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TESTE MOLECULAR e teste rapido NO DIAGNOSTICO DO COVID-19.

1. Introducéo

No final de 2019 na cidade de Wuhan, China iniciou a epidemia de uma
sindrome respiratéria aguda (SARS) muito grave. O patdgeno responsavel € um
virus de RNA simples, envelopado, classificado como betacoronavirus, que
recebe a nomenclatura de SARS-CoV-2 devido ao fato desse virus esta atrelado
ao desenvolvimento da Sindrome Respiratéria Aguda Grave (Y. Wu et al, 2020).

A transmissdo dessa doenca pode ocorrer tanto por pessoas
contaminadas, como assintomaticas e até mesmo pelo contato com superficies
que apresentem particulas virais depositadas. A liberagdo dessas particulas
virais ocorre, na maioria dos casos, via goticulas liberadas durante a fala,
espirros e tosse. Ainda ndo se tem comprovacao quanto a transmissao fecal-oral
e sanguinea (OPAS, 2020; ABIH; SBI; CBR; SBA; Sociedade Brasileira de
Pneumologia e Tisiologia; SOBED; AMIB; USP; Sociedade Brasileira de
Nefrologia, 2020).

A capacidade de transmissdo de virus € maior do que os causadores de
SARS verificadas anteriormente no mundo. Por isso, embora a infec¢do tenha
menor capacidade de causar a morte, tem potencial de infectar um percentual
muito elevado de pessoas o0 que pode desencadear o colapso dos sistemas de
atendimento de saude (CHAN et al, 2015; CHENG et al, 2007).



2. Diagnéstico

Associado a deteccao dos sintomas clinicos, o diagndstico do COVID-19
pode ser realizado por meio de exames laboratoriais como Ensaio de
Imunoabsorcéo Enzimatica (ELISA), Reacdo de Amplificacdo em tempo real da
Reacdo da Polimerase em Cadeia (RT-PCR), imunofluorescéncia e
imunocromatografia (BRASIL,2020a).

De acordo com a ANVISA, cerca de 90 testes estdo sendo
disponibilizados no pais para a realizacdo do diagndstico do COVID-19, tais

dados est&o expressos no quadro 1 (BRASIL,2020a).

Quadro 1. Distribuicdo dos testes moleculares dispostos pela
ANVISA, para o diagndéstico do COVID-19, 2020.

Teste Material utilizado Alvo de N°
deteccao
Sangue, soro e 19G 52
plama IgM
Imunocromatografia
Swab Ag 1
oro/nasofaringeo
Lavado bronco- | Genes RdRp, 4
alveolar, swab EeN
nasofaringeo,
swab orofaringeo
e escarro
Swab nasal e Genes Nl e 1
orofarigeo N2
-Aspirado Genes 8
nasofaringe / ORFlabe N
swab combinado
(naso/oro), fezes
e escarro
Swab Genes RdSp- 1
RT-PCR oro/nasofarigeo | CoV-2 RdRp
e N
Swab Genes RdRp 1
oro/nasofarigeo eN
Swab Gene ORF1 1
oro/nasofarigeo SARS-CoV-2
Escarro, swab Genes RdRp, 3
naso/orofaringe E
Aspirado Genes Rp, E, 1
nasofaringe / P1




swab triplo

combinado
Aspirado GenesRpe E 1

nasofaringe
Swab naso e GenesE, S 1

orofarigeo
Secrecao Genes RdRp, 1

Nasofaringea NeE

Aspirado/secrecdo | GenesN e E 1

nasofarigea,
escarro, lavado
bronquico
Swab oro e Gene S 1
nasofaringeo
Swab/aspirado Genes 1
nasofarigeo, ORFlab, N, S
lavagem
broncoalveolar
Swab nasofarigeo | Genes E, N2 1
e lavado/aspirado
nasal
Fonte: portal.anvisa.gov.br

Dentre os métodos de diagnostico expostos, o teste RT-PCR é
considerado o padrdo, possuindo especificidade de cerca de 100%, com
sensibilidade variando entre 63% a 93%. Caso haja necessidade de repeti-lo é
indicado que o teste seja feito na segunda semana dos sintomas (DIAS et al,
2020).

Em relacdo aos exames soroldgicos, esses possuem maior sensibilidade
apos a primeira semana dos sintomas (DIAS et al, 2020). Dessa forma, seréao
evidenciados a seguir os métodos de diagnéstico mais utilizados para a detecgéo
do COVID-19.

2.1 Imunocromatografia
Assim como os demais testes abordados, a imunocromatografia detecta
a formacgéo do complexo Ag-Ac através de um dispositivo imunocromatogréfico,
gue é constituido de uma membrana porosa de celulose modificada. O esquema
metodoldgico desse teste se constitui por uma fase sélida, local onde séo
mobilizados os agentes de captura e uma fase movel formada por conjugados e

a amostra a ser analisada (BRASIL, 2010).



Dessa forma é adicionada uma gota de sangue da amostra contendo o
anticorpo contra a doenca a ser diagnosticada, essa gota € misturada ao
conjugado formando um complexo. Por capilaridade esse complexo migra até a
linha de captura (linha teste T), que contem moléculas do antigeno que ao se
conectarem formam um complexo responsavel pela emissao de cor. Em seguida
esse novo complexo formado se conecta a uma segunda linha da fase mével
(linha de controle C), cuja fung&o é averiguar se houve a migragdo do conjugado
pela fase movel, através da formacédo de um terceiro complexo entre o conjugado
livre e a molécula da captura. Dessa forma, tanto quando o teste é positivo ou
ndo, a linha do controle deve permanecer colorida para garantir a eficacia do
teste (BRASIL, 2010).

Como limitacdes desses testes, inclui-se apenas o diagndstico auxiliar ao
COVID-19 sendo um resultado qualitativo, além disso, o teste pode indicar um
falso negativo, devido a baixa quantidade de anticorpos circulantes no inicio da
infeccdo. Somado a isso, o nivel do hematdcrito total pode altera o resultado,
sendo recomendavel, esses esteja entre 25% e 65% (BRASIL, 2020b; BRASIL,

2020c).

2.2 RT-PCR

A reacdo de amplificacdo em tempo real (RT-PCR), consiste em uma
modificacdo da reagcdo da polimerase em cadeia, que por sua vez, pode ser
definida como uma técnica de biologia molecular que possibilita a amplificacao
e replicagdo do DNA do agente infecioso. Tendo em vista que em alguns
microrganismos o0 material genético encontra-se sob a forma de RNA, a
transcricdo reversa torna-se imprescindivel, visto que essa técnica possibilita a
formacéao do DNA de fita dupla a partir da molécula de RNAm, utilizando, dentre
outros componentes, a enzima DNA-polimerase RNA-dependente (LADEIRA;
ISAAC; FERREIRA, 2011).

Apbs o processo de extracao e purificacdo do RNAm, inicia-se a técnica
de PCR, realizada em ciclos, no aparelho termociclado. Em um tubo de ensaio
sdo adicionados o0s seguintes elementos: primers, desoxinucleotideos
trifosfatados, enzima DNA polimerase termoestavel, ions magnésio e uma

solugéo tampéo. A partir disso, iniciam-se os ciclos em diferentes temperaturas,



que resultam na molécula amplicon. Para a visualizacdo dessa molécula, é
necessario a técnica de eletroforese em gel de agarose, contendo um corante
fluorescente de DNA, para posterior observagao transiluminador de luz
ultravioleta (WANDERLEY, 2017; LADEIRA; ISAAC; FERREIRA, 2011).

Como alvos utilizados para a deteccdo do coronavirus, destacam-se gene
E (proteinas do envelope viral), gene S (espiga), gene N (nucleocapsideo viral),
gene ORFlab (estrutura de leitura) e gene RdRp (RNA polimerase dependente
de RNA). Um estudo realizado por KASTEREN et al, avaliou as seguintes
marcas de teste (Altona Diagnostics, BGI, CerTest Biotec, KH Medical,
PrimerDesign, R-Biopharm AG e Seegene) e verificou que todos os testes
conseguiram detectar o virus SARS-CoV-2. Além disso, nenhum ensaio
evidenciou reacado cruzada, exceto o do gene E, uma vez, que esse é expresso
no virus SARS-CoV-1, no entanto tal reacdo cruzada ndo oferece risco a
veracidade e qualidade do teste, tendo em vista que o SARS-CoV-1, ndo se
apresenta exposto na populacdo (KASTEREN et al, 2020).

A escolha de onde obter a amostra pode apresentar diferencas no
diagnéstico, de forma que, para pacientes que apresentam casos da doenca
grave ou progressiva € recomendado que a amostra seja do trato respiratério
inferior. Para casos de pacientes assintomaticos ou que apresentem sintomas
brandos, é preferivel que a coleta seja realizada por meio de swab na regido
nasofaringea (HONG et al, 2020).

Com relacédo a interpretacdo da confirmacdo ou ndo dos casos, a
identificacdo pode ocorrer com mais de um gene, de modo que um gene é
utilizado como forma de triagem, enquanto o outro como método confirmatorio,
sendo necessario a deteccdo de todos 0s genes para se obter um resultado
positivo para a infeccdo. Vale ressaltar que, para 0os casos em que o teste de
triagem seja negativo e o teste de confirmacao seja positivo, deve-se refazer o
exame (HONG et al, 2020).

Mesmo sendo o meétodo padrdo de diagnéstico, o RT-PCR, possui
algumas limitacbes, como amostras que apresentem inibidores da PCR podem
ocasionar em um resultado falso positivo, sendo necessario a realizagdo de
diluicdo da amostra. Ademais, contaminac¢des cruzadas podem ocorrer durante

0 processo de coleta interferindo no resultado do exame. Diferentemente dos



outros métodos de diagndéstico, o RT-PCR necessita de um profissional
habilitado para a interpretacdo dos resultados o que torna se acesso mais
dificultoso (BRASIL, 2020d; BRASIL, 2020e).

3. Concluséo

Diante do exposto, as técnicas de diagnostico molecular tornam-se
imprescindiveis para o contexto da salde, uma vez que sua alta especificidade
e rapidez nos resultados, possibilitando o inicio do tratamento o mais rapido
possivel, e para as doenc¢as que ainda ndo possuem um esquema terapéutico
conciso, como o caso do COVID-19, sdo de extrema importancia para auxiliar no

isolamento social, ajudando assim no combate da doenca.
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