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RESUMO

Iniciada em 2019 a COVID-19 é uma doenca que tem como agente etioldgico o coronavirus
SARS-CoV-2 que possui em sua constituicao, duas proteinas estruturais principais a Spike (S)
e a Nucleoproteina (N) que envolve o &acido ribonucleico (RNA) gendmico viral. Assim, 0s
anticorpos produzidos durante a infeccdo geralmente tem como alvo essas proteinas virais. A
técnica padrdo-ouro de detec¢do da doenca é a transcricdo reversa seguida de reacdo em cadeia
da polimerase quantitativa (RT-gPCR). Porém, outras metodologias mais rapidas e com menor
custo, como os testes rapidos estdo sendo utilizados no Brasil. Avaliar e garantir a qualidade
desses testes é importante para que o diagnostico laboratorial correto seja aplicado. Assim, o
objetivo desse trabalho foi avaliar o desempenho de um teste rapido para deteccao de anticorpos
anti SARS-CoV-2 por método de comparabilidade com as metodologias ELISA, RT-PCR e
imunofluorescéncia. Utilizando 42 amostras positivas, 30 amostras negativas para anticorpos
anti SARS-CoV-2 e 28 de individuos vacinados com Coronavac. A performance do kit foi
determinada pelos parametros de sensibilidade, especificidade, VPP, VPN, repetibilidade,
reprodutibilidade e variacdo de temperatura. Testes estatisticos como indice kappa, teste de
McNemar, teste de Mann-Whitney foram aplicados para apontar diferencas significativas,
demonstrar proporcdes similares ou diferentes entre os resultados e determinar o nivel de
confiabilidade do teste e os graficos foram gerados pelo software GraphPad PRISM 9. O kit
avaliado apresentou 95,23% de sensibilidade e especificidade de 100%. O VPP para 0 ensaio
foi de 100% e o VPN de 93,75%. Além de boa correlacdo quando comparado aos resultados da
imunofluorescéncia para amostras de vacinados por Coronavac (X2 p=0,125) e (k=0,510p =
0,004). O estudo demonstrou bom desempenho do kit para deteccdo de anticorpos durante a
infeccdo por SARS-CoV-2, que foi de encontro a outros estudos semelhantes, principalmente
relacionado a especificidade do teste. Os dados obtidos quanto a amostras de vacinados indicam
gue ha necessidade de avaliar a utilizacao desses kits em populagdes altamente vacinadas contra
0 SARS-CoV-2.

Palavras-chave: Teste rapido. Ensaio de desempenho. COVID-19.



ABSTRACT

Initiated in 2019, COVID-19 is a disease whose etiological agent is the SARS-CoV-2
coronavirus, which has in its constitution, two main structural proteins, Spike (S) and
Nucleoprotein (N) that involves ribonucleic acid (RNA) viral genomics. Thus, antibodies
produced during infection usually target these viral proteins. The gold standard technique for
detecting the disease is reverse transcription followed by quantitative polymerase chain reaction
(RT-gPCR). However, other faster and less expensive methodologies, such as rapid tests, are
being used in Brazil. Evaluating and ensuring the quality of these tests is important for the
correct laboratory diagnosis to be applied. Thus, the objective of this work was to evaluate the
performance of a rapid test for the detection of antibodies against SARS-CoV-2 by a
comparability method with ELISA, RT-PCR and immunofluorescence methodologies. Using
42 positive samples, 30 negative samples for anti-SARS-CoV-2 antibodies and 28 samples from
Coronavac vaccinated individuals. Kit performance was determined by the parameters of
sensitivity, specificity, PPV, NPV, repeatability, reproducibility and temperature variation.
Statistical tests such as kappa index, McNemar test, Mann-Whitney test were applied to point
out significant differences, demonstrate similar or different proportions between the results and
determine the level of test reliability and the graphs were generated by the GraphPad PRISM 9
software. The Kit evaluated showed a sensitivity of 95.23% and a specificity of 100%. The PPV
for the test was 100% and the NPV was 93.75%. In addition to a good correlation when
compared to the results of immunofluorescence for samples of vaccinated by Coronavac (X2
p=0.125) and (k = 0.510 p = 0.004). The study demonstrated a good performance of the Kit for
detecting antibodies during SARS-CoV-2 infection, which was against other similar studies,
mainly related to the specificity of the test. The data obtained from samples of vaccinates
indicate that there is a need to evaluate the use of these Kits in populations highly vaccinated
against SARS-CoV-2.

Keywords: Rapid test. Performance test. COVID-109.
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1 INTRODUCAO
1.1.Historico e epidemiologia

Em dezembro de 2019, na cidade de Wuhan, China, casos de individuos com pneumonia
viral desconhecida foram relatados (L1 et al., 2020) e seu patégeno, um novo membro da familia
Coronaviridae, foi sequenciado e isolado (ZHOU et al., 2020). No final de janeiro do ano
seguinte, a OMS definiu o surto ocorrido como Emergéncia Internacional de Salde Publica
devido sua transmissdo de humano para humano, qual pode acometer o trato respiratério
ocasionando danos graves aos individuos (HU et al., 2020) (COUTARD et al., 2020).

Somando mais de 386 milhdes de casos de COVID-19 no mundo, mais de 5 milhdes de
casos fatais foram reportados. No Brasil, s&o contabilizados mais de 25 milhGes de pessoas que
se infectaram e dessas, mais de 600 mil foram a oObito por complicacdes da doenca (dados
consultados em 4 de fevereiro de 2022) (WHO, 2021). Desde meados de fevereiro de 2021, o
Brasil tem mantido sua posicédo entre os trés paises com maior nimero de infectados e mortos.
Do total de mortes, o Sudeste do pais representa 47,52% e o Nordeste 19,51%, classificadas até
0 momento como as regides brasileiras com maior niumero de vitimas da COVID-19
(MINISTERIO DA SAUDE, 2021a).

Surtos envolvendo virus da mesma espécie do SARS-CoV-2 marcaram 0 ano de 2002,
quando, no sudeste da China em Hong Kong, o SARS-CoV (Severe acute respiratory
syndrome-related coronavirus) acometeu aproximadamente 8.437 individuos, desses, mais de
800 mortes foram notificadas (DE WILDE, 2012). O SARS-CoV foi identificado no ano de
2005 como um agente causador de zoonoses tendo como reservatorio morcegos da espécie
Rhinolophus mehelyi e hospedeiros intermediarios mamiferos da espécie Civettictis civetta no
ciclo de transmissdo para humanos (DE WILDE, 2012). Ainda, em 2012, o virus MERS
(Middle East respiratory syndrome-related coronavirus) foi isolado a partir de amostra das vias
aéreas (escarro) de um homem com 60 anos, na Arabia Saudita, que foi a &bito por
complicacbes relacionadas a infeccdo (ZAKI et al., 2012). Esse microrganismo acomete
anualmente habitantes da regido do Mediterraneo Oriental e a maior parte das notificacdes de
doencas relacionadas sdo da Arabia Saudita (WHO, 2019). Graves distUrbios sistémicos em
seres humanos podem ser desencadeados devido ao contagio que se da geralmente por camelos
infectados, hospedeiros intermediarios do MERS (DE WILDE, 2012).
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Estudos inferem que, pela proximidade génica entre 0 SARS-CoV e 0 SARS-CoV-2, a
doenca pandémica COVID-19, pode ter tido seu inicio a partir da transmissdo de um patégeno
derivado do SARS-CoV para o ser humano, por algum intermediario mamifero, ainda
desconhecido, provavelmente o pangolim malaio da espécie Manis javanica.(KADAM et al.,
2021a).

1.2.Doenca e transmisséo

A COVID-19 é uma doenca infectocontagiosa causada pelo coronavirus SARS-CoV-2,
transmitida entre humanos (LI et al., 2020b) por meio de goticulas de saliva, secrecbes
expelidas pela tosse, espirro e por contato com superficies contaminadas (JIANG; HILLYER,;
DU, 2020). No inicio da pandemia, estudos demonstraram que o periodo de incubacdo do
SARS-CoV-2 poderia variar de individuo para individuo, sendo a média de 5.2 dias em 425
casos de infectados (LI et al., 2020Db).

Alguns individuos podem se infectar e ndo desenvolver a doenga. Os sinais e sintomas
que envolvem a COVID-19, em pessoas que 0s manifestam, sdo diversos e estdo associados a
sua gravidade. Dentre 0s quais estdo febre alta, tosse, fadiga, falta de apetite os mais relatados
em casos mais leves. Outros sintomas também sdo reportados como dor de cabega, nausea,
vomitos e diarreia e alguns individuos sdo acometidos por disgeusia e anosmia (DHAMA et al.,
2020). O agravamento da doenca esta relacionado com destruicdo de microvasculatura,
pneumonia grave, faléncia maltipla sistémica, infec¢bes gastrointestinais, edema pulmonar,
faléncia respiratoria hipoxémica, Sindrome Respiratéria Aguda Grave (SRAG), faléncia renal,
hepatica e pancreatica (LI et al., 2020b)(RABAAN et al., 2020).

Além disso, manifestacdes secundarias a infeccdo pelo SARS-CoV-2 tém sido relatadas.
A Sindrome Inflamatéria Multissistémica Pediatrica (SIM-P) que acomete criangcas é uma
delas. Seus sinais e sintomas como febre alta persistente, erupcfes cutaneas, conjuntivite e
edema periférico estdo relacionados a disfuncdo organica grave, esses sdo semelhantes aos da
rara sindrome de Kawasaki (RIPHAGEN et al., 2020).
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1.3.Agente etioldgico

O SARS-CoV-2 pertence a familia Coronaviridae, ao género Betacoronavirus e ao
subgénero Sarbecovirus (DE GROOT et al, 2020). Além disso, sua subfamilia
Orthocoronavirinae contém quatro géneros distintos: Alphacoronavirus e Betacoronavirus,
capazes de causar doencas em mamiferos, incluindo os humanos e os Gammacoronavirus e
Deltacoronavirus relacionados a infecgdes em aves (WANG et al., 2020b) (SU et al., 2016).

Os coronavirus (CoVs) sao virus envelopados de RNA fita simples com polaridade
positiva (+ssSRNA) (27 a 32 Kb) e seu genoma contém pelo menos seis fases de leitura aberta,
as ORF’s (do inglés Open Reading Frame). As ORFla/b compreendem 2/3 do genoma e
codificam duas grandes poliproteinas, as replicases ppla e pplab (figura 1) (DE GROOT et al.,
2020). Essas sdo essenciais para a replicacdo, pois a partir da clivagem proteolitica das mesmas,
executadas pelas proteinas nsp3 e nsp5, sdo originadas 16 proteinas ndo-estruturais (nsps1-16)
das quais participam efetivamente desse processo (KADAM et al., 2021a). Além disso outras
ORF’s estdo presentes, relacionadas principalmente, a tradugdo de proteinas estruturais S
(spike), E (proteina do envelope), M (proteina de membrana) e N (nucleoproteina) e os genes

de codificacao de proteinas acessorias (figura 1) (HU et al., 2020).
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Figura 1. Genoma SARS-CoV-2. Representagdo esquematica do genoma do SARS-CoV-2. Clivagem das ORF'1 e ORF2,
das quais sdo originadas as poliproteinas ppla e ppla/b. Ainda, os genes de codificagdo das proteinas estruturais S, E, M e N e
proteinas acessorias 3a,7a, 7b,6 e 8. Tamanho aproximado do genoma viral 30kb. Fonte: Adaptado de KIM et. al., 2020.

Como mencionado anteriormente, as nsps estéo relacionadas a varios processos do ciclo
de multiplicacdo viral dos coronavirus e particularidades as envolvem principalmente por
atuarem em conjunto em muitas atividades, formando entre si interacbes e consequente

maquinaria de replicacdo e tendo as nsp12 e nsp8 centralizadas nessa rede (figura 2).
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Figura 2. Esquema de interacdo entre as nsps dos coronavirus. Rede de interaces entre as proteinas ndo estruturais do
SARS-CoV-2. Das quais as nsp12 e nsp8 entdo centralizadas nessa rede, formando complexas liga¢cdes e comunicacao com as
outras proteinas presentes: nsp16, nsp10, nspl4, nsp9, nspl3, nsp7 e nspl5. Fonte: Adaptado de Romano et. al., 2020

Em geral, estudos indicam que as primeiras proteinas ndo estruturais nspl e nsp2
codificadas pela regido 5’ estdo associadas a interacdo com proteinas humanas (VANDELLI et
al., 2020). Especificamente, os achados demonstram que a nspl interage com a subunidade
ribossémica das células do hospedeiro previamente infectadas pelo SARS-CoV-2 inibindo a
traducdo de proteinas celulares (SCHUBERT et al., 2020)e a nsp2 interfere na sinalizacdo
celular, se associando a proteinas proibiotina 1 (PHB1) e PHB2, as quais sdo importantes para
funcionamento, morfologia mitocondrial e multiplicacdo celular (CORNILLEZ-TY et al.,
2009). Por outro lado, as func6es da proteina nsp3 ainda ndo foram totalmente elucidadas, sendo
descritas algumas atividades como clivagem da poliproteina ppla e interacdo com a proteina N
na interferéncia das vias lipidicas do hospedeiro, influenciando nas funcdes da proteina
relacionada a diferenciacdo de adipdcitos estabilizadora de goticulas lipidicas (ADRP)
(MALIK, [s.d.]). Ainda, é atuante na formacdo de vesiculas de membrana dupla, que € o

redirecionamento e reorganizacdo membranar do reticulo endoplasmético celular, juntamente
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com a nsp4 e nsp6. Ademais, estudos sugerem que essas sdo capazes de proteger o dsSRNA de
sensores da imunidade inata do hospedeiro e impedir sua degradacdo (ANGELINI etal., 2013).

Ainda, as nsps dos CoVs mantém outras propriedades funcionais. Assim, até entdo, a
funcdo estabelecida da nsp5 € de protease, com papel principal de clivagem da ppla/b, tendo
grande importancia na formacao das outras nsps (5-16) (KADAM et al., 2021b) E, as nsp7 e
nsp8 colaboram para que a nsp12, mais conhecida como RNA polimerase dependente de RNA
(RdRp) atue com mais eficiéncia em funcbes de revisdo e modificacdo do RNA viral,
favorecendo a eliminacdo de erros de leitura génica (KADAM et al., 2021b). Também esta
atrelada como revisora de RNA, garantindo maior fidelidade na replicacgéo, a coenzima nsp 14,
da qual é ativada pela nsp10 e provavel inducdo de nsp7 (ROMANO et al., 2020). Por outro
lado, a nsp12 também atua como adjuvante da nsp13, da qual ¢ uma helicase, a primeira enzima
do ciclo de replicagcdo, medeia a sintese de todas as moléculas de RNA e atua no capeamento
de 5’-RNA (ROMANO et al., 2020). Ainda, outros trabalhos citam as nsp14 e nspl6 como
metiltransferases, essenciais para que o ciclo viral ocorra (KIM et al., 2020). Por fim, analises
experimentais tém demonstrado que a nspl5 pode interferir na resposta imune inata do
hospedeiro, aléem de degradar o RNA viral em momentos dos quais sdo necessarios o escape de
células de defesa (KIM et al., 2020).

Por outro lado, as proteinas estruturais, alem das atribuicdes de estruturacéo da particula
viral (figura 3), outras funcdes sdo realizadas por elas. Assim, a superficie viral € composta pela
glicoproteina de membrana tipo | (spike) que forma homotrimeros e se projeta nesse local,
sendo classificada como proteina de fusdo que medeia a reacao ligante-receptor e a fusdo de
membrana (DE GROOT et al., 2020; FREEMAN, 2018). Além disso, sua estrutura € constituida
por duas subunidades funcionais, a subunidade S1, da qual é composta pelo dominio N-terminal
(NTD) e dominio de ligacdo ao receptor (RBD) e a subunidade S2, relacionada diretamente a
fusdo de membrana viral e celular (DE GROOT et al.,, 2020). Ainda, a glicoproteina de
membrana do tipo Il integral (M) é a mais abundante, interage com todas as proteinas
estruturais do virus, define o formato do envelope, organiza a montagem viral e atua
interferindo na resposta antiviral inata do hospedeiro (DE GROOQOT et al., 2020; FU et al., 2021).
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Classificada como 0 menor componente proteico estrutural da particula viral, a proteina
do envelope, de membrana integral pentameérica possui canais de ions ou viporinas com
atividade de permeabilizacdo de membrana (DE GROOT et al., 2020). Além disso, estudos
demonstram vérias outras fungdes relacionadas ao ciclo do virus, como participacdo durante a
montagem, brotamento e patogénese (SCHOEMAN; FIELDING, 2019). E por fim, a estrutura
viral conta com a Fosfoproteina RNA-ligante, a proteina do nucleocapsideo, que tem como
funcéo encapsidar o genoma. E esta envolvida na sintese de RNA e sua tradugao, atua como
chaperona de RNA e como antagonista de interferon do tipo | (DE GROOT et al., 2020).

— Proteina spike(S)

Nucleoproteina (N)

Proteina de
envelope (E)

Proteina de
membrana (M)

Figura 3. Representacdo das proteinas do SARS-CoV-2. Representacéo figurativa da estrutura do SARS-CoV-2, esférica e
com espiculas em sua superficie. Na qual estéo as proteinas spike (S), proteina de membrana (M) localizadas no envelope viral
(E) e a nucleoproteina (N) complexada ao genoma viral. Fonte: Adaptado de Biorender, 2021

Adicionalmente, todos os genomas completos descritos de coronavirus demonstram ORFs
que codificam proteinas acessorias, com apresentacOes variadas intercaladas entre os genes
padrdes. Entretanto, os estudos quanto as proteinas acessorias dos coronavirus sao 0S menos
avancados e especula-se que estes tenham sido adquiridos de forma horizontal por fontes
heterdlogas ou celulares (MAZUMDER et al., 2021).
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1.4.Infeccéo e imunopatogénese

Pesquisas demostram que o receptor de membrana ACE2 (Enzima de Conversdo da
Angiotensina 2), que desempenha funcdo importante na homeostase celular e na resposta pro-
inflamatoria, interage com as proteinas da espicula viral (S), e a partir dessa interacdo, inicia-
se 0 processo de penetracdo do virus na célula do hospedeiro (MASON, 2020) (figura 4). O
SARS-CoV-2 infecta células que expressam o ACE2 e a protease transmembrana serina do tipo
2 (TMPRSS2), principalmente as do intestino delgado (enterdcitos e macrofagos) e as dos
alvéolos pulmonares (pneumdcitos) (TO et al., 2020).

A proteina S possui em sua estrutura um dominio de ligacdo ao receptor (RBD) que esté
envolvido diretamente & ligagdo com o receptor celular de entrada ACE2. Ainda, durante esse
processo, a protease transmembrana serina 2 (TMPRSS2) facilita a penetracao do virus a célula
ou uma furina do tipo 1, ligada a membrana, que cliva a proteina S em seus dominios S1 e S2
e permitindo a fusdo membranar (HOFFMANN et al., 2020).

SARS- CoV-2
SPIKE
*m ) ACE2 /

J

TMPRSS2
Furina ‘

Figura 4 - Interacéo viral com proteinas de membrana da célula hospedeira. Figura esquematica da interagdo entre o
SARS-CoV-2 e a célula do hospedeiro para penetragdo viral. A subunidade RBD (dominio de ligagéo ao receptor) de umas das
estruturas da S1, por¢do da S (spike), interage com a Enzima de Conversdo da Angiotensina 2 (ACE2). Ainda, a protease
transmembrana serina 2 (TMPRSS2) auxilia a entrada do virus e a furina do tipo 1, ligada @ membrana, cliva a proteina S em
seus dominios S1 e S2 e permite a fusdo membranar Fonte: Criado e adaptado em Biorender, 2021.

Célula do hospedeiro
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Estudos sugerem que o receptor ACE2 tem relacgdo critica na susceptibilidade ao virus
e na gravidade da les&o tecidual local e sistémica (LIPPI et al., 2020a). Ainda, o receptor ACE2
e outros componentes tem atividade como reguladores do sistema renina-angiotensina (ECA)
atuando fortemente no controle da gravidade da insuficiéncia pulmonar aguda, quando a doenga
é instalada (KUBA; IMAI; PENNINGER, 2006). Em andlises experimentais com células
epiteliais de vias aéreas, observou-se que ap6s 24 horas de infeccdo pelo virus SARS-CoV,
membro da espécie do SARS-CoV-2, a expressdo do ACE2 aumentou significativamente em
comparacgéo a 12 horas de infeccdo (LI et al., 2020a).

A destruicdo das células pulmonares ocasionada pela invasdo viral desencadeia uma
resposta imune local, que ativa macréfagos e mondcitos, esses liberam citocinas e logo, as
respostas adaptativas das células do tipo linfocitos T e B se iniciam (TAY et al., 2020). Em caso
de desequilibrio relacionado a atuacdo do sistema imune, o quadro pulmonar piora e uma
patologia sistémica pode se instalar no organismo infectado (TAY et al., 2020). Isso ocorre
porque a resposta imunoldgica disfuncional desencadeia uma tempestade de citocinas as quais
estdo envolvidas: as interleucinas (IL), os interferons (INF), fator de necrose tumoral (TNF),
fatores de crescimento, fatores estimuladores de colonias e as quimiocinas (SONG et al.,
2020a). Ainda, as células epiteliais e macrdfagos, ao ser invadidos pelas particulas virais sao
estimuladas a liberarem citocinas e quimiocinas, que recrutam mais células de defesa (SONG
et al., 2020b) e os receptores do tipo Toll-like receptors(TLRs) 3, TRL7, TRL8 e TRL9 ao
reconhecerem o RNA viral faz com que a via NF-Kb (fator nuclear kappa B) seja ativada e
citocinas pré-inflamatorias participam do processo inflamatorio (AZKUR et al., 2020).

Em infec¢Oes virais, dentro da célula hospedeira, proteinas do imunocomplexo principal
de histocompatibilidade (MHC) de classe | apresentam peptideos virais as células T citotoxicas
CD8. Nesse momento, essas células iniciam uma expansdo clonal e desenvolve células T
efetoras e de meméria para combate especifico ao virus (AZKUR et al., 2020) (JANSEN et al.,
2019). Além disso, a partir de moléculas MHC de classe I, as células dendriticas e macréfagos
apresentam virus inteiros ou partes deles para células do tipo T CD4+. As células B reconhecem
de forma direta as particulas virais ou por interacdo com as células T CD4+ e passam a produzir

anticorpos contra o patégeno.
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Ainda, quanto a resposta imune humoral, na fase aguda da doenca, a imunoglobulina do
tipo M (IgM) tem sua producdo aumentada atingindo seu pico em ~7 dias e, em seguida, na
convalescéncia, ocorre 0 mesmo com imunoglobulina do tipo A(IgA) e a imunoglobulina do
tipo G (1gG) especifico (AZKUR et al., 2020), essas observagdes relacionadas a janela
imunoldgica estdo intimamente ligadas ao emprego adequado do método para deteccdo da
COVID-19 (figura 5).
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Figura 5. Resposta especifica de anticorpos do SARS-CoV-2. Grafico representativo mostrando a resposta especifica de
anticorpos frente a infeccdo por SARS-CoV-2. O estagio assintomatico pode apresentar-se até duas semanas antes do inicio
dos sintomas. Contudo, h& aumento de antigenos desde o inicio da infecgdo. Apds o inicio dos sintomas, na primeira semana,
é possivel verificar a producéo de anticorpos IgM e IgA e adiante, a producéo de anticorpos do tipo IgG. Em geral, hd uma
queda de anticorpos, principalmente apds a segunda semana de sintomatologia com uma tendéncia de cessagédo de anticorpos
IgM e linearidade na producéo de 1gG. Fonte: Adaptado de AZKUR,2020.

Os anticorpos produzidos para combate ao SARS-CoV-2 sdo direcionados as
glicoproteinas de membrana do virus e seus alvos principais sdo as proteinas N e S. Esses
anticorpos tém a funcéo de impedir a infeccdo viral em células que expressam o receptor ACE2
(POLAND; OVSYANNIKOVA; KENNEDY, 2020). Estudos tém demonstrado que 0 sucesso
da neutralizacdo contra 0 SARS-CoV-2 esta relacionado com a producdo de anticorpos
especificos, 1gG anti - dominio de ligacdo ao receptor da proteina S (S-RBD) (NI et al., 2020).
No entanto, a resposta produzida pelas imunoglobulinas do tipo G e do tipo M (IgM) podem

atuar contra a N e a S-RBD e ndo estar associadas a resposta imune duradoura (NI et al., 2020).
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1.5. Tratamento e Vacina

Em Wuhan, no inicio da pandemia, para evitar a gravidade e 6bitos dos pacientes com
0 novo coronavirus, testes com farmacos disponiveis foram feitos para avaliar sua eficacia
contra a doenga, porém ndo houve tratamento satisfatorio (HUANG et al., 2020). Desde entéo,
testes com medicamentos diversos foram avaliados em todo o mundo como os antimicrobianos
cloroquina e hidroxicloroquina, o anti-helmintico ivermectina, os anti-hipertensivos SABER e
losartan e os antivirais favipiravir, umifenovir, lopinavir e rotanavir e remdesivir (WU et al.,
2020). Este ultimo, foi o primeiro medicamento aprovado emergencialmente no Brasil, no més
de margo de 2021, produzido pelo laboratério Gilead. Contudo, ressalvas técnicas quanto ao
uso no tratamento da COVID-19 foram estabelecidas pelo Ministério da Salde do pais
(MINISTERIO DA SAUDE, 2021b). Ainda, atualmente, outros farmacos estdo sendo
submetidos a testes e tem apresentado resultados promissores quanto a eficacia contra a
infeccdo do SARS-CoV-2, como o molnupiravir e o paxlovid(PFIZER, 2021) (MERCK, 2021).

Historicamente, sabe-se que a melhor forma de prevencéo de doengas é por vacinagéo.
Estudos constantes para geracao de vacinas eficientes contra o virus tem sido empregados por
grandes empresas e instituicdes de pesquisa. No Brasil, quatro vacinas de diferentes matérias-
primas foram aprovadas pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para
utilizacdo na populacdo (NINOMIYA, 2021). Assim tem-se a desenvolvida pela Universidade
de Oxford e pelo laboratério britanico Astrazeneca, esta criada por tecnologia recombinante
que utiliza um vetor viral ndo-replicante de adenovirus de um primata ndo-humano (chimpanzeé)
que é reconhecido pelas células de defesa e estimula resposta imunoldgica contra a proteina S
do SARS-CoV-2 (FIOCRUZ, 2021). Ainda, a vacina de virus inativado, a CORONAVAC,
desenvolvida pela biofarmacéutica chinesa Sinovac Biotech e produzida pelo Instituto Butantan
em S&o Paulo que também estimula a producéo de anticorpos IgG neutralizantes e ativacdo da
resposta celular principalmente induzidas pelo imundégeno RBD (WANG et al., 2020a).
Também, a vacina que utiliza mRNA (&cido ribonucleico mensageiro) sintético, que
desencadeia resposta imune quando o préprio organismo reconhece esse material e produz
proteinas com funcdo antigénica, essa tecnologia pertencente a BioNtech e produzida pela
Pfizer (PFIZER, 2020). E a da farmacéutica Janssen-Cilag, da qual utiliza tecnologia
recombinante com vetor de adenovirus sorotipo 26 (Ad26) (BRASIL, 2021).
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1.6. Diagnostico Laboratorial

A infeccdo causada pelo SARS-CoV-2 pode ou ndo desencadear sinais e sintomas. No
entanto, quanto mais abrangente a testagem na populacdo, maior probabilidade de conter a
transmissdo da doenca, avancar com medidas preventivas e agregar dados epidemioldgicos as
instituicGes publicas e privadas da area de salde para estudos com finalidade de controle da
disseminacdo do virus na populacdo. Além disso, o diagnostico clinico esta intimamente ligado
aos resultados laboratoriais. Dessa forma, diversos tipos de métodos para deteccdo da doenca
estdo sendo desenvolvidos, sendo aplicadas varias maneiras de coleta e tipos de amostras. As
técnicas moleculares e soroldgicas sdo as mais utilizadas.

A RT gPCR é a metodologia molecular de referéncia para a confirmacao de infeccdo
por SARS-CoV-2 e seu foco é amplificar acidos nucléicos do material genético do virus com
alta precisdo (LI et al., 2020b). De forma indireta, os testes soroldgicos séo utilizados para
determinar a presenca ou quantificar anticorpos especificos contra a doenca em individuos
infectados. Atualmente, 0s ensaios imunocromatograficos, de imunoabsorcdo enzimatica
(ELISA) e de quimiluminescéncia sdo os mais utilizados. (GHAFFARI; MEURANT,;
ARDAKANI, 2020). Além disso, recentemente os ensaios de imunofluorescéncia portatil

ganharam espaco na detecgé@o de anticorpos e antigenos para COVID-19.

1.6.1. Método molecular
RT gPCR

A técnica de PCR faz amplificacéo especifica do cDNA, que foi transcrito previamente
pela transcriptase reversa. A deteccdo desse material amplificado sera feita através de sondas
de hidrélise especificas para o virus presentes no mix da reacdo. Para o ensaio de PCR na
deteccdo de SARS-CoV-2, amostras provenientes de escarro, fluido de lavagem bronco
alveolar, swabs nasofaringeos e orofaringeos e aspirados do trato respiratorio (AFZAL, 2020)
sdo utilizadas. Para permitir a identificacdo do virus por esse método, ha os genes especificos
que podem ser utilizados como gene E, gene N e gene RARP dentre outros(CDC, 2020)
(KUBINA; DZIEDZIC, 2020). Assim, o processo de extracao aplicado ao teste deve ser feito
em instalaces de biosseguranca nivel BSL-2 e deve ser feito por pessoal capacitado
(OPAS/OMS, 2020).
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1.6.2. Testes imunocromatograficos

Desde 0 comeco da pandemia, Varios testes para deteccdo da COVID-19 foram
produzidos. Dentre eles, os testes de detecgédo de anticorpos contra 0 SARS-CoV-2 ganharam
destaque por especialistas da area da saude e da populacdo em geral por serem mais rapidos e
de menor custo em relacdo a técnica padrdo ouro determinada (SBPC, 2020). Nessa
modalidade, testes com métodos diversos foram fabricados, dentre eles o ELISA,
quimioluminescéncia e imunocromatografia foram os de maior destaque no Brasil e em sua
maioria com deteccdo de anticorpos totais ou individuais, prevalecendo os que detectam IgM e
IgG (SBPC, 2020). Esse processo aumentou a fabricacdo e importacédo de testes de todos os
tipos e uma impactante quantidade de testes imunocromatograficos foram registrados no
Ministério da Saude (MS). Entretanto, conforme demonstrado no monitoramento do INCQS
(Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude), as analises feitas pds-mercado para
avaliacdo do desempenho desses testes demonstram que muitos deles ndo estavam conforme a
descricdo em registro, com parametros exigidos pelos 6rgéos reguladores e que era necessario
adequac0es e até mesmo suspensao do uso (ANVISA, 2021a).

Ainda, é importante ressaltar que a validacao aplicada aos testes € imprescindivel para
garantir a confiabilidade dos mesmos, sendo aplicada uma verificacdo analitica padronizada
que determina com segurancga as suas caracteristicas de desempenho, determinando sua real
sensibilidade e especificidade (SBPC, 2020).

1.6.2.1. Deteccéo rapida de antigenos do SARS-CoV-2

De acordo com as orienta¢fes da Organizacdo Pan-Americana de Saude (OPAS/OMS,
2020), os testes rapidos que detectam antigenos do SARS-CoV-2 devem atender o0s requisitos
impostos para sua utilizacdo, como sensibilidade > 80% e especifidade > 97% em comparacao
com um teste molecular de referéncia. Além disso, é importante frisar que os testes desse tipo
sdo Uteis onde ndo héa teste molecular disponivel ou quando o tempo do resultado desse teste
seja maior que 72 horas.
Individuos sintomaticos em um periodo de até 10 dias (melhor intervalo 5-7 dias) tém
prioridade para aplicacdo dos testes, ndo sendo recomendado 0 uso em pacientes
assintomaticos. Para interpretacdo dos testes € importante a correlacdo entre as informacdes
clinicas e epidemioldgicas, sendo necessario um teste confirmatdrio, como PCR, em alguns
casos (OPAS/OMS, 2020).
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1.6.2.2. Deteccéo de anticorpos 1gG/ IgM

Esse ensaio contém vérios subelementos e duas etapas definem seu processamento:
amostra a ser utilizada (sangue total, plasma e soro, por exemplo) no volume pré-estabelecido
é aplicada na cavidade correspondente e logo ap6s, a aplicacdo de um tampéo formulado para
direcionamento da amostra se faz necessario(MILLER; SIKES, 2015). Nesse momento, ha
reacdo do conjugado (composto por um antigeno recombinante e um componente que emite
cor, como por exemplo, o ouro coloidal) presente em um compartimento no inicio do
dispositivo, que, quando em contato com anticorpos 1gG /IgM da amostra (se houver) formam
um complexo antigeno-anticorpo. Estes, migram por capilaridade e reagem com anti anticorpos
IgM e IgG que estdo localizados na membrana de nitrocelulose. Além disso, um outro composto
conjugado geralmente é adicionado ao dispositivo que servira como controle interno durante a
execucdo do teste. Esse também migra e se liga ao anti anticorpo que esté localizado na fase da
linha de controle. Ao final da reacdo, ha formacdo de uma linha visivel colorida na janela de
visualizacdo, devido a composi¢do do ouro coloidal no conjugado que permanece inerte na

linha teste em caso de ligacdo com o anticorpo (figura 6).

Conjugado IgG
Y IgMCOVID-19 Coelho + ouro

Y IgG COVID-19 Anti anticorpo IgM
— - humano

Conjugado ouro Anti anticorpo IgM
antigeno COVID-19 Y humano

Anti Anticorpo IgG
Coelho

Compartimento

para amostra
Compartimento
para o conjugado

Almofada adesiva

Membrana de
nitrocelulose

Membrana de absorgdo

Figura 6. Componentes do teste imunocromatografico. Representacdo de um ensaio imunocromatografico para deteccéo de
anticorpos 1gG e IgM contra 0 SARS-CoV-2. Nesse dispositivo ha um compartimento para amostra, o compartimento do
conjugado, o qual tera dois tipos de conjugados especificos: ouro coloidal + antigeno COVID-19 e ouro coloidal + anticorpo
1gG de coelho. Também se tem a membrana de celulose, onde ocorre a migragdo dos componentes por agdo capilar e estdo
inseridos os anti anticorpos IgM, 1gG humanos e IgG de coelho para se ligarem aos complexos migrados. Ainda ha a membrana
de absorcao, que ird receber durante o ensaio 0s reagentes e amostra. Sustentando as estruturas citadas, estd uma almofada
adesiva. Fonte: Adaptado de GAPHARI et. Al, 2020.
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1.6.3. Imunoensaio rapido por fluorescéncia

Geralmente, a jungdo de trés ou mais tecnologias € empregada nessa metodologia, quais
sdo, a imunocromatografia, a fluorescéncia, um software de leitura éptica e processamento dos
dados recebidos (ALBANI, 2001). Ainda, os equipamentos que compde a tecnologia podem
variar quanto a robustez e formas de analises (quantitativas ou qualitativas). Quanto a
imunocromatografia utilizada para esse fim, funciona, de forma semelhante a aplicada aos testes
rapidos comumente conhecidos. Porém, a diferenca estabelecida é que, o composto no
conjugado especifico do dispositivo teste, tem funcdo de fluor6foro (elemento que emite
fluorescéncia quando submetido a alguma fonte de radiagdo luminosa com comprimento de
onda especifico), 0 que ndo se aplica aos testes com uso, por exemplo, do ouro coloidal, capaz
de emitir cor para interpretacdo visual em ensaios de fluxo lateral (WANG et al., 2015).
Conceitualmente, a fluorescéncia é um tipo de processo complexo da fotoluminescéncia que
estd atrelado a trés estagios distintos (figura 7): o primeiro, quando um foton de energia é
fornecido por uma fonte externa, que pode ser por uma luz LED (light-emitting diode) ou
LASER, por exemplo, o segundo, quando ha absorcdo da energia emitida por um fluoroforo
criando um estado de single state (S1°) (ALBANI, 2001). Esse estado existe por um tempo
finito, que varia de acordo com cada componente fluorescente e durante esse periodo, o
fluoroforo sofre mudancgas conformacionais. Nesse processo, a energia de S1 € parcialmente
dissipada e um novo estado se estabelece, o de relax singlet ou estado relaxado (DRUMMEN,
2012). E é a partir desse momento que a emissdo de fluorescéncia se origina do qual um féton
de energia € emitido, retornando ao seu estado fundamental (S0). Devido a dissipacdo de
energia, durante o tempo no estado excitado, a energia desse foton € menor, com consequente
comprimento de onda maior ((DRUMMEN, 2012). Desse modo, 0 comprimento de onda da
emissdo fluorescente é maior que o da excitacdo porque durante o tempo de excitacdo, ha
colisbes entre moléculas causando uma perda parcial de energia, liberada em forma de calor
(ALBANI, 2001).
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Figura 7. Diagrama de Jablonski. Diagrama de Jablonski- indicando os processos envolvidos na fotoluminescéncia. Trés
estagios distintos sdo mostrados: 1- um féton de energia é fornecido por uma fonte externa, como uma luz LED. 2- Luz
absorvida pelo fluor6foro é emitida criando um estado de single state (S1°). 2- Esse estado existe por um tempo finito e o
fluoréforo sofre mudancas conformacionais. A energia de S1° é parcialmente dissipada (em laranja) e um novo estado se
estabelece, o de relax singlet ou estado relaxado (S1). 3- A partir desse momento a emisséo de fluorescéncia se origina do qual
um foton de energia é emitido, retornando ao seu estado fundamental (S0). Fonte: Adaptado de Termofisher, 2021.

Ha diferencas entre os marcadores de fotoluminescéncia que determinam a qualidade
da tecnologia empregada. Atualmente, o marcador mais utilizado para a fluorescéncia resolvida
no tempo é o lantanideo eurdpio (Eu) (WANG et al.,, 2015). Em contraste com outros
fluoroforos tradicionais, como fluoresceina e rodamina, o eurdpio se caracteriza por ter um
deslocamento de Stokes (diferenca entre a absorbancia maxima e os comprimentos de onda de
emissao) maior, permitindo que a substancia ndo sofra auto-extingdo devido a sobreposicao de
espectros (BUNZLI; PIGUET, 2005). Os lantanideos possuem longo tempo de vida (life time)
(em milissegundos) em relacdo aos outros fluoroforos (inclusive os naturais presentes em
matrizes bioldgicas) (geralmente em nanossegundos), e o sinal luminoso produzido por essas
particulas durante a emissdo é intenso e estavel, o que favorece a sensibilidade do ensaio,
permite que a fluorescéncia seja lida logo ap6s algum decaimento de energia proporcionando
uma faixa de leitura mais dindmica e garante a precisdo dos resultados (figura 8) (BUNZLI;
PIGUET, 2005).
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Figura 8. Diferencas de excitacao e emisséo de fluorescéncia. Graficos representativos da diferenca entre a absorcéo de luz
por fluoréforos diferentes do eurdpio. A emisséo da luz recebida se dd em momentos em que ainda ha absorcéo da luz recebida
no primeiro grafico, situacdo que pode ocasionar perda de energia durante o processo e os sensores de leitura do equipamento
de imunofluorescéncia ndo serem capazes de captar a energia total emitida. No segundo grafico, mostra a excitagdo e emissao
em momentos diferentes, do qual influencia na leitura mais precisa do sensor do equipamento. Fonte: Adaptado de Teixeira,
2010.

Apos a emissdo de fluorescéncia, para leitura Optica dessa energia emitida, é necessario
que tecnologias capazes de converter luz em correntes elétricas sejam utilizadas. Assim,
geralmente, as fotomultiplicadoras convencionais sdo empregadas e utilizam catodos feitos com
materiais fotossensiveis, sistema de colecdo de elétrons, uma secéo de multiplicacao de elétrons
e um anodo (CHERRY, 2012). Por meio de sistemas avancados, 0s ajustes para detec¢édo de
fotons podem ser feitos, evitando ruidos e melhorando a leitura individual. Ainda, € necessario
que sistemas de processamento dos dados obtidos faca leitura, interpretacdo e analises dos
mesmos. Essa atuacdo se d& por meio de algoritmos pré-programados. Logo, tém-se o0s

resultados disponibilizados na interface visual do instrumento (CHERRY, 2012).

1.6.4. Ensaio de Desempenho

A ANVISA atua como o6rgdo regulador para a validacdo de produtos in vitro e
normatizador para os ensaios de desempenho desses (quando aplicavel). Dessa forma, 0s
quesitos preconizados: exatiddo, sensibilidade analitica, repetibilidade, reprodutibilidade,
especificidade e estabilidade ao serem contemplados no estudo garantem resultados confiaveis

e confirma a adequacdo do produto ao fim destinado.



32

2 JUSTIFICATIVA

Neste ano (2021), no Brasil, a pandemia da COVID-19 ainda esta causando perdas
humanas e socioecondmicas. Assim, a vacinacdo tem sido fundamental para diminuicdo
consideravel das mortes e casos graves ocasionados pelo SARS-CoV-2. Atualmente, soma mais
de 25 milhGes de casos da doenca, e dessas, foram perdidas milhares de vidas por complicagcdes
associadas a infeccdo (dados consultados em 4 de fevereiro de 2022). A situacdo pandémica
evidenciou a deficiéncia de produtos de diagnostico laboratorial em vérias partes do mundo,
inclusive no nosso pais. Além disso, deixou explicita a necessidade da importacao de matéria-
prima para a producdo de varios produtos destinados ao setor de salde, principalmente para
contencdo da propagacdo do virus. Os testes moleculares especificos sdo de importancia
imprescindivel para a acdo dos érgéos de vigilancia epidemioldgica perante os casos de diversas
doencas que afetam os seres humanos, contudo seu uso requer técnicas e instalagdes especificas
que geralmente sdo de custo elevado.

Muitas empresas, ao se propor a comercializar os testes rapidos importados ou
fabricados no pais, foram alvos de materiais com baixa qualidade e como consequéncia
apresentaram menor eficiéncia nos quesitos sensibilidade e especificidade, dificultando a
interpretacdo médica perante os resultados obtidos. O diagndéstico clinico final, que tem
complexidade variavel a depender dos sinais e sintomas do individuo, historico de
comorbidades pré-existentes, contato com outros individuos infectados, periodo de incubacéo
do virus e outros fatores envolvidos, pode ficar comprometido se os testes laboratoriais ndo
forem suficientemente eficazes para auxilio nesse processo.

Testes para deteccdo de anticorpos anti SARS-CoV-2, com alta qualidade, que permite
manuseio facil, menor tempo e menor custo, € uma das formas de deteccdo rapida que mais tem
se buscado no mundo, portanto a producdo em massa destes testes tem sido incansavel por seus
fabricantes. Apesar disso, a falta de um teste de referéncia para a busca de anticorpos 1gG/ IgM
aumenta a necessidade do controle de qualidade dos testes rapidos comercializados, sendo
necessario constantes ensaios de desempenho, sempre em busca de atender a popula¢do com as
melhores ferramentas de diagndstico rapido e seguro. Dessa forma, a intencdo do trabalho
proposto é um ensaio de desempenho capaz de intensificar a monitorizacdo da qualidade do
teste comercializado, além de proporcionar um protocolo que podera ser utilizado em outros

testes de deteccdo rapida fabricados por nossa corporagéo.
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3 OBJETIVO GERAL
Avaliar o desempenho de um teste rapido na deteccao de anticorpos IgG/ IgM contra o virus da
COVID-19 (SARS-Cov-2) por método de comparabilidade.

4 OBJETIVOS ESPECIFICOS

% Avaliar a funcionalidade do teste rapido imunocromatogréafico para COVID-19
IgG/IgM.

% Comparar os resultados com de outro teste imunocromatografico registrado em
territorio nacional.

¢+ Comparar os resultados obtidos nos ensaios com os de ELISA.

%+ Comparar os resultados obtidos nos ensaios para IgG com os de imunofluorescéncia

para IgG anti-RBD em amostras de vacinados com a Coronavac.
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5 MATERIAIS

5.1. Amostras

Parte das amostras utilizadas nesse estudo foram obtidas de pacientes durante a
pandemia de COVID-19, no ano de 2020, e pertencem ao projeto principal com aprovacéo no
Comité de Etica sob o nimero CAAE 1686320.0.0000.5149. Essas foram cedidas gentilmente
pelo Dr. Flavio Guimarédes da Fonseca - CT Vacinas no inicio da pandemia ocasionada pelo
SARS-CoV-2, assim, ha variacdo de caracteristicas referente a cada amostra. Ainda, quanto as
amostras, o grupo do professor Dr. Flavio Guimardes da Fonseca disponibilizou resultados de
ELISA (1gG) e dos testes rapidos de Biomanguinhos (DPP) para deteccdo de IgG e IgM, que
nesse estudo foram utilizados para comparacao de desempenho dos kits imunocromatogréaficos
avaliados. O metodo de ELISA utilizado no CT-Vacinas é semi-quantitativo, o indice (1) é dado
pela razdo: absorbancia da amostra/cut-off do teste e, dependendo do indice, a amostra é
classificada como reagente (I> 1,1), nao reagente (I1<0,8) ou indeterminada (0,8<I<I,1). E, 0
método DPP possui um leitor de sinal, ¢ classifica o resultado em reagente (> 25) ou nao
reagente (<24). Pelo mesmo grupo, foram disponibilizadas amostras verdadeiramente negativas
para IgG e IgM contra 0 SARS-CoV-2, essas coletadas antes de 2020.

Ainda, amostras de pacientes completamente imunizados (12 e 22 dose) com a vacina
Coronavac foram utilizadas. Essas, gentilmente cedidas pelo Dr. Ricardo Gazzinelli e
pertencentes ao grupo de Imunopatologia do René Rachou FIOCRUZ MINAS com aprovacao
pelo CEP/FHEMIG: CAAE 43335821.4.0000.5119. Para preservacdo de todas as amostras,
estas ficaram acondicionadas a temperatura -70 no seu Biobanco de origem até a execucao dos

ensaios.

5.1.1. Amostras reagentes para IgG anti SARS-CoV-2

Para as analises do estudo, a partir do biobanco de soros positivos para COVID-19, um
total de 42 amostras clinicas foram selecionadas. Para isso, foram escolhidos soros com mais
caracteristicas disponiveis e resultados laboratoriais disponibilizados pelo provedor do projeto
referenciado. Todas as amostras selecionadas tiveram resultados no ELISA como reagentes

para 1gG, apresentando indices com intervalo de 1,1 a 8,8.
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5.1.2. Amostras reagentes para IgG e IgM (DPP)

Das 42 amostras, 6 delas apresentam-se reagentes para anticorpos 1gG e IgM contra
SARS-CoV-2 e 2 foram reagentes apenas para IgG no teste rapido de Biomanguinhos (tabela
1). Esse método possui um leitor de sinal, e classifica o resultado em reagente (> 25) ou néo

reagente (<24). O restante das amostras ndo foi testado pelo método.

Tabela 1 Sinal analitico resultante no teste de Biomanguinhos

ID Sin IgM Sin 1gG
1 29 18

2 28 160

3 25 100

4 97 291

5 124 51
35 12 62
36 43 120
37 2,7 27

5.1.3. Amostras reagentes RT-qPCR

Do total de amostras utilizadas nesse estudo, 18 foram positivas para RT-qPCR. A
classificac@o dessas amostras, feita pelo detentor do projeto inicial, foi como amostras positivas,
as quais apresentaram resultados reagentes no método ou amostras nao testadas, as quais ndo
foram testadas pelo método. Outros dados ndo foram disponibilizados. Dessa forma, 24

amostras desse estudo ndo foram testadas para RT-qPCR.

5.1.4. Amostras reagentes IgM USP
16 das 42 amostras utilizadas nesse estudo foram positivas para IgM anti SARS-CoV-2
em ensaios realizados por pesquisadores da Universidade Federal de Sdo Paulo (USP).

Correspondendo a 38% das amostras positivas para IgM contra SARS-CoV-2 analisadas.

5.1.5. Amostras clinicas negativas para SARS-CoV-2

As amostras de soro negativas para SARS-CoV-2 foram selecionadas do biobanco do CT-
Vacinas, estas coletadas antes do ano de 2020, totalizando 30 soros. 4 deles sdo positivos para
dengue e 3 para Chikungunya. Além disso, 2 amostras utilizadas estavam ictéricas e 6 sdo de
vacinados contra Influenza. Assim, as 15 amostras restantes ndo apresentaram caracteristicas
anormais. Os indices de ELISA 1gG obtidos nos ensaios com essas amostras do CT-Vacinas

estdo entre 0,3 a0,9.
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5.1.6. Amostras de vacinados com Coronavac

Um total de 28 amostras de pacientes que foram vacinados contra a COVID-19 com
Coronavac foi adicionado ao estudo. Vacinados com outras vacinas que estimulam a producao
de anticorpos anti proteina S apenas, ndo entraram no estudo, devido a limitacdo do teste
avaliado, do qual detecta apenas anticorpos ligantes a proteina N.

5.4. Testes imunocromatogréaficos e de imunofluorescéncia

Foram disponibilizados pela empresa Diagnéstica Industria e Comércio LTDA, 200
testes rapidos denominados COVID-19 IgG/IgM Rapid Test, previamente registrados na
ANVISA sob 0 n°80638720150, lote COVNC1001R, validade 22/06/2022 e comercializado no
pais, sendo o objeto de estudo desse trabalho e foram utilizados para a execucao dos processos
do ensaio comparativo. Cada teste € composto por: um dispositivo de teste, um tubo capilar,
uma solucéo tampéo e a bula para instrucdes de uso. Todos 0s testes disponibilizados consistem
em imunoensaios cromatograficos qualitativos que tem como objetivo determinar a presenca
de anticorpos dos tipos 1gG e IgM em amostras de sangue total, soro ou plasma humano contra
a proteina N (nucleoproteina) do virus SARS-CoV-2.

Além disso, foram disponibilizados para uso, o equipamento de imunofluorescéncia
portatil AFR200S e 60 testes para deteccdo de anticorpos do tipo 1gG anti RBD, lote FCSG
21070002 validade: 07/2023 marca Biocon, por essa metodologia. Cada kit € composto por
dispositivos testes, tubos de solucdo de extracdo, pipeta capilar, um cartdo de identificacdo da
curva de calibracdo especifico e a bula. Além do processo de leitura realizado pelo
equipamento, por meio dos sensores opticos, ha a formacdo de complexos no dispositivo teste
durante a execucdo do ensaio. Assim, esse complexo contém antigenos ligantes a anticorpos do
tipo 1gG anti RBD e microesferas de eurdpio (fluoréforo). Quando hé anticorpos do tipo 1gG
anti RBD na amostra eles se ligam a esse complexo. Logo, como na imunocromatografia, por
acdo capilar, hd a migracdo desses compostos pela membrana cromatografica, sendo
posteriormente capturada por anticorpos revestidos na linha teste. Além disso, outro conjugado
esta presente no dispositivo, migrando pela membrana juntamente com o complexo formado e
ligante a anticorpos de captura como controle processual, em uma linha de controle especifico.
Finalmente, de acordo com a intensidade de fluorescéncia capturada pelos sensores do

equipamento, ha leitura do resultado e emissdo do mesmo.
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6 METODOS
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Figura 9. Fluxograma dos métodos empregados

6.1. Testes imunocromatograficos

Um total de 100 amostras foram submetidas aos ensaios. As mesmas foram levadas a
temperatura ambiente para descongelamento, logo, quando descongeladas, foram
homogeneizadas anteriormente ao procedimento do teste. A sequéncia de execucdo foi:
amostras reagentes, amostras ndo-reagentes e amostras de vacinados.

O procedimento para execucdo foi feito de acordo com o direcionamento da bula do produto
referido, da seguinte forma: os kits contendo os testes e seus materiais complementares, foram
distribuidos em um local plano e asséptico, os dispositivos teste foram retirados das embalagens
de aluminio apenas no momento da execucdo do ensaio, e logo, foram identificados de acordo
com as amostras. Com a pipeta capilar plastica, foi pipetada a quantidade de soro delimitada
por ela (identificada por uma marcacdo em preto, impressa na pipeta). Na cavidade do
dispositivo teste, coma pipeta capilar, verticalmente, foram dispensados ~10 pL (microlitros)
de soro. Logo, 3 gotas (~70 pL) do tampéo diluente foi aplicado na cavidade para migracdo na
membrana teste. As leituras dos resultados foram interpretadas em 15 minutos. O registro dos
resultados se deu mediante anotacdo em planilha previamente impressa e logo depois foi

repassado para planilha eletrdnica para guarda dos mesmos.
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6.1.1. Interpretacao dos resultados

Para interpretacéo dos resultados, a anélise se fez a partir dos seguintes conceitos (figura
10):
N&o Reagente -Apenas a linha Controle (C) esta visivel, sem coloracdo nas linhas G e M o que
indica ndo reagente para anticorpos anti-COVID-19.
IgM Reagente- Além da linha controle (C), a linha M é visivel, com coloracdo de qualquer
intensidade, configurando IgM positivo para o virus da COVID-19.
IgG Reagente- Se a linha controle (C) e a linha G € visivel, com coloracdo de qualquer
intensidade, o IgG é considerado positivo para o virus da COVID-19.
IgG e IgM Reagente- Se a linha controle (C), a linha M e a G é visivel, com coloragdo de
qualquer intensidade, os anticorpos 1gG e IgM sdo considerados positivos para o virus da
COVID-19.
Invalido- O teste sera invalido caso ndo aparece a linha controle (C), mesmo que as linhas M e

G sejam visiveis na janela de visualizacdo.

Ndo reagente  Reagente lgM ReagentelgG Resultado Reagente IgG e IgM
= = c c C c : c C c
M M Y] | M (1] | M M M 4] |
G G G G G G G G G
9 J * 9 * 9 9 ") )
 — —— e— e — — — — - —

Figura 10. Interpretagdo dos testes imunocromatogréficos. Para interpretacdo dos resultados: Quando houver apenas uma
linha C, o teste é ndo reagente para os anticorpos 1gG e IgM. Se surgir uma linha C e uma linha M, o resultado € reagente para

IgM. Se houver formagéo de uma linha C e uma linha G, o teste € reagente para IgG. Se houver linhas fortes ou fracas C,M e
G, oresultado é reagente para IgG e IgM.
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6.2. Imunofluorescéncia

As amostras de soro de pacientes vacinados com Coronavac foram previamente
descongeladas para a execugédo dos ensaios. Todos os procedimentos foram realizados seguindo
0 manual do equipamento AFR-200S (figura 11) e a bula referente ao kit de deteccdo de
anticorpos IgG anti RBD.

Assim, para o ensaio, foi necessario ligar o equipamento, inserir o cartdo de
identificacdo da curva de calibracéo e deixa-lo no modo escolhido para operagdo. Para o AFR-
200S, trés tipos de modos operacionais sdo disponibilizados: rapido, padrdo e testes em lote.
Para esses estudos, 0 modo testes em lote foi 0 escolhido para otimizagdo do processo. Dessa
forma, as amostras foram previamente cadastradas no sistema do AFR-200S, logo, os
dispositivos testes foram retirados de suas embalagens de aluminio e colocados em bancada
plana e limpa para inicio dos ensaios. Seguindo a bula, para cada amostra foram realizados 0s
procedimentos pertinentes. Sendo assim, foram adicionados aproximadamente 10 microlitros
de soro na cavidade do dispositivo com o auxilio da pipeta capilar e apds 5 segundos foram
dispensadas 2 gotas da solugédo de extracdo (~80 uL) no mesmo local. Apds esse procedimento,
0 inicio de incubacdo foi selecionado no equipamento. Logo, quando acabou o tempo de
incubacgéo contado pelo instrumento (15 minutos) para cada amostra feita, iniciou-se a leitura e

emissao dos resultados referentes.

> Biocon

Figura 11 - AFR200, dispositivos testes e leitor de cddigos de barras. Foto do equipamento AFR-200 de imunofluorescéncia
e seus componentes: dispositivos testes e leitor de codigos de barras. Fonte: Arquivo Biocon
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6.2.1. Interpretagdo dos resultados

Os resultados obtidos pelo AFR-200S s&o qualitativos, sendo lidos pelo equipamento
sinais valorados como >1.00 e interpretados como positivos € < 1.00 negativos para presenca
de anticorpos IgG anti RBD. Ainda resultados invalidos apresentam erro de leitura e ndo emite
resultado para interpretacéo, sendo sinalizados pelo instrumento com N/A indicando falha na

quantidade de amostra ou curva de calibracdo incorreta para o analito buscado.

7 PERFORMANCE CLINICA

7.1. Sensibilidade

Foi calculada a partir da propor¢do de todos os resultados obtidos com o kit para
deteccdo de anticorpos IgG/IgM positivos entre todos os verdadeiramente positivos (resultados
obtidos pelo método de referéncia aplicado). Assim, sendo expresso em forma de porcentagem.

7.2. Especificidade
A partir da proporcdo de resultados ndo reagentes no kit de detec¢do de anticorpos
IgG/IgM entre todos os verdadeiros negativos, foi expressa a especificidade dos testes nesse

estudo.

7.3. Valor preditivo positivo (VPP)
Esse valor é a proporcdo de amostras verdadeiramente positivas entre todos 0s
individuos com teste positivo. Desse modo, expressa a probabilidade de uma amostra com

resultado positivo ser realmente uma amostra positiva.

7.4. Valor preditivo negativo (VPN)
Essa é a proporcdo de amostras verdadeiramente negativas entre todos os individuos
com teste negativo. Assim, expressa a probabilidade de uma amostra com resultado negativo

ser realmente uma amostra negativa.



41

7.5. Reprodutibilidade

5 amostras reagentes para 1gG e IgM com indices de ELISA que variaram de 1,6 a 8,2 foram
selecionadas para outro operador executar 0s ensaios. E essas amostras também eram positivas
nos testes de Biomanguinhos para IgM. Ainda, foram selecionadas 5 amostras néo reagentes
para 1gG e/ou IgM. Amostras negativas foram reproduzidas uma vez e as positivas em

duplicata.

7.6. Repetibilidade
Para verificar a repetibilidade dos testes, 12 amostras foram selecionadas para o0s

ensaios. Das quais tiveram resultados reagentes no ELISA com indices distintos entre 1,1 a 8,8.

7.7. Variagdo de temperatura
Para avaliar o desempenho do teste em relagdo a variacdo de temperatura, 10 testes
foram armazenados em geladeira (~4 °C) durante pelo menos 1 hora antes da execucdo dos

ensaios e seus resultados comparados com os de referéncia aplicado no estudo.

7.8. Andlises estatisticas
7.8.1. Indice kappa

O método foi utilizado para avaliar o nivel de reprodutibilidade (confiabilidade) entre
0s resultados obtidos. Considerando os valores de 0-0,20 baixa concordéncia, 0,21-0,60
concordancia moderada, 0,61-0,80 boa concordancia e 0,81-1,00 6tima concordéncia e valores
de p abaixo de 0,05 foram considerados estatisticamente significativos. O mesmo foi calculado
no software IBM SPSS Statistics.

7.8.2. Teste de McNemar

O meétodo nao-paramétrico foi aplicado para determinar se as proporcdes encontradas
nos resultados eram diferentes ou similares. Assim, foi comparado dois dos resultados de cada
amostra para cada metodologia aplicada utilizando a hipdtese de que ndo havia diferenca
significativa entre os resultados obtidos. O mesmo foi calculado no software IBM SPSS

Statistics.
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7.8.3. Teste de Mann-Whitney
Para observacao das diferencas estatisticas esperadas entre os resultados das amostras
de vacinados, foi utilizado o teste ndo-paramétrico.

7.8.9. Geracao dos dados graficos
Para construcao dos graficos foi utilizado o software GraphPad PRISM 9.
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8 RESULTADOS

8.1. Amostras reagentes e ndo reagentes
Para esse estudo, dentre as amostras selecionadas positivas para anticorpos 1gG e/ou
IgM pelos método ELISA e DPP , 45% delas também foram positivas para RT-gPCR segundo

0s dados do estudo anterior (figura 12).

Hm PCR positivo
= Nao avaliado

55%

Figura 12. Porcentagem de amostras positivas para RT-PCR em relagdo ao total de amostras positivas para 1gG IgM.
Gréfico de pizza representando porcentagem de amostras positivas e nao avaliadas para RT-PCR (ndo testadas), do banco de
amostras do CT-Vacinas. Sendo 45% (18) positivas (em azul) e ndo avaliadas e 55% (24) (em cinza). Fonte: Criado pelo autor
no GraphPad PRISM 5.

Ainda, de todas as amostras que foram caracterizadas pela metodologia ELISA positivas

para 1gG, 40% delas foram reagentes nos testes da USP para IgM (figura 13).

Hm IgM positivo
3 Nao avaliado

60%

Figura 13. Porcentagem de amostras positivas na USP para IgM. Grafico de pizza representando
porcentagem de amostras, do banco do CT-Vacinas, com resultado reagente para IgM e ndo avaliadas. Assim, 40% foram

positivas (16) (€M azul) para IgM na USP e 60% (€M CiNZza) néo foram testadas nessa iNStitUiCA0. Fonte: Criado pelo
autor no GraphPad PRISM 9.
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Apb6s a testagem realizada com as 42 amostras previamente caracterizadas e
sabidamente reagentes para anticorpos do tipo 1gG para o ELISA, das quais englobam positivas
para IgM no teste rapido de Biomanguinhos e positivas para RT-PCR, para os ensaios da USP
e para RT-PCR e ndo reagentes para IgM, o resultado encontrado foi de 40 amostras positivas
e 2 negativas para IgG no ensaio imunocromatografico. Assim, foi expressa uma sensibilidade
de 95,23% nesse ensaio. Além disso, 37 amostras foram positivas e 3 foram negativas para IgM
no teste imunocromatogréafico. Porém, os resultados anteriores dessas 3 amostras ndo foram
caracterizados para IgM em nenhuma metodologia, dessa forma, ndo houve comparacao. Para
o total de 37 amostras analisadas, foi encontrada a sensibilidade de 100%. O VPP para o ensaio
foi de 100% e o VPN de 93,75%. A seguir é possivel observar a representacdo de amostras
positivas para anticorpos IgG e IgM em relacdo as caracteristicas das amostras previamente

determinadas (figura 14).
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Figura 14. Namero de amostras positivas no teste rapido para IgG e IgM. Grafico representando nimero de amostras de
acordo com os resultados reagentes e nao reagentes para anticorpos IgG e IgM contra 0 SARS-CoV-2. Das 42 amostras, 40
foram reagentes para anticorpos 1gG no ensaio imunocromatografico e 2 ndo reagentes. Por outro lado, 37 amostras foram
positivas para I|gM para 0 mesmo ensaio. Fonte: Criado pelo autor no GraphPad PRISM 9.
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Para amostras positivas com resultados em que foram observadas linhas fracas reagentes
foram registradas fotografias que estdo demonstradas a seguir. A observagdo referente a
amostra 10 foi visual, na fotografia sem ajustes de sombras e contrastes ndo ha linha formada
expressiva. As amostras reagentes 29 e 36 também apresentaram linhas fracas (figura 15) tanto
para 1gG quanto para IgM.

QD
N
(=)
-~

O GC=

... N

290

O C=

1

COVID-19
Antibody Test

CovID-19
Antibody Test

O
~—

L N ‘ | e
"o /
Figura 15. Resultados das amostras 10 (a), 29 (b) e 36 (c). Resultados das amostras 10 (a), 29 (b), 36 (c), positivas para IgG

e IgM. Visualmente foi possivel observar as linhas reagentes, para as fotografias ha apenas sombra observada, exceto para a
amostra 36, a qual a linha esta com coloracdo mais intensa (c). Fonte: Fotografias tiradas pelo autor.
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Para as amostras negativas, a presenca de alteracdes com ictéricas ou positivas para
arboviroses nao ocasionaram resultados reagentes para anticorpos 1gG e IgM em nenhum dos
testes realizados. Sendo observada uma especificidade de 100% nesse ensaio. Portanto, as
amostras negativas testadas nesse ensaio foram de encontro ao esperado. Dessa forma, o total
de amostras negativas no ensaio imunocromatografico, das quais ndo apresentaram linhas testes
reagentes para 1gG e IgM foi de 30, representando 45% das amostras totais do banco CT
Vacinas (figura 15). Por outro lado, 0s ensaios com amostras reagentes apresentaram alguns
resultados com linhas reagentes fracas para o 1gG e IgM no ensaio imunocromatogréfico,
representando 11,11% das amostras totais do CT-Vacinas utilizadas. Por fim, as amostras
reagentes que apresentaram linhas testes com intensidade normal (rosadas fortes), representam

43,9% da totalidade de amostras desse ensaio (figura 16).
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Figura 16 - Percentual de linhas testes 1gG IgM apresentadas nos testes rapidos de acordo com a intensidade de cor.
Percentual de amostras do banco CT Vacinas com resultados ndo reagentes para anticorpos IgG e IgM no ensaio
imunocromatografico (45%), que apresentou linhas testes ausentes no dispositivo teste, amostras reagentes para IgG e IgM no
ensaio imunocromatografico que apresentou linhas com intensidade fraca (11,11%) e amostras reagentes nesse mesmo ensaio

que apresentou resultados reagentes com linhas testes normais no dispositivo teste. Fonte: Criado pelo autor no GraphPad
PRISM 9.

No ensaio de reprodutibilidade, todos os testes foram reproduzidos, as 5 amostras
testadas foram positivas para 1gG e IgM, contudo, os dois ensaios apresentaram linhas fracas
na linha teste para IgG e IgM, tanto do primeiro operador quanto do segundo. Ainda, soros
negativos que foram submetidos ao teste de reprodutibilidade foram ndo reagentes para 0s
anticorpos 1gG e IgM.

Os resultados observados na repeti¢do por outro operador sdo comparaveis, dos
guais nenhum deles apresentou divergéncia em relacdo ao primeiro ensaio, apresentando 100%
de repetibilidade. Para a amostra 6, ndo houve reacdo na linha teste do anticorpo IgM quando o
primeiro e 0 segundo operador efetuaram o ensaio imunocromatogréafico e a linha teste para
IgG mostrou-se muito fraca para essa mesma amostra em ambas execucdes dos operadores. De
outro lado, as amostras 39 e 40 também apresentaram resultados idénticos, sendo ndo reagentes

nos testes rapidos do primeiro e segundo procedimento, apesar de apresentarem ELISA
positivos para o 1gG (tabela 2).
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Tabela 2 — Resultados amostras reagentes para IgG e ou IgM e relagdo com indice ELISA

ID IgM 19G indice ELISA
4 Reagente Reagente 8,8
5 Reagente Reagente 2,5
6 N&o reagente  Reagente 4,7
7 Reagente Reagente 2,7
8 Reagente Reagente 1,1
11 Reagente Reagente 4,1
12 Reagente Reagente 3,3
13 Reagente Reagente 1,9
14 Reagente Reagente 54
15 Reagente Reagente 2,4
39 N&o reagente Na&o reagente 1,4
40 N&o reagente Na&o reagente 1,4

Legenda: ID -ldentificagdo da amostra.

Complementarmente, os indices obtidos previamente por ELISA para 1gG contra

SARS-CoV-2 foram comparados com os resultados encontrados nos ensaios para detec¢édo de
IgG nos testes rapidos. Nesse contexto, € importante destacar que os resultados dos testes
imunocromatograficos sdo qualitativos e as amostras sao classificadas como reagentes ou ndo
reagentes. Além disso, para interpretacdo do indice ELISA valores <I,1 sdo considerados
reagentes, valores <0,8 ndo reagentes e os valores dentro dessa faixa (0,8<I<I,1) sdo
considerados indeterminados. Desse modo, na figura 16, as amostras foram discriminadas
conforme a classificacdo citada anteriormente e relacionadas com indice (I) apresentado no
ensaio imunoenzimatico.
Assim, pode-se observar que amostras com indices abaixo de ~0,8 no ELISA também foram
determinadas como negativas e todas acima desse valor foram reagentes pelo teste rapido para
anticorpos 1gG (figura 17). Evidenciando que ha uma relacdo direta entre o indice ELISA e a
positividade nos ensaios para deteccdo de 1gG nos testes rapidos. Ainda, é demonstrado que a
diferenca encontrada entre os grupos classificados como reagente e nao reagente é significativa
(p = 0001) pela aplicacdo do teste de Mann-Whitney (****).
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Figura 17. Indice ELISA 1gG x Resultados 1gG testes rapidos. Amostras com indices abaixo de ~0,8 no ELISA estdo
determinadas como néo reagentes para IgG e todas acima desse valor foram reagentes pelo teste rapido para anticorpos IgG. A

relacdo direta entre o indice ELISA e a positividade nos ensaios para deteccdo de IgG nos testes rapidos pode ser inferida nessa
analise. Fonte: Criado pelo autor no GraphPad PRISM 9.

Os resultados obtidos a partir das analises dos dados pelo Teste exato de MCNemar véo
de encontro aos dados descritos anteriormente e demonstram que ndo ha diferenca nas
proporcoes de resultados obtidos pelos métodos de ELISA 1gG e testes imunocromatogréaficos,
ambos para deteccao de 1gG (p = 0,125), para as 72 amostras analisadas com nivel de confianca
de 0,05 (tabela 3 e 4).

Tabela 3 - Tabulagéo cruzada - McNemar ELISA 1gG x Teste rapido 19gG/IgM

Teste Rapido 1gG/IgM

NR R Total

Contagem 30 0 30

NR % ELISA 1gG 100,0 0,0 100,0

ELISA 19G % Teste rapido 88,2 0,0 41,7
Contagem 4 38 42

R % ELISA 1gG 9,5 90,5 100,0

% Teste rapido 11,8 100,0 58,3

Contagem 34 38 72

Total % ELISA IgG 47,2 52,8 100,0
% Teste rapido 100,0 100,0 100,0

Legenda: NR - ndo-reagente; R (reagente)
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Tabela 4 - Amostras relacionadas de Resumo de Teste de Mudanca de McNemar

N total 72
Estatistica de teste 2,250%
Grau de Liberdade 1
Sinal assintotico (teste de dois lados) 0,134
Exact Sig. (teste de dois lados) 0,125

Legenda: N total- nimero total de amostras. a. O valor p exato é calculado com base na distribuicdo binomial, pois existem

25 registros ou menos.N Total -nimero de amostras total.

Além disso, o indice Kappa refletiu uma forte confiabilidade entre os resultados obtidos
por ELISA IgG e testes rapidos 1gG (k = 0,888; p =<0,001) (tabela 5 e 6).

Tabela 5 - Tabulagdo cruzada -Kappa ELISA IgG x Teste Rapido IgG

Teste rapido 1gG

NR R Total
Contagem 30 0 30
NR Contagem Esperada 14,2 15,8 30,0
ELISA IgG % do Total 41,7 0,0 41,7
Contagem 4 38 42
R Contagem Esperada 19,8 22,2 42,0
% do Total 5,6 52,8 58,3
Contagem 34 38 72
Total Contagem Esperada 34,0 38,0 72,0
% do Total 47,2 52,8 100,0

Legenda: NR - ndo-reagente; R (reagente)

Tabela 6 - Amostras relacionadas de Resumo de Teste Kappa

Valor Erro Padrdo T Aproximado® Significancia
Assimétrico? aproximada
Medida de 0,888 0,054 7,581 <0,001
concordancia Kappa
N° de casos Validos 72

Legenda: N° - nimero. a. Nao considerando a hip6tese nula. b. Uso de erro padréo assintético considerando a hipétese nula.
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8.2. Amostras de individuos vacinados

Os ensaios realizados com as amostras de vacinados com Coronavac foram
significativos quanto a sensibilidade, especificidade e confiabilidade. Sendo encontrados 9
resultados IgG positivos para os testes rapidos e 10 IgG anti-RBD positivos para os ensaios de
imunofluorescéncia no total de 28 amostras disponibilizados. Desse modo, tem-se a
especificidade dos testes imunocromatograficos em relacdo aos de imunfluorescéncia de 90%.
Por outro lado, a sensibilidade foi de 72,22% do qual houve maior discordancia entre 0s
resultados, sendo um deles positivo para 1gG no teste rapido e na imunofluorescéncia ndo
reagente. Ainda, foram observados seis resultados ndo reagentes para 0s testes
imunocromatograficos 1gG e reagentes na imunofluorescéncia. Entretanto, a maioria dessas
amostras apresentaram sinal analitico de fluorescéncia abaixo de 4, exceto uma que apresentou
valor 6,5.

A intensidade de fluorescéncia captada pelo equipamento de imunofluorescéncia esta
atrelada a reacdo positiva ou negativa do ensaio. Essa intensidade é dividida pelo valor de cutt-
off e um sinal analitico de forma numérica é emitido no resultado. No entanto, esse valor ndo
tem significancia diagnostica, segundo a bula do fabricante. Por outro lado, a interpretacdo esta
atrelada a esse sinal, sendo considerado reagente quando >1.00 e ndo reagente quando <1.0

(tabela 7 e 8).
Tabela 7 - Resultados Teste Rapido IgG x Indice RBD FIA 1-14

Amostra 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Indice Imunofluorescéncia .45 44 05 125 <05 1.2 <05 <05 7.4 51 7.4 <05 <0.5 16.9

Resultado Teste rapido 1gG NR R R R NR R NR NRN R R R NR NR R
Legenda: NR - ndo-reagente; R (reagente)

Tabela 8 - Resultados Teste Rapido 1gG x Indice RBD FIA 15-28

Amostra 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
indice Imunofluorescéncia  14.1 2.0 <05 36 65 26 195 1.3 23 1.1 1.1 129 <05 0.8
Resultado Teste rapido IgG R NR NR NR NR R R R NR NR NR R NR NR

Legenda: NR - ndo-reagente; R (reagente)
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E possivel verificar que o sinal analitico apresentado na imunofluorescéncia tem relagio
com a positividade no teste imunocromatografico para anticorpos IgG (figura 18), sugerindo
que valores maiores de sinal analitico estdo associados a tendéncia do teste
imunocromatogréafico ser reagente. Além disso, foi demonstrado que a discriminagdo entre
amostras reagentes e nao reagentes para IgG (teste rapido) pelo teste de fluorescéncia é

significativa (p=0001) pela aplicacdo do teste de Mann-Whitney (****).
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Figura 18. Relacéo entre sinal analitico Imunofluorescéncia e resultados obtidos nos testes rapidos IgG. E possivel
verificar que o sinal analitico apresentado na imunofluorescéncia tem relagdo com a positividade no teste imunocromatografico
para anticorpos 1gG, sugerindo que valores maiores de sinal analitico estdo associados a tendéncia do teste
imunocromatografico ser reagente. Fonte: Criado pelo autor no GraphPad PRISM 9.

Ao observar os dados a seguir (figura 19), todas as amostras reagentes para Coronavac
apresentaram um sinal acima de 1, conforme mencionado na interpretacdo dos resultados. Por
outro lado, em relacdo as amostras de individuos vacinados com Coronavac, 18 amostras foram
reagentes para anticorpos IgG anti-RBD e 10 amostras foram ndo reagentes para 0S mesmos
anticorpos. Com a aplicacéo do teste de Mann-Whitney foi comprovado que o método diferencia
de forma significativa (p=0001) as amostras positivas e negativas no grupo de vacinados com

Coronavac, representado por ****,
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Figura 19. Relacdo sinal analitico e resultados da imunofluorescéncia IgG anti-RBD. Nessa observacéo verifica-se que
todas as amostras reagentes para Coronavac apresentaram um sinal acima de 1. 18 amostras foram reagentes para anticorpos
IgG anti RBD e 10 amostras foram ndo reagentes para os mesmos anticorpos. Fonte: Criado pelo autor no GraphPad PRISM
9.

Por fim, os resultados obtidos a partir das analises dos dados pelo Teste Exato de
MCNemar demonstram que ndo ha diferenga nas propor¢des de resultados obtidos pelos
métodos de imunofluorescéncia para deteccdo de anticorpos IgG anti-RBD e testes rapidos 1gG
(X2 p=0,125), para as amostras de vacinados com Coronavac analisadas (28) em um nivel de

confianca 0,05 (tabelas 9 e 10).
Tabela 9 - Tabulagéo cruzada - McNemar RBD IgG * Teste rdpido IgG

Teste Rapido

NR R Total

Contagem 9 1 10

NR % RBD IgG 90,0 10,0 100,0

RBD IgG % Teste Rapido 60,0 7,7 35,7
Contagem 6 12 18

R % RDB IgG 33,3 66,7 100,0

% Teste Rapido 40,0 92,3 64,3

Contagem 15 13 28

Total % RBD IgG 53,6 46,4 100,0
% Teste Réapido 100,0 100,0 100,0

Legenda: NR - ndo-reagente; R (reagente) Fonte:

Criado pelo autor no IBM SPSS Statistics
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Tabela 10 - Amostras relacionadas de Resumo de Teste de Mudanca de McNemar

N total 28
Estatistica de teste 2,286%
Grau de Liberdade 1
Sinal assintotico (teste de dois lados) 0,131
Exact Sig. (teste de dois lados) 0,125

Legenda: N total — nimero total de amostras

E o teste de kappa mostrou que ha uma confiabilidade moderada entre os resultados dos
testes imunocromatograficos e na imunofluorescéncia para deteccéo de 1gG (k = 0,510 p =
0,004) para essas mesmas amostras relacionadas (tabelas 11 e 12).

Tabela 11 - Tabulagdo cruzada - Kappa RBD IgG * Teste rapido IgG

Teste Rapido 1gG

NR R Total

Contagem 9 1 10

NR Contagem Esperada 54 4,6 10,0

RBD IgG % do Total 32,1 3,6 35,7
Contagem 6 12 18

R Contagem Esperada 9,6 8,4 18,0

% do Total 21,4 4,9 64,3

Contagem 15 13 28

Total Contagem Esperada 15,0 13,0 28,0
% do Total 53,6 46,4 100,0

Legenda: NR - ndo-reagente; R (reagente)

Tabela 12 - Amostras relacionadas de Resumo de Teste de Mudanga de McNemar

Valor Erro Padrdo T Aproximado® Significancia
Assimétrico? aproximada
Medida de 0,888 0,054 7,581 <0,001
concordancia Kappa
N° de casos Validos 72

Legenda: a. N&o considerando a hipdtese nula.b. Uso de erro padréo assintético considerando a hipétese nula.
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9 DISCUSSAO

Apesar da metodologia de RT-PCR ser a indicacdo prioritaria para o diagndstico de
COVID-19, os testes sorolégicos, que sao indicados para detectar anticorpos contra 0 SARS-
CoV-2, sdo fundamentais a salde publica para fornecer dados epidemiolégicos que viabilizam
0 monitoramento frente a pandemia (WONTAKAL et al., 2021), auxiliam na tomada de
decisdes quanto as diretrizes relacionadas ao cuidado de pacientes, ajudam no entendimento
sobre a disseminacdo da COVID-19 e avaliar o impacto das medidas de contencdo e como
priorizar 0s grupos para vacinagdo (CDC, 2021). Além disso, apds muito tempo do inicio dos
sintomas da doenca, podem atuar como ferramentas complementares na avaliagdo médica.
Porém, muitas tecnologias para esse fim podem ndo apresentar 0s requisitos necessarios para
obtencdo de resultados realmente confiaveis. De modo que, alguns paises ensaiam testes
disponiveis no mercado para averiguar a performance dos mesmos relacionadas a sensibilidade,
especificidade e precisdo, para garantir que sua populacdo esta sendo testada de forma segura
(FDA, 2021). Ainda, é possivel verificar, no monitoramento pés-mercado do Brasil, uma
quantidade significativa de diferentes marcas de testes rapidos soroldgicos submetidos ao
monitoramento da qualidade pos-mercado, 0s quais apresentaram performance abaixo do
exigido, resultando em interdigcdes e recolhimento dos lotes envolvidos (ANVISA, 2021b).
Assim, esse estudo consistiu em realizar ensaios com um teste rapido para deteccdo de
anticorpos 1gG e IgM e avaliar seu desempenho quanto aos parametros exigidos pelas normas
sanitarias e de salde. Para isso, amostras positivas e negativas para anticorpos IgG e IgM foram
utilizadas. E, amostras coletadas durante a pandemia, de individuos vacinados também foram
inseridas no estudo.

Os ensaios realizados nesse estudo com 42 amostras positivas e 30 negativas para
anticorpos anti SARS-CoV-2 resultaram em boa sensibilidade (95,22) 40/42 e especificidade
(100%) 30/30 quando comparadas aos testes de ELISA para IgG e/ou testes rapidos de Bio-
Manguinhos e dos pesquisadores da USP. Embora as amostras ndo tenham sido ensaiadas por
metodologia padréo ouro para deteccdo de anticorpos, todas utilizadas apresentaram resultados
que foram de encontro ao esperado. Resultados esses, que vao de encontro a outros achados em
estudos de desempenho com testes imunocromatograficos, sinalizando que ha maior
especificidade em relacdo a sensibilidade desses kits (DE ASSIS et al., 2022). E, apesar de 2
amostras positivas ndo ser reagentes para o teste rapido de IgG, o indice ELISA dessas amostras

(ambas 1,4) pode indicar que havia concentracdo de anticorpos abaixo da quantidade minima
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de deteccdo do teste rapido. Além disso, apesar de controvérsias relacionadas a sensibilidade
do ELISA para deteccdo de anticorpos anti SARS-CoV-2, pesquisadores demonstraram em
geral, que ha melhor limite de deteccdo para esse método em comparacdo aos testes
imunocromatogréaficos (ONG et al., 2020). E, apesar de o PRNT (ensaio de neutralizacdo por
reducdo em placa) ser o mais indicado para deteccao de anticorpos neutralizantes, é importante
ressaltar que sua execucdo é muito mais trabalhosa, de custo elevado e necessita de estrutura
laboratorial BSL-3 impossibilitando seu uso em grande escala (MUKHERJEE et al., 2014).
Dessa forma, se faz necessario que métodos com maior facilidade de uso e menor custo sejam
desenvolvidos e validados para atender maior nimero de populagdes possivel.

Por outro lado, o uso dos testes soroldgicos para deteccdo da infeccdo aguda é
inadequada, porém, nesse ensaio pode-se observar concordancia entre as amostras positivas
para COVID-19 por RT-gPCR, que de certa forma, pode indicar um melhor desempenho em
relacdo a outros kits em outras validagbes (BRUNO et al., 2020; ONG et al., 2020). Ou ainda,
pode fortalecer a hipotese de que os testes para deteccdo de anticorpos podem complementar o
ensaio molecular e garantir uma abordagem diagnostica mais eficiente (SINGH et al., 2021). E
importante ressaltar que outros estudos indicam que ha variabilidade de performance entre 0s
testes soroldgicos (COTA et al., 2020) (VAN ELSLANDE et al., 2020) e apesar das limitacdes
impostas por esse ensaio, como moderada amostragem e falta de outras metodologias para
comparacdo, ha indicios que o teste em questdo possui alta performance quanto a deteccdo de
anticorpos por infeccdo natural por SARS-CoV-2 e atende aos requisitos de desempenho
impostos pelos 6rgéos sanitarios de satde. Além disso, a ndo reatividade das amostras coletadas
nos testes rapidos antes da pandemia, sugere confianca estabelecida para seu uso, quando
atualmente, varias doencas e patologias distintas podem acometer a populacdo com
sintomatologia semelhante (COTA et al., 2020). Em geral, os testes sorologicos sofrem
interferéncias de inlmeros anticorpos presentes em amostras, como por exemplo, contato dos
individuos com outros coronavirus (JIANG; HILLYER; DU, 2020) e infec¢bes com o virus da
dengue podem desencadear resposta com producdo de anticorpos gque se ligam aos antigenos
presentes nos imunoensaios resultando em falsos positivos (LUSTIG et al., 2020). Por isso, foi
fundamental que amostras positivas para outras doencas como dengue e Chikungunya tenham
sido acrescentadas a esse trabalho, pois aumenta a evidéncia de busca especifica para 0s

anticorpos contra 0 SARS-CoV-2 do teste rapido ensaiado.
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Quanto ao requisito de repetibilidade do ensaio imunocromatografico, os resultados
foram atribuidos em 100% de concordancia. As amostras utilizadas em duplicata apresentaram
resultados idénticos. De forma que, duas delas foram falsamente negativas para 1gG, outras 9
foram reagentes para 1gG e IgM e apenas uma foi ndo reagente para IgM, repetindo o primeiro
resultado obtido. Por outro lado, quando outro operador realizou a testagem de 10 amostras,
50% positivas e 50% negativas para anticorpos IgG e IgM, foram totalmente reproduzidos
(100%) quando comparados aos resultados do primeiro operador. Entretanto, ha uma limitacéo
nesse ensaio, pois foram feitos em menor quantidade de vezes para representar uma preciséo
efetiva, sendo mais aceita como precisao intermediaria, da qual tem-se um bom resultado
ANVISA, 2003). Ainda que, estudos mostrem que ha influéncia da variacdo de temperatura em
testes rapidos, quando submetidos a temperaturas baixas podem interferir na especificidade e
em temperaturas mais altas na sensibilidade (HAAGE et al., 2021), ndo houve diferenca entre
o0s resultados obtidos nesse ensaio, quando os dispositivos testes foram submetidos a baixa
temperatura (~4 °C) e logo depois a temperatura ambiente (~21 °C).

A correlacdo entre o indice do ELISA 1gG e resultados emitidos por testes
imunocromatograficos de 1gG ndo é usual, pois sua interpretacdo € semi-quantitativa. Visto
que, geralmente, encontramos trabalhos os quais utilizam testes quantitativos para fazer essa
analise (ALBERT et al., 2021; LANDAAS et al., 2021). Porém, é interessante salientar que
para esse estudo, a observacdo é que ha indicios de alguma relacdo entre o indice ELISA e 0s
resultados do IgG para o teste rapido. De toda forma, estudos mais aprimorados devem ser
feitos para confirmar essas informac6es. Além disso, corroborando para que fosse efetiva a
avaliacdo do desempenho do teste analisado, para deteccdo de anticorpos 1gG, as analises
estatisticas com kappa (k = 0,888; p =<0,001) e Mcnemar (p = 0,125) mostrou confiabilidade
alta entre os resultados obtidos com 0 método comparativo. O que vai de encontro, até mesmo
apresenta achados estatisticos relevantes quando observamos outros estudos de avaliacdo de
testes quantitativos como de quimioluminescéncia, RT-PCR e ELISA, usando comparacdes
diretas entre os resultados de amostras com presenca ou auséncia de anticorpos IgM, IgG e IgA,
que obtiveram uma concordancia geral de 90% (kappa = 0,64 p <0,001) (LIPPI et al., 2020b).

As amostras de individuos vacinados com Coronavac apresentaram perfis diferentes
nesse estudo, com sensibilidade boa (73,22%) e com alta especificidade (90%) em relacdo ao
imunoensaio de fluorescéncia. Apesar dos achados ha complexas interpretagdes as quais ndo

foram abordadas neste estudo, como a caracterizagdo completa das amostras coletadas, bem
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como, idade, doencas pré-existentes, sexo, infeccdo natural pelo SARS-CoV-2 e outras
diferencas amostrais das quais poderiam interferir nesse ensaio (BICHARA et al., 2021). Ainda,
estudos demonstram que apesar de varios imunoensaios com a finalidade de detectar anticorpos,
um dos desafios é garantir um resultado definitivo, pois a maior parte desses kits demonstram
diferencas de desempenho em cenarios variados (GHAFFARI; MEURANT; ARDAKANI,
2020) . E, é importante ressaltar que a afinidade entre os antigenos e anticorpos estao associados
a escolha do epitopo de ligacdo usado na matéria-prima do dispositivo teste, influenciando
diretamente na sensibilidade do ensaio (WANG et al., 2020b) e, nesse caso, pode-se inferir que
ha diferenca significativa entre os epitopos utilizados no ensaio imunocromatografico e no de
fluorescéncia. Além disso, outras metodologias como ELISA IgG ou neutralizacdo em placa
seriam ferramentas importantes para obtencdo de dados especificos para essa comparacao, das
quais ndo houve oportunidade de execucao nesse presente estudo.

De toda forma, sabe-se que as vacinas tem matérias primas distintas (FIOCRUZ;
NINOMIYA,; 2021) e os testes diagndsticos também possuem particularidades em sua
composicdo que se liga ao alvo especifico. Os kits imunocromatograficos utilizados nesse
estudo, detectam anticorpos IgG e IgM que se ligam a proteina N, e 0s testes de
imunofluorescéncia detectam IgG anti-RBD. Dessa forma, sdo alvos distintos dos quais podem
interferir na ligacdo entre os anticorpos presentes nas amostras e 0 antigeno presente no
dispositivo teste. A vacina Coronavac é composta por virus inativado, a qual desencadeia uma
resposta imunolégica para varios antigenos do SARS-CoV-2, e apesar de algumas amostras
reagentes para IgG anti RBD (6) ndo apresentarem resultados reagentes no teste avaliado, a
maioria dos resultados mostrou-se compativel com a imunofluorescéncia, com uma
confiabilidade moderada (0,510) da qual o valor estatistico foi semelhante aos de estudos
comparativos com ensaio ELISA e neutralizacdo de reducdo em placa (kappa = 0,591 p
<0,0001) (DOLSCHEID-POMMERICH et al., 2021). Ainda que o0s achados sejam
preliminares, € interessante avaliar a utilizacdo dos testes rapidos de deteccao de anticorpos em
pessoas vacinadas, pois, esses resultados ndo sdo suficientes para demonstrar se 0s anticorpos
reagentes sdo induzidos ou ndo pela vacinacdo, mas podem ter utilidade complementar em

analises de dados obtidos por outras metodologias.
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10 CONSIDERACOES FINAIS

E possivel afirmar pelo estudo que ha qualidade empregada no teste avaliado, quanto a
sensibilidade e especificidade para deteccdo de anticorpos IgG e IgM em infecgéo natural pelo
SARS-CoV-2. Embora tenha sido limitado os recursos utilizados no trabalho, também é
possivel observar certa concordancia nos resultados de amostras de individuos vacinados com
Coronavac. Apesar dos achados, é crucial que analises mais aprofundadas sejam feitas, como
aumentar o nimero de amostras e caracteriza-las com outros métodos, além de incluir amostras
de diferentes resultados em RT-PCR, e realizar ensaios em campo para verificar o

funcionamento em ambientes diversos.
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