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Assunto: Recomendacdes técnicas sobre a utilizacio dos testes diagngsticos para SARS-CoV-2
(COVID-19) e para retestagem laboratorial diante de resultados divergentes de COVID-19.

Os exames oferecidos comercialmente hoje no Brasil para Covid-19 se dividem em dois
grupos distintos. O primeiro sdo os chamados testes moleculares, que detectam a presenca
direta do virus no organismo. O principal é o chamado teste RT-PCR ou PCR em tempo real, que
usa amostras colhidas das vias respiratérias do paciente com auxilio de swab, uma espécie de
cotonete. E um exame apurado e preciso, mas que também exige estrutura fisica e tecnolégica
especifica, além de reagentes importados, o que gerou limitacées de expansdao no momento em
gue havia uma corrida mundial pela compra desses insumos de testagem laboratorial.

Com a disseminag¢ao dos casos no Brasil, e considerando que o PCR nao seria aplicado em
massa por causa de sua complexidade, custos da tecnologia, tempo de execucdo e necessidade
de insumos especificos, abriu-se espaco para outro grupo de testes, os chamados testes
sorolégicos ou de deteccdo de anticorpos. Os testes soroldgicos ou exames soroldgicos sdo um
exame de sangue obtido por meio de coleta venosa no qual o laboratério de andlises clinicas
analisa se o paciente teve contato com o novo coronavirus de modo indireto, ndo pela deteccado
do virus, mas pela deteccdo da presenca de anticorpos produzidos pelo organismo a partir do
contato ou exposicao prévia ao virus SARS-Cov-2.

E um método mais barato e acessivel, embora considerado de menor sensibilidade e
especificidade. Entram também nesse grupo os chamados testes rapidos. A analise de anticorpos
¢é feita com amostra de sangue total obtida por puncdo digital (perfuracdo da ponta do dedo) ou
através de soro ou plasma obtido por puncdo venosa. Sdo testes de rdpida execugdo, pois os
resultados sdo obtidos em 15 minutos. A principal desvantagem é que sdo mais imprecisos e
possuem limitacGes de janela imunolégica: a quantidade de falsos negativos é maior em
comparacdo aos testes moleculares e aos soroldgicos convencionais, exigindo profissionais
treinados para a interpretacao dos resultados. A amostra deve ser coletada em tempo adequado
ou oportuno, apdés 10 dias da infeccdo ou apds 08 dias dos sintomas iniciais. O periodo médio de
janela imunoldgica é 7-10 dias. Apds 30 dias da infeccdo, espera-se que 100% dos pacientes possuam
anticorpos totais ou IgG detectaveis.

Os testes de diagndstico para COVID-19 se destacaram na pandemia de coronavirus em
andamento como uma ferramenta essencial para rastrear a propagac¢ao da doenc¢a. Uma ampla
gama de testes diagndsticos esta disponivel comercialmente para o Coronavirus 2 (SARS-CoV-2),
alguns dos quais receberam autorizagdes para uso por varias agéncias reguladoras nacionais.
Com as informagdes da sequéncia genética identificadas, testes de diagndstico baseados na
deteccdo da sequéncia viral por reacdo em cadeia da polimerase com transcriptase reversa (RT-
PCR) ou plataformas de sequenciamento logo se tornaram disponiveis. Isso permitiu a
confirmagdo do diagndstico e melhores estimativas da atividade da infec¢do, que vém
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aumentando em velocidades alarmantes. Para a detec¢do mais sensivel de SARS-CoV-2,
recomendavam-se a coleta e o teste de amostras respiratérias superiores e inferiores, a
realizacdo de testes soroldgicos rapidos (imunocromatograficos) e/ou testes soroldgicos
convencionais com acurdcia superior. O diagndstico de casos suspeitos pode ser confirmado por
testes de RNA com RT-PCR a partir do swab nasal e/ou de faringe. O padrdo-ouro para
diagndstico laboratorial da COVID-19 é a reagdo da transcriptase reversa, seguida de reagdao em
cadeia da polimerase (RT-PCR) para amostras coletadas no trato respiratério superior ou inferior.
Dados de epidemia de SARS-CoV-2 mostram que as respostas soroldgicas, incluindo
imunoglobulina M viral (IgM) e imunoglobulina G viral (IgG) podem permitir o diagndstico
sorolégico a partir de diferentes testes.

A producdo de anticorpos do hospedeiro para um virus especifico durante uma infec¢do de
fase aguda é consistente na maioria dos pacientes, exceto naqueles com imunodeficiéncia. Apds
a infecgao humana por Coronavirus 2 SARS-CoV-2, seu antigeno estimula o sistema imunolégico
a produzir uma resposta imunoldgica e os anticorpos correspondentes sdo detectados no sangue
de pacientes sintomaticos e assintomaticos. Entre eles, o SARS-CoV-2 IgM aparece ligeiramente
mais cedo que SARS-CoV-2 IgG, podendo ser detectado sua presenca apés 3 a 5 dias do inicio dos
sintomas. Em seguida, as titulagdes do anticorpo SARS-CoV-2 IgM diminuem e a produc¢do do
anticorpo SARS-CoV-2 IgG aumenta rapidamente. A titulacdo deste anticorpo durante a fase de
recuperag¢do pode aumentar 4 vezes ou mais em comparagao com a fase aguda.

® Anticorpos contra os antigenos do SARS-CoV-2 IgG, IgM e IgA e totais podem ser detectados em
sangue total, soro ou plasma por testes convencionais (ensaios imunoenzimaticos ou
guimioluminescéncia) ou testes rapidos imunocromatograficos.

® A acurdcia dos testes soroldgicos varia por metodologia, antigeno empregado e momento da
coleta (idealmente apds 109 dia para IgM IgA e anticorpos totais e, apds 15° dia, para IgG).

® Reagdes cruzadas sdo descritas com outros coronavirus, Zika, Dengue e Fator Reumatdide. Ha
pouca evidéncia de reag¢do cruzada com anticorpos vacinais.

o Testes soroldgicos para SARS-CoV-2 podem ser usados como exame complementar para
diagndstico de infecgdo prévia ou recente por COVID-19 especialmente quando a infeccdo viral esta em
via aérea baixa e o RT-PCR pode ser negativo em secregdo de oronasorofaringe.

e Testes soroldgicos para SARS-CoV-2 também podem ser indicados para estudos populacionais,
porém deve-se ter atencdo quanto a valida¢do e acuracia dos testes utilizados, bem como sele¢do da
amostra e interpretacdo de resultados.

® Testes soroldgicos para SARS-CoV-2 ndo estdo indicados para préoperatério de cirurgia eletiva e
também ndo devem ser utilizados na identificacdo e controle de surtos entre profissionais de saude, por
nao indicarem periodo de infectividade ou transmissibilidade da doenga.

e Testes soroldgicos ndo devem ser utilizados isoladamente para indicar ou retirar o paciente das
precaugdes respiratorias. Os critérios para retirada do paciente com doencga confirmada por COVID-19 das
precaugdes respiratdrias, quando indicado, devem incluir anélise de sintomas e/ou teste de RT-PCR para
SARS-CoV-2.
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TESTES LABORATORIAIS USADOS NO DIAGNOSTICO DE COVID-19:

1. PT-PCR

O teste RT-PCR (do inglés reverse-transcriptase polymerase chain reaction), é considerado o
padrao-ouro no diagndstico da COVID-19, cuja confirmacgao é obtida através da detec¢ao do RNA
do SARS-CoV-2 na amostra analisada, preferencialmente obtida de raspado de nasofaringe. O
PCR é um teste especifico com capacidade de deteccdo do RNA viral, possibilitando a deteccdo
do virus entre 2 a 5 dias ap6s a infec¢do, quando ocorre replicacdo viral significativa dentro das
células do paciente infectado.

O teste tem resultados confidveis nas amostras coletadas entre 3 a 7 dias do inicio dos
sintomas, sendo o 52 dia considerado ideal para essa metodologia de teste. O teste PT/PCR pode
fornecer dois resultados:

a) Detectado (Positivo): indica que o paciente estd infectado pelo virus SARS-CoV-2 em seu
organismo, significa que o virus estd presente e se replicando em suas vias respiratdrias
superiores. Indica infeccdo recente.

b) Nao Detectado (Negativo): indica que o paciente ndo possui o virus SARS-CoV-2 em atividade
em suas vias respiratdrias ou a quantidade de virus no momento esta abaixo do limiar suficiente
de deteccdo do teste.

LimitacOes do teste: o exame detecta a presenca de RNA-viral na amostra. Antes de 03 dias do
surgimento dos primeiros sintomas, o virus ndo se replicou em quantidades suficientes ou
detectaveis e podera estar abaixo do limiar de detecc¢do. Depois de 07 dias a maioria dos
pacientes ndo possui virus em atividade nas vias respiratérias superiores (mucosa nasal) devido a
producao de anticorpos. Dessa forma, o tempo ideal ou oportuno para realizacao do PT-PCR esta
entre o 32 dia até o 72 dia de manifestacdo de sintomas. Portanto, amostras coletadas antes do
32 dia e apds o 72 dia poderdo exibir resultados falso-negativos, embora a pessoa esteja
infectada pelo virus e possa transmiti-lo comunitariamente. Apds o 72 dia, o teste PT-PCR ndo
estd mais indicado e o diagnostico laboratorial se dard através de testes soroldgicos rapidos
(imunocromatograficos) ou testes soroldgicos convencionais de pesquisa de anticorpos IgM/IgG
dirigidos contra o virus SARS-CoV-2, de sensibilidade e acuracia superior como
Quimioluminescéncia ou Elisa.

2. TESTES SOROLOGICOS DE DETECCAO DE IgM/IgG:
Testes Rapidos (ensaios imunocromatograficos) e Testes Sorolégicos Convencionais
(quimiluminescéncia, elisaimunoensaio e outros)

A sorologia, diferentemente da RT-PCR, verifica a resposta imunolédgica do corpo em
relacdo ao virus. Isso é feito a partir da deteccdo de anticorpos IgA, IgM e IgG em pessoas que
foram expostas ao SARS-CoV-2. Nesse caso, o exame é realizado a partir da amostra de sangue
do paciente. Para que o teste tenha maior sensibilidade, é recomendado que seja realizado, apds
o 82 dia do inicio dos sintomas. Isso se deve ao fato de que producado de anticorpos no organismo
sO ocorre depois de um periodo minimo apds a exposicdo ao virus. Realizar o teste de sorologia
fora do periodo indicado pode resultar num resultado falso negativo. Por isso. Em caso de
resultado negativo, uma nova coleta pode ser necessaria.
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E importante ressaltar, ainda, que nem todas as pessoas que tém infecgdo por SARS-CoV-2
desenvolvem anticorpos detectdveis pelas metodologias disponiveis, principalmente
imunodepremidas e aquelas que apresentam quadros com sintomas leves ou assintomaticos.

Testes Rapidos (ensaios imunocromatograficos):

Os Testes Soroldgicos Rapidos (TR) sdo empregados para a detec¢ao de anticorpos contra o
virus SARS-COV-2, o teste somente terd utilidade se a amostra utilizada possuir titulo suficiente
de anticorpos IgM ou IgG para que ocorra a deteccao.

A recomendagdo é que sejam utilizadas amostras colhidas apdés 10 dias da
infeccdo/contdagio ou apds 08 dias dos sintomas iniciais, tempo necessario para que a detecgdo
dos anticorpos ocorra com maior sensibilidade e precisao.

1. A sensibilidade dos TR variam conforme o fabricante. O TR fornecido pelo Ministério da Saude (ONE
STEP COVID-2019 TEST) possui sensibilidade de 86,4%, especificidade de 99,6% e taxa de
coincidéncia de 91,6%. Esses dados demonstram que os resultados do TR e os resultados
clinicamente confirmados eram em sua maioria consistentes. A taxa de deteccdo do paciente
confirmado em estagio inicial foi de 83,2%.

2. Testes rapidos (TR) sdo aqueles cuja execucdo, leitura e interpretacdo dos resultados sio feitas em,
no maximo, 30 minutos. Além disso, sdo de facil execu¢cdo e nao necessitam de estrutura
laboratorial.

3. A execucdo dos TR, habitualmente, é muito simples e a capacitacdo de pessoal pode ser realizada
presencialmente ou por meio de ensino a distancia (EAD) com cuidado de observar as orientacGes
contidas nas instrucdes de uso de cada marca e fabricante.

4. TR sao recomendados para testagens presenciais, podendo ser executados com amostra de sangue
total obtida por pung¢do venosa ou da polpa digital.

5. Dependendo do fabricante, os TR podem ser realizados com amostras de sangue, soro, plasma ou
saliva (fluido gengival), hd evidéncias da superioridade de amostras de soro/plasma obtidas por
centrifugacdo sobre amostras de sangue total obtidas por coleta por puncdo digital.

6. Esta indicado o TR para amostras de pacientes com 10 dias da infecgdo ou apds 08 dias do
surgimento dos sintomas iniciais para que a detec¢do dos anticorpos ocorra, pois hd riscos de
resultado falso negativo em amostras de pacientes cujos sintomas clinicos surgiram antes de 10 (dez)
dias, mesmo estando infectados (PCR positivo para SARS-CoV-2).

Como ja foi dito, o PCR é um teste especifico, considerado padrdo ouro para deteccdo
precoce do RNA viral, possibilitando a detec¢do do virus entre 3 a 5 dias apds a infec¢do, quando
ocorre replicacdo viral significativa dentro das células do paciente. Por outro lado, os anticorpos
demandam maior tempo para serem produzidos, o sistema imune demanda tempo para
reconhecer o virus e para iniciar a resposta imunolégica especifica que se inicia com a producao
de IgM e producdo subsequente de IgG, em titulo detectdveis.

Importante frisar que a producdo de anticorpos vai variar de individuo para individuo e vai
depender das condic¢des clinicas, do sistema imune e da resposta imunoldgica individual de cada
paciente.
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RESULTADOS DOS TESTES RAPIDOS:

e REAGENTE ou POSITIVO: Duas linhas sao visiveis, sendo uma linha na regido controle (C) e outra na
regido teste (T). A intensidade de cor da linha teste (T) podera variar de acordo com a concentragado
dos anticorpos presentes na amostra. Todavia, qualquer intensidade de cor na linha teste indica
resultado positivo. Indica um resultado reagente para os anticorpos SARS-CoV-2 na amostra.

e NAO REAGENTE ou NEGATIVO: Apenas uma linha é visivel na regido controle (C), ndo sendo observada
linha na regido teste. Indica que a concentracdo dos anticorpos SARS-CoV-2 é zero ou abaixo do limiar
de deteccdo (faixa de cut-off). Pode ser realizado a retestagem do paciente no 142 dia do surgimento
dos sintomas.

e INVALIDO: N3o é evidenciada a linha controle (C). Nenhuma faixa colorida visivel aparece na linha de
controle (C) apds a realizagao do teste. As instru¢cdes podem ndo ter sido seguidas corretamente ou o
teste pode ter se deteriorado. Recomenda-se repetir a analise da amostra. As razbes mais comuns de
falha sdo o volume insuficiente de amostra ou falha no procedimento técnico.

DETECGAO DE ANTICORPOS CONTRA CORONAVIRUS 2 (SARS-CoV-2):

Detec¢do de Imunoglobulina SARS-COV-2 IgM

Quando o teste exibe resultado positivo para IgM indica infeccdo recente ao virus SARS-COV-2, significa
gue teve exposicdo recente ao virus e que tem o virus ativo em seu organismo, com alto risco de
transmissdao comunitaria.

Resultados negativos podem indicar falso-negativo, pois o paciente esta infectado, mas pode estar em
janela imunolégica quando ainda ndo produziu titulos de anticorpos em niveis detectaveis. Havendo
sintomatologia ou suspeita de infecgdo, recomenda-se que o teste seja repetido apds sete dias ou no 142
dia do surgimento dos sintomas.

Detecg¢ao de Imunoglobulina SARS-COV-2 IgG

Quando o teste exibe resultado positivo para IgG indica que teve exposi¢cdo prévia ou passada ao virus
SARS-COV-2, significa que tem ou teve o virus ativo em seu organismo e ndo significa necessariamente
gue possui imunidade a doenca. Significa que pode ter tido uma infeccdo passada e se recuperou ou esta
em processo de recuperagao.

Resultados negativos podem indicar falso-negativo, pois o paciente estd infectado, mas pode estar em
janela imunoldgica quando ainda ndo produziu titulos de anticorpos IgG em niveis detectaveis. Havendo
sintomatologia ou suspeita de infeccdo, recomenda-se que o teste seja repetido apds sete dias ou no 142
dia do surgimento dos sintomas.

N3o Reagente (negativo) para as duas Imunoglobulinas (IgM e I1gG)

Pode significar que o paciente nunca teve contato ou nunca foi exposto ao virus SARS-COV-2 e que ndo
estad infectado, principalmente se o mesmo estiver assintomatico. Resultados negativos podem indicar
falso-negativo, pois o paciente pode ter sido testado em periodo inadequado e estd em janela
imunoldgica, quando ainda ndo produziu titulos de anticorpos em niveis detectdveis. Havendo
sintomatologia ou suspeita de infecgao, recomenda-se que o teste seja repetido no 142 dia do surgimento
dos sintomas.
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CUIDADOS ESPECIAIS NA CONSERVACAO E USO DOS TESTES RAPIDOS

1. Medidas biosseguranca e EPI’s apropriados devem ser utilizados durante a coleta, armazenamento,
manuseio e descarte da amostra.

2. Nao utilizar kit com data de validade expirada.

3. Nao utilizar o cassete de teste se a embalagem estiver perfurada, aberta ou violada.

4. Ndo misturar componentes (solucdo tampdo e cassete de teste) de kits com lotes diferentes. Os
numeros dos lotes devem ser idénticos ou coincidentes.

5.0 produto deve ser armazenado na temperatura recomendada pelo fabricante, mantendo sob
refrigeracdo ou em temperatura ambiente inferior a 302C.

6. Nao armazenar em temperaturas elevadas e nunca manter o produto exposto ao calor ou a luz solar.

7.Se o produto for refrigerado, o cassete deve ser estabilizado em temperatura ambiente antes de
utilizado. Neste caso, deve-se aguardar pelo menos 30 (trinta) minutos para que o cassete alcance a
temperatura ambiente, antes da realizacdo do teste.

RETESTAGEM DIANTE DE RESULTADOS DIVERGENTES:

O diagnéstico de Covid-19 ndo deve ser feito por uma avaliacdo isolada dos resultados dos testes
rapidos. No estagio inicial da infeccdo, falsos negativos sdo esperados, em razdo da auséncia ou de baixos
niveis dos anticorpos e dos antigenos de Sars-CoV-2 na amostra. E o resultado do teste positivo indica a
presenca de anticorpos contra o Sars-CoV-2, o que significa que houve exposicdo ao virus, ndo sendo
possivel definir apenas pelo resultado do teste se ha ou nao infec¢do ativa no momento da testagem.

O teste rdpido é qualitativo e destina-se a triagem e auxilio diagndstico. Devem ser utilizadas
amostras apds 10 dias da infeccdo ou 07 dias apds os sintomas iniciais para que ocorra deteccdao dos
anticorpos. Pode ocorrer resultado Falso Negativo em amostras cujos sintomas clinicos surgiram em um
periodo inferior a 10 (dez) dias, mesmo com resultado PCR (+) para SARS-CoV-2.

Resultados negativos ndao excluem a infeccdo por SARS-CoV2 e resultados positivos ndo podem ser
usados como evidéncia absoluta de infeccdo por SARS-CoV-2. O resultado deve ser interpretado por um
médico com auxilio dos dados clinicos e outros exames laboratoriais, podendo ocorrer retestagem do
paciente no 149 dia do surgimento dos sintomas.

Visando aumentar a sensibilidade e acuracia dos TR, recomenda-se a utilizagdo de amostras de soro
ou plasma, obtidas por centrifugacdo do sangue total coletado por pun¢ao venosa. Recomenda-se que os
casos de resultados divergentes que envolvam suspeitas de problemas ou desvios de qualidade ou de
performance dos testes, sejam notificados individualmente a Anvisa através do sistema oficial de
notificacdo NOTIVISA disponivel no link https://www8.anvisa.gov.br/notivisa/frmLogin.asp.

RESULTADOS DIVERGENTES — CASO 01:

Diante de resultados laboratoriais divergentes de um mesmo tipo de teste ou mesma metodologia, recomenda-se a
realizagdo de novo teste laboratorial de mesma metodologia ou de sensibilidade ou acuracia superior.

RESULTADOS DIVERGENTES — CASO 02:

Diante de resultados divergentes de dois testes rdpidos de marcas diferentes (ensaio imunocromatografico),
recomenda-se a retestagem do paciente no 142 dia do surgimento dos sintomas ou no 142 dia de exposi¢do a caso
confirmado (em assintomaticos) com a realizagdo de um teste de mesma metodologia (um terceiro teste rapido) ou
a realizagdo de novo teste de metodologia mais sensivel ou de acurdcia superior como os testes soroldgicos
convencionais realizados em laboratdrio, como por exemplo, Ensaios por método de Quimioluminescencia ou Elisa.

RESULTADOS DIVERGENTES — CASO 03:

Diante de resultados divergentes entre um TR (de qualquer marca, realizado na rede publica ou privada) com um
teste soroldgico convencional de detecgdo de anticorpos IgM ou IgG por metodologia ou sensibilidade superior,
executado em laboratério e com amostra colhida apds o 72 dia de sintomas, este resultado deve prevalecer em
relagdo ao resultado obtido pelo TR, podendo ocorrer em todo caso, retestagem do paciente no 142 dia do
surgimento dos sintomas ou 142 dia de exposi¢do a caso confirmado.

“
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Tabela 1. Interpretagao pratica dos exames moleculares e sorologicos com
sintomas relacionados e significado

Sinto- | RT- igM/ IgG Interpretacgao
mas PCR | IgA
Considerar outros diagnosticos (sugere-se diagnostico
_ diferencial com outras wviroses respiratorias, como
sim - - -
influenza, a depender do tempo de sintomas), falso
negativo ou janela imunoldgica
sim + - - Doenca ativa, transmissao provavel
sim + + - Doenca ativa, transmissao provavel
sim + + + Doenca ativa, transmissao provavel
sim + - + Doencga ativa, transmissao provavel
nao + - - Infeccdo assintomatica, transmissao possivel
nao + 4% - Infecca@o assintomatica, transmissao possivel
& . N Infecgdo assintomatica, transmissao possivel (baixa
nao -
probabilidade)
Infecgéo assintomatica, transmissao possivel (baixa
nao + + +
probabilidade)
nao ) . . Infecgdo assintomatica prévia, ndo transmitindo
5 Provavel falso-positivo, ndo transmitindo, sugerido
nao - TF -
repetir sorologia em 14 dias e/ou RT-PCR
nio - _ + Infeccdo prévia, ndo transmitindo
nao - = - MNunca teve infecgdo ou contato prévio, susceptivel

Legenda: - negativo; + positivo.
Fonte: Testes Soroldgicos para COVID-19: Interpretacdo e Aplicagcbes Praticas. Artigo de Revisdo para Journal of
Infection Control. Suplemento COVID — ABIH.
RECOMENDAGOES PARA QUE LAUDOS E RESULTADOS FORNECIDOS CONTENHAM OS SEGUINTES DADOS:
1. Nome do kit diagnéstico, N2 do lote, N2 do registro na Anvisa; Nome e CNPJ do importador nacional ou
fabricante;
. Data de inicio dos sintomas;
. Descrigdo dos sintomas;
. Data de execucado do teste;
. Resultado do teste rapido: REAGENTE ou NAO REAGENTE;
. Orientagdes ou aconselhamento profissional;
. Frases de alerta:
“ESTE PROCEDIMENTO NAO TEM FINALIDADE DE DIAGNOSTICO E NAO SUBSTITUI A CONSULTA MEDICA
OU A REALIZACAO DE EXAMES LABORATORIAIS ADICIONAIS”;
e “TESTES RAPIDOS NAO DEVEM SER UTILIZADOS PARA DESCARTAR UM CASO SUSPEITO QUANDO A
TESTAGEM OCORRE ANTES DO 82 DIA DO SURGIMENTO DOS SINTOMAS”;
e “UM RESULTADO NEGATIVO DO TESTE RAPIDO ISOLADAMENTE NAO E SUFICIENTE PARA SE ABANDONAR
MEDIDAS DE ISOLAMENTO OU DISTANCIAMENTO SOCIAL, ABANDONAR O USO DE MASCARAS E DEMAIS
CONDUTAS DE PRECAUCAOQ DEVIDO AS LIMITACOES DOS TESTES RAPIDOS DISPONIVEIS NO BRASIL”.
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