérios sdo testes
de imunofluorescéncia direta ou reagdo da polimerase em
cadeia (PCR) multiplex que detectam na mesma amostra de
material do trato respiratério antigenos ou material genético de

varias bactérias e virus.

6. Ensaios baseados em pesquisa de antigenos

Existem no mercado, produtos destinados a pesquisa de
proteinas virais especificas que podem ser detectadas por
diferentes testes (por exemplo ELISA, imunofluorescéncia).

LABORATORIO

K3
Rua XV de Novembro, 190, Centro, Taubaté — \‘ (12)3621-2331 @ (12)99778-6844
Horério de atendimento: segunda a sexta-feira de 07:00 as 18:00 e aos sabados de 07:00 as 12:00

Www.proexame.com.br
lab@proexame.com.br

Sdo testes que podem ser utilizados, juntamente com a
definicdo do caso, a historia clinica e a historia epidemioldgica,
para diagnosticar e tomar decisGes em saude publica, do tipo
isolamento e rastreio de casos.

Importante ressaltar que a pesquisa de antigenos do virus SARS-
CoV-2 pode ser realizada do primeiro ao quinto dia da infecgdo,
porém um resultado negativo, em qualquer estagio, ndo
descarta a COVID-19. Isto porque a dinamica da produgdo
destas

particulas virais ainda ndo estd completamente

estabelecida.

7. Ensaios para detecgdo de anticorpos

Os estudos publicados sugerem que a maioria dos pacientes faz
soroconversdo entre 7 e 11 dias apds a exposicdo ao virus,
embora alguns pacientes possam desenvolver anticorpos mais
cedo. Como resultado desse processo natural tardio, o teste de
anticorpos ndo é Util no cenario de uma doenca aguda. Embora,
no momento atual de pandemia, sejam Uteis os testes bem
indicados (tempo) que detectam IgM e IgG.

Testes soroldgicos versus PCR: Os testes que detectam
anticorpos IgM / IgG e IgA para SARS-CoV-2, estdo no mercado
em diferentes opgdes (testes rapidos e ELISA). Os testes rapidos
sdo de imunocromatografia, podendo ser utilizados em
amostras de sangue total, soro ou plasma.

Devido ao grande nimero de marcas no mercado, muitos testes
tém sido considerados pouco sensiveis e muito sujeitos a falhas.
No entanto, segundo levantamento produzido pelo Nucleo de
Avaliagdo de Tecnologias em Saude do Hospital Sirio-Libanés
(NATS-HSL), os testes soroldgicos, incluindo os testes rapidos,
parecem apresentar boa sensibilidade e especificidade, quando
aplicados alguns dias apds o inicio dos sintomas. Dois estudos
avaliaram esta comparacdo (Li 2020, Guo 2020). No estudo
multicéntrico conduzido por Li e colaboradores, a acurdcia
diagnostica do teste soroldgico para deteccdo de IgM e IgG, de
forma combinada, por imunoensaio de fluxo lateral foi avaliada
(Li 2020). O teste referéncia utilizado foi o PCR (sangue) e foram
incluidos participantes com doenca clinica confirmada (n = 397)
e sem a doenga (n = 128). A sensibilidade do teste soroldgico foi
de 88,6% e a especificidade de 90,6%.

Embora a aplicacdo prioritaria destes testes ndo seja o
diagndstico, muitas vantagens podem ser obtidas com a sua

ampla utilizacdo, como ja definido nas publicacdes cientificas:
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<> Rastreamento de contatos, assim como os testes baseados
em RNA.

<> Vigilancia soroldgica nos niveis local, regional, estadual e
nacional.

< Identificagcdo daqueles que j tiveram o virus e, portanto,
podem (se houver imunidade protetora) ter se tornado
imunes. Supondo que exista imunidade protetora,

soroldgica, as informag8es podem ser usadas para orientar

decisGes de retorno ao trabalho, especialmente os
profissionais de saude.

< Identificagdo de individuos que podem ser uma fonte de
anticorpos neutralizantes terapéuticos ou profilaticos
(atualmente experimentais).

< Auxilio no cdlculo das estatisticas, incluindo a taxa de
mortalidade de casos.

No entanto, os protocolos atualmente sugeridos se baseiam na

aplicacdo dos testes sorolégicos tendo como fundamento o

apoio ao uso racional dos ensaios moleculares. A premissa

basica é que os testes soroldgicos possuem alto Valor Preditivo

Positivo (VPP), diante de casos suspeitos podem confirmar,

porém ndo sdo Uteis nos casos negativos, pois ndo podem

descartar a infeccao.

S3o algumas limitagdes dos testes:

<> Possivel reatividade cruzada com outros coronavirus

(ainda ndo estabelecidos) que normalmente estdo
presentes na populacdo, tornando dificil a interpretacdo
de resultados.

<> Utilizacdo nos primeiros 7 dias do inicio dos sintomas pois,
em estudos publicados, nesta fase menos de 40% dos
pacientes

. A carga viral, em média, pode ser detectada por metodologias

moleculares entre 0 a 12 dias de sintomas. Casos de detecgdo

prolongada tem sido observado, especialmente em situa¢des de
maior gravidade.

Durante o acompanhamento, a IgM pode ser detectdvel 10 dias

apos o inicio dos sintomas e a 1gG em até 12 dias apds o inicio

dos sintomas. Portanto, resultados negativos com alta suspeicdo
apos 14 dias de sintomas, poderiam ser repetidos confirmados
em outras metodologias.

Indica¢Ges dos testes soroldgicos, com uso racional do PCR

e Pacientes apds 7 dias de evolugcdo que possuem um
resultado de RT-PCR negativo e elevada suspeicdo

diagnostica. Segundo a OMS, amostras pareadas na fase
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aguda e convalescente poderiam apoiar o diagndstico

realizando teste molecular e soroldgico.

e No manejo hospitalar dos pacientes que estdo com pelo
menos 7 dias de sintomas moderados ou graves e com
sorologia positiva.

e Nos profissionais de saude afastados com suspeita de
COVID-19,

profissionais, se

para triagem e retorno as atividades

assintomdticos. Se persistir negativa,
recomenda-se fazer o PCR.

e  Pacientes sintomaticos (pelo menos 7 dias) sem critérios de
internacdo hospitalar, tendo o diagndstico de COVID-19
através da sorologia positiva, sem uso de RT-PCR.

e Apoio diagndstico e epidemioldgico a surtos em pacientes
institucionalizados.

Os testes que apds o 792 dia identificam apenas anticorpos totais,
indicam somente o contato prévio com o virus, mas nao
confirmam a presenca da doenca aguda. Portanto, os anticorpos
detectados podem resultar de uma infecgdo pregressa e nao
para a qual o diagndstico esta sendo necessario, ou seja,
reatividade cruzada com outros coronavirus, ainda ndo
estabelecida, dificultando a interpretagdo dos resultados.

Lembrar que nos primeiros 7 dias apds o inicio dos sintomas,

de 40% dos

detectdveis. Dessa maneira, estes ensaios ndo devem ser usados

menos pacientes apresentam anticorpos
para descartar casos nos primeiros dias de doenga.

E fundamental levar em conta o impacto dos resultados falso
negativos nas diferentes metodologias, que sdo: a falha na
assisténcia ou atraso no suporte aos individuos infectados, suas
familias e contatos, bem como o maior risco associado de
disseminagdo do COVID-19 na comunidade ou outros efeitos
adversos ndo intencionais.

Abaixo um diagrama para auxiliar na utilizagdo dos testes:

The timing and level of antbodies is uncertain after SARS-COV-2 infection, and varies between patient populations.

This graphic depicts one scenario based on the kimited published evidence

Retirado de documento do Royal College of Pathologists of Australasia (RCPA), de 01/04/202C
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8- Achados laboratoriais - Hemograma

e Contagem global de leucécitos: A contagem de glébulos
brancos pode variar. Ele ndo fornece informagdes precisas
sobre COVID-19.

e leucopenia, leucocitose e linfopenia foram relatadas.

e A linfopenia é mais comum, vista em mais de 80% dos
pacientes.

e Trombocitopenia leve é comum. No entanto, a
trombocitopenia é considerada também como um sinal de
mau prognéstico.

9- Marcadores de Inflamagdo

Recomenda-se realizar de testes de proteina C reativa,
procalcitonina, ferritina, Dimero D, tipagem de linfécitos, IL-4,
IL-6, IL-10, TNF-a, INF-y e outros indicadores de inflamacdo e
estado imunolégico, que podem ajudar a avaliar o progresso,
alertar tendéncias para deterioracdo do quadro clinico e
formular estratégias de tratamento.

e Procalcitonina sérica: A procalcitonina sérica geralmente é
normal no momento da admissdo; no entanto, aumenta em
pacientes que necessitam de cuidados na UTI. Segundo
dados de Huang, os pacientes terdo procalcitonina normal e
PCR muito elevada.

e Proteina reativa (PCR): O aumento da PCR na COVID-19
parece acompanhar a gravidade e o progndstico da
doenca. Deve-se considerar a presenca de infeccBes
associadas. Segundo alguns autores, nos doentes com
insuficiéncia respiratéria grave, com um nivel normal de
PCR deve-se sempre procurar um diagnostico alternativo.

Alguns achados laboratoriais que sinalizam um agravamento do

guadro clinico e/ou pior progndstico sgo:

<~ D-Dimero muito elevado.

<~ Linfopenia no inicio da doenga. Pacientes graves
apresentam uma diminuicdo progressiva do numero de
linfocitos do sangue periférico.

Elevacdo dos niveis de interleucinas: Os niveis de IL-6 e IL-10

sdo elevados, mas 0 monitoramento da progressdo é Util para

avaliar o risco de evoluir para uma condigdo grave.
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