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Resumo

O virus SARS-CoV-2 é muito infecioso e facilmente
transmissivel. O diagndstico precoce é fundamental
para interromper as cadeias de transmissao.

Objetivo

O objetivo deste trabalho é apresentar diferentes
metodologias de diagndstico:  caracteristicas,
vantagens e limitacoes.

Métodos

Revisdo bibliogrifica de documentos cientificos
publicados em 2019 e 2020 com o tema: Diagnéstico
de infecbes provocadas por SARS-CoV-2, suas
caracteristicas e desempenho.

Resultados e Discussdo

O diagnéstico divide-se em trés dreas distintas: Os
testes moleculares RT-PCR, método de referéncia
que pesquisa RNA viral; Testes de pesquisa de
antigénios rdpidos qualitativos; e os testes de
imunidade. Os testes moleculares s§o mais sensiveis,
mas mais demorados e com procedimentos
complexos. Os testes de antigénio sdo de despiste
rapido mas pouco sensiveis. Enquanto os testes de
imunidade ndo pesquisam o virus e por isso nao
devem ser utilizados como diagndstico, mas sim para
acompanhamento epidemiolégico. O diagndstico
deve resultar de testes laboratoriais associados a
outros exames, radioldgicos por exemplo e também
sintomatologia.

Conclusao

Todas as metodologias apresentam caracteristicas
diferentes. Devem ser utilizadas de acordo com a
situacdo clinica e propriedades dos testes.

Palavras-chave

RNA Viral (D012367); Diagndstico Precoce
(D042241); Testes Laboratoriais (D019411);
Transmissdo de Doenca Infecciosa (D018562); Virus
da SARS (D045473)
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Abstract

The SARS-CoV-2 virus is very infectious and easily
transmitted. Early diagnosis is essential to interrupt
the transmission.

Objective

The objective of this work is present different
diagnostic methodologies: characteristics,
advantages and limitations.

Methods

Bibliographic review of scientific documents
published in 2019 and 2020 with the theme:
Diagnosis of infections caused by SARS-CoV-2, their
characteristics and performance.

Results and Discussion

The diagnosis is divided into three distinct areas:
The molecular tests RT-PCR, a reference method
that searches viral RNA; Qualitative rapid antigen
screening tests; and immunity tests. Molecular tests
are more sensitive, but take longer and with complex
procedures. Antigen tests are screening with low
sensitive. While immunity tests do not search for the
virus and therefore should not be used as a diagnosis,
but for epidemiological monitoring. The diagnosis
must result from laboratory tests associated with
other exams, radiological for example and also
symptomatology.

Conclusion

All methodologies have different characteristics.
They must be used according to the clinical situation
and properties of the tests.

Keywords
Viral RNA (D012367); Early Diagnosis (D042241);
SARS-CoV-2 (D000086402); Laboratories (DO07753);
Epidemiological Monitoring (D062665); SARS Virus
(D045473)



Introducao

Em dezembro de 2019, na cidade chinesa de Wuhan
foi identificado um surto de pneumonia associada
a um virus desconhecido até entdo (Xavier et al.,
2020). Foi descrito como sendo um Coronavirus,
do género Betacoronavirus, da familia Coronaviridae
com origem zoondtica. Tem 60-130nm de didametro,
genoma de 30 Kb de 4cido ribonucleico (RNA) de fita
simples com sentido positivo (um dos maiores entre
os virus de RNA) e foi denominado por sindrome
respiratéria aguda grave - Coronavirus 2 (SARS-
CoV-2). A membrana viral do SARS-CoV-2 contém:
espiculas (S), proteinas de membrana (M) e envelope
(E). A nucleocdpside (N) tem forma helicoidal e
funcdo de proteger o genoma (Figura 1) (Tripathi, at
al., 2020; Chauhan et al., 2020).

A Sindrome Respiratéria Aguda Grave provocado
pelo SARS-CoV-2 tornou-se um problema de salde
pUblica mundial. Em fevereiro de 2020 a Organizacdo
Mundial de Salde (OMS) anunciou a COVID-19 como
a doenca provocada pelo novo Coronavirus, SARS-
CoV-2, e apenas um més depois declarou estado de
pandemia associado a esta patologia.

Envelope, é uma bi-camada lipidica com
fun¢do de evitar o sistema imunolégico
do hospedeiro.

Contém proteina E, que esta envolvida em
aspetos criticos do ciclo viral e é utilizada

no diagnostico.
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Proteina de membrana (M),
importante durante o processo
libertacdo do virus.
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Os sintomas mais frequentes sdo: febre, tosse,
anosmia e hiposmia, alteracdes gastrointestinais
e em casos mais graves, infecdoes respiratorias
e pneumonias com necessidade de ventilacdo
artificial, faléncia multiorganica e eventual morte. A
sintomatologia agrava-se quando associada a outras
comorbilidades e hd grande nimero de infetados
assintomaticos (Zhao et al., 2020).

O SAR-CoV-2 é transmitido por contacto com
goticulas respiratérias e objetos contaminados. O
periodo de incubacdo da doenca varia entre 2 a 10
dias, com tendéncia a agravar-se entre o 4 e 5 dias
apo6s exposicdo (Laureano & Riboldi, 2020).

A OMS contabilizou até dia 9 de fevereiro de 2021,
106 125 682 casos confirmados de COVID-19 e 2 320
497 mortes. Em Portugal os nimeros também sdo
avultados, até ao mesmo dia foram contabilizados
segundo a Direcdo Geral de Saude (DGS) 770 502
casos confirmados de COVID-19 e 14 557 pessoas
perderam a vida.

Alguns paises decretaram periodos de quarentena e
medidas de incentivo ao isolamento na tentativa de
minimizar os contdgios, mas com perdas avultadas a
nivel econémico e social.

e A glicoproteina spike (S),
medeia a entrada viral
usando ACE2. Composta
por 2 subunidades, S1
que se ligam ao recetor
da célula hospedeira e S2
responsavel pela fusdo
das membranas celular

e viral.
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asintese de RNA.

Genoma de RNA com
sentido positivo, com
aproximadamente 30Kb.
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Figura 1 -Diagrama representativo da estrutura do virus SARS-CoV-2.

Fonte: Imagem adaptada de Tripathi, et al.,(2020).
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O diagnéstico laboratorial precoce é fundamental
para identificar infetados e minimizar as cadeias
de transmissdo. O objetivo deste trabalho é
apresentar diferentes metodologias de diagndstico:
caracteristicas, vantagens e limitacoes.

Material e Métodos

Este artigo é uma revisdo bibliografica de
documentos cientificos publicados em 2019 e 2020
com o tema: Diagnéstico de infecdes provocadas
por SARS-CoV-2, suas caracteristicas e desempenho.
Consideraram-se também as orientacoes da OMS e
da DGS.

Resultados

De uma forma geral, os testes de diagnéstico
SARS-CoV-2 dividem-se em trés grupos: (A) os
testes moleculares, onde se pesquisam sequéncias
do genoma viral, ou seja RNA do virus; (B) testes
sorolégicos, onde se pesquisa a presenca de
anticorpos formados pelo sistema imunitario do
hospedeiro contra o virus; (C) testes de detecdo de
antigénios virais, onde se pesquisa a presenca de
proteinas virais (Islam & Igbal, 2020).

(3) Detecdo de acidos nucleicos (RNA) de
SARS-CoV-2, através de teste molecular de
amplificacdo de acidos nucleicos (TAAN) em
amostra  respiratoria

A primeira abordagem de diagnéstico, e por se tratar
de um virus desconhecido até entdo, teve como base
o genoma que foi sequenciado e publicado apds o
inicio do surto em Wuhan (GenBank: MN908947.3).
Foi usado para desenhar primers e sondas
especificas para determinados genes, como ORF
13, ORF 1b, RdRp (gene da RNA polimerase), E e N,
representados na Figura 2 e utilizados em técnicas
de biologia molecular como RT PCR (Ahn et al., 2020;
Tripathi et al., 2020).

ai i

1

Esta metodologia amplifica apenas material genético
do virus, aumentando a especificidade. Obtém-se
um valor de Ct, que representa o nimero de ciclos
de replicacdo necessédrios para produzir um sinal
fluorescente mensuravel. Valores mais baixos de Ct
representam maior carga de RNA (Figura 3). Como
em todas as outras areas do diagndstico laboratorial,
devem ser sempre utilizados controlos internos,
para assegurar a qualidade do produto bioldgico e
do processo de diagnéstico laboratorial (Hong et al.,
2020). Um resultado laboratorial “Detetado” implica
um resultado de Reacdo em cadeia da Polimerase
em tempo real, precedida de transcricdo reversa (RT-
PCR) positivo para dois genes distintos em que um
deles é um gene especifico SARS-CoV-2, (Figura 3) e
que o distingue por exemplo de outros Coronavirus,
incluindo o Sars-Cov-1 (Tahamtan & Ardebili, 2020;
Bustin & Nolan, 2020).

3 26245 26523 27202 27384 27894 28274 29558
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Figura 2 - Representacdo dos genes utilizados para
detetar a presenca de SARS-CoV-2 em RT-PCR. Fonte:
Modificado de Ahn et al., (2020).
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Figura 3 - Esquema representativo de uma reacdo RT-
PCR. A) Transcricdo para cDNA; B) Fase de desnaturacao,
as amostras sdo aquecidas a 95°C o que desnatura
o RNA, mas deixa o cDNA intacto; C) Annealing, a
temperatura é reduzida para cerca de 60°C, permite
que os primers especificos e a sonda se liguem; D)
Amplificacdo, a polimerase estende cDNA, a partir de
apenas um primer, isso separa o fluoréforo e o supressor
e resulta na emissdo de luz. Curva azul: detecdo do gene
N; Curva verde: detecdo do gene ORF1a; Curva laranja:
detecdo do gene E (SARS-CoV-2). Curva roxa: detecao do
gene humano RNAse (controlo interno). Fonte: Imagem
adaptada de Bustin & Nolan, (2020).

A OMS recomenda a pesquisa de RNA em pacientes
suspeitos de infecdo em amostras de origem
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respiratéria, orofaringea, nasofaringea, expetoracao e
lavados brénquicos. Aamostra mais utilizada é de origem
nasofaringea, colhida em zaragatoa de fibra sintética e
haste plastica, acondicionada em meio de conservacao/
transporte apropriado para virus. O exterior deve ser
desinfetado no local da colheita e embalado em trés
invélucros, transportado rapidamente para o laboratério
e refrigerado (Islam & Igbal, 2020).

E uma metodologia sensivel e especifica (Tabela 1),
eficiente no diagndstico de infecdes respiratérias
agudas, as caracteristicas dependem dos protocolos
utilizados (Chauhan et al., 2020; Cheng et al,, 2020).

B) Testes sorolégicos, onde se pesquisa a presenca
de anticorpos Formados pelo sistema imunitario do
hospedeiro contra o virus

Os testes soroldgicos ndo permitem identificar a
presenca de virus, mas sim, verificar se existiu contacto
prévio. No entanto com o evoluir da pandemia e com a
vacinacdo, ganham cada vez mais importancia.

Quantificam/detetam os anticorpos presentes no
sangue quando o corpo estd a reagir a uma infecdo
especifica (Younes et al, 2020). Os anticorpos
podem ser detetados de forma automatizada
utilizando metodologias quantitativas como ELISA e
Quimioluminescénciaou pelasmetodologias qualitativas
de despiste rapido como a Imunocromatografia (Islam &
Igbal, 2020; Oliveira, 2020).

Detetam imunoglobulinas M e A (IgM e IgA) para SARS-
CoV-2,1a3diasapbsainfecdo eimunoglobulinas G (IgG)
entre 7-10 dias e sdo especialmente recomendados para
uso em larga escala no rastreio de resposta imunoldgica
da populacdo ou determinado grupo. A seroconversao
de IgM e IgG parece ocorrer na terceira a quarta semana
apos o inicio da sintomatologia. O titulo de IgM diminui
e IgG aumenta, podendo persistir durante mais tempo,
aproximadamente sete semanas. Desconhece-se ainda
se estes anticorpos conferem imunidade de longa
duracdo, IgG memoria (Magalhdes, 2020; Zhao et al,,
2020).

Sdo determinados a partir de uma colheita de sangue
periférico (soro ou sangue total) em vez de colheita
nasofaringea, e normalmente melhor aceite pelo
paciente. Este tipo de amostragem é mais estavel e
homogénea mas tem a desvantagem de ndo detetar
infecoes iniciais e/ou infecdes ligeiras, ndo sendo por

ik

A
~

[0
%




isso recomendado para diagnéstico de infecdo aguda.
A sensibilidade varia entre fabricantes e é condicionada
pelo nimero de dias de infecdo apds a exposicdo e
sintomatologia. Pode variarentre 84%, no teste daRoche
Elecsys IL-6, e 100% no teste da Abbott Laboratories Inc.
A especificidade é baixa e pode variar, por exemplo,
entre 63% (Roche Elecsys IL-6) e 100% (Vitros, Ortho
Clinical Diagnostics)(Chauhan et al., 2020 ).

(C) Testes de detecdo de antigénios virais (TRAg),
onde se pesquisa a presen¢a de proteinas virais.

Estes testes pesquisam proteinas virais
especificas do SARS-CoV-2 e sdo maioritariamente
imunocromatograficos. Sdo métodos qualitativos de
rastreio répido, 10-30 minutos, e a informacdo sobre
o seu desempenho clinico ainda é reduzida. Permitem
o diagnéstico precoce da doenca em fase aguda e
apresentam bom desempenho especialmente em
sintomaticos (Oliveira, 2020). Sdo Uteis para evitar
cadeias de transmissdo e devem realizar-se em suspeitos
nos primeiros 5 dias apds o contacto, para diminuir o
risco de falsos negativos (Xavier et al, 2020).

A sensibilidade é baixa e varia entre fabricantes. Um
resultado positivo deve ser confirmado pelo método de
referéncia RT-PCR.

O teste realiza-se em amostras respiratorias,
frequentemente orofaringeas ou nasofaringeas, de
acordo com as recomendacbes do fabricante.

Discussao

N&o hd metodologias de diagndstico perfeito, todas
apresentam limitacoes. Devem ser utilizadas de
acordo com as suas caracteristicas e situacdo clinica.
Qualquer teste de diagnosticos, independente do
método, esta sujeito a interferéncias dos utilizadores
e da amostragem, por isso devem ser utilizadas
estratégias de verificacdo (controlos internos).
As amostras devem ser colhidas, conservadas e
processadas por técnicos de salide com experiencia
no diagndstico laboratorial. O acondicionamento e
conservacao influenciam diretamente os resultados
obtidos (Younes et al., 2020). Os resultados falsos,
positivos ou negativos sao uma preocupacao para o
préprio individuo, mas nesta situacdo de pandemia
tomam-se ainda mais graves. Enquanto um falso
positivo prejudica o individuo ao nivel pessoal, social
e financeiro, um falso negativo pode contribuir para
a disseminacdo do virus (Casas, et al., 2020).
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Uma pessoa infetada pelo virus, leva em média
5-6 dias para desenvolver sintomas (periodo de
incubacdo), podendo variar entre 1 e 14 dias apds
contacto. A sintomatologia piora em média ao 5°
dia, quando a carga viral é maxima e pode manter-
se durante um periodo longo dependendo da
capacidade de resposta do sistema imunitario. Os
sintomas podem ser inexistentes, ligeiros ou graves
(Chauhan et al., 2020; Dias et al., 2020).

O virus pode ser detetado no trato respiratério
superior, 1-3 dias antes do inicio dos sintomas por
RT-PCR. Em alguns pacientes, o RNA viral é detetdvel
por vdrios dias, enquanto noutros pode ser detetado
durante semanas ou meses (Tahamtan & Ardebili,
2020). A presenca prolongada de RNA viral ndo
significa necessariamente infecdo prolongada (CDC,
2020). O periodo infecioso esta relacionado com o
numero de dias que demora até deixar de manifestar
sintomas, diminuicdo da carga viral respiratéria e
aumento de anticorpos (Tahamtan & Ardebili, 2020).

Os testes RT-PCR sdo o método de referéncia para
detetar SARS-CoV-2 numa fase inicial da doenca
(Evans, 2001). Podem detetar genes, ou fragmentos
de proteinas residuais ap6s o periodoinfecioso, o que
dificulta ainterpretacao epidemioldgica. Hd também
relatos de casos suspeitos com caracteristicas de
COVID-19 em que néo foi detetado o virus. Por isso,
um resultado negativo ndo exclui uma infecdo, e
ndo deve ser considerado como o Unico critério de
diagnéstico. O resultado estd condicionado pelo
limite de detecdo, numa faseinicial da doenca. Cargas
virais baixas, podem ndo ser detetadas (Tahamtan
& Ardebili, 2020). Também os falsos positivos sdo
uma possibilidade nesta metodologia. O RNA é
muito volatil e quando as cargas virais sdo altas ha
possibilidade de contaminacdo. Para melhorar a
capacidade de resposta foram desenvolvidos alguns
testes automdticos de RT-PCR. Neste caso, a detecdo
de RNA ¢é feita de forma automética, com pouco
manuseamento, sdo por isso mais rapidos e seguros.
Necessita de equipamento complexo, e profissionais
especializados. E sensivel e especifico mas demorado
(Borger et al., 2020).

O SARS-CoV-2 continua a adquirir mudancas
genéticas ao longo do tempo, incompatibilidades
entre primers e/ou sondas e correspondentes locais
de ligacdo podem reduzir a sensibilidade em testes
moleculares.



Os testes RT-PCR numa fase inicial da pandemia
foram os Unicos aceites pela OMS. Em Portugal a
DGS legisla a estratégia Nacional para o diagnéstico
e rastreio dainfecdo por SARS-CoV-2 e em novembro
de 2020 a alteracdo através da norma 020/2020
considera a pesquisa de RNA e os testes rapidos de
pesquisa de antigénio, validos para diagndstico de
infecdo (DGS - Direcdo Geral da Salde, 2020b;DGS -
Direcdo Geral da Salde, 2020a).

O periodo de detecdo dos testes de antigénio é
semelhante aos testes moleculares, no entanto com
o evoluir dainfecdo torna-se menos confidvel devido
a resposta imunitaria. Estes testes tém especial
interesse no rastreio uma vez que a probabilidade
preditiva de positivo é boa e sdo testes de
realizacdo simples e rapida. Eficazes na identificacdo
precoce de infecdes. A baixa sensibilidade quando
comparada com o teste de referéncia (RT-PCR) limita
os resultados, e aumenta a probabilidade de falsos
negativos (Laureano & Riboldi, 2020). O desempenho
é melhor em suspeitos sintométicos, entre 5-7 dias
apo6s o contacto, periodo com maior carga viral.

Os testes de antigénio sdo recentes e had poucas
informacbes sobre o seu desempenho, foi por
isso  necessario estabelecer critérios minimos
de aceitacdo. Em Portugal sdo aceites pela DGS
testes com sensibilidade superior ou igual a 90% e
especificidade minima de 97%.

Os testes sorolégicos ndo detetam o virus mas
oferecem algumas vantagens. Identificam individuos
que desenvolveram anticorpos especificos para o
virus e, portanto, podem detetar infecbes anteriores
e fornecer melhoresinformacdes sobre a prevaléncia
da doenca na populacdo. Ao contrario do RNA viral,
os anticorpos especificos do virus permanecem no
sangue porvarias semanas apés o inicio dos sintomas.
Os anticorpos IgM sdo detetdveis apenas alguns dias
apo6s a infecdo inicial (1-3 dias) e a IgG, 7 a 10 dias
depois. Considerando o fato de que 20 a 80% dos
casos positivos para SARS-CoV-2 sdo assintomaticos,
os testes soroldgicos sdo especialmente importantes
para caracterizar a populacdo em larga escala e para
avaliar a resposta imunoldgica.

A apresentacdo mais simples e rapida (10-20

minutos) é qualitativa, a imunocromatografia é o
método mais utilizado. A baixa sensibilidade dos
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testes répidos leva a uma maior probabilidade de
casos falso-negativos (Casas et al., 2020).

A quantificacdo necessita de equipamento
especializado e o tempo varia com o equipamento
e dindmica laboratorial (Dias, et al, 2020). A
interpretacdo dos resultados exige cautela pois
parte da populacdo foi vacinada e portanto
imunizada de forma artificial. A especificidade é baixa
quando comparada com RT-PCR devido a reacoes
cruzadas propicias ao aumento de falsos positivos
principalmente nos testes rapidos (Chauhan et al,,
2020).

Estes testes tém a vantagem de detetar anticorpos
em amostras de soro ou sangue total, normalmente
bem aceites pela populacdo, ao contrario das
pesquisas realizadas em amostras nasofaringeas
(Andrey et al., 2020a; Andrey et al., 2020b).

Um resultado negativo, em qualquer metodologia,
nao excluia presenca da doenca pelo que as medidas
de seguranca e distanciamento devem manter-se
(Chengetal., 2020). O SARS-CoV-2 é um virus recente
e as recomendacdes sdo adaptadas de acordo com a
informacdo e experiéncia disponivel. E importante
conhecer as capacidades e limitacdbes de cada
método e utilizd-las de acordo com o caso clinico e
situacdo epidemiolégica, sequindo as orientacdes do
legislador.

Conclusdo

Todas as metodologias apresentam caracteristicas
diferentes. A escolha deve ser adequada a histéria
clinica do paciente e probabilidade de risco tendo
em conta as propriedades de cada metodologia, suas
vantagens e desvantagens.

Nenhum método deve ser utilizado de forma isolada,
devem ser complementados com sinais e sintomas e
outros exames.
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Tabela 1 - Caracteristicas de desempenho de alguns testes RT-PCR. Fonte: Modificado de Chauhan et al,,

(2020).
Produto Representante Limite minimo | Tempo de | Sensibilidade| Especificidade
de detegdo reacao (%) (%)
(cépias/ml) (horas)

Quest SARS-CoV-2 rRT-PCR Quest 136 96-120 95 100
2019 - nCoV Real-Time RT-PCR Dx Panel | CDC 1000 24-72 100 100
Cobas SARS-CoV-2 Test Roche Roche 17-58 24 100 (1.5x) 100
COV IDx Assay Ipsum 8500 24 100 100
Real Time SARS-CoV-2 Abbott 100 4-6 100 (1-2x) 100
NXTAG CoV Extended Panel Assay Luminex 5000 4 95 (2x) 100
BD SARS-CoV-2 Reagents Becton Dickonson 40 2-3 100 100
ePlex SARS- CoV-2 test GenMark Diagnostics 10 2 94.4 100
ARIES SARS- CoV Assay Luminex Molecular

Diagnostics 1000 2 100 100
COVID 19 genesis Real-Time PCR assay Primerdesign 330 2 100 (3-5x) 100
QuantiVirus SARS-CoV-2 Test Kit Diacarta 100 2 95 100
QIAstat-Dx Respiratory SARC-Cov-2 panel | Qiagen 500 1 100(1-2x) 100
Xpert Xpress SARS-CoV-2 TEST Cepheid 250 <1 100 (2x) 100
NeuMoDx SARS-CoV-2 Assay NeuMoDx 150 <1 100 (1.5x) 100
ID NOW COVID-19 testa Abbott 125 <1 100 (2-5) 100
Biofere COVID-19 test BioMerieux-BioFire Defense | 330 <1 100 100
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