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RESUMO

Um novo virus surgido em dezembro de 2019, deixa em alerta ndo apenas o Brasil
como todos os demais paises. Sendo assim testes laboratoriais acurados e baratos
sdo essenciais para o manejo da pandemia global da COVID-19. Os testes
moleculares baseados em RT-gPCR s&o o padr&o ouro para o diagnostico de SARS-
CoV-2, no entanto algumas questdes praticas podem limitar seu uso. Imunoensaios
tém sido indicados como alternativa para identificagao da presenga de anticorpos IgM
e IgG relacionados a esta infecgdo. O objetivo deste trabalho foi validar,
populacionalmente, um novo teste soroldgico de baixo custo baseado na técnica de
imunoabsorg¢ao enzimatica (ELISA) para detec¢ao de IgG para imunodiagnéstico da
COVID-19. Sendo conduzido um ensaio duplo cego de um novo teste soroldgico
(Teste UFPR) e um teste comercial similar recomendado pela ANVISA. Foram
incluidos no estudo 348 individuos, sendo 158 voluntarios com diagndostico molecular
positivo para SARS-CoV-2 e 190 voluntarios com diagnoéstico molecular negativo para
a doenca. O Teste UFPR apresentou maior sensibilidade do que o Teste comercial.
Os resultados de especificidade e acuracia demonstraram que o teste comercial foi
ligeiramente mais especifico e acurado que o teste da UFPR. Os valores preditivos
positivos e negativos foram similares para ambos os testes. No que diz respeito a falso
positivo e falso negativo, o teste UFPR apresentou menor chance de ter resultados
falso positivo enquanto o teste comercial apresentou mais chance de falso negativo.
Os testes de Razao de verossimilhanga positiva € negativa mostrou que o teste da
UFPR é um teste mais confiavel e de melhor diagnéstico que o comercial utilizado. De
maneira geral, o teste apresenta desempenho similar ao Teste comercial ja aprovado
pela ANVISA e apresenta potencial para ser utilizado na fase de desaceleragao da
pandemia e controle da imunidade da populacéo ja vacinada.

Palavras-chave: IgM, IgG ; Imunoabsorcao enzimatica (ELISA).



ABSTRACT

Accurate and inexpensive laboratory tests are essential for managing the global
COVID-19 pandemic. RT-gPCR-based molecular tests are the gold standard for the
SARS-CoV-2 diagnosis, however some practical issues may limit their use.
Immunoassays have been indicated as an alternative to identify the presence of IgM
and IgG antibodies related to this infection. The objective of this study was to validate
a new low-cost ELISA-based serological test for IgG detection for COVID-19
immunodiagnostics. We conducted a double-blind trial of a new serological test (UFPR
Test) and a similar commercial test recommended by ANVISA. The study included 348
individuals, 158 volunteers with positive molecular diagnosis for SARS-CoV-2 and 190
volunteers with negative molecular diagnosis for the disease. The UFPR Test showed
higher sensitivity than the commercial test. Specificity and accuracy results showed
that the commercial test was slightly more specific and accurate than the UFRP test.
Regarding the PPV (Positive Predictive Value) and NPV (Negative Predictive Value)
they were similar for both tests. Regarding false positives and false negatives, the
UFPR test was less likely to have false positive results while the commercial test was
less likely to have false negatives. Positive and negative likelihood ratio tests showed
that the UFPR test is a more reliable and better diagnostic test than the commercial
one. In general, the test has a performance similar to the commercial test already
approved by ANVISA and has the potential to be used in the deceleration phase of the
pandemic and control of the immunity of the population already vaccinated.

Keywords: COVID-19; SARS-CoV-2; Serological test; Enzyme Immunoabsorption
(ELISA).
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2 INTRODUGCAO

No fim do ano de 2019, foi relatada uma nova pneumonia de etiologia
desconhecida em Wuhan, na provincia de Hubei, na China. A partir do rapido avango
e consequente disseminagao do novo virus para outros paises, iniciou-se uma corrida
para identificar o agente etioldgico, o que ocorreu em janeiro de 2020 quando foi
identificado como um novo coronavirus, classificado como SARS-CoV-2, causador da
doenca COVID-19 (Coronavirus disease) (ZHU et al., 2020).

Desde entdo, a OMS (Organizacao Mundial da Saude) declarou esse cenario
como uma emergéncia de saude global. Para detecc&o laboratorial deste virus, o
principal teste de diagndéstico da COVID-19 é o teste molecular de RT-qPCR (Reagao
em Cadeia da Polimerase quantitativa por transcriptase reversa). Entretanto, este
teste pode apresentar alta taxa de falsos negativos, ja que a quantidade de RNA
detectada por meio da coleta de amostras de nasofaringe varia muito em diferentes
estagios de infeccdo (CASTRO et al., 2020). Outra limitagdo deste teste diz respeito
a real identificacao de infectados assintomaticos para que se possa isolar estes casos
de forma efetiva e quebrar a cadeia de propagacao do virus. Fica evidente, portanto,
que é urgente a necessidade de oferecer um método de diagndstico que possa auxiliar
na identificagcdo de pacientes infectados pelo SARS-CoV-2. O desenvolvimento de
testes de diagndstico mais simples de serem executados e que apresentem alta
sensibilidade e especificidade para a doenga podem contribuir para o controle da
pandemia.

Sendo assim, os testes para diagndstico da COVID-19 sdo um ponto importante
para a deteccdo de individuos infectados e conhecimento sobre a dindmica de
infecgdo de novos casos. Tais testes também auxiliam a desenvolver politicas de
saude publica, como as de isolamento social, na tentativa de conter o aumento da
pandemia. Porém, o custo elevado do diagndstico molecular inviabiliza a detecgédo em
massa em nosso pais. Logo, um teste sorolégico com alta sensibilidade e
especificidade, e de baixo custo, se torna necessario.

Neste contexto, este trabalho propés a validagao populacional de um novo teste
sorologico nacional e de baixo custo para o diagnéstico da COVID-19. Tal teste foi
desenvolvido e validado laboratorialmente pela equipe de pesquisa do Prof. Luciano
Fernandes Huergo - Setor Litoral/UFPR. Devido a eficacia e ao baixo custo do teste

(aproximadamente R$ 10,00), espera-se que este novo teste sorolégico possa ser
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utilizado em diferentes populagdes para acompanhamento e controle nas fases de
desaceleracdo da pandemia (como isolamento dos doentes, rastreamento de
contatos, dimensionamento e regulagao dos leitos disponiveis para atendimentos dos

pacientes).

2.1 JUSTIFICATIVA

Os testes de diagndstico para COVID-19 ganharam importante destaque na
atual pandemia, como uma ferramenta essencial para rastrear a propagac¢ao da
doenca. Levando em consideragao o atual cenario em relagado aos diagndsticos da
COVID-19, o interesse em realizar esse estudo surgiu mediante a evidente
necessidade de disponibilizar um teste de baixo custo, eficiente e acessivel.

Os problemas relacionados a diagnosticos da COVID-19 vao desde custos
elevados em decorréncia de falta de insumos ou utilizacado de matéria prima importada
para confeccdo destes testes, até a dificuldade de redugdo nas restricbes em
decorréncia da transmissdo desenfreada do virus. Dessa forma, o desenvolvimento
de um novo teste soroloégico para diagnéstico da COVID-19, bem como a validagao
populacional deste teste pode possibilitar que este seja utilizado na detecgao da
infeccdo por SARS-CoV-2. Como principal vantagem, estaria a origem nacional, que
reduziria os custos da manufatura, propiciando sua utilizagdo para o diagnoéstico em
larga escala.

De acordo com o Centro de Operagdes em Emergéncia em Saude Publica,
vinculado ao Ministério da Saude, a decisdo de testar os pacientes para a presenca
do virus deve basear-se em critérios clinicos, fatores epidemioldgicos e vinculados a
uma avaliagédo da probabilidade de infecgédo (ZETTI et al., 2020). O aumento da oferta
de testes sorolégico para detecgao de IgM e IgG impacta no enfrentamento da

pandemia de diversas formas, entre elas (LIPPI et al., 2020):

1) A possibilidade de confirmagao do diagndstico etiolégico da doenca;

2) Contribuicdo com a vigilancia epidemiolégica, tanto de profissionais que
atuam em diferentes setores produtivos quanto de pacientes infectados;

3) A possibilidade de monitoramento de pacientes infectados, porém
assintomaticos para verificar a extensao da viremia e sua associagao a severidade da

doenca.
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2.2 OBJETIVOS

2.2.1 Objetivo geral

Validar um teste soroldgico nacional baseado em imunoabsor¢ao enzimatica
(ELISA) para COVID-19, desenvolvido pela equipe de pesquisa do Dr. Luciano

Fernandes Huergo, professor da UFPR — Setor Litoral.

2.2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a acuracia (sensibilidade, especificidade e valores preditivos) do novo
teste soroldgico para o diagnéstico COVID-19;

e Comparar a sensibilidade e especificidade do novo teste sorolégico tendo
como base o teste padrao ouro para COVID-19 (RT-gPCR);

e Comparar a sensibilidade e especificidade do novo teste sorolégico tendo
como base um kit de teste soroldgico comercial aprovado pela ANVISA;

e Determinar a sensibilidade, especificidade e acuracia do novo teste soroldgico
em detectar a presencga de anticorpos IgG especificos de acordo com o tempo,

apo6s os primeiros sintomas.
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3 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Histérico da pandemia do novo coronavirus

No fim do més de dezembro de 2019 houve o primeiro relato sobre grupos de
pacientes com pneumonia de causa desconhecida, o0s quais estavam
epidemiologicamente ligados ao mercado de frutos do mar em Wuhan, na China. O
patdgeno, um novo coronavirus (SARS-CoV-2), foi identificado como responsavel pelo
desenvolvimento da doenga associada ao novo coronavirus, a COVID-19 (ZHU et al.,
2020). Devido a rapida disseminacao para o mundo, em 30 de janeiro de 2020, a OMS
declarou a COVID-19 como uma “emergéncia de saude publica de importancia
internacional” (LI et al., 2020).

O SARS-CoV-2 é um virus de RNA de cadeia simples e sentido unico, de
morfologia esférica (icosaédrico), com uma estrutura de superficie (envelope) que
confere uma caracteristica semelhante a uma coroa. Devido a estas caracteristicas,
pertence a familia Coronaviridae, que € agrupada em quatro géneros: Alfacoronavirus,
Betacoronavirus Gamacoronavirus e Deltacoronavirus, sendo o SARS-CoV-2
pertencente ao género Betacoronavirus (ATZRODT et al., 2020).

A COVID-19 atinge pessoas de ambos 0s sexos € em qualquer idade. Sua
transmissao ocorre por meio do contato direto pelas mucosas das vias aéreas; ou
indireto por aerossoéis, com aumento da transmissdo em lugares relativamente
fechados e com exposigdo por longos periodos tempo. O tempo de incubagéo
assintomatica pode ser de 2 a 14 dias, periodo no qual ocorre a formacéao de particulas
virais que podem ser transmitidas para outro hospedeiro (CITACAO).

A COVID-19 possui um amplo espectro de apresentagdes clinicas, variando
desde casos assintomaticos, passando por casos com sintomatologia leve nos quais
nenhuma intervengcdo se faz necessaria, até casos muito graves de sindrome
respiratoria aguda severa. Apesar de a maioria dos casos ter uma boa evolugéo
clinica, a mortalidade em pacientes internados em Unidades de Terapia Intensiva
pode chegar a 70% (TSAl et al., 2021).

Os principais sintomas relatados sdo: febre, cefaleia, perda de olfato e
paladar, dores musculares, cansago, além de sintomas gastrointestinais como
nausea, vomito e diarreia (WANG et al., 2020). A taxa de letalidade pela infec¢ao por
SARS-CoV-2 no més de julho de 2020, antes da vacina, era de 1,2 a 1,6%, sendo
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agravada nas idades acima de 60 anos e em algumas comorbidades (CANDIDO et
al., 2020).

A medida que o virus se espalhava ao redor do mundo, iniciaram-se medidas
protetivas, pois a doenga era desconhecida e ainda n&o se sabia como poderia ser
contida. De acordo com os conhecimentos da época, por se tratar de uma doenca
respiratoria e de contagio interpessoal, varios paises pelo mundo abordaram algumas
medidas para desacelerar a contaminagcdo, como bloqueios sanitarios exemplos:
bloqueios uso de mascara, distanciamento social, alcool 70%, fazendo também
restricbes de viagens e reunides, fechamento do comercio e escolas (ATZRODT et
al., 2020).

2.2 Histérico do coronavirus no Brasil

Com um novo virus circulante no mundo, e apés a OMS declarar Emergéncia
de Saude Publica de Importancia Internacional (ESPII), o Brasil em 3 de fevereiro de
2020 declarou Emergéncia de Saude Publica de Importancia Nacional (ESPIN), e por
meio da portaria n° 188, foi estabelecido o Centro Operacional de Emergéncias em
Saude Publica (COE-nCoV), de responsabilidade da secretaria de vigilancia em saude
(BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE, 2020a) na tentativa de minimizar os danos que
estariam por vir em virtude da pandemia mundial que se espalhava em um ritmo muito
acelerado.

O primeiro caso da COVID-19 no Brasil foi confirmado em 26 de fevereiro de
2020, na cidade de Sao Paulo e em menos de um més, apos a identificacdo do
primeiro paciente, a transmissdo comunitaria do virus foi declarada em varias cidades
do pais (TANG, et al., 2020). Com o fechamento dos aeroportos, observou-se que o
virus comecou a invadir as fronteiras estaduais e a se dissipar pelo interior do Brasil
em meados de abril de 2020. No entanto, a implantagcdo da Intervencdo N&o
Farmacéutica (NPIs) ocasionou uma diminui¢do dos casos. As NPIs adotadas foram
medidas de restricdes e distanciamento social em tempos de crise na saude publica
(CANDIDO et al., 2020).

Um més apds a confirmacao do primeiro caso positivo para COVID-19 no
Brasil, o quadro de infectados pela doenca ja se mostrava alarmante. No dia 8 de abiril
de 2020 foram registrados 19.927 casos positivos, com um aumento de 16% em
apenas 24 horas. A maior taxa de letalidade ainda se concentrava na regiao Sudoeste,

por se tratar do primeiro polo atingido e pelo numero de pessoas em uma mesma area.
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Com o passar do tempo, esse numero foi crescendo ao mesmo tempo que a pandemia
se instalava (BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE, 2020b).

Em dezembro de 2020, apds um ano do primeiro caso registrado em Wuhan, o
quadro da pandemia da COVID-19 no Brasil e no mundo, se encontrava da seguinte
forma: 80.351.598 casos em todo o mundo, com os Estados Unidos liderando o
numero de casos, e o Brasil em terceiro lugar no ranking com um total de 7.465.806
casos confirmados para SARS-CoV-2. A regido mais atingida continuou sendo o
Sudoeste (BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE, 2020c).

Em 19 de janeiro de 2021 teve inicio o processo de vacinagao no Brasil,
iniciando nas idades superiores a 60 anos. Mesmo com a vacinagao e todas as formas
de isolamento social, o Brasil ainda permanecia em terceiro lugar em numero de
infectados e de o&bitos por COVID-19. Na data de 31 de julho de 2021 foram
confirmados 197.874.812 novos casos em todo o mundo. Destes, 19.917.855
ocorreram no Brasil, totalizando 556.370 o6bitos. Tais numeros fizeram com que o
Brasil ficasse em segundo lugar no numero de 6bitos no mundo, ficando atras somente
dos Estamos Unidos (BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE, 2021a).

2.3 O virus SARS-CoV-2

O virus SARS-CoV teve seu primeiro relato nos anos de 2002-2003, também
na China. Este virus surgiu inicialmente por meio de transmissdo dos morcegos e
civetas para os humanos, e, posteriormente de humano para humano, infectando em
torno de 8.000 pessoas, com uma taxa de letalidade de 9,6%. Outro virus dessa
linhagem foi o MERS-CoV, identificado em pacientes que apresentaram um quadro
de pneumonia grave na Arabia Saudita. Sua transmissao inicial se deu a partir do
dromedario para os humanos, no ano de 2012. Em 2019 foram relatados 2.500 casos
deste virus, com letalidade de 30% (LUDWIG; ZARBOCK, 2020).

No final de 2019 surgiu entdo o novo coronavirus (2019-nCoV). O 2019-nCoV,
desde seus primeiros relatos em Wuhan, na China, foi alvo de pesquisas que por meio
de analise genbmica comparativa, mostratam que o seu genoma apresenta 79,5% de
similaridade com o SARS-CoV. Desta maneira, o novo coronavirus foi denominado
SARS-CoV-2, mais um Betacoronavirus que pode infectar mamiferos, e por sua vez,
humanos (ZHOU et al., 2020).

Os SARS-CoV-2 sao virus de RNA de fita simples e sentido positivo

(+ssRNA). Possuem cerca de 27 — 32kb, sendo considerado o virus com o maior
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genoma entre os virus de RNA. Ele € um virus que possui uma RNA polimerase RNA-
dependente (RdRp). Trata-se de um virus envelopado apresentando uma membrana
lipidica, com quatros proteinas estruturais essenciais:

o Proteina do Nucleocapsideo (N)

Esta proteina esta relacionada ao empacotamento do RNA. Ela possui em sua
estrutura um dominio compartilhado com a regiao N-terminal (ou N1b) de ligacdo ao
RNA e C-terminal (ou N2b) responsavel pela sua dimerizagéo (YE et al., 2020).

o Proteina do Envelope (E)

A proteina E é relativamente pequena e tem papel na morfogénese da
estrutura viral. Ela atua como viroporinas, que ficam agrupadas na membrana do
hospedeiro, gerando poros de proteina-lipideos envolvidos no transporte de ions
(NAQVI et al., 2020).

o Proteina de Membrana (M)

A proteina M desempenha papel importante no empacotamento do RNA. Ela
possui uma estrutura conservada de 222 aminoacidos, sendo a proteina mais
abundante no virus (NAQVI et al., 2020).

o Proteina de Pico ou Spike (S)

A proteina de pico ou Spike (S), € uma glicoproteina que permite a interagao
entre virus e hospedeiro. Ela é responsavel por se ligar ao receptor da superficie da
célula hospedeira por meio do dominio de ligagdo RBD na subunidade S1, e a fusédo
da subunidade S2 a membrana celular (NAQVI et al., 2020).

Além destas, ha ainda outras 16 proteinas nao estruturais (Nsp1-16) que
desempenham varias fungdes nos processos de replicagdo e montagem do virus
(LUDWIG; ZARBOCK, 2020). As proteinas ORF1a e ORF1ab sao traduzidas do RNA
genbmico e sao clivadas originando as 16 proteinas nao estruturais (FINKEL, 2021).

A estrutura bioldgica e gendmica do virus esta apresentada na Figura 1.



23

FIGURA 1: ESTRUTURA DO SARS-CoV-2.
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As proteinas nao estruturais desempenham as seguintes fungdes: Nsp1
medeia o processamento e a replicacdo do RNA; Nsp2 realiza a modulagao das vias
de sinalizacdo de sobrevivéncia da célula hospedeira; Nsp3 atua na traducdo de
proteinas; a Nsp4 ancora o complexo de replicagdo e transcrigao viral; a Nspb
participa do processo de replicagdo viral; aNsp6 atua na formacdo de
autofagossomos no reticulo endoplasmatico do hospedeiro. A presenca de Nsp7 e
Nsp8 aumenta significativamente a combinagdo da Nsp12 e do RNA. Nsp9 funciona
como uma proteina de ligagdo a RNA de fita simples (ssRNA). A proteina Nsp10 é
critica para a metilagdo do dos RNAs mensageiros virais. A Nsp12 € a enzima RNA
polimerase dependente de RNA (RdRp) que atua na replicag&o/transcrigao do virus. A
Nsp13 € uma helicase, possui um dominio de ligagao do zinco e esta envolvida no
processo de replicacao e transcricao. A Nsp14 possui um dominio de exoribonuclease
de revisdo (corrige possiveis falhas na direcdo 3 ' - 5 '). Nsp15 tem atividade de
endoribonuclease dependente de Mn 2*, e por fim, a Nsp16 € uma metiltransferase

que medeia processos de metilacdo (NAQVI et al., 2020).

2.4 Infecgao por SARS-CoV-2
A infeccado viral ocorre quando o virus SARS-CoV-2 se liga as células

hospedeiras que apresentam receptores para as proteinas spikes.. Neste momento,
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o RBD (Dominio de ligagéo ao receptor) da proteina S do virus, se liga ao receptor
ACE2 (Enzima Conversora de Angiotensina 2) do hospedeiro (Figura 2)
(VERDECCHIA et al., 2020).

FIGURA 2: INFECAO DE CELULAS EPITELIAIS POR SARS-CoV-2
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Fonte: Modificado de Ryan (2020). Esquema do direcionamento SARS-CoV-2 do
receptor ACE2 e entrada na célula infectada. Observe a interagao cooperativa entre
ambas as subunidades virais S1 e S2 e ACE2 ligado a superficie celular e serina
protease 2 transmembrana.

O processo de entrada do virus na célula do hospedeiro requer a agéo da
Serinoprotease transmembrana 2 (TMPRSS2), que tem a propriedade de regular a
clivagem da proteina S, sendo essencial para a disseminagao e patogenicidade viral
(RAHMAN, et al., 2020).

Os receptores ACE2 sao amplamente expressos em algumas células
localizadas principalmente no coragéo, vasos sanguineos, intestino, testiculos, rins,
cérebro e nos pulmdes (VERDECCHIA et al., 2020). A proteina ACE2 esta presente

nas células epiteliais, as quais atuam como barreira protetora. Nos pulmdes, essa
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barreira € promovida pelos pneumocitos tipo 2, que sédo células abundantes nos
alvéolos pulmonares, responsaveis pela absorgao de oxigénio e liberagao do dioxido
de carbono residual nos vasos sanguineos (PILLAY, 2020).

A ACE2 é um elemento vital em vias bioquimicas que sao criticas para regular
processos como pressao sanguinea, cicatrizagdo de feridas e inflamacdo. Ela é
responsavel por converter uma proteina chamada Angiotensina 2, que tem por
caracteristica aumentar a pressao arterial, inflamacao e outros danos presentes nos
vasos sanguineos. A ACE 2 ¢ significativamente expressa em pacientes com doengas
crbnicas como hipertensao, diabetes mellitus e doengas cardiovasculares. Desta
maneira, o uso de medicamentos inibidores da ACE2 (iACE2) e de bloqueadores dos
receptores de angiotensina (BRA) contribuem para o aumento da expresséao de ACE2.
Como a proteina Spike (S) se liga a esse receptor, isso torna as pessoas que utilizam
este tipo de medicamento mais suscetiveis a desenvolver a forma grave da COVID-
19 (KHAILANY et al., 2020).

Apos a entrada do virus no hospedeiro, ocorre uma diminuicdo na expressao
de ACEZ2, resultando em um estresse oxidativo, aumento da permeabilidade celular e
acumulo de liquido intersticial alveolar. Quando ocorre a diminuigdo da expressao de
ACE2, ela ndo atua como deveria sobre as proteinas angiotensina 2 (AGN2), deixando
mais AGN2 circulante e gerando mais danos aos tecidos (YAN; XIAO; LIN, 2020).

Em uma infec¢do normal, apos as células do sistema imunoldgico inato do
hospedeiro reconhecerem os padrbes moleculares associadas a patégenos (PAMPSs)
pelos receptores tipo Toll (TLR3 e TLR7), ocorre uma cascata imunoldgica que
culmina na expressao de Interferon (IFN) tipo 1, sendo este, um antiviral (SALLARD
et al., 2020).

O mesmo nao ocorre na infeccao por SARS-CoV-2. A expressao de IFN tipo
1 & suprimida e desregulada. Além disso, ocorre uma migragao de células do sistema
imune, como neutréfilos e mondécitos/macréfagos, juntamente com uma grande
liberacdo de citocinas que desencadeia um quadro mais severo da doenca
(PROMPETCHARA et al., 2020).

2.5 Testes para diagnéstico da COVID-19
Desde o inicio da pandemia pelo SARS-CoV-2, houve uma mobilizagdo de
varios laboratorios e grupos de pesquisa para o desenvolvido de novos testes para

auxiliar no diagnostico de SARS-CoV-2. De maneira geral, existem trés categorias de
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testes laboratoriais para detectar essa infecgao viral, sendo eles: moleculares,
soroldgicos e de detecgdo de antigeno (SMITHGALL et al., 2020).

2.5.1 Teste molecular: detec¢ao pelo método de RT-qPCR

O RT-gPCR, é considerado atualmente o padrao ouro para identificagcdo do
SARS-CoV-2, devido a sua capacidade de detectar diretamente o genoma viral, ao
invés de biomarcadores secundarios, como antigenos e anticorpos. O teste é
realizado a partir de uma coleta de secre¢ao nasofaringea e/ou orofaringea com swab,
esfregaco nasal, aspirados do trato respiratério inferior, lavagem broncoalveolar ou
expectoragdo. O RT-qPCR é o principal teste molecular quantitativo usado para a
deteccdo de patdgenos virais. Para identificar o SARS-CoV-2, utiliza-se entdo o
método da reagdo em cadeia da polimerase quantitativa de transcrigéo reversa (RT-
gPCR), a qual é realizada por meio de duas reagdes consecutivas. A primeira esta
relacionada a conversao de RNA em DNA complementar (cDNA) por meio da enzima
de transcriptase reversa. A segunda esta relacionada a amplificacdo da amostra de
cDNA por reacdo em cadeia da polimerase, usando iniciadores especificos e sondas
de hidrélise marcadas com fluoréforos (WIKRAMARATNA et al., 2020).

Por meio da PCR ocorre o aumento do numero de cépias do cDNA ao longo
dos ciclos térmicos repetidos. Os iniciadores especificos para o gene de interesse
guiam a reagao para a amplificagdo de uma regido selecionada do genoma viral.
Assim que amplificadas as regides de interesse, as sondas geram sinais de
fluorescéncia que serao lidas através de um equipamento especifico de PCR em
tempo real (YUCE et al., 2021).

Para a detecgdo do SARS-CoV-2 por RT-qPCR é necessario um conjunto de
sondas e iniciadores especificos para genes virais, onde alguns dos principais genes
detectados sdo aqueles que codificam as proteinas ORF1ab/RdRp, E, N e S do SARs-
CoV-2. Existe a possibilidade de deteccdo de mais de um destes genes em uma
mesma reagao de PCR (NALLA et al., 2020).

Esse teste tem por caracteristica a coleta da amostra em vias aéreas
superiores, logo apds os primeiros dias de sintomas da doenga. Com o passar dos
dias de infeccdo e diminuicdo dos sintomas, os pacientes tém sua carga viral
diminuida. Desta maneira, € ideal que se realize a coleta logo na primeira semana de
sintomas para que nao se tenha um resultado falso negativo. O teste molecular

apresenta alta especificidade, porém a sua sensibilidade acaba sendo prejudicada
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pelo fato de o virus adentrar cada vez mais na mucosa respiratéria, dificultando sua
detecgéo (YUCE et al., 2021).

2.5.2 Testes sorolégicos

Sao métodos de detecgao de anticorpos especificos no soro. Quando o corpo
€ infectado por um patdégeno/antigeno, o sistema imunolégico produz como resposta
uma glicoproteina chamada imunoglobulina ou anticorpo. Os anticorpos séao
produzidos e secretados pelas células B (linfécitos B) ativados (plasmdcitos) nas
mucosas e corrente sanguinea, para neutralizar e impedir que o patégeno/antigeno
infecte as células alvo (JACOFSKY et al., 2020).

Encontram-se localizadas na extremidade N-terminal do anticorpo regides
responsaveis pela especificidade pelo antigeno, denominadas de Regides
Determinantes de Complementaridade (CDRs). Sendo assim, o anticorpo € especifico
para determinado antigeno, podendo entao se ligar a ele e auxiliar em sua eliminagao
do corpo. Existem cinco classes de imunoglobulinas, sendo que os envolvidos na
deteccdo do SARS-CoV-2 séo IgM e IgG. O primeiro anticorpo gerado no inicio da
infeccao é a IgM, que participa na resposta precoce a invasao viral, seguido da IgG
qgue atua na opsonizacgéao e neutralizagao do agente infeccioso e pode ser encontrado

mesmo apoés dias de exposi¢cao ao virus (JACOFSKY et al., 2020).

2.5.2.1 Deteccgao pelo método fluxo lateral

O ensaio de fluxo lateral, popularmente conhecido como teste rapido,
detectam anticorpos especificos no sangue do paciente suspeito e sdo de facil
realizagdo. No entanto s6 podem ser realizados de 3-6 dias apos a infecg¢ao viral,
apresentando altas taxas de resultados falso-negativos. Um estudo recente realizado
no Brasil avaliou todos os testes disponiveis e aprovados pela ANVISA para
confirmagéao da infec¢do por SARS-CoV-2. Neste estudo, todos os testes rapidos
realizados a partir de sangue apresentaram menor sensibilidade e especificidade que
outros tipos de testes, como os soroldgicos ou os testes moleculares. Apesar de sua
facil aplicagcéo, alguns testes rapidos podem detectar apenas 20% dos casos que
seriam realmente positivos (CASTRO et al., 2020).

O teste rapido é simples e de resposta rapida. Seu dispositivo vem com um
cassete onde ha uma tira de membrana polimérica que contém linhas (regides) de

controle e teste. Basta depositar uma amostra de sangue para que esta se mova por
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capilaridade pela tira. Ao entrar em contato com a primeira linha da tira, os anticorpos
que podem ser impregnados em nanoparticulas de ouro se ligam na molécula alvo da
amostra. Conforme ela segue seu percurso, os anticorpos marcados com ouro sao
ligados pelos anticorpos de captura presentes nas linhas (YUCE et al., 2021).

O teste pode ser utilizado para detecg¢ao de IgG, IgM ou ambas. A janela de
exibicdo do teste pode apresentar uma, duas ou trés linhas. No caso de resultado
negativo deve aparecer apenas uma linha. Para resultados positivos de IgG ou IgM
deve aparecer duas linhas. Quando o teste é realizado tanto para IgG quanto para
IgM no mesmo teste, o resultado positivo aparecera como trés linhas, sendo uma o
controle e as outras duas que marcam a presenga de IgG e IgM especificas. O tempo
médio de leitura do teste é de aproximadamente 30 minutos (CASTRO et al., 2020).
2.5.2.2 Detecgao pelo método ELISA

O teste de ELISA (do inglés Enzyme Linked ImmunonoSorbent Assay) se
baseia reagdes antigeno-anticorpo detectaveis através de reagdes enzimaticas. O
teste de ensaio de imunoabsorcdo enzimatica serve para detectar e quantificar
biomoléculas, incluindo proteinas como hormdnios, anticorpos e peptideos (LUO et
al., 2020).

Os testes sorologicos detectam a presenca de IgG, IgM ou ambos. Estas
imunoglobulinas podem ser detectadas no sangue, soro ou plasma do individuo
infectado. A quantidade de anticorpos presentes no individuo aumenta com o
desenvolvimento da infegdo. A IgM pode ser detectada logo nos primeiros dias de
infeccao (por volta do terceiro dia). A deteccéo de IgG é mais tardia, perto do 14° dia
apdés o aparecimento dos sintomas. Estes testes apresentam alta sensibilidade e
especificidade, podendo ser aplicados em casos assintomaticos da COVID-19. Este
teste é facil de desenvolver, mais barato que os testes moleculares, além de
apresentarem resultados rapidos (BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE, 2020d).

Os testes laboratoriais que detectam tais imunoglobulinas séo realizados por
meio de kits aprovados pela ANVISA, na plataforma de ELISA (Tabela 1). Estes testes
sao realizados a partir de leituras espectrofotométricas que detectam a presenca de
anticorpos especificos por meio de absorbéancia colorimétrica. Para a realizagdo dos
testes, os pogos das placas de material plastico sdo revestidos com antigeno viral
recombinante como moléculas-alvo. Para detecgao da infecgéo por SARS-CoV-2, sao
comumente usadas as proteinas Spike ou do nucleocapsideo. A amostra de soro a

ser testada é prepara e depositada nesses pocos. Se, ao final da reagao, ocorrer a
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formagao de cor, significa que existem anticorpos especificos na amostra (MARDIAN

et al., 2021).

TABELA 1: Teste soroldgico tipo ELISA para COVID-19 em vigor no Brasil

Empresa

Produto

Antigeno

Tipo

Especificidade

Sensibilidade

ABBOTT PANBIO™ SARS- I ) o
DIAGNOSTICOS CoV-2 IgG ELISA N :i:'iiﬁo Ez;:ﬁ;:ggggeggsi /o/°
RAPIDOS S.A. '
ADVAGEN COVID-19 IgG MAX N ELISA Sensibilidade:91,67%
BIOTECH LTDA ELISA indireto Especificidade:100%
ADVAGEN COVID-19 IgG pS S ELISA Sensibilidade:91,4%
BIOTECH LTDA MAX ELISA indireto Especificidade:95,5%
ARGOSLAB SARS-CoV-2
DISTRIBUIDORA (COVID-19) IgG
DE PRODUTOS ELISA Nao ELISA Sensibilidade:100%
PARA encontrado  indireto Especificidade:99,24%
LABORATORIOS
LTDA
BIO BRASIL BIO DETECHTA . ) 0
BIOTECNOLOGIA  ELISA IgG SARS- N E';'irsgo 2:2:2:32:;235&
LTDA CoV-2 Y
EUROIMMUN Anti-SARS-CoV-2
BRASIL MEDICINA  ELISA (IgG) Dominio S1  ELISA Sensibilidade: 94,4%
DIAGNOSTICA recombinante indireto Especificidade: 99,6%
LTDA
EUROIMMUN Anti-SARS-CoV-2-
BRASIL MEDICINA  NCP IgG ELISA N modificada ELISA Sensibilidade: 94,6%
DIAGNOSTICA indireto Especificidade: 99,8%
LTDA
EUROIMMUN Anti-SARS-CoV-2
BRASIL MEDICINA  QuantiVac ELISA S ELISA Sensibilidade: 90,3%
DIAGNOSTICA (IgG) indireto Especificidade: 99,8%
LTDA
GALILEO Kit de ELISA para
BIOTECNOLOGIA  detecgao de ELISA Sensibilidade: 99%
SA. anticorpos IgM e S indireto Especificidade: 94%

IgG anti-SARS-

CoV-2
REM INDUSTRIAE  GOLD ELISA nao Nao Nao
COMERCIO LTDA. COVID-19 IgG+IigM encontrado  encontrado encontrado
THE BINDING SITE  Human Anti-
BRASIL COMERCIO IgG/A/M SARS-
DE PRODUTOS CoV-2 ELISA S ELISA Sensibilidade: 96,3%
PARA indireto Especificidade: 99,3%
LABORATORIO
LTDA.
VIDA SAFETEST COVID- - . ) 0
LTDA - ME ELISA T
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VIRION

COVID-19 ELISA 30 ELISA

DIAGNOSTICA IgG N&o encontrado

LTDA.

encontrado indireto

Fonte: ANVISA - https://consultas.anvisa.gov.br/#/saude/

O teste de ELISA apresenta quatro modalidades: direto, indireto, competitivo

e o0 ensaio sanduiche (Figura 3), com tempo médio de leitura de 2 a 4 horas (LUO et
al., 2020).

FIGURA 2: TIPOS DE ELISA (ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY)
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FONTE: Modificado de Camara (2013, p.2). Tipos de IMUNOABSORCAO, se baseia
reagOes antigeno-anticorpo detectaveis através de reagbes enzimaticas. ELISA direto: o
antigeno esta ligado na placa e o conjugado e colocado diretamente nele. ELISA indireto:
possui um anticorpo secundario marcado. ELIZA sanduiche: o anticorpo de captura
especifico para o alvo ja adsorvido em uma placa,. ELIZA de competicdo: apresenta um
antigeno marcado para competir com o alvo.

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), até agosto de

2021, existiam 13 testes sorologicos do tipo ELISA sendo utilizados no Brasil (TABELA

1). A especificidade e a sensibilidade dos testes em vigor foram calculadas de 10 a 14

dias apos o resultado RT-gPCR positivo para SARS-CoV-2. Para tal, foram utilizados

os termos “COVID 19", SARS e coronavirus no campo de consulta de registro de

produtos para saude no site da Agéncia (https://consultas.anvisa.gov.br/#/saude/).

2.6. Validagao de testes diagnésticos

Para esta validacao alguns parametros foram importantes, como sensibilidade e

especificidade, intervalo de confianga, proporcéo de individuos precisao.
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4 MATERIAL E METODOS

Para a validagédo do teste sorolégico desenvolvido pela UFPR, este projeto de

pesquisa foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos pela
Plataforma Brasil e aprovado sob o numero CAAE: 35872520.8.0000.0102.

3.1 Calculo amostral

Para o calculo do tamanho da amostra a ser utilizada para a avaliacdo da

acuracia do teste sorolégico, foram utilizadas as formulas propostas por Jones, Carley

e Harrison (2003) com os seguintes parametros:

Sensibilidade estimada (SE) de 90%;

Especificidade estimada (EE) de 90%;

Intervalo de 95% de confiancga;

P propor¢ao de individuos com a doenga na populagéo (30%);
Precisdo (W) de +/- 5% (semi-amplitude do 1C95%);

Tamanho da amostra para avaliar a Sensibilidade:

zZt (SE(1 — SE) 1,96° (0,90(1 —0,90)
n, = ”;‘ n, = '];]D: =116

Tamanho da amostra para avaliar a Especificidade:

1,96%(0,90(1 — 0,90)
0,052
(1—0,3)

Z*(EE(1—EE)
W! ﬂE =
(1—FP)

=198

ﬂE=

ApoOs os calculos realizados, estimou-se que para a sensibilidade seriam

necessarias pelo menos 116 amostras positivas para a COVID-19 pelo padréao de

referéncia e para estimar a especificidade seriam necessarias 198 amostras negativas

pelo padrao de referéncia.

3.2 Amostra
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Os voluntarios participantes do estudo foram provenientes de trés fontes:

1. Contato telefénico a partir de dados de individuos residentes em Toledo/PR,
maiores de 18 anos, de ambos 0s sexos, que apresentaram resultado positivo ou
negativo para COVID-19 por RT-qgPCR, no periodo de abril de 2020 a janeiro de 2021.
Esses dados foram gentiimente cedidos pela Secretaria Municipal de Saude de
Toledo/PR.

2. Individuos residentes em Toledo/PR, maiores de 18 anos, de ambos os
sexos, que apresentaram resultado positivo ou negativo para COVID-19, por RT-
gPCR, no periodo de abril de 2020 a janeiro de 2021, que entraram voluntariamente
em contato com a equipe de pesquisa por meio de redes sociais, e-mail ou telefone.
A pesquisa foi amplamente divulgada por meio da midia (radio, televisdo e redes
sociais), para captacao de voluntarios para a pesquisa.

3. Individuos residentes em Toledo, maiores de 18 anos, de ambos os sexos,
assintomaticos, que realizaram o RT-gPCR com amostra de saliva oferecido pela
Universidade Federal do Parana.

Os critérios de inclusao para a pesquisa foram das amostras na pesquisa
foram: individuos com idade maior ou igual a 18 anos, que foram diagnosticados como
positivos para a doenga por meio do teste padrao-ouro (RT-qPCR) e por individuos
que foram descartados da infeccao pelo mesmo teste (casos negativos). Foram
excluidos do projeto os individuos com idade menor que 18 anos e/ou que n&o
aceitaram participar do estudo.

3.3 Coleta de sangue e aplicagao de questionario

As coletas foram todas agendadas previamente e realizadas, em sua maioria,
em domicilio. Utilizou-se um Termo Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), para
explicar sobre os objetivos da pesquisa. Apos assentimento para participacao e leitura
do TCLE, cada voluntario assinou o documento em duas vias.

As coletas de sangue foram realizadas com seringa de 10 mL estéril e agulha
de 0,80 x 25,0 mm. Foram coletados 10 mL de sangue por pung¢ao venosa, realizando

a antissepsia do local com alcool 70% e algodao. O sangue foi depositado em tubos
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plasticos estéreis sem anticoagulante, e armazenados em caixa térmica contendo gelo
reciclavel até chegada do material ao laboratério.

Todo material coletado passou por uma codificagdo na qual os voluntarios
receberam um numero e um cddigo, fazendo assim com que fosse garantida a
rastreabilidade e anonimato da amostra.

Um questionario padronizado foi utilizado como instrumento de coleta de dados
(APENDICE 1). Tal questionario continha dados como nome, sexo, idade, tipo
sanguineo, resultado do RT-gPCR, data de realizacdo do RT-qPCR, bairro onde

reside, sintomas apresentados e presenga de comorbidades.

3.4 Testes sorolégicos de imunoensaio (ELISA)

O sangue coletado foi centrifugado com rotacdo de 2000 rpm por 2 minutos.
Posteriormente, o soro foi transferido para microtubos de 1,5 mL, devidamente
identificados e armazenados em ultrafreezer a temperatura de -80°C até o dia da
realizacao do teste ELISA.

Os soros dos voluntarios RT-qPCR positivos e negativos para SARs-CoV-2
foram analisados por meio de teste duplo cego, utilizando dois imunoensaios:

1. Teste sorologico em validagdo, desenvolvido pelo Prof. Dr. Luciano
Huergo - Setor Litoral — UFPR: este teste € composto por microplacas de
poliestireno de 96 poc¢os, sensibilizadas com a proteina N (nucleocapsideo)
de SARS-CoV-2 e anticorpo secundario anti-lgG, complexado a uma enzima
peroxidase (Horseradish peroxidase - HRP);

2. Teste sorolégico comercial regulamentado pela ANVISA (Allserum E | A,
COVID-19 IgG): composto por microplacas de poliestireno de 96 pogos,
sensibilizadas com a proteina N (nucleocapsideo) de SARS-CoV-2 e
anticorpo secundario anti-IgG, complexado a uma enzima peroxidase.

Para a execucdo dos dois testes sorolégicos foram feitas duplicatas das
amostras de soro dos voluntarios, do controle negativo (soro sem IgG especifica para
antigenos de SARS-CoV-2), do controle positivo (soro contendo IgG especifica para
antigenos de SARS-CoV-2) e do “branco” de reagdo. Foram utilizadas as solugdes e

tampdes fornecidos pelos fabricantes de cada teste. Os procedimentos foram
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seguidos conforme as recomendagdes dos protocolos de uso dos kits (ANEXOS 1 e
2).

Em ambos os testes soroldgicos, o tetra-metil-benzidina (TMB) é o substrato
cromogénico que ao ser oxidado confere cor azul a reagdo. Assim que a reagao €
interrompida pela diminuigao do pH, esta adquire uma coloragado amarela. As reacdes
foram analisadas por colorimetria em comprimento de onda de 450 nm utilizando um
espectrofotometro UV-vis Multiskan Sky (Thermo® scientific).

Os resultados foram avaliados de modo qualitativo, para tanto foi estabelecido
um valor limite de positividade (cut off) para ambos os testes. Para determinar se a
amostra analisada pelo teste em validacdo foi reagente ou nao reagente para a
presenca de anticorpos anti-SARS-CoV-2, foi multiplicado o valor da absorbancia
meédia do controle positivo por 0,13. Amostras com absorbancia média maior que o
valor do cut off foram considerados reagentes. Para o teste comercial foi seguida a
recomendacgao do fabricante. Foi adicionado o valor de 0,250 ao valor médio da
absorbancia de controle negativo. Amostras com valor de absorbancia média 10%
acima do cut off foram consideradas reagentes e amostras com valor 10% abaixo do

cut off foram considerados nao reagentes.

3.5 Analise dos dados

Todos os dados obtidos por meio do questionario (idade, sexo e tempo
decorrido entre a coleta de amostra de sangue e os sintomas ou diagndstico positivo
para COVID-19), e da analise soroldgica por imunoensaio foram tabulados utilizando-
se o programa Microsoft Excel®. Os dados foram analisados por estatistica descritiva,
sendo entdo calculados: Sensibilidade, Especificidade, Acuracia, Prevaléncia real,
Prevaléncia estimada, Valor Preditivo Positivo (VPP), Valor Preditivo Negativo (VPN),

Razao de verossimilhanga positiva (RV+) e Razédo de verossimilhanca negativa (RV).

5 RESULTADOS

No total, 348 voluntarios que realizaram o teste de RT-qPCR para diagnéstico

da COVID-19 participaram do estudo. Destes, 158 apresentaram resultado positivo

para SARs-CoV-2 e 190 apresentaram resultado negativo.
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Dos 158 voluntarios RT-qPCR positivos, 49,4% foram reagentes para I1gG
especifica para SARS-CoV-2, e 50,6% nao reagentes quando utilizado o teste em
validagdo. Dos 190 voluntarios RT-gPCR negativos, 94,2% foram n&o reagentes para

IgG, e apenas 5,8% apresentaram reatividade com o Teste UFPR (Tabela 2).

TABELA 2: DITRIBUICAO DOS VOLUNTARIOS RT-gPCR POSITIVOS E
NEGATIVOS DE ACORDO COM A REATIVIDADE PARA COVID-19 POR
SOROLOGIA USANDO O TESTE UFPR.

Voluntarios RT-qPCR Voluntarios RT-qPCR
positivos negativos
Frequéncia Frequéncia Frequéncia Frequéncia
absoluta relativa (%) absoluta relativa (%)
Reagente 78 494 11 5,8
Nao reagente 80 50,6 179 94,2
Total 158 100 190 100

FONTE: O autor (2021).

Dos dados levantados foi observado que na maioria dos voluntarios, tanto RT-
gPCR positivos, quanto negativos, o sexo de maior incidéncia foi o feminino (Positivos:
94 mulheres e 62 homens; Negativos: 108 mulheres e 80 homens). Trés voluntarios

nao responderam a esta questao (Figura 1).

FIGURA 4: DISTRIBUIGAO DOS VOLUNTARIOS RT-gPCR POSITIVOS E NEGATIVOD PARA A
VALIDAGAO DO TESTE UFPR DE ACORDO COM O SEXO.
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FONTE: O autor (2021).
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Em relacdo a faixa etaria dos voluntarios, a maioria destes eram adultos e
adultos jovens (89,8%). Segundo o Ministério da Saude, adultos jovens sdo aqueles
individuos com idade entre 20 e 24 anos. Apenas 10,2% eram pertencentes a classe
idosa, segundo a Lei n°® 10.741 do Estatuto do idoso, ou seja, idade igual ou superior
a 60 anos (Tabela 3).

TABELA 3: DISTRIBUIGCAO DOS VOLUNTARIOS RT-gPCR POSITIVOS E NEGATIVOS DE
ACORDO COM A FAIXA ETARIA.

Faixa etaria (anos)  Frequéncia absoluta  Frequéncia relativa (%)

18 - 29 92 26,8
30 - 39 110 32,1
40 - 49 64 18,7
50 - 59 42 12,2
60 - 69 28 8,2
70-79 6 1,7
80 - 89 1 0,3

FONTE: O autor (2021).

Em oitenta voluntarios (50,5%) que apresentaram resultado positivo para RT-
gPCR nao foi detectada a presenca de IgG especifica para SARS-CoV-2 por sorologia
usando o Teste UFPR. Para estes voluntarios a coleta de sangue para testagem foi
realizada entre o 1° e o 7° dia apd6s o relato do inicio dos sintomas relacionados a

COVID-19 ou a confirmagao da doenga pelo teste padrao ouro (Tabela 4).

TABELA 2: DISTRIBUICAO DOS VOLUNTARIOS RT-gPCR POSITIVOS E NAO
REAGENTES PELO TESTE UFPR DE ACORDO COM O TEMPO DECORRIDO ENTRE
O APARECIMENTO DOS SINTOMAS DA COVID-19/POSITIVIDADE POR RT-qPCR E A
COLETA DA AMOSTRA PARA SOROLOGIA.

Meses Frequéncia absoluta Frequéncia relativa (%)
1 25 31,25
2 12 15
3 18 22,5
4 12 15
5 6 7,5
6 2 2,5
7 2 2,5
Nao informado 3 3,75

FONTE: O autor (2021).
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A maioria dos voluntarios ndo reagentes para IgG (83,75%) deixaram de
produzir IgG em quantidade detectavel pelo teste em validacédo até o 4° més apds o
relato do inicio dos sintomas relacionados a COVID-19 ou a confirmagao por RT-
gPCR.

Desses 80 voluntarios que apresentaram positivo para RT-gPCR e testaram
negativos para o teste da UFPR, 25 voluntarios (32,25%) realizaram o novo teste
soroldgico um més apds o inicio dos sintomas ou realizagdo do teste padréo ouro, 12
voluntarios (15%) ap6s dois meses, 18 voluntarios (22,5%) apds trés meses, 12
voluntarios (15%) apo6s quatro meses, 6 voluntarios (7,5%) apds cinco meses, apos
seis 2 voluntarios (2,5%) e ap6s sete meses 2 voluntarios (2,5%). Apenas 3 destes
voluntario ndo souberam informar a data de realizac&o do teste ou inicio dos sintomas
(3,75%).

Para comparagao de nivel de acuracia do teste sorolégico UFPR, foram
testados 270 individuos com um teste soroldgico comercial tipo ELISA aprovado pela
ANVISA. Destes,135 que testaram positivo para SARS-CoV-2 por RT-qPCR, apenas
37(27,4%) também testaram positivo para o kit sorolégico comercial. Ainda na
categoria dos voluntarios positivos por RT-qPCR, 96 (71,1%) foram n&o reagentes
para anticorpos IgG de SARs-CoV-2 com o kit comercial e 2 (1,5%) dos voluntarios
apresentaram resultado indeterminado. Dentre os 135 voluntarios que testaram
negativo para RT-qPCR, seis (4,4%) foram classificados como reagentes para IgG de
SARS-CoV-2, 129 (95,6%) nado reagentes para IgG de SARS-CoV-2 e 1 (0,7%) com
resultado indeterminado (TABELA 5).

TABELA 3: DISTRIBUICAO DOS VOLUNTARIOS RT-gPCR POSITIVOS E NEGATIVOS DE
ACORDO COM A REATIVIDADE PARA COVID-19 POR SOROLOGIA USANDO O KIT COMERCIAL.

Voluntarios RT-qPCR Voluntarios RT-qPCR
positivos negativos
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Frequéncia Frequéncia Frequéncia Frequéncia

absoluta relativa (%) absoluta relativa (%)
Reagente 37 27,4 6 4.4
N&o reagente 96 71,1 129 95,6
Indeterminado 2 1,5 1 0,7
Total 135 100 135 100

Fonte: A autora (2021).

Dos 158 voluntarios positivos para RT-qPCR, 126 foram analisados quanto a
producao de IgG especifico com ambos os testes: UFPR e Kit comercial. Pode-se
observar na TABELA 6, que o teste da UFPR detectou a presencga de anticorpos IgG
em 49,2% dos voluntarios RT-gPCR positivos, enquanto que o kit comercial detectou
apenas em 27% destes. O teste da UFPR detectou que 50,8 % dos voluntarios
positivos para RT-gPCR n&o manifestaram anticorpos 1gG especificos, enquanto que
o kit comercial detectou 71,4% nao reagentes da mesma amostra. Os voluntarios que
obtiveram resultado indeterminado para o teste comercial (dois voluntarios)
apresentaram reatividade para IgG quando utilizado o teste UFPR. De maneira geral,
o teste UFPR detectou 5 vezes mais voluntarios reagentes para IgG anti-SARS-CoV-

2 do que o teste comercial.

TABELA 6 — FREQUENCIA RELATIVA (%) DOS VOLUNTARIOS RT-gPCR
POSITIVOS PARA a COVID-19, REAGENTE E NAO REAGENTES, PARA OS
TESTES SOROLOGICOS.

Teste Sorolégico Reagente N&o reagente Indeterminado

Teste UFPR 49,2 50,8 0,0

Teste comercial 27,0 71,4 1,6
FONTE: A autora (2021).

TABELA 7 — DISTRIBUICAO DAS FREQUENCIAS ABSOLUTAS E
RELATIVAS DOS VOLUNTARIOS RT-gPCR POSITIVOS PARA
COVID-19 QUE APRESENTARAM REATIVIDADE NOS TESTES
SOROLOGICOS.

. Frequéncia Frequéncia
Teste Sorologico .
absoluta relativa (%)

Apenas Teste UFPR 35 27,8
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Apenas Teste comercial 7 5,6
Teste UFPR/comercial 27 21,4
FONTE: A autora (2021).

A Tabela 8 faz um comparativo de eficiéncia e confiabilidade entre o Teste

UFPR e o Teste comercial por meio de parametros estatisticos.

TABELA 8: PARAMETROS ESTATISTICOS DE EFICIENCIA E CONFIABILIDADE DOS TESTES
SOROLOGICOS.

Parametros Teste UFPR Teste comercial
Sensibilidade 49,1% 27,8%
Especificidade 94,2% 95,5%
Acuracia 45,6% 49,8%
VPP  (Valor Preditivo

0,876 0,860
Positivo)
VPN (Valor Preditivo
. 0,312 0,429
Negativo)
Probabilidade de Falso
0,124 0,140
Positivo
Probabilidade de Falso

. 0,688 0,571
Negativo
RV+ 8,47 6,21
RV- 0,54 0,76

FONTE: A autora (2021).

O Teste UFPR apresentou maior sensibilidade (49,1%) do que o Teste
comercial utilizado no estudo (27,8%). Em relagdo a especificidade e acuracia do
teste, o Teste comercial foi ligeiramente mais especifico (95,5%) e mais acurado
(49,8%) do que o Teste UFPR (que apresentou valores de especificidade e acuracia
de 94,2% e 46,6%, respectivamente).

O VPP (Valor Preditivo Positivo) e VPN (Valor Preditivo negativo), foram
semelhantes para ambos os Testes UFPR (0,876) e comercial (0,860), enquanto o
Teste comercial se mostrou ligeiramente melhor em detectar verdadeiros negativos

para a COVID-19, dentre todos os voluntarios negativos.
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Em relagéo a detecgéo de falsos positivos e falsos negativos, o Teste UFPR
apresentou uma menor chance de apresentar resultados falso positivos, enquanto o
Teste comercial apresentou menor chance de apresentar resultados falso negativos.

A Razado de verossimilhancga positiva (RV+) mostra que o Teste UFPR
(RV+=8,47) é um teste diagndstico mais confiavel do que Teste comercial (RV+ =
6,21). Ja a Razao de verossimilhanca negativa (RV-) demonstrou que o Teste UFPR

apresenta melhor diagnéstico (0,54) quando comparado com o Teste comercial (0,76).
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5 DISCUSSAO

Os testes sorolégicos baseados em testes com antigenos podem
complementar os testes moleculares por auxiliar a estimar a incidéncia da COVID-19
e por sua potencialidade em detectar individuos com imunidade a doenga. O
desenvolvimento de testes que sejam rapidos e apresentem alta acuracia sao criticos
para o controle da COVID-19. Muitos testes soroldgicos foram desenvolvidos para
diagndstico da COVID-19 em um curto periodo de tempo, entre eles o Teste UFPR
apresentado neste estudo de validagao populacional.

Dos 158 voluntarios com RT-qPCR positivos, quase metade destes obtiveram
niveis de IgG nao detectaveis pelo novo kit sorolégico. Varios motivos podem estar
envolvidos na baixa produgédo de IgG nos individuos com diagndstico molecular
positivo para SARS-CoV-2, dentre eles: a) o grau leve no desenvolvimento da doenca,
visto que muitos destes voluntarios apresentaram sintomas leves. E sabido que
quanto maior a gravidade dos sintomas da COVID-19, maior a titulagdo observada de
IgG (LONG et al., 2020; YU et al., 2020); b) pouco mais da metade dos voluntarios
participaram da pesquisa trés meses apos o inicio dos sintomas da COVID-19.

Wolf e colaboradores reportaram que a soroconversao de IgG é observada
em 50% dos pacientes uma semana apés o inicio dos sintomas (WOLFL et al., 2020).
A média de tempo para a detecgéo de IgG em pacientes com COVID-19 é de 14 dias
(GUO et al., 2020). Yu e colaboradores (2020) detectaram uma taxa de soroconversao
de 1gG de 100% dos casos no 32° dia apds o inicio dos sintomas. Estudos sobre a
persisténcia dos anticorpos no sangue sugerem que niveis detectaveis de IgG podem
ser observados até o 50° dia apos o inicio dos sintomas (TANZHANG, 2020).

A resposta imune humoral é a primeira linha de defesa contra infeccéo e a
persisténcia da resposta imune. Ainda ha poucos estudos que caracterizam a
dindmica temporal da producao e duragao de anticorpos especificos para SARS-CoV-
2. A soroconversao de IgG em todos os pacientes avaliados apds 14 dias do inicio
dos sintomas. No entanto, a titulagdo diminuiu 2 vezes em 38 dos 42 pacientes
avaliados logo apds os 14 dias do inicio dos sintomas. O mesmo estudo observou que
os anticorpos IgG para SARS-CoV-2 diminuiram significativamente em 30 dias apos
o inicio dos sintomas (LI et al., 2021). Tais resultados suportam os dados observados
neste estudo, onde apenas 27% dos voluntarios com diagnéstico de COVID-19

apresentaram anticorpos IgG trés meses apos o inicio dos sintomas ou positividade
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pelo teste molecular. De maneira geral, os niveis de |gG comegam a decair dentro do
segundo e terceiro més apos a infeccdo (LONG; TANG; SHI et al., 2020).

Dos 190 voluntarios com teste molecular negativo, 94% n&o obtiveram niveis
de 1gG detectaveis pelo teste UFPR. Os quase 6% de voluntarios que apresentavam
niveis detectaveis de IgG pelo teste UFPR foram casos de individuos infectados pelo
SARS-Cov-2, mas que o teste molecular ndo detectou a presencga do virus naquele
momento. Embora o teste molecular seja o padrao ouro para diagnéstico, ele possui
algumas limitagdes importantes como a potencial taxa de falso negativo
(WINICHAKOON et al., 2020), diferente acuracia do exame de acordo com o curso da
doenca (SETHURAMAN et al., 2020) e a dificuldade na disponibilidade dos materiais
para o desenvolvimento dos testes (American Society for Microbiology, 2020).

As medidas basicas para avaliar um teste sorologico sdo sensibilidade e
especificidade. A sensibilidade avalia a capacidade de o teste detectar a doenca
quando ela esta de fato presente, ou seja, a proporg¢ao de verdadeiros positivos entre
todos os doentes (MILLER et al., 2020). Ela expressa a probabilidade de um teste dar
positivo na presencga da doencga, logo, o Teste UFPR é aproximadamente 1,77 vezes
mais sensivel que o Teste comercial. Em relacdo a especificidade, que expressa a
probabilidade de um teste dar negativo na auséncia da doengca (MEDCALC; 2021), o
Teste da UFPR se mostrou tao efetivo quanto o Teste Comercial. De maneira geral, a
acuracia dos dois testes se mostrou similar. O teste UFPR detectou 5 vezes mais
voluntarios reagentes para IgG anti-SARS-CoV-2 quando comparado ao teste
comercial.

O VPP e VPN, expressam a probabilidade de um voluntario com o teste positivo
ter a doenga e a probabilidade de um voluntario com teste negativo nao ter a doenga,
respectivamente (MEDCALC; 2021). Os valores de VPP foram semelhantes nos dois
testes, enquanto o Teste comercial se mostrou ligeiramente melhor em detectar
verdadeiros voluntarios negativos para a COVID-19, dentre todos os voluntarios
negativos. Em relagdo a detecgao de falsos positivos e falsos negativos, o Teste UFPR
apresentou uma menor chance de apresentar resultados falso positivos, enquanto o
Teste comercial apresentou menor chance de apresentar resultados falso negativos.

A Razao de verossimilhanga positiva (RV+) expressa quantas vezes é mais
provavel encontrar um resultado positivo em voluntarios doentes quando comparado
com nao doentes. O valor de RV+ = 1 indica um teste sem valor para determinar os

voluntarios com e sem a doenga de interesse. Quanto maior o valor de RV+, mais
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forte € a associagéo entre ter um teste positivo e estar doente (MILLER et al., 2020)
Neste quesito, o teste UFPR é um teste diagndstico mais confiavel do que Teste
comercial (RV+ = 6,21). Um estudo de meta-analise de diferentes testes soroldgicos
realizados por ELISA em diferentes paises mostrou que 18% dos individuos com
COVID-19 que sao testados para IgG por ELISA irdo apresentar um resultado falso-
negativo (LISBOA BASTOS et al., 2020).

Os resultados obtidos a partir desta validacdo demonstram que o teste
sorologico desenvolvido pela UFPR obtém resultados satisfatérios quando
comparados ao teste aprovado pela ANVISA. Este teste soroldgico pode ser utilizado
em nivel populacional para avaliar a imunidade dos individuos. Um dos pontos criticos
no entendimento da resposta imune a infeccdo por SARS-CoV-2 inclui a habilidade
do sistema imune para prover imunidade de longa duracdo. Com a maior
disponibilidade de vacinas para imunizagdo em massa, os testes sorologicos podem
ser uteis para determinar o tempo de imunidade a este patdgeno.

No inicio de maio de 2020, foi estimado que aproximadamente 20% da
populagdo de Nova York tinha anticorpos IgG para SARS-CoV-2, comparado aos
2,1% de casos confirmados por testes moleculares no mesmo periodo (COHEN;
KUPFERSCHMIDT, 2020). Estudos similares realizados na Alemanha, Coréia do Sul,
Reino Unido e Singapura mostraram estimativas similares para a presenga de
anticorpos positivos para SARS-CoV-2 quando comparados a casos sintomaticos
confirmados por RT-gPCR (POPOVICH; SANGER-KATZ, 2020).

Estudos de validacdo sdo desenvolvidos e conduzidos com a intencao de
identificar e quantificar as limitacdes destes testes. Todos os testes tém limitacoes
quando avaliam um grande numero amostral e resultados discordantes também sao
esperados. O processo de validacdo populacional deste novo teste sorologico
apresentou algumas limitagdes, sendo as principais: coleta de material bioldgico de
voluntarios com grande variagéo da data do inicio dos sintomas e/ou data do resultado
positivo ou negativo para COVID-19; e, presengca de muitos voluntarios com
sintomatologia leve ou moderada para COVID-19, que pode resultar na menor
titulagcao de 1gG no soro do individuo; impossibilidade de estratificagdo dos resultados

positivos de acordo com a idade ou comorbidades apresentadas.

6 CONSIDERAGOES FINAIS
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De maneira geral, o teste sorolégico desenvolvido pela UFPR apresenta maior
sensibilidade e capacidade de discriminar verdadeiros positivos quando comparados
a um teste comercial ja disponivel no mercado. A aplicacdo de tal teste em nivel
populacional pode ser utilizada neste momento como instrumento de controle na etapa
de desaceleracdo da pandemia da COVID-19. Da mesma forma, este teste pode
auxiliar no controle da imunidade adquirida pela vacinagdo em massa da populagao
por ser um teste rapido, facil de ser desenvolvido e de baixo custo.

Mais estudos sdo necessarios para avaliar a real acuracia de testes
sorologicos para COVID-19 disponiveis no mercado, incluindo os que sao realizados
pelo método ELISA. No entanto, nossos resultados demonstram que tais estudos
devem estar atentos a algumas limitacdes, tais como: um bom delineamento da
inclusao de casos e controles; controle do tempo de inicio dos primeiros sintomas para
dosagem de IgG e/ou IgM; realizagao de testes cegos; utilizagao de teste referéncia o
padrao ouro (RT-gPCR) e estratificacdo dos voluntarios de acordo com a severidade
da doenca.

Até a data final para apresentacdo de defesa deste trabalho em questao,
alguns valores, relacionados a teste de voluntarios, ainda eram necessarios serem
colocados junto a esse trabalho, sendo assim o resultado é parcial por isso o teste até
a presente data nao foi validado. Mas é um teste em potencial para ser futuramente

comercializado.

6.1 RECOMENDAGOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Como os testes soroldgicos ainda tém alta demanda, em parte pelo aumento
da soroprevaléncia e pela aplicacdo de vacinas em larga escala. Tendo este cenario
em vista, € necessario que 0s governos nacionais e regionais continuem a avaliar e
validar novos sorolégicos. Ao mesmo tempo, é necessario que a industria se associe
a estes esforcos para acelerar os processos de manufatura destes testes
diagnosticos. Desta maneira, novas pesquisas sao necessarias para preencher
algumas lacunas, incluindo:

e Os novos testes sorologicos conseguem identificar os anticorpos

especificos para SARS-CoV-27?

e Ha possibilidade destes testes apresentarem reacdes cruzadas com outros

patégenos?
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e Qual é a correlagao entre a produgao de anticorpos especificos para SARS-
CoV-2 e a ocorréncia de uma imunidade protetiva de longa duragéo?

e Quanto tempo estd imunidade protetiva dura em pacientes
diagnosticados com a COVID-19? Este tempo varia de acordo com a
gravidade da doenga?

e Os novos testes sorologicos podem servir de base para orientar o

tempo de duracédo da imunidade em individuos vacinados?
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ANEXO 1 -TESTE SOROLOGICO VALIDAGAO UFPR



Teste de ELISA para detecgao de anticorpo
humano COVID-19 IgG

MANUAL DE INSTRUGOES

Material para pesquisa UFPR

Formato de 96 pogos para 44 testes (em duplicatas)
Armazene todos os reagentes a2-8° C

Prazo de validade: 60 dias

Para amostras: Soro ou plasma

APENAS PARA USO EM PESQUISA. NAO UTILIZAR PARA DIAGNOSTICO. POR FAVOR LEIA TODO O
PROCEDIMENTO ANTES DE INICIAR.

USO PRETENDIDO

Este kit utiliza o sistema de ELISA para a detecgio do anticorpo IgG contra proteina N do virus SARS-CoV-2
{COVID-19) em soro ou plasma humano.

PRINCIPIO DO ENSAIO

O anticorpo humano COVID-19 IgG é detectado a partir da placa de ELISA revestida com proteina
Nucleocapsideo do SARS-CoV-2 e outros reagentes. Se a reagao for positiva ird ocorrer desenvolvimento de
coloragao azul, que, apos a adigdo da HCI, se torna amarela. A intensidade da cor é proporcional a quantidade
de anticorpo COVID-19 IgG, quando o valor da absorbéncia & maior que o valor de corte, o resultado &
considerado positivo. O teste & indicado para detectar infecgdes prévias por SARS-CoV-2. Melhores
resultados sdo esperados se o soro for coletado 20 dias apos inicio de sintomas.

MATERIAIS FORNECIDOS

- placa de 96 pogos sensibilizada com proteina Nucleocapsideo SARS-CoV-2;
- Leite um pd desnatado;

- TBST 10X

- Anti human lgG HPR

- Controle positivo (HC0S3)

- Controle negativo

- Solugdo de TMB

- Solugio de HCI

MATERIAIS E EQUIPAMENTOS NECESSARIOS, NAO FORNECIDOS

1) Pipetadores de precisdo e ponteiras descartaveis para formecer 2-1000 pl.
2) Desejavel pipetadores multicanal de 12 ou 8 canais e suporte para solugdo
3) Agua ultrapura.

4) Tubos para preparar as diluicGes da amostra.

5) Papel absorvente.

6) Leitor de microplacas capaz de medir a absorbancia a 450 nm.

7) Crondmetro.

ANTES DE COMEGAR PREPARE AS SEGUINTES SOLUGOES
- Dilua TBST 10X para 1X. Misture bem e guarde solugdo A 1X a 2-8 °C por até 10 dias.

- Solugdo TBST 1X + leite. Misture 50 mL de TBST 1 X com 0.5 g de Leite em pd. Misture
vigorosamente até homogeneizagio completa. A solugdo TBST 1X + leite pode ser armazenada
entre 2-8° C por até 7 dias.

Laboratdrio de Microbiologia Molecular — UFPR LITORAL - Prof. Luciano Huergo -
luciano.huergo@gmail.com — (41) 9 9676-5856

Pagina 1 de 4

51



Teste de ELISA para detecgao de anticorpo
humano COVID-19 IgG

DILUICAO DE AMOSTRAS E CONTROLES

Diluigao do soro e controles. Em tubos novos de 2 mL adicione 2 mL de solugdo TBST 1X + leite. Adicione

2 pL de soro e misture bem. O mesmo procedimento deve ser realizado para o controle positivo e controle

negativo.

PROCEDIMENTO DO ENSAIO

1)

2)

3)

4)

5)

B)

7

8)

Adicione 100 pL de TBST 1X + leite aos pogos A1 e B1 (este serd controle sem soro);

Adicione 100 yL de controle negativo diluido aos pogos A2 e B2 (este sera controle soro negativo);
Adicione 100 uL de controle positivo diluido aos pogos A3 e B3 (este sera controle soro positivo);
Adicione 100 pL de amostras diluidas aos outros pogos em duplicata (i.e amostra 1; A4 e B4)

Tampe a placa e incube a placa por 1 hora em temperatura ambiente;

Este sisterna estd adaptado para lavagern Manual das placas. Remova a mistura de incubagao
invertendo o contelddo da placa em um recipiente de residuos adequado. Com a placa invertida
remova completamente o liquido batendo com a placa em papel absorvente até remo¢ao total e

completa do liquido. A remogdo completa do liguido em cada efapa & essencial para um bom
desempenho;

Preencha cada pogo com 200 pL de TBST 1x. Agite levemente a placa e remova completamente o
liquido invertendo a placa e batendo contra papel absorvente. Este processo deve ser repetido ao
total de 3 vezes;

Preparar no momento do uso 12 mbL de anti human lgG HPR diluido 1/3000. Adicione 100 pL do
secunddrio diluido a cada pogo. Misture bem. Cubra e incube a placa por 1 hora em temperatura
ambiente;

Lave a placa de 3x vezes com 200 yL de TBST 1x como descrito no item 3;

Adicione 100 pL de TMB a cada pogo. Inicie o cronbmetro para garantir que todas as amostras
tenham o mesmo tempo de incubacdo final ao adicionar HCIL Incubar em temperatura ambiente por
10 min. Misture ocasionalmente com leve agitagdo da placa;

Adicione 100 pL de HCI a cada pogo.

Determine a absorbancia a 450 nm usando um leitor de microplacas.

Notas importantes

Todos os controles e amostras séo executados em duplicata. Controles e amostras devem ser testados ao
mesmo tempo. Agite levemente a placa apds adicionar cada solugéo;
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Teste de ELISA para deteccao de anticorpo
humano COVID-19 IgG

Ao pipetar reagentes, mantenha uma ordem consistente de adicao de pogo para pogo. I1sso garante que os
termpos de incubagdo sejam iguais para todos 0s pogos;

Leia a absorbancia imediatamente apds adicionar a solugdo de parada;

A lavagem incompleta afetara o resultado do teste. Todo o liquido de lavagem residual deve ser drenado dos
pogos de maneira eficiente, seguida de batida forgada da placa em papel absorvente. Nunca insira papel
absorvente diretamente nos pogos;

A start solution é sensivel a luz, evite a exposicdo prolongada a luz. Evite contato com suporte metalico dos
pipetadores pois isto degrada a solugdo. A solugdo ndo deve ser usada caso apresente qualquer tonalidade
de cor.

INTERPRETAGAO DOS RESULTADOS

Para que o ensaio seja valido, as seguintes especificagdes devemn ser atendidas:

1) Os pogos A1 e B1 sem soro ndo devemn desenvolver cor (Absorbancia menor que 0,1);

2} A média obtida da Absorbancia do controle positivo (A2 e B2) deve ser maior que 1,8 & o coeficiente
de variagdo (CV9%) das duplicatas menor que 10%;

3) O controle negativo deve ter absorbancia média inferior a 13% do valor do contrale positiva;

4) O CV das duplicatas com Absorbancia <€ 0,5 ndo deve ser superior a 20%;

5) O CV das duplicatas com Absorbancia z 0,5 ndo deve ser superior a 15%.

6) Multiplique o resultado da absorbancia média obtida com o controle positivo (Pogos A3 e B3) por 0,13
para determinar o valor de corte do ensaio. Exemplo: absorbéncia do controle positivo = 2,2, O valor

de corte sera = 2.2 x 0,13 = 0,286,

Amostras com valores médios de Absorbéncia maiores que o valor de corte (no exemplo acima, 0,286) séo
consideradas POSITIVAS para IgG.

A intensidade da absorbancia & proporcional a quantidade de 1gG reativo para proteina N do SARS-CoV-2 na
amostra.

NOTAS DE SEGURANGA
- Este kit contém solugdes irritantes e corrosivas. Evite contato com a pele e os olhos. Em caso de
contato, lave a area com agua em abundéncia. Em caso de ingesto e inalagdo acidental, procure
atendimento médico imediatamente;
- Use luvas, roupas e protegao facial durante a manipulagao;
- Deve-se tomar cuidado ao manipular amostras bioldgicas, seguindo as regras de biosseguranca;

- Evite a geragdo de aerossois;

- Os residuos devemn ser descartados de acordo com os regulamentos federais, estaduais e locais de
controle ambiental.
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humano COVID-19 IgG

Modelo de placa

Teste de ELISA para detecgao de anticorpo

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M 12 k
A A
B B |
c c
D D
E E
F F
G G
H H [
12 3 _4 5 6 7 8 9 P #___)

EXCLUSIVO PARA USO EM PESQUISA. NAO AUTORIZADO PARA USO EM PROCEDIMENTOS

Fonte:

DIAGNOSTICOS
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ANEXO 2 -TESTE SOROLOGICO COMERCIAL

allserumea

Instrucoes de Uso

Teste ELISA para determinacao qualitativa de anticorpos IgG anti-coronavirus
SARS-CoV-2, causador da COVID-19, em amostras de soro e plasma humano

W2 MBIOLOG

DIAGNOSTICOS
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O kit Aliserum COVID19 IgG € um sistema para determinacao qualitativa de anticorpos da classe |gG contra o
coronavirus SARS-CoV-2 em amostras de soro e plasma humano.

Somente para uso diagndstico in vitro por profissionais habilitados da drea médica e com especializacio em
andlises clinicas.

SIGNIFICADO CLINICO

Em dezembro de 2019, a cidade de Wuhan, capital da provincia de Hubei na China, tornou- se o epicentro do
surto de uma pneumonia de causa desconhecida. No inicio de janeiro de 2020, prdximo ao dia 07, cientistas
chineses isolaram o novo coronavirus SARS-CoV-2 de pacientes infectados com a pneumonia severa, posterior-
mente denominada de COVID-19.

O ensaio para pesquisa do RNA viral, RT-PCR, possui valor diagnéstico durante o periodo inicial da infeccéo e é
considerado o padrdo ouro, para identificacdo do virus SARS-Cov-2. O ensaio para pesquisa de anticorpos, como
os de ELISA, é eficaz para identificacao de individuos que tiveram exposicao passada ao virus, uma vez que anti-
corpos comecam a ser produzidos entre 5-7 dias apos o inicio dos sintomas. A pesquisa de anticorpos é ainda
uma importante ferramenta em estudos de soroprevaléncia, pois possibilita a identificacdo de individuos assin-
tomaticos ou oligossintomaticos, que foram expostos ao virus.
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Perfil de produgao de anticorpos IgG e |gM versus tempo da infeccdo em pacientes acometidos
com COVID-19. Dados de referéncia para ensaio de quimiciluminescéncia.
Padoan et al, Clin Chem Lab, 2020. httpsy//doi.org/101515/cclm-2020-0443

PRINCIPIO DO METODO

Meste método, os pogos da microplaca sdo recobertos proteinas recombinantes do nucleocapsideo do virus
SARS-Cov-2 (fase solida). Na primeira incubacao os anticorpos (IgG, IgA e IlgM) anti-Sars-Cov-2 presente na amos-
tra ligam-se as proteinas recombinantes da fase solida. Apos o processo de lavagem todos os outros componen-
tes da amostra ndo complexados s3o retirados. Em uma segunda incubacdo os anticorpos da classe IgG anti-
SARS-Cov-2 sdo detectados pela adicao de um segundo anticorpo policlonal anti-lgG humano conjugado a en-
zima peroxidase (HRP). Um segundo processo de lavagem retira os componentes ndo fixados. A enzima captu-
rada na fase solida agindo no substrato, gera um composto de coloracdo azul proporcional a quantidade de
anticorpos anti-lgG presentes na amostra. A reacdo & interrompida pela adicdo de uma solucdo acida, alterando
a coloracao da reacao para amarela, cuja absorbancia é lida a 450/620 nm.
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ARMAZENAMENTO, TRANSPORTE E VALIDADE

v

A data de validade esta impressa no rdtule de cada reagente, porém, a validade do produto acabado
e de 6 (Seis) meses, conforme Resolucao RDC N° 348 de 17/03/2020.

Nao usar reagentes cuja data de validade tenha expirado.

Todos os componentes devem ser mantidos sob refrigeracac entre 2 a 8°C, mesmo apds sua abertura
e utilizagao.

Os reagentes poderdo ser transportados por até 72 horas entre 15-25°C, sem que isso afete a qualidade
dos mesmos.

Manter o kit ao abrigo da luz e da umidade.

Os reagentes devem permanecer fora do refrigerador somente o tempo necessario para as dosagens.
Nao congelar os reagentes.

Os reagentes em uso, quando respeitado o armazenamento correto, sao estaveis até a data de vali-
dade informada nos rotulos.

Atengdo: produto de uso Unico, ndo sendo passivel de reutilizagao.

COMPOSICAO E APRESENTACOES
APRESENTACOES
COMPONENTES COMPOSICAD %T 1927

Microplaca com 12 tiras com 8 pocinhos reco-
bertos com antigeno recombinante do corona-

MICROPLACA MP| virus SARS-COV-2. 1x96 Cav. | 2x96 Cav.
Pronta para uso,
Anticorpo policlonal de cabra anti-lgG humana

CONJUGADO Q conjugado com enzima peroxidase (HRF). 1x15 mL 2x15 mL

Pronto para uso.

DILUENTE DE AMOSTRA [Ba] | S°lusdo proteicatamponada com consenvantes. | 4,750 1y | 25100 mL
Pronto para uso.
Soro humano contendo anticorpos IgG especifi-

CONTROLE PDSITWO@ cos para coronavirus SARS-COV-2, diluido em 1x1.2 mL 192 AL

solugdo tampdo com conservantes,
Pronto para uso.

CONTROLE NEG nTIVOE cos para coronavirus SARS-COV-2, diluido em

Soro humano isento de anticorpos IgG especifi-

solugdo tampdo com conservantes, 1x1,2 mL Ixl,2mL

Pronto para uso.

SOLUCAO DE Solugdo tampdo com detergente e conservan-
LAVAGEM 20X [si] tes. Concentrada 20X.

1x60 mL 1x150 mL

— ; : .
SUBSTRATO ﬁ EI\ gdo tampdo contendo perdxido de hidrogénio 1x15 mL 1x30 mL

~M/_ | 3355 tetra-metil-benzidina (TMB) em solu-

H:02. Pronto para uso.

SOLUCAO DE £ 3. | Solugao de (H:504).
PARADA [SP) ‘v Pronta para uso.

Ix15 mL 1x30 mL

MATERIAIS AUXILIARES

Manual de Instrugdes 1Un. 1Un,

Folhas Adesivas 2Un, 4 Un,

Bti'.l glna
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PRECAUCOES E CUIDADOS ESPECIAIS

1. Nao pipetar reagentes com a boca. Utilizar sempre pipetas automaticas ou dispositivos de
sucgao de reagentes;

2. Nao misturar ou trocar lotes de reagentes diferentes;

3. Os controles contendo componentes de natureza humana foram testados e determinados
como nao-reativos para HBsAg, HCV e HIV. Apesar disso, nao ha nenhum ensaio laboratorial
que possa oferecer completa confiabilidade de auséncia de agentes infecciosos. Portanto,
manipular os controles como sendo potencialmente infecciosos;

4. Astiras da microplaca ndo utilizadas devem ser protegidas da umidade e mantidas na bolsa
plastica fornecida com o kit;

5. Evitar contaminacao microbiana dos reagentes e nao utilizar reagentes que tenham sinais de
contaminacao ou precipitacao;

6. Caso haja contato com quaisquer reagentes lavar a area afetada com agua em abundancia.
Em caso de ingestao de reagentes ou contato com os olhos e/ou mucosas, procurar auxilio
médico imediato levando esta instrucao de uso;

7. Utilizar equipamentos de protecao individual, segundo normas de biosseguranca;

8. Adagua(destilada ou deionizada) utilizada na limpeza do material ou nos procedimentos deve
ser recente e isenta de agentes contaminantes;

9. Certificar-se das condices adequadas de funcionamento dos equipamentos de analise;

10. O descarte do material utilizado deve ser feito segundo os critérios de biosseguranca;

11. Lavar as maos apos trabalhar com material potencialmente infeccioso;

12. Utilizar sempre as tampas e frascos enviados com o kit para armazenamento dos reagentes.
Nao intercambiar as tampas dos reagentes;

13. A data de validade esta descrita no rotulo dos reagentes. Nao utilizar produtos apos a data
de validade;

14. Armazenar o produto conforme especificacdes do rétulo. O armazenamento inadequado po-
dera afetar a qualidade do produto;

15. Manter as boas praticas laboratoriais a fim de minimizar os erros pré-analiticos, analiticos e

pos-analiticos.

LIMITAGOES DO ENSAIO E RISCOS RESIDUAIS

- Um resultado negativo ndo exclui a presenca do virus, Outros metodos e técnicas devem ser
realizados para confirmacao do resultada.

- Toda técnica ELISA pode apresentar resultados falsamente reativos.

- Utilizar amostras controle e/ou controles internos rotineiramente.

- Os resultados positivos devem ser confirmados por outras técnicas.

INSUMOS E EQUIPAMENTOS NECESSARIOS NAD FORNECIDOS

CRALNYSNK

Agua destilada ou deionizada;

Leitora de ELISA com filtro para 450/620 nm;
Lavadora de placas (Opcional);

Crondmetro;

Pipetas manuais ou automaticas;

Ponteiras descartaveis;

Estufa 37°C

Vidrarias.

58



AMOSTRA BIOLOGICA

¥ Soro

v

Plasma (EDTA / Heparina / Citrato / Fluoreto)

PROCEDIMENTO PARA COLETA
»& Utilizar EPIs como mascara N95, ou equivalente, e dculos de protecao para coleta de amostras

1
2
3.
4.

Realizar a coleta por técnicas de flebotomia conhecidas;

Centrifugar a amostra e separar o soro/plasma;

Armazenar a amostra por até 7 dias entre 2-8 °C ou por seis meses congeladas.
Evitar congelar e descongelar as amostras repetidamente.

Importante: Nao utilizar amostras lipémicas, ictéricas ou altamente hemolisadas. Tais amostras po-
dem apresentar resultados falsos. Também, ndo inativar as amostras com calor pois pode deteriorar
a molécula alvo da reagao.

PREPARO DOS REAGENTES E PROCEDIMENTO PRE-OPERACIONAIS

v

Antes da realizacdo do teste, estabilizar todos os reagentes e amostras a temperatura ambi-
ente (15 a 30°C) e homogeneiza-los suavemente.

Diluicdo das Amostras

v

Diluir cada amostra de soro/plasma a ser testada com o diluente da amostra, na proporgao de
1:101 (exemplo: 10 uL de amostra + 1 mL de diluente). Homogeneizar a diluigdo sem provocar
a formacao de espuma.

Os controles positivo e negativo sao prontos para uso.

Montar o protocolo de identificagdo e orientagao de aplicagdo das amostras e dos padrdes na
placa onde sera realizada a analise.

Testar obrigatoriamente o controle negativo em duplicata. Preferencialmente, testar o con-
trole positivo e amostras em duplicata.

Deixar que a placa atinja a temperatura ambiente antes de abrir a sua embalagem. Separar
somente as tiras necessarias para a realizacao do teste, mantendo as restantes na embalagem
plastica com dessecante. Retirar o ar da embalagem e fecha-la hermeticamente.

Solucdo de lavagem E

v

A solucao de lavagem é fornecida concentrada 20X. Para o preparo da solugao de lavagem de
uso diluir uma (1) parte da solugdo de lavagem concentrada [20X] para dezenove (19) partes
de dgua deionizada ou destilada (1:20). A solugdo apds preparada devera ser estocada em
frasco limpo e seco devidamente tampado. Cristais na solugdo concentrada desaparecerdo
apos aquecimento em banho-maria a 37°C. Estavel por trinta dias se armazenada entre 2 e 8°C.
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Sugestao de esquema de placa

Sugerimos a orientagdo ao Reagente Posicdo

lado para dispensar controles Branco Al

e amostras, reservando um —

poco para o branco: Controle Positivo _ Bl
Controle Negativo _ C1, D

Amastras El em diante
PROCEDIMENTO

Conforme protocolo de aplicacdo das amostras, dispensar 100 ul de controle positivo e

PASSO 1 negativo (sempre em duplicata) e de cada amostra diluida (preferencialmente em dupli-
cata) nos respectivos pocinhos das tiras. Deixar o pocinho Al vazio para o branco.
Atengdo: cobrir a placa com folha adesiva e incuba-la por 40 minutos a 37°C;

Lavar cada cavidade da microplaca (5 vezes cada cavidade) com 300 pL da Solugdo de
Lavagem @ diluida (vide preparo dos reagentes). Esta etapa deve ser realizada adequa-

PASSD 2 damente para garantir resultados confidveis e precisos. No caso de lavagem manual da
microplaca, remover o fluido restante batendo vigorosamente a placa invertida sobre fo-
lhas de papel absorvente;

PASSO 3 Dispensar 100 uL do conjugado em cada pocinho, exceto no pocinho do branco.
Atenclio: cobrir a placa com folha adesiva e incuba-la por 40 minutos a 37°C;

PASSO 4 Repetir o processo de lavagem como descrito no item 2. Remover o fluido restante ba-
tendo vigorosamente a placa invertida sobre folhas de papel absorvente.

Dispensar 100 ul de substrato em fodos os pocinhos, inclusive no pogo Al do branco. Cobrir
PASSO 5 novamente e incubar por gxatamente 10 minutos a temperatura ambiente (20 a 25°C), ag

abrigodaluz

Adicionar 100 pl da solugao de parada em todos os pocinhos para interromper a reagao.
PASSO & Qualquer cor azul desenvolvida durante a incubagao se tornara amarela,
Amostras altamente positivas podem causar precipitagdes escuras,

Ler a Absorbancia a 450/620 nm com o leitor de ELISA, dentro de 10 minutos. Usar o pocinho
PASSO 7 Al como “branco” para zerar o aparelho ou, quando isso nao for possivel, descontar o valor
do "branco” de todos os valores mensurados.

VALIDAGCAO DO ENSAIO

Os resultados de um ensaio serdo considerados validos quando:
v Branco: <0, 100
¥ Controle Negativo: < 0,300 (ap6s descontar o branco)
¥ Controle Positivo: Apds descontar a absorbéancia do branco = 0,800 D.O.

6|Pagina
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INTERPRETAGAO DOS RESULTADOS

Quando nao for possivel zerar o aparelho, descontar o valor da Absorbancia do “branco” (A1), das demais Absor-
bancias obtidas.
Considerar cada placa individualmente para o calculo dos resultados.

» Valor médio de Absorbancia do Controle Negativo [VMCN]
Calcular o valor médio das Absorbancias do controle negativo:

Formula Exemplo
74
VMEN = (Abs1 -;ABSZ) VMCN = (0,0 ;D.D?Z] = 0,073
» Valor do "Cut-Off" [CO)
Adicionar 0,250 ao VMCN
Formula Exemplo
CO =VMCN + 0,250 €O =0,073 + 0,250 = 0,323

» index de cada amostra
» Dividir o valor da Absorbancia de cada amostra pelo valor do CO:

Formula Exemplo
Index = w ndex = gj% = 2,57
Observado index Interpretacio
Ao | | s
o s | 11| mortaoo
o e | o | o
CARACTERISTICAS DO SISTEMA

Sensibilidade e Especificidade

O ensaio de ELISA ALLSERUM COVID19 1gG da MBiolog foi comparado com amastras clinicas de pacientes pro-
venientes do surto de coronavirus no Brasil. As amostras positivas sao de pacientes internados com insuficiéncia
respiratoria aguda e que foram determinadas como positivas para a doenga infecciosa COVID-19 pelo método
de PCR em tempo real. As amostras negativas sao soros e plasmas provenientes de pessoas saudaveis do banco
de amostras da MBiolog armazenadas e coletadas anteriormente ao surto de COVID-19. Os resultados apresen-
tados na Tabela abaixo, indicam o grau de concordancia entre a clinica do paciente e o referido produto.

PCR tampo Real/Painel Intarno

DETECTAVEL NAC DETECTAVEL TOTAL
Allsearum COVID19 + IgG 38 0 38
IgG = IgG 4 120 124
Total 42 120 162
Sensibilidade: 42/46 = 91, 3%

Espacificidade:

120/120 = 100%
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Sensibilidade diagnédstica relacionada ao periodo apos o inicio dos sintomas

Dias apos inicio dos Sintomas N Reagente Nac Reagente Sensibilidade
< 10 Dias 8 5 3 13%
> 10 Dias 34 33 1 9%
Allserum EIA COVID19 IgG
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TERMO DE GARANTIA

A gualidade dos reagentes e assegurada até a data de validade mencionada na embalagem de apresentacao,
desde que armazenados e transportados nas condicdes adequadas.

SIMBOLOGIA UTILIZADA
(ﬁ\ RISCO BIOLOGICO

A REAGENTE CORROSIVO
(Manipular com precaucao)

L p
—®Z_  REAGENTE FOTOSSENSIVEL
4{\ (Manter ao abrigo da luz)
LIMITE DE TEMPERATURA.
(conservar a)

O CONTEUDO E SUFICIENTE
PARA <N> TESTES

MBIOLOG

Revisdo: 02 —06/2020

LOT| NUMERO DO LOTE

IVD PRODUTO PARA DIAGNOSTICO
IN VITRO

DATA DE VALIDADE
{Gltimo dia do més)

CONSULTAR
INSTRUCOES DE USO
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-
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Rua Gama, 337 | Vila Paris | Contagem /MG | CEP: 32372-120
CNPI: 03.590.360/0001-89

Tel.: (31) 3507.0707 | (31)3507.0700

mbiolog @mbiclog.com.br | www.mblolog.com. br

Farm. Resp.: Fabricio Galvdo de Brito - CRF-MG: 8587
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