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RESUMO

A COVID-19 foi declarada, pela Organizagao Mundial de Satide, como pandemia no dia 11 de
marco de 2020. Foram aplicadas medidas de quarentena e isolamento, na tentativa de limitar
a disseminacao do virus, sendo que a identificagao precoce dos casos e respetivo diagnéstico
laboratorial assumiram uma importancia fulcral.

Este artigo aborda os principais métodos na dete¢cao de SARS-CoV-2 em amostras bioldgicas:
testes de biologia molecular, testes de detec¢ao de antigénio e testes seroldgicos.
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ABSTRACT
COVID-19 was declared by the World Health Organization as a pandemic on March 11, 2020.
Quarantine and isolation measures were applied in an attempt to limit the spread of the virus,
with the early identification of cases and the respective diagnosis laboratory tests assumed a
central importance.
This article discusses the main methods for the detection of SARS-CoV-2 in biological sam-
ples: molecular biology tests, antigen detection tests and serological tests.
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INTRODUCAO

SARS-CoV-2 (novo Coronavirus), é o
agente etiolégico da doenga Covid-19,
que teve inicio no final de 2019 em Wu-
han, na China, e se propagou por todo o
mundo, tendo sido declarada como pan-
demia no dia 11 de marco de 2020".

Os Coronavirus siao virus RNA, cau-
sadores de infecdes respiratérias, gas-
trointestinais, hepaticas e neurolégicas
em animais. Todos os coronavirus par-
tilham semelhancas em termos de orga-
nizagao e expressao do seu genoma, que
codifica 16 proteinas nao estruturais e
4 proteinas estruturais: glicoproteina
“spike” de superficie (S), glicoproteina
de envelope (E), proteina de membra-
na (M), e proteina de nucleocapsideo
(N). Os virus desta familia sao de ori-
gem zoondtica. Sete coronavirus sao
conhecidos como patégenos humanos.
Destes, trés causam infe¢des respi-
ratérias por vezes graves nos humanos
e responsaveis por grandes surtos de
pneumonia no século XXI: SARS-CoV-2,
MERS-CoV e SARS-CoV>.

Os sintomas mais frequentes associa-
dos a infecao pela COVID-19 sao: febre,
tosse e dificuldade respiratéria. Even-
tualmente pode surgir dor de garganta,
corrimento nasal, dores de cabeca e/ou
musculares e cansago. Os casos mais
graves sdo caracterizados por pneumo-
nia grave com insuficiéncia respiratéria
aguda, faléncia renal e de outros 6rgaos,
e eventual morte. Estes ocorrem pre-
dominantemente em adultos com idade
avancada ou comorbilidades médicas
subjacentes como hipertensao, diabetes
mellitus e doenca cardiovascular®.

O SARS-CoV-2 ¢ transmitido de pessoa
para pessoa principalmente por goticu-
las respiratérias, mas também é equa-
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cionada a transmissdao indireta através
das superficies contaminadas.
Atualmente, estima-se que o periodo de
incubagao da doenca (tempo decorrido
desde a exposi¢ao ao virus até ao apare-
cimento de sintomas) seja entre 2 e 14
dias, com a maioria dos casos a mostrar
sintomas aproximadamente 4 a 5 dias
apds a exposicao.

Medidas de quarentena e isolamento
foram aplicadas, na tentativa de limitar
a dissemina¢ao do virus, sendo que a
identificacdo precoce dos casos e respe-
tivo diagnéstico laboratorial sao de im-
portancia fulcral®.

CLASSIFICACAO

Os testes Laboratoriais para dete¢do de
SARS-CoV-2 podem ser classificados
como:

* Testes de biologia molecular: rRT-
PCR, que detetam RNA viral;

e Testes de antigénio que detetam
proteinas, tais como proteinas da super-
ficie do virus;

» Testes seroldgicos que detetam an-
ticorpos (IgA, IgG, IgM) produzidos
como resposta do organismo a infecao
pelo virus.

Estes testes apresentam indicagdes e uti-
lizagcoes clinicas diferentes, sendo que o
diagnéstico de novos casos de infecao
por SARS-Cov-2 deve ser realizado por
biologia molecular (rRT-PCR). Os resul-
tados de todos os testes s30, no entanto,
importantes, na implementa¢ao de me-
didas de contencao e decisoes relativas a
satide publica’.

Testes de Biologia Molecular

O teste mais usado para o diagndsti-
co de Covid-19 tem sido o RT PCR em
tempo real, que se trata de uma trans-
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cricao reversa (utilizando uma enzima,
a transcriptase reversa para transformar
RNA do virus em DNA complementar),
seguida de reacdo em cadeia da polime-
rase.

O primeiro passo, como em todas as
determinacOes laboratoriais, sera a co-
lheita de produtos bioldgicos. Esta deve
ser efetuada por profissionais devida-
mente habilitados para a realizagdo da
colheita, conservacio e seu acondiciona-
mento. Os profissionais de saide devem
cumprir as regras de prevencao e con-
trolo de infecao aplicaveis, assim como
a correta utilizacdo de EPI®.

Para o diagndstico laboratorial de Sars-
CoV-2, estd indicada a colheita de pro-
dutos biolégicos do trato respiratdrio
superior e/ou inferior, de acordo com o
contexto clinico.

A amostra colhida com mais frequéncia é
o exsudado da nasofaringe e orofaringe,
colhidos em zaragatoas e colocadas num
mesmo meio de transporte para virus’.
O CDC ressalva, que apenas se devem
usar zaragatoas de fibra sintética com
haste de plastico, como as zaragatoas de
dracon ou floculadas. Nao devem ser u-
sadas zaragatoas de alginato de calcio ou
zaragatoas com haste de madeira, pois
podem conter substancias que inativam
alguns virus®.

Apébs a desinfecdo exterior dos tubos
e recipientes no local da colheita, as
amostras sao enviadas em ambiente re-
frigerado ao laboratério, utilizando um
sistema de embalagem tripla®.
Chegados ao laboratério, o tratamento
destes produtos biolégicos e inativagao
do RNA viral deve ser realizado em
camara de fluxo laminar Classe II, se-
gundo norma da DGS7.

A extracao do RNA viral pode ser rea-
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lizada de forma automatizada ou ma-
nual, existindo para o efeito varios kits
comerciais disponiveis. Trata-se de um
processo que visa separar o RNA de
todos os outros elementos da amostra:
células, proteinas, enzimas, etc. Se-
gue-se entdo, a amplificacao dos 4cidos
nucleicos, com a reacao em cadeia da
polimerase em tempo real, precedida
de transcri¢do reversa. Neste processo,
e descrito de uma forma simplista, sao
utilizados “primers”, que foram projeta-
dos para encontrar e se ligar a segmen-
tos especificos do genoma viral, medi-
ante ciclos coordenados de temperatura.
Desta forma reconhecem e amplificam
apenas material genético do virus. E
obtido um valor de Ct, que é o numero
de ciclos de replicagao necessarios para
produzir um sinal fluorescente, com va-
lores mais baixos de Ct representando
maior carga de RNA viral.

Os testes de rRT-PCR para a detecao de
SARS-CoV-2, podem incluir como alvo
os genes que codificam para a nucleo-
proteina (N), o invélucro (E), a espicula
(S) ou a RNA dependente RNA polime-
rase (RARP)®.

Como em todas as outras areas do dia-
gnostico laboratorial, devem ser sempre
utilizados controlos internos, para asse-
gurar a qualidade do produto biolégico e
do processo de diagndstico laboratorial.
Um resultado laboratorial dado como
“Detetado” para a pesquisa RNA Coro-
navirus SARS-Cov-2, implica um resul-
tado de rRT-PCR positivo pelo menos
para dois alvos distintos de genoma, dos
quais um especifico para Sars-Cov-2,
que o distinga dos outros Coronavirus,
incluindo o Sars-Cov-11°.

A colheita correta das amostras e a fase
da infecdo s3o factores determinantes



para a dete¢do laboratorial. A excre¢ao
de RNA viral pode ser mais ou menos
prolongada, dependendo da gravidade
da doenca e de factores relacionados
com a pessoa infetada, como factores
genéticos, idade, etc. O mesmo acontece
com a carga viral. A probabilidade de
um teste de biologia molecular, ser posi-
tivo parece decrescer com o nimero de
dias ap6s o inicio dos sintomas''. Como
qualquer outro meio de diagnéstico, os
resultados dos testes laboratoriais de-
vem ser sempre correlacionados com
a histéria clinica e contexto epidemio-
légico, pelo que num doente com um
quadro clinico fortemente suspeito um
teste negativo por si s6, nao deve excluir
a infe¢cao por SARS-Cov-2.

Testes de dete¢ao de antigénio

Os testes de dete¢ao de antigénio tém
uma sensibilidade menor do que os
testes de biologia molecular, particu-
larmente quando a carga viral é mais
baixa. Assim, na fase inicial da infecao,
a detecao da presenca de uma proteina
do Sars-Cov-2 pode ocorrer mais tarde
do que a identifica¢do do RNA viral por
rRT-PCR".

Testes Serologicos

Os testes de dete¢ao de anticorpos Sars-
CoV-2 devem ser utilizados com pre-
caugdo, uma vez que se desconhece a
duragao dos anticorpos desenvolvidos
no decurso da infe¢ao e nio é possivel
inferir sobre a sua qualidade neutrali-
zante e/ou capacidade de induzir imuni-
dade. O perfil de seroconversao, depois
da exposi¢ao ao virus também ainda
permanece em estudo. Sao testes de de-
tecao de resposta imunoldgica e como
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tal ndo estao recomendados para o dia-
gnoéstico de novos casos®.

Virios estudos indicam que a resposta
imunolégica nesta patologia é detetada
a partir da segunda semana de infegao,
ou seja, cerca de 8 a 10 dias apds o apa-
recimento dos sintomas , apesar de ja
terem sido detetados anticorpos em al-
guns casos, mesmo no quinto dia apds o
inicio dos sintomas'?.

A seroconversdo de IgM e IgG parece
ocorrer entre a terceira e a quarta se-
mana de inicio da doenca clinica. Apés
isso, os titulos de IgM diminuem em
comparag¢iao com os titulos de IgG, que
podem persistir algum tempo (além das
sete semanas) ap6s a infe¢ao por Sars-
CoV-2, desconhecendo-se se esses an-
ticorpos conferem imunidade de longa
duracio®.

Estes testes podem ser automatizados,
sendo testes semi-quantitativos ou
qualitativos de detecdao de anticorpos
(por exemplo Elisa ou Quimiolumi-
nescéncia) ou nao automatizados (testes
“rapidos”), que sao testes qualitativos
de dete¢do de anticorpos (por exemplo
Imunocromatografia)'*. Alguns destes
testes ja apresentam elevadas especifi-
cidade e sensibilidade e baixas reaccbes
cruzadas.

Ambos os testes serologicos, utilizam
como amostra, soro, sangue total ou
plasma e podem detectar a presenca de
anticorpos IgA, IgM e IgG para Sars-
Cov-2.

Em suma, os testes serolégicos tém es-
pecial interesse na determinac¢io da se-
roprevaléncia e na realizagiao de estudos
epidemiolégicos. Podem contribuir para
identificar individuos expostos ao virus
e avaliar a extensao da exposi¢ao de uma
populacdo e, assim, ajudar a decidir a
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aplicacao, execugao ou levantamento de
medidas de contencdo®.

CONCLUSAO

Dada a importancia do diagndstico
laboratorial na resposta atempada a
COVID-19 ¢é imperativo sistematizar
os testes disponiveis laboratorialmente
para detecao de SARS-CoV-2, no sen-
tido de clarificar a sua indica¢io e uti-
lizagao clinicas. Os resultados destes
testes laboratoriais devem ser sempre
correlacionados com a histéria clinica e
contexto epidemiolégico. A data, o dia-
gnoéstico de novos casos de infe¢ao por
SARS-COV-2 deve ser realizado por tes-
tes de biologia Molecular, RT-PCR em
tempo real, considerado de referéncia.
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