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RESUMO

A COVID-19 é uma doenca infecciosa causada por um virus denominado Coronavirus da
Sindrome Respiratéria Aguda Grave 2 (SARS-CoV-2). A doenga, altamente transmissivel e
contagiosa, possui um espectro clinico variado. O diagndstico laboratorial ocorre por meio de
testes moleculares, como o qRT-PCR e sorolégicos, como os que buscam detectar anticorpos
especificos (IgM e/ou IgG) ou antigenos virais. O SARS-CoV-2 possui a capacidade de se adaptar
aos hospedeiros humanos por meio do desenvolvimento de mutagdes, que podem se acumular,
dando origem a variantes do virus. Diversos fatores sdo apontados como possiveis interferentes
no desempenho de testes rapidos de antigeno (TR-Ag), como o tipo de amostra, estagio da
infeccdo, carga viral, sintomatologia, qualidade da amostra, condigbes de armazenamento e
transporte, além das diferentes variantes. Nesta pesquisa foram realizadas analises
sociodemograficas, epidemioldgicas e laboratoriais para avaliar a influéncia de fatores que podem
afetar o desempenho do TR-Ag, por meio de uma comparagao entre os resultados obtidos através
da testagem de 180 amostras de swab nasofaringeo, selecionadas de 2020 a 2022, pelos
métodos de RT-gPCR e TR-Ag. Para tal, estimou-se as taxas de sensibilidade e especificidade,
visando comparar e verificar as divergéncias de desempenho do TR-Ag para periodos em que
diferentes variantes do virus estiveram em maior circulagdo no Brasil, correlacionando com os
dados de sintomatologia e carga viral das amostras. Os resultados de RT-gPCR foram utilizados
como um padrdo para determinar as amostras verdadeiro-positivas para a doenca. A
sensibilidade geral (coorte total) foi de 69,6% (Intervalo de confianca [IC] de 95% = 47,1% a
86,8%) em 2020; 34,4% (IC de 95% = 18,6% a 53,2%) em 2021 e 57,1% (IC de 95% = 39,4% a
73,7%) em 2022. Assim sendo, observou-se heterogeneidade na sensibilidade estimada entre os
grupos sintomaticos e assintomaticos, para as variantes estudadas. Ao avaliar a taxa de
sensibilidade para diferentes cargas virais, verificou-se uma aparente redugao na sensibilidade,
especialmente para valores de Ct > 25 (baixa carga viral), variando entre 44,0% a 14,0% para as
amostras detectadas em 2021 e 33,0% a 29,0% para as amostras detectadas em 2022. Em
contrapartida, para valores de Ct < 25 (alta carga viral), as taxas de sensibilidade foram de 100%.
A especificidade foi mantida em 100%. Desta forma, a carga viral foi considerada um fator de alta
relevancia para determinar o desempenho do teste do antigeno SARS-CoV-2. Portanto, apesar
da heterogeneidade nas taxas de sensibilidade do TR-Ag, pode-se afirmar que o teste foi capaz
de detectar com eficiéncia todas amostras detectadas nos referentes periodos selecionados, ao
seguir as recomendagdes previamente existentes e altamente difundidas na literatura (Ct < 25,
até o 7° dia de sintomas, aproximadamente). Ademais, recomenda-se uma vigilancia continua do
desempenho analitico destes dispositivos, a fim de garantir a qualidade diagndstica na deteccao
do virus.

Palavras-Chave: antigeno; biologia molecular; COVID-19; diagndstico.



ABSTRACT

COVID-19 is an infectious disease caused by Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2
(SARS-CoV-2). The disease, highly transmissible and contagious, has a variable clinical spectrum.
Laboratory diagnosis is based on molecular tests, such as gqRT-PCR, and serological tests, such
as those designed to detect specific antibodies (IgM and/or 1gG) or viral antigens. SARS-CoV-2
has the ability to adapt to human hosts through the development of mutations, which can be
accumulated, resulting in variants of the virus. Several factors have been identified as possible
interferents in the performance of rapid antigen tests (RATs), such as the type of sample, stage of
infection, viral load, symptomatology, sample quality, storage and transport conditions, as well as
the different variants. In this study, sociodemographic, epidemiological and laboratory analyses
were conducted to evaluate the influence of factors that can affect the performance of RATs,
through a comparison between the results obtained through testing 180 nasopharyngeal swab
samples, selected from different periods, using the RAT methods in relation to RT-gPCR. For this
purpose, the sensitivity and specificity rates were estimated, in order to compare and verify the
divergences in the performance of the RAT in periods when different variants of the virus were in
higher circulation in Brazil, correlating with the symptomatology and viral load of the samples. The
RT-gPCR results were used as a standard to determine the true-positive samples for the disease.
The overall sensitivity (total cohort) was 69.6% (95% confidence interval [Cl] = 47.1% to 86.8%)
in 2020); 34.4% (95% CI = 18.6% to 53.2%) in 2021 and 57.1% (95% CI = 39.4% to 73.7%) in
2022. Therefore, heterogeneity was observed in the estimated sensitivity between the
symptomatic and asymptomatic groups for the variants studied. Evaluating the sensitivity rate for
different viral loads resulted in an apparent reduction in sensitivity, especially for Ct values > 25
(low viral load), ranging from 44.0% to 14.0% for samples detected in 2021 and 33.0% to 29.0%
for samples detected in 2022. By contrast, for Ct < 25 (high viral load), the sensitivity rates were
100%. Specificity was maintained at 100%. Thus, viral load was considered a highly relevant factor
in determining the performance of the SARS-CoV-2 antigen test. Thus, despite the heterogeneity
in the RAT sensitivity rates, it is possible to state that the test was able to accurately detect all the
samples detected during the selected periods, by respecting the previously existing and highly
widespread recommendations in the literature (Ct < 25, Until the 7th day of symptoms,
approximately). Furthermore, continuous monitoring of the analytical performance of these
devices is recommended in order to guarantee diagnostic quality in the detection of the virus.

Keywords: antigens; COVID-19; diagnosis; molecular biology.
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1 INTRODUGAO

A COVID-19 é uma doencga infecciosa causada por um virus denominado
Coronavirus da Sindrome Respiratoria Aguda Grave 2 (SARS-CoV-2), um
betacoronavirus que pertence a familia Coronaviridae, cujo material genético € composto
por acido ribonucleico (RNA) de fita positiva com cerca de 30 kb de comprimento. A
principio, o virus foi identificado em um surto de casos de pneumonia na cidade de Wuhan,
na China, em dezembro de 2019 (Borges et al., 2020; Cascella et al., 2023).

Devido a grande velocidade em que o virus se disseminou, em 2020, a
Organizagao Mundial da Saude (OMS) caracterizou a situagdo como uma pandemia. Até
0 més de outubro de 2023, ja foram relatados mais de 771 milhdes de casos confirmados
da COVID-19 em todo o mundo, resultando em 6.960.783 ébitos (WHO, 2023). No Brasil,
o primeiro caso da COVID-19 foi confirmado em 26 de fevereiro de 2020, na cidade de
Sao Paulo — SP.

Altamente transmissivel e contagiosa, a doenga possui um espectro clinico variado,
podendo se apresentar de forma assintomatica ou evoluindo para quadros graves,
levando inclusive ao o6bito. O SARS-CoV-2 se replica no trato respiratorio e sua
propagacao ocorre de uma pessoa infectada para outra, por meio da exposi¢cao a
goticulas respiratérias que transportam o virus (Cascella et al., 2023).

Como outros virus de RNA, o SARS-CoV-2, consegue se adaptar aos seus novos
hospedeiros humanos por meio do processo de evolugdo genética ao desenvolver
mutacdes, que podem se acumular, dando origem a variantes do virus (Cascella et al.,
2023). Essas mutagdes fazem parte de um processo natural e evolutivo, que ocorre ao
longo do tempo, e resulta em variantes mutantes que podem ter caracteristicas diferentes
de suas cepas ancestrais, e podem ser ainda mais letais e contagiosas (Farhud; Mojahed,
2022; Valverde, 2021).

Algumas mutacgdes no virus deram origem as variantes preocupantes e variantes
de interesse, como a Alfa (linhagem B.1.1.7 e Q), Beta (B.1.351 e linhagens
descendentes), Gama (P.1 e linhagens descendentes), Delta (B.1.617.2 e linhagens
descendentes), Omicron (linhagem BA.2.86, XBB.1.9.1, XBB.1.9.2, XBB.2.3, XBB.1.16,
XBB.1.5, Capitulo 1.1, BA.2.74, B.1.1.529 e linhagens descendentes), entre outras
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(Cascella et al., 2023; CDC, 2023).

A partir do surgimento dos primeiros casos da doenca e antes do desenvolvimento
das vacinas, varias agdes governamentais foram iniciadas com o intuito de minimizar a
transmissao do virus, reduzir o numero de pessoas infectadas e dificultar a possibilidade
de desenvolvimento de novas variantes (Nogueira; Silva, 2020).

Tais agdes se basearam principalmente em estratégias para reforgar a importancia
das medidas de prevencao da transmissao do coronavirus. Além disso, o Ministério da
Saude (MS), incorporou a disseminacdo de informagdes e a comunicagdo com a
populagdo e a imprensa como pilares essenciais nho combate a epidemia, além do
incentivo a pesquisas (Oliveira et al., 2020).

A principal medida de prevengao contra formas graves da COVID-19 é a vacina. A
campanha de vacinagao contra a COVID-19 foi iniciada em janeiro de 2021, e até outubro
de 2023, ja foram aplicadas 517.766.495 doses (Brasil, 2023c).

O diagndstico laboratorial da doenca ocorre principalmente por meio de testes
moleculares e sorologicos. O reacdo de transcriptase reversa seguida de reagdo em
cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (RT-gPCR), é um teste molecular
considerado padrao-ouro para detecgao da COVID-19. Ja os testes soroldgicos, buscam
detectar antigenos do virus ou anticorpos especificos (IgM e/ou IgG) produzidos pela
resposta imune do individuo a uma infecgao prévia (Figueiredo; Paula, 2022; Nogueira;
Silva, 2020).

Diversos fatores sao discutidos na literatura como possiveis interferentes na taxa
de deteccao do virus por meio de testes rapidos, como: tipo de amostra, estagio da
infeccdo, carga viral, sintomatologia, qualidade da amostra e as condicbes de
armazenamento e transporte (Begum et al., 2022; Hagag et al., 2022; Parvu et al., 2021).
Ainda, diversos estudos apontam que variantes do virus SARS-CoV-2 podem levar a
alteracdes na taxa de deteccao em testes rapidos, dependendo de como essas variantes
alteram a estrutura genética do virus e como ele interage com os reagentes usados nos
testes (Del Vecchio et al., 2022; Hagag et al., 2022).

Segundo informagdes disponibilizadas pela Food and Drug Administration (FDA)
e o Emergency Use Authorization (EUA), algumas mutagdes na variante Omicron do
SARS-CoV-2 (B.1.1.529) podem resultar em uma reducgao significativa da sensibilidade
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em um alvo genético especifico no gene N ou S, que abrange a regido onde as mutagoes
geralmente ocorrem.

Ademais, em outros estudos, aponta-se que os testes rapidos de antigeno para
diagnosticar COVID-19 podem ser menos eficazes também para a variante Delta, uma
vez que os limites de detecgao (LoDs) de muitos testes de antigeno com autorizacéo da
FDA para uso emergencial foram estabelecidos com preparagcées que nao incluem
mutag¢des no nucleocapsideo existentes na variante (Stanley, 2022).

Assim, devido a alta quantidade de dispositivos de TR-Ag para SARS-CoV-2
encontrados mercado e o0 aumento exponencial de sua utilizagdo para detectar a COVID-
19, recomenda-se uma vigilancia continua do desempenho analitico destes dispositivos,
a fim de garantir a qualidade diagndstica na detecgédo do virus. Ainda, espera-se com
esta pesquisa, investigar e discutir quais os fatores que podem influenciar na alteragéo
da taxa de detecgao dos testes rapidos para a pesquisa de antigeno viral SARS-CoV-2,
a fim de auxiliar na validagao analitica e confiabilidade diagnéstica desses ensaios para

garantir a precisédo e exatidao no diagnostico da doenca.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 SARS-CoV-2: considerag¢oes iniciais quanto ao virus e a pandemia

Os coronavirus (CoVs) sao virus envelopados que possuem acido ribonucleico
(RNA —do inglés ribonucleic acid) de fita positiva como seu material genético, possuindo
cerca de 30 kb de comprimento. Assim, € um dos maiores virus de RNA identificados até
o momento (Cascella et al., 2023).

No final do més de dezembro de 2019, surgiram relatos de casos de uma doenca
predominantemente respiratoria, que se assemelhava a uma pneumonia altamente
contagiosa, em Wuhan, provincia de Hubei, na China (Lana et al., 2020). Logo, a doenca
se disseminou rapidamente em todo o mundo, e a partir de diversas investigagoes,
descobriu se tratar de uma doenca viral, causada pelo coronavirus 2 da sindrome
respiratoria aguda grave (SARS-CoV-2), sendo posteriormente denominada de doenca
de coronavirus 2019 (COVID-19) (Xavier et al., 2020).
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Filogeneticamente e taxonomicamente, o virus SARS-CoV-2 teve sua
classificagao designada pelo Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV — do
inglés International Committee on Taxonomy of Viruses), como um virus da espécie
Severe acute respiratory syndrome-related coronavirus, pertencente ao género
Betacoronavirus, subfamilia Coronavirinae, familia Coronaviridae, ordem Nidovirales,
reino Riboviria (Xavier et al., 2020).

Sua estrutura (Figura 1A) é composta pela proteina spike (S), responsavel pela
entrada do virus nas células, ao se ligar ao receptor da enzima conversora de
angiotensina 2 (ACE2) presente na superficie das células humanas, permitindo que o
virus seja endocitado pelas células e se reproduza; pela proteina de membrana (M),
responsavel por moldar a estrutura do virus, e necessaria para a formacgao do envelope
viral; pela proteina de envoltério (E), essencial para a formagao do envelope viral e na
patogénese (Li et al., 2020). Ainda, ha a proteina do nucleocapsideo (N), que esta
envolvida na sintese e tradugdo do RNA e na constituicdo do nucleocapsideo viral

propriamente dito (Borges et al., 2020).

Figura 1 - Representacao da estrutura e organizagao do genoma do SARS-CoV-2
A

Proteinas de Membrana (M)

Proteinas spike(S) RNA

Proteinas do Envelope (E) Proteinas do Nucleocapsideo (N)

Fonte: Adaptado de Rahimi, Mirzazadeh e Tavakolpour (2021).
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Ademais, o genoma do RNA viral (Figura 1B) se inicia com uma Cap na
extremidade 5', além de conter duas Regides nao traduzidas (UTRs) localizadas nas
extremidades 5' e na cauda 3' poli (A). Imediatamente apds a 5' UTR, encontram-se as
Open Reading Frames (ORFs) 1a e 1b, que dao origem as poliproteinas pp1a e pp1ab.
Essas poliproteinas séao precursores de 16 proteinas nao estruturais que desempenham
um papel fundamental na transcricdo e replicagao do virus (Kim et al., 2020; Li et al.,
2020; Rahimi, Mirzazadeh e Tavakolpour, 2021).

Devido a grande velocidade em que o virus se disseminou, em 2020, a OMS
caracterizou o fenbmeno como pandemia. Até outubro de 2023, os casos confirmados da
COVID-19 ultrapassam mais de 771 milhdes em todo o mundo, incluindo 6.960.783
obitos notificados (WHO, 2023). Ja no Brasil, segundo o painel de casos de doenga pelo
coronavirus 2019 (COVID-19) no Brasil gerado pelo MS, o numero de casos confirmados
da doenca ultrapassa 37 milhdes, tendo ocasionado mais de 706 mil ébitos (Brasil,
2023a).

2.2 Classificagoes e definicoes das variantes do SARS-CoV-2

Por ser um virus cujo material genético € RNA, o SARS-CoV-2 possui uma maior
capacidade de adaptagcdo aos seus novos hospedeiros. Dessa forma, evoluem
geneticamente por meio de mutagdes, a fim de garantir sua sobrevivéncia (Valverde,
2021). Essas mutacdes fazem parte de um processo natural e evolutivo, que ocorre ao
longo do tempo e resulta em variantes mutantes que podem ter caracteristicas diferentes
de suas cepas ancestrais, e podem ser ainda mais letais e contagiosas (Farhud; Mojahed,
2022).

A OMS junto ao Grupo Interagéncias SARS-CoV-2 (SIG) dos EUA atualizou o seu
sistema de classificacao e definicdes de trabalho para variantes do SARS-CoV-2. Sendo
assim, as variantes do virus podem ser classificadas atualmente em: Variantes de
Interesse (VOI — do inglés variants of interest), Variantes de Preocupagédo (VOC — do
inglés variants of concern), Variantes de Alta Consequéncia (VOHC — do inglés variants
of high consequence) ou Variantes em Monitoramento (VBM - do inglés variants being
monitored) (PNCQ, 2023).
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As VOCs geralmente apresentam como caracteristicas principal, um aumento da
transmissibilidade do virus, assim como aumento da gravidade ou mudanga na
apresentacao clinica da doenga. Ja as VOIs tém marcadores genéticos especificos que
podem afetar a transmissao, o diagndstico, a terapéutica ou o escape imunoldgico, além
de um aumento previsto na transmissibilidade ou gravidade da doencga (CDC, 2023).

A maioria das variantes €& atualmente classificada como VBM, como a Alfa
(linhagens B.1.1.7 e Q), Beta (linhagem B.1.351 e linhagens descendentes), Gama (P.1
e linhagens descendentes), Delta (B.1.617.2 e linhagens descendentes), Omicron
(linhagem BA.2.86, XBB.1.9.1, XBB.1.9.2, XBB.2.3, XBB.1.16, XBB.1.5, Capitulo 1.1,
BA.2.74, B.1.1.529 e linhagens descendentes), entre outras (CDC, 2023).

As VBMs sdo linhagens com impacto potencial nas contramedidas médicas
disponiveis com base na analise de dados de sequéncia genética, que anteriormente
causaram doengas mais graves ou aumentaram a transmissao, mas que nao sao mais
detectadas com uma alta frequéncia. Assim, também podem ser linhagens anteriormente
designadas como VOI, VOC ou VOHC que atualmente circulam em niveis muito baixos.

Em cada linhagem ocorrem mutagdes no genoma viral, sendo a maioria delas na
proteina spike (S) e algumas também no subdominio chamado RBD (Receptor Binding
Domain) localizado no dominio S1 da proteina S, além de mutagdes especificas no
nucleocapsideo (N) (Aleem et al., 2023; Bayart et al., 2022; Hagag et al., 2022).

Na variante Delta do SARS-CoV-2, ressaltam-se as mutacdes L452R, T478K e
P681R, que ocorrem na proteina S e estdo associadas a um possivel aumento na taxa
de transmissao, bem como a uma maior capacidade de evasao do sistema imunologico
ao comprometer a eficacia dos anticorpos neutralizantes (Aydogdu et al., 2022). Ja a
variante B.1.1.529 (Omicron) se destaca por conter mais de 30 alteragdes na sequéncia
da proteina S. Entre as principais, estao as mutacées N501Y e T478K, que se relacionada
com um aumento na afinidade aos receptores ACE2 e nas propriedades de imunoescape
(Aydogdu et al., 2022).

2.3 Curso da infecgao pelo SARS-CoV-2 e sintomatologia

O SARS-CoV-2 se replica no trato respiratério e sua propagacgao ocorre
principalmente de uma pessoa infectada para outra, por meio da exposi¢cao a goticulas
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respiratorias, carregadas com o virus, que se espalham ao tossir ou espirrar (Brasil,
2021).

Altamente transmissivel e contagiosa, a doenga possui um espectro clinico variado,
podendo se apresentar de forma assintomatica, individuos com doenga respiratéria
aguda (DRA) ou pacientes com pneumonia em diferentes niveis de gravidade (Lai et al.,
2020). Embora os principais efeitos da infecgao pelo virus sejam pulmonares, outros
sistemas de 6rgaos importantes, como os do sistema gastrointestinal (Gl), hepatobiliar,
cardiovascular, renal e nervoso central também podem ser afetados (Cascella et al.,
2023).

Casos confirmados de COVID-19 ja foram relatados em pessoas de diversas
faixas etarias. Entretanto, é bastante relatado na literatura que individuos com mais de
60 anos de idade e aqueles com comorbidades (obesidade, doenga cardiovascular,
doencga renal crbnica, diabetes, doenga pulmonar crénica, tabagismo, cancer, pacientes
com orgaos solidos ou transplantes de células-tronco hematopoiéticas) tém maior risco
de desenvolver a forma grave da COVID-19 (Lai et al., 2020).

Em geral, a infeccdo pelo SARS-CoV-2 apresenta trés estagios, classificados
conforme a evolugdao dos sintomas, auxiliando na determinagdo do método de
diagnodstico laboratorial mais adequado. (Nogueira, 2020). O primeiro estagio € um
periodo de incubagao assintomatica, em que o virus pode ou nao ser detectavel. Essa
fase dura entre 5 a 7 dias, e se inicia apos a exposig¢ao ao virus. O segundo estagio é o
periodo sintomatico ndo grave com presencga de virus, e ocorre de 5 a 14 dias apds o
inicio dos sintomas. O ultimo estagio é sintomatico respiratério grave com alta carga viral.
Nesta fase, a carga viral € significativamente reduzida em comparagao com as anteriores
(Nogueira; Silva, 2020).

2.4 Métodos de diagndstico da COVID-19

Segundo o Ministério da Saude (2022a), o diagnostico laboratorial da COVID-19
no Brasil ocorre principalmente por meio de testes de biologia molecular, como RT-gPCR
e testes soroldgicos, que utilizam da metodologia de imunocromatografia para detectar

proteina(s) do virus (antigenos) ou anticorpos IgM e IgG; e ensaios sorologicos, que
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buscam detectar anticorpos IgM e/ou IgG produzidos pela resposta imunologica do indi-
viduo em relacao ao virus SARS-CoV-2.

Cada técnica de deteccao laboratorial possui um intervalo de tempo ideal para ser
realizado, conforme o estagio de infeccéo e da evolucéo dos sintomas (Figura 2), sendo
fatores de grande relevancia para garantir um diagnostico assertivo (Nogueira; Silva,
2020).

Figura 2 - Evolugéo laboratorial da COVID-19 e correlagdo entre o desenvolvimento da
carga viral durante a infec¢ao pelo SARS-CoV-2
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Fonte: Adaptado de Sethuraman et al. (2020); Xavier et al. (2020).
RT-qPCR: reagcao em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real; IgM: imunoglobulina
classe M; IgG: imunoglobulina classe G; Ag: antigeno.

2.4.1Biologia molecular

Areacao de transcriptase reversa seguida de reacdo em cadeia da polimerase em
tempo real (RT-gPCR), € um teste molecular considerado pela OMS como padrao-ouro
para a identificagcdo do SARS-CoV-2.
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A metodologia se baseia inicialmente na conversao do RNA viral em DNA
complementar (cDNA) através da acédo da enzima Transcriptase Reversa. Apos regides
especificas do genoma viral sdo amplificadas através da agdo da enzima Taq DNA
polimerase, a fim de multiplicar seletivamente o fragmento do gene desejado. Dessa
forma, é possivel identificar o RNA do virus através da analise do material genético de
amostras de sangue ou de secrecOes das vias respiratorias coletadas dos individuos
testados (Rong et al., 2022).

Diferentes fabricantes utilizam uma variedade de alvos de genes de RNA,
entretanto, a maioria dos testes é direcionada a um ou mais genes especificos, envelope
(E), nucleocapsideo (N), spike (S), polimerase de RNA dependente de RNA (RdRp) e
OREF (Li et al., 2020; Yong et al., 2020).

Ao submeter a amostra de um paciente ao RT-qPCR, o resultado da amplificagao
€ determinado pelo limiar do ciclo (Ct — do inglés Cycle Threshold), que corresponde ao
numero de ciclos de replicacdo necessarios para produzir um sinal fluorescente. Assim,
valores mais baixos de Ct representam cargas mais altas de RNA viral presente na
amostra (Sethuraman et al., 2020).

Segundo a nota técnica disponibilizada pela Fiocruz (2020), a RT-qPCR é uma
técnica muito sensivel e especifica que pode ser realizada de forma confiavel para o
diagndstico de pacientes sintomaticos na fase aguda, periodo que compreende o0 3° e 7°
dia da doenga, preferencialmente, por ser neste periodo em que havera maior carga viral.
Entretanto, 0 método apresenta alta eficacia de deteccdo, podendo ser utilizado para
confirmar a doenga até 14° dia do inicio dos sintomas, para pacientes graves (Brasil,
2022b).

Embora seja um método altamente sensivel e especifico para detectar o RNA viral
da COVID-19 e tenha sido amplamente utilizada no inicio da pandemia devido a sua alta
sensibilidade e especificidade, o desenvolvimento de novos métodos de diagndstico e a
evolugdo do entendimento da doenca levaram a uma diversificacdo de abordagens
diagndsticas para a COVID-19 (Chen et al., 2021).

Vérios fatores influenciaram para o desuso do método para diagnéstico clinico da
COVID-19. Primeiramente, a RT-gPCR é um método laboratorial complexo e caro que

requer equipamentos especializados e pessoal treinado. Isso dificulta a realizagcdo em
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larga escala, especialmente em regides com recursos limitados. Além disso, a RT-qPCR
requer laboratérios equipados com as condi¢gdes adequadas para processar as amostras

e interpretar os resultados (Lima et al., 2020).

2.4.2 Testes soroldgicos

Com o avango da pandemia, foram desenvolvidos testes soroldgicos que podem
fornecer resultados confiaveis e em menos tempo. Esses testes sdo mais convenientes
e podem ser usados para triagem em massa ou para obter resultados rapidos em
ambientes com recursos limitados (Brasil, 2021).

Os testes sorolégicos de SARS-CoV-2 buscam detectar, respectivamente,
anticorpos especificos (IgM e/ou IgG) produzidos pela resposta imune do individuo contra
o virus SARS-CoV-2 ou detectar antigenos desse virus. Em geral, os testes rapidos de
antigeno (TR-Ag) utilizam o principio de imunodetecc¢éo do tipo sanduiche, que usa um
formato de teste de fluxo lateral, como representado na Figura 3 (Parvu et al., 2021).
Assim, a metodologia para detec¢cdo usualmente empregada nestes testes se baseia na
ativagao de anticorpos anti-SARS-CoV-2 pelos antigenos virais presentes na amostra
testada (Sousa et al., 2022).

A interpretacao do resultado do TR-Ag ocorre através da observacao da formagao
de duas linhas visiveis, independente da intensidade da reagdo, nos campos “T” (teste)
e “C” (controle) da membrada, onde este ultimo parametro (“C”), serve como um
parametro de controle de qualidade par garantir que o dispositivo esta valido e agindo
corretamente (Parvu et al., 2021; Somborac Bacura et al., 2021)

No caso do SARS-CoV-2, a proteina N é frequentemente adotada como analito
alvo devido aos seus niveis de expressao no estagio inicial e porque exibe a menor
quantidade de variacdo. Portanto, conseguem detectar e/ou quantificar a presenca, ou
auséncia de uma substancia alvo em uma amostra (Kim et al., 2023).

Apesar destes testes serem praticos para a testagem de rotina em saude, eles
podem apresentar menor sensibilidade e especificidade, ao se comparar com os testes
moleculares, especialmente no inicio da infecgao ou apdés um longo periodo (Nogueira;
Silva, 2020).
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Figura 3- Mecanismo de deteccao de antigeno do SARS-CoV-2 por TR-Ag
J\(D

DIFUSAO LATERAL

Fonte: Parvu et al. (2021).

(1) A amostra contendo os Ag do SARS-CoV-2 suspenso em tampéao de extracao é depositada
no pogo de amostra no dispositivo teste (em 2). (3) A solugao/Analito, que contém o antigeno do
virus percorre o dispositivo por difusdo lateral, até reagirem com reagem com os anticorpos
monoclonais anti-SARS-CoV-2 conjugados com as particulas coloridas, formando um complexo
antigeno-anticorpo (4). (5) O complexo antigeno-anticorpo migra por agao capilar através da
membrana de nitrocelulose até a linha deteste, onde sao capturados pelos anticorpos
monoclonais de camundongo anti-SARS-CoV-2, formando um completo complexo anticorpo-
antigeno-anticorpo (em 6), levando a formagdo de uma linha colorida na janela de teste se
antigenos de SARS-CoV-2 estiverem presentes na amostra. (7) Alinha de controle do dispositivo
€ pré-revestida com anticorpos monoclonais de camundongo, utilizada como indicativo de
controle de qualidade do teste.

Mutagbes especificas no nucleocapsideo, como as existentes na linhagem
B.1.1.529 (Omicron), além de estarem relacionadas com o aumento na replicagdo do
virus e a patogénese da doencga, sdo especialmente associadas a alteragdes que podem
afetar a precisao de alguns testes de antigeno (Johnson et al., 2022; Thakur et al., 2022).
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Os testes rapidos de antigeno podem ser utilizados para o diagndstico ainda
durante a fase aguda da doencga, preferencialmente até o 7° dia apds inicio dos sintomas,
aproximadamente. Ja os testes rapidos de pesquisa de anticorpos, devem ser utilizados
apdés um periodo superior a oito dias do inicio dos sintomas, visto que fornecem apenas
um diagndstico mais tardio (Brasil, 2022b, Fiocruz, 2020; Lima et al., 2021).

No entanto, esta metodologia possui algumas limitagbes importantes, como a
sensibilidade reduzida, em relagdo com o RT-gPCR. Ademais, a carga viral presente na
amostra do paciente também pode diminuir ao longo do tempo, levando a resultados
falsos negativos em casos de infecgao recente ou em estagios avangados da doenca
(Kim et al., 2022).

2.5 Avaliacao do desempenho e os possiveis fatores interferentes na qualidade

dos ensaios de diagnéstico por TR-Ag

Diversos fatores sdo considerados para determinar se um TR-Ag para diagnéstico
da COVID-19 é confiavel. No Brasil, o érgdo competente que avalia os parametros
necessarios para atestar a validacdo de um teste € a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (Anvisa).

Para que um teste de diagndstico seja eficaz, € fundamental apresentar alta
sensibilidade e especificidade, para diminuir as taxas de falsos-positivos e fornecer
seguranga ao distinguir corretamente os individuos verdadeiramente saudaveis ou que
estejam doentes (Brasil, 2010). Sendo assim, a sensibilidade de um teste é um indicador
que pode ser conceituado como a capacidade que o teste apresenta de detectar
corretamente os individuos verdadeiramente positivos, ou seja, diagnosticar os individuos
que estejam doentes. Ja a especificidade, é definida como a capacidade que o mesmo
teste tem, em detectar os individuos que estejam saudaveis, sendo considerados os
verdadeiros-negativos (Verotti et al., 2020).

A carga viral da amostra, local e metodologia de coleta, tempo decorrido de
sintomas e variantes do virus sao fatores importantes que podem afetar o desempenho
medido dos testes de antigeno SARS-CoV-2, influenciando diretamente nas taxas de
sensibilidade e especificidade dos testes (Parvu et al., 2021).

A taxa de deteccdo dos TR-Ag pode variar dependendo da fase da infeccéao.
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Alguns testes podem ser mais eficazes na detecg¢ao do virus durante os estagios iniciais
da infecgdo, quando a carga viral € alta. No entanto, a medida que a infecgéo progride e
a carga viral diminui, a sensibilidade do teste pode diminuir levando a resultados falsos
negativos (Kim et al., 2022).

Para Begum et al. (2022), a carga viral é considerada um dos fatores mais
importantes para determinar a sensibilidade do teste de antigeno SARS-CoV-2, e para a
maioria dos TR-Ag o melhor desempenho, ao se considerar a sensibilidade dos testes,
ocorre para valores de Ct mais baixos (Ct < 30).

Ainda, altera¢Bes estruturais decorrentes de mutacdes (variantes do SARS-CoV-
2) no nucleocapsideo do virus também podem levar a reducédo na taxa de sensibilidade
dos testes rapidos (Bayart et al., 2022). Informac¢des disponibilizadas pela Food and Drug
Administration (FDA) Emergency Use Authorization (EUA) correlacionam que alguns
tipos de mutacdes na variante Omicron do SARS-CoV-2 (B.1.1.529) podem resultar em
uma reducéo significativa da sensibilidade em um alvo genético especifico no gene N ou

S, que abrange a regido onde as mutacfes geralmente ocorrem.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Comparar a metodologia do teste imunocromatografico para pesquisa de antigeno
viral do SARS-CoV-2 com o RT-gPCR em amostras coletadas em periodos no qual

diferentes variantes do virus circulavam.

3.2 Objetivos especificos

e |dentificar o perfil epidemiolégico e sociodemografico da populagéo-alvo
selecionada, cujas amostras foram testadas;

e Comparar o desempenho do TR-Ag para SARS-CoV-2 frente ao teste molecular
RT-gPCR, em amostras coletadas em periodos no qual diferentes variantes do

virus circulavam;



24

e Investigar e descrever sobre os fatores que podem influenciar na qualidade dos
testes, taxa de deteccdo e na confiabilidade/validacdo dos resultados obtidos

através da testagem pelo TR-Ag.

4 METODOLOGIA

4.1 Tipo de pesquisa

Trata-se de um estudo experimental laboratorial, epidemioldgico, transversal,

descritivo e retrospectivo, de abordagem quantitativa.

4.2 Local da pesquisa

Os ensaios foram realizados no Laboratorio de Vigilancia Molecular Aplicada
(LAVIMAP) da Escola Técnica de Saude (ETS) do Centro de Ciéncias da Saude (CCS)
da UFPB, visto que, la continham todos os equipamentos e infraestrutura necessaria.
Além disso, os insumos utilizados para realizagao das analises foram fornecidos pelo
Laboratorio Central de Saude Publica da Paraiba (LACEN-PB) e pelo HULW.

4.3 Populagao e amostra

Foram utilizadas amostras de secrec¢ao de nasofaringe, coletadas de profissionais
de saude e pacientes do HULW que apresentavam sintomas gripais suspeitos de infecgao
pelo SARS-CoV-2, como: tosse, dor de garganta, cefaleia, disturbios olfativos ou
disturbios gustativos, febre e dispneia.

Ao todo, 180 amostras foram selecionadas entre as amostras disponiveis no
LAVIMAP, que haviam sido coletadas durante diferentes intervalos de tempo, a fim de
avaliar se diferentes linhagens do virus poderiam influenciar na taxa de detecgao do teste
rapido para pesquisa de antigeno viral. Dessa forma, procedeu-se com uma subdivisao,
resultando na selecdo de 60 amostras de 2020, 60 amostras de 2021 e 60 amostras de
2022.
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A escolha do periodo de coleta das amostras foi determinada com base em uma
analise dos painéis desenvolvidos pela Rede Gendmica Fiocruz (2023), que conduzem
estudos epidemioldgicos relacionados a vigilancia gendmica do SARS-CoV-2, cujos
resultados sao apresentados em graficos, tabelas e mapas (Brasil, 2023b). Assim sendo,
buscou-se investigar os periodos em que as linhagens B.1.1.28 e a B.1.1.33, Delta e

Omicron estavam circulando em maior frequéncia no estado da paraiba, representado na

Figura 4.

Figura 4 - Frequéncia das principais linhagens do SARS-CoV-2 no estado da Paraiba
pelo periodo de amostragem selecionado
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Fonte: Adaptado de Fiocruz (2023).

Apods a coleta, as amostras foram posteriormente cadastradas no Gerenciador de
Ambiente Laboratorial (GAL) (Anexo A) e encaminhadas para o LAVIMAP para realizagao

dos testes em parceria com o LACEN-PB.
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4.4 Analises diagnésticas

As amostras de swab nasofaringeo dos individuos sob suspeita de COVID-19
eram coletadas e, posteriormente, encaminhadas ao LAVIMAP, acompanhadas das
fichas de requisigao do GAL e ficha de notificagao de caso suspeito (Anexo B), fornecidas
pelo Ministério da Saude/Secretaria de Vigilancia em Saude para serem submetidas ao
teste de RT-gPCR (padrao-ouro), como protocolo padrao para detec¢do da presenga do
virus no laboratério.

Para realizacdo do método molecular de detecgao, as amostras eram submetidas
ao processo de extracdo do RNA viral para deteccdo do SARS-CoV-2. Dessa forma,
seguiu-se criteriosamente os protocolos estabelecidos pelos fabricantes dos kits “AllPrep
PowerViral DNA/RNA” da empresa Qiagen®, “EXTRACTA® KIT FAST — DNA e RNA Viral
(MVXA-PU96-B FAST C)” da Loccus® e “Virus RNA+DNA Preparation Kit’ da empresa
Cellco®, kits utilizados pelo laboratério como protocolos de extracdo de RNA viral. Ao
final de cada extracdo, o RNA Viral é eluido em Tampéo TE pH 8,0 e armazenado em
freezer -70 °C até a realizagdo do RT-qPCR. Parte do volume inicial das amostras de
swab nasofaringeo também foram transferidas para o meio de transporte viral (MTV —
meio rosa) e armazenadas em freezer -70 °C, para realizacdo de novas analises.

Para a deteccao e quantificacdo do SARS-CoV-2 por RT-gPCR foram utilizados o
kit molecular SARS-CoV-2 (E/RP) desenvolvido pelo Instituto de Tecnologia em
Imunobioldgicos - BioManguinhos/Fiocruz® e o kit “Allplex™ SARS-CoV-2 Assay®’. Para
realizagcado do procedimento, foi utilizado todo o protocolo estabelecido pelas respectivas
empresas. O RT-gPCR em tempo real foi realizado em um equipamento do modelo
Quantstudio® 3 (Thermo Scientific®, Waltham, MA, EUA) disponivel no LAVIMAP da ETS
da UFPB.

Apos, prosseguiu-se com a realizagdo do teste rapido de antigeno e posterior
comparagao dos resultados. Assim sendo, para a pesquisa de antigeno através de teste
rapido, foi utilizado o kit “COVID-19 Ag ECO Teste” da empresa Eco Diagnostica Ltda®.
Trata-se de um método imunocromatografico para deteccado qualitativa especifica de

antigenos de SARS-CoV-2 em amostras de swab de nasofaringe.
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Dessa forma, as amostras de swab nasofaringeo, conservadas em meio de
transporte viral e armazenadas no freezer -70 °C, foram completamente descongeladas
a temperatura ambiente, por cerca de 40 minutos, e homogeneizadas em seguida. Logo
apds, com o auxilio de uma pipeta, foram aspirados 60 uL da amostra e dispensados
verticalmente no pogo de amostra do dispositivo teste.

Para observagao dos resultados, aguardou-se o periodo de 10 - 15 minutos,
seguindo as recomendagdes disponibilizadas pela prépria empresa, e realizou-se a

leitura dos resultados.

4.5 Analise dos dados

A principio, foi realizado um levantamento dos dados sociodemograficos dos
individuos testados para COVID-19. Dessa forma, foram analisadas as variaveis (I) sexo:
feminino e masculino; (l) faixa etaria, categorizada em: 0 a 19 anos, 20 a 39 anos, 40 a
59 anos e 60 anos ou mais; (lll) raga/cor, categorizada em: brancos, pardos, pretos,
amarelo, indigenas e nao informado/ignorado; e (IV) local de procedéncia, categorizado
em: Jodo Pessoa, Cabedelo, Bayeux, Patos e Mari.

Subsequentemente, realizou-se um levantamento dos principais sintomas
apresentados, e a presenca de comorbidades levantadas através das fichas de
notificacéo e fichas de requisicdo do GAL. Assim como as datas referentes ao inicio dos
sintomas, coleta da amostra, recebimento de amostra, data e protocolo de extracao, data
e protocolo de RT-gPCR, e os resultados, levantados através das fichas de atendimento
do HULW. Todos esses dados foram organizados e tabulados em uma planilha pelo
Microsoft Excel®. Para analisar estatisticamente as amostras foram utilizadas estatisticas
descritivas (com apresentacdo de frequéncias absolutas e percentuais) e técnicas
analiticas.

Entre as variaveis investigadas, se destaca também o Ct que tem relagao
inversamente proporcional a quantidade de sequéncia alvo presente na amostra. Os
valores de Ct obtidos foram essenciais para estabelecer uma relacdo entre a
especificidade e sensibilidade entre os resultados da PCR e da pesquisa de antigeno por
meio do teste rapido.
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4.6 Analise estatistica

Considerando especialmente o tempo de sintomas, os valores de Ct e os
resultados obtidos apds a realizacdo da RT-qPCR e do teste rapido em associacdo com
os referentes as linhagens virais das amostras, foi realizado um estudo estatistico para
avaliar a viabilidade do teste rapido utilizado. Assim, foi realizado um estudo para avaliar
quais desses fatores podem, de fato, influenciar na reducéo da taxa de deteccao do teste
rapido em comparagcdo com a RT-gPCR e quais mecanismos estao relacionados para
haver essa redu¢ao do desempenho dos testes rapidos.

Assim, foram utilizados critérios e formulas estatisticas adequadas, para calcular
as variagdes de especificidade e sensibilidade, como: valores absolutos e relativos de
resultados falso-positivos, falso-negativos, verdadeiros-positivos e verdadeiros-negativo.

As variacdes de sensibilidade foram calculadas a partir da propor¢ao de amostras
qualificadas como positivas pelo teste rapido de antigeno, inicialmente categorizadas
como positivas por RT-gPCR. A especificidade foi calculada como a proporgcdo de
individuos com teste negativo na populagdo em estudo, que tenham sido categorizados
com resultado negativo por RT-gPCR.

O calculo da sensibilidade, especificidade e precisdo do teste rapido de antigeno
foi realizado a partir do software estatistico online MedCalc®, que utiliza a formula “a/(a
+¢) x 100 (%)” para o calculo da Sensibilidade diagnédstica e “d/(b + d) x 100 (%)” para o
calculo da especificidade, com intervalo de confianca = 95%. Onde “a” = verdadeiro
positivo, definido pelo numero de individuos com resultado positivo para RT-gPCR; “b” =
falso-positivo, referente ao numero de individuos com resultado reagente para o TR-Ag,
mas negativo no RT-qPCR; “c” = falso-negativo, relativo aos resultados positivos no RT-
gPCR, mas nao reagentes para o TR-Ag e “d” = verdadeiro-negativo, pertinente aos
resultados negativos para RT-gPCR e nao reagentes para o TR-Ag. Posteriormente,
esses dados foram analisados utilizando o software Microsoft Excel® para desenvolver a

elaboracao das tabelas e graficos.
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4.7 Aspectos éticos

A pesquisa fez parte de um projeto maior, intitulado Vigilancia epidemiologica e
molecular para detec¢do de SARS-CoV-2 (COVID-19) e outros virus respiratorios nas
macrorregionais do Estado da Paraiba, coordenado pelo Professor Doutor Jodo Felipe
Bezerra da UFPB, e submetido ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do CCS obede-
cendo aos aspectos éticos do Conselho Nacional de Saude. O projeto foi aceito por meio
do registro de Certificado de Apresentacdo para Apreciacdo Etica (CAAE), de nimero:
40402820.40000.5188. Além disso, os resultados dos procedimentos aplicados séo con-
fidenciais e serdo divulgados apenas em meio cientifico sem identificacdo do sujeito do

estudo.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A principio, foram selecionadas 60 amostras referentes ao periodo de setembro a
novembro de 2020, onde as linhagens de SARS-CoV-2 mais frequentes em circulagao
no Brasil eram a B.1.1.28 e a B.1.1.33, representando juntas um percentual de frequéncia
de aproximadamente 87% das detecgdes; 60 amostras referentes ao periodo de
setembro a novembro de 2021, onde a principal linhagem circulante de SARS-CoV-2 no
Brasil era a B.1.617.2 (variante Delta), com 97,8% a 100% das detecgdes; e 60 amostras
detectadas durante o periodo de janeiro a margo de 2022, no qual a principal linhagem
circulante de SARS-CoV-2 no Brasil era a BA.1 ou B.1.1.529 (sublinhagem 'padrao' da
variante Omicron), apresentada em uma frequéncia que variou entre 84,1% e 98,5% das
deteccgdes.

Em seguida, buscou-se identificar as caracteristicas sociodemograficas dos casos
suspeitos e/ou confirmados de COVID-19 analisados na pesquisa. Tais caracteristicas
foram ordenadas conforme o ano correspondente das amostras analisadas.

Entre os trés anos em que as amostras foram coletadas (2020, 2021 e 2022),
percebe-se uma distribuicdo composta predominantemente de pessoas do sexo feminino
(73%, 65,0% e 68,3%, respectivamente). No que se refere a faixa etaria, no presente
estudo, o grupo de 40 a 59 anos representou o maior percentual entre os casos
investigados (50,0% em 2020, 45,0% em 2021 e 50,0% em 2022). Acerca da cor/raga
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referida pelos individuos, os maiores percentuais observados eram de pessoas pardas
(563,3% em 2020, 36,7% em 2021 e 51,7% em 2022). Ademais, quanto ao local de
procedéncia, observou-se que a maioria dos individuos era do municipio de Jodo Pessoa-
PB (73,3% em 2020, 58,3% em 2021 e 71,7% em 2022), conforme a Tabela 1.

Tabela 1 - Caracterizacao individuos segundo sexo, faixa etaria, cor/raca e municipio de
procedéncia, 2020-2022.

2020 (n=60) 2021 (n=60) 2022 (n=60)

Caracteristicas Sociodemograficas

% n % n %
Sexo
Feminino 4 733% 39 650% 41 68,3%
Masculino 16 26,7% 21 350% 19 31,7%
Faixa Etaria (anos)
0—-19 anos 1 1,7% 6 10,0% 1 1,7%
20 — 39 anos 24 40,0 19 31,7% 23 28,3%
40 — 59 anos 30 50,0060 27 450% 30 50,0%
> 60 anos 5 8,3% 8 13,3% 6 10,0%
Cor/Raca
Pardo (a) 32 533% 22 36,7% 31 51,7%
Branco (a) 15 250% 15 250% 15 25,0%
Amarelo (a) 10 16,7% 17 28,3% 9 15,0%
Preto (a) 1 1,7% 1 1,7% 3 5,0%
Nao informado/lgnorado 2 3,3% 5 8,3% 2 3,3%
Local de Procedéncia
Jodo Pessoa — PB 44 733% 35 583% 43 T71,7%
Itapororoca — PB 2 3,3% 0 0,0% 2 3,3%
Patos - PB 0 0,0% 3 5,0% 0 0,0%
Bayeux — PB 1 1,7% 3 5,0% 1 1,7%
Cabedelo — PB 1 1,7% 2 3,3% 1 1,7%
Outros municipios 12 20,0% 17 28,4% 13 21,6%

Fonte: Dados da pesquisa (2020-2022).

Adicionalmente, também foi analisada a existéncia de comorbidades
autorreferidas pelos individuos cujas amostras foram testadas para COVID-19. Tais
fatores estdo listados na Tabela 2, separados pela frequéncia nas populagdes dos anos

estudados, em que se destacam principalmente as doencas cardiacas/cardiovasculares
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cronicas, presentes em uma frequéncia de 10% dos individuos tanto em 2020 quanto em
2022 e em 5,0% dos individuos em 2021, além da Diabetes mellitus, presente na mesma

frequéncia neste mesmo ano.

Tabela 2 - Frequéncia absoluta e relativa das principais comorbidades/fatores de risco
relatados pelos individuos, 2020 - 2022.

Comorbidades/ 2020 (n=60) 2021 (n=60) 2022 (n=60)

Fatores de Risco n % n % n %
Diabetes mellitus 2 3,3% 3 5,0% 1 1,7%
Doengas cardl'acas/A _ 6 10,0% 3 5,0% 6 10,0%
cardiovasculares cronicas
Doenga hematoldgica crénica 0 0,0% 1 1,7% 0 0,0%
Doenca Renal Crénica 1 1,7% 1 1,7% 0 0,0%
Doencas respiratorias cronicas 0 0,0% 1 1,7% 1 1,7%
descompensadas
Esclerose amiotrofica lateral 1 1,7% 0 0,0% 0 0,0%
Gestantes 0 0,0% 1 1,7% 1 1,7%
Imunodeficiénciia/ 1 1.7% 2 3.3% 0 0.0%
Imunodepresséo
Obesidade 1 1,7% 2 3,3% 1 1,7%
Pneumopatia Croénica 1 1,7% 1 1,7% 0 0,0%
Puérpera 1 1,7% 0 0,0% 0 0,0%

Fonte: Dados da pesquisa (2020 — 2022).

No estudo conduzido por Costa et al. (2020), é reportado que individuos que
apresentam fatores de risco cardiovasculares, juntamente com aqueles portadores de
doencas cardiovasculares, enfrentam um maior risco de desenvolver a forma grave da
doenca, além de complicagbes cardiovasculares, sendo considerado um grupo de risco.

Subsequentemente, foi realizado um levantamento dos principais sintomas
relatados pelos pacientes que estavam sob suspeita de infec¢do do SARS-CoV-2. Dessa
forma, dente os principais sintomas relatados na populacédo estudada, destacaram-se:
Cefaleia, Dor de Garganta e Coriza, Tosse e Espirro. Ademais, vale ressaltar que mais

de 90% dos casos sintomaticos se trataram de individuos que apresentavam mais de um
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sintoma, concomitantemente. Os resultados podem ser observados com maiores

detalhes na Figura 5.

Figura 5 - Percentual dos sintomas relacionados com COVID-19 relatados pelos
individuos, 2020-2022
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Fonte: Dados da pesquisa (2020-2022).
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Posteriormente, todas as 180 amostras foram submetidas ao teste rapido de
antigeno, a fim de avaliar as alteragdes na taxa de deteccdo, e por consequéncia, na
sensibilidade do teste. Os resultados obtidos foram avaliados e comparados, levando em
consideragao os possiveis fatores interferentes: associagdo com variantes do virus que
estavam em maior circulagédo no Brasil durante os periodos selecionados em que as
amostras foram coletadas, presenga ou auséncia de sintomatologia e a carga viral da
amostra (estimada através dos valores de Ct indicados durante o RT-qgPCR).

Na primeira analise, avaliou-se de forma abrangente as diferengas na detecgéo
entre as amostras obtidas nos periodos em que as variantes selecionadas para este
estudo estavam em maior circulagdo no Brasil (B.1.1.28 e a B.1.1.33, Delta, Omicron),
conforme o periodo em que as amostras foram coletadas. Os resultados obtidos estao
apresentados na Tabela 3, em que foi realizada uma comparagao entre os individuos
sintomaticos e assintomaticos, simultaneamente.

Assim, observou-se que entre os 60 individuos suspeitos de COVID-19 testados
entre setembro e novembro de 2020, cuja variante em maior circulagdo no Brasil
correspondeu a B.1.1.28 e a B.1.1.33, 38,3% (n=23) apresentaram o teste de RT-qPCR
positivo. Destes, 20 eram pacientes que relataram sintomas. Ao submeter as amostras
ao TR-Ag, verificou-se que 26,7% (n=16) dos casos investigados previamente positivos
para RT-gPCR, tiveram resultado reagente, e em sua maioria (n=15), eram individuos
sintomaticos. Dessa forma, 11,7% (n=7) individuos testaram reagentes no RT-qPCR, mas
nao reagiram no TR-Ag, causando resultados falso-negativos.

Em contrapartida, das 60 amostras referentes ao segundo periodo amostral
(setembro a novembro de 2021), onde a principal linhagem circulante de SARS-CoV-2
no Brasil era B.1.617.2 (variante Delta), 32 (53,3%) testaram positivo para RT-qPCR.
Destes, em apenas 11 (18,3%) testaram positivo também para o TR-Ag, sendo a maioria,
composta por individuos sintomaticos (n=10). Dessa forma, houve um percentual maior
de resultados falso-negativos (35,0%), em comparagao ao primeiro ano/primeira variante.

De forma semelhante, entre as das 60 amostras referentes ao terceiro periodo
amostral (janeiro a margo de 2022), em que a principal linhagem circulante de SARS-
CoV-2 no Brasil era a B.1.1.529 (variante Omicron), 35 (58,3%) testaram positivo para

RT-gPCR. Deste numero, 25,0% (n=15) foi o valor representativo de resultados falso-
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negativos. Além disso, o percentual de individuos verdadeiro-positivos (RT-gPCR* e TR-
Ag*) foi de 33,3% (n=20), onde 17 eram individuos que apresentaram um ou mais

sintomas.

Tabela 3 - Detalhamento dos resultados obtidos através da realizagcdo dos testes RT-
gPCR e do TR-Ag nas amostras de swab de nasofaringe, para os referentes periodos
no qual as variantes B.1.1.28 e B.1.1.33, Delta e Omicron estavam em maior circulacao
no Brasil, correlacionando com a sintomatologia.

COVID-19 TR-Ag x Padré&o ouro de Diagnostico Laboratorial (RT-qPCR)

. RT-gPCR Negativo RT-gPCR Positivo
Variante
em maior RT-gPCR RT-gPCR RT-qPCR RT-gPCR
circulagéo Populag&o Negativo e Negativo  Positivo Positivo e
no Brasil Teste de e Teste de Teste de Teste de
(Ano) Antigeno Ndo Antigeno antigeno Antigeno N&o
Reagente Reagente reagente Reagente
Total de
Sintomaticos e 61,7% 0 26,7% 11,6%
B.1.1.28 e Assintomaticos (n=37) (n=16) (n=7)
B.1.1.33/ A(’;Z?]gl
o, 0, o
(2020) sintométicos 41_’7 % 0 25 o 8’§ o
(n=45) (n=25) (n=15) (n=5)
Apenas o o o
Assintomaticos 29 /o 0 1 Z % 3’:3 A
(n=15) (n=12) (n=1) (n=2)
Total de
Sintomaticos e 46,7% 0 18,3% 35,0%
Delta/ Assintomaticos (n=28) (n=11) (n=21)
elta (n=60)
2021 Apenas 0 0 0
(2021) SinomAficos 20,5% 0 25,6 % 53,9%
(n=39) (n=8) (n=10) (n=21)
Apenas o o
Assintomaticos 95_’% ‘o 0 4’91/° 0
(n=21) (n_ 0) (n_ )
Total de
Sintomaticos e 41, 7% 0 33,3% 25,0%
. Assintoméaticos (n=25) (n=20) (n=15)
Omicron/ (n=60)
(2022) Apenas 28,2% 43,6% 28,2%
sintomaticos ! 0 _ _
(n=39) (n=11) (n=17) (n=11)
Apenas o o o
Assintomaticos 66_’7 A 0 14’_3 % 19f) N
(n=21) (n=14) (n=3) (n=4)

Fonte: Dados da pesquisa (2020-2022).
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A partir da obtencao destes dados iniciais, prosseguiu-se com o calculo geral da
sensibilidade e especificidade do TR-Ag, com intervalo de confiangca de 95%, para os
periodos selecionados no qual as respectivas variantes estavam em maior circulagdo no
Brasil (Tabela 4).

Tabela 4 - Comparacéao da sensibilidade do TR-Ag nas amostras positivas pra RT-
gPCR, correlacionando com a sintomatologia, junto aos respectivos intervalos de
confianga de 95% (indicados entre parénteses).

Variante em maior

circulacéo no Brasil Populacao Sensibilidade  Especificidade
(ano)
69,6% 100%
B.1.1.28 Coorte Total (47,1 - 86,8) (90,5 - 100,0)
. . 75,0% 100%
B.1.1.33 : ’
Sintomaticos (50,9-91,3) (86,3 - 100,00)
(2020) Assintomaticos 33,3% 100%
(0,8 -90,6) (73,5-100,0)
Coorte Total 34,4% 100%
(18,6 - 53,2) (87,7 - 100,0)
Delta
Sintomaticos 32,2% 100%
(2021) (16,7 - 51,4) (63,1 -100,0)
Assintomaticos 100% 100%
(2,5 a100,0) (83,2-100,0)
57,1% 100%
Coorte Total
Smicron (39,4 -73,7) (86,3 - 100,0)
Sintomaticos 60,7% 100%
(2022) (40,6 - 78,5) (71,5-100,0)
Assintomaticos 42,9% 100%
(9,9 - 81,6) (76,8 - 100,0)

Fonte: Dados da pesquisa, (2020-2022).

Assim, a sensibilidade geral do TR-Ag para as amostras referentes ao primeiro
periodo amostral (2020) foi de 69,6% (IC 95% = 47,1 - 86,8), a especificidade foi de 100,0%
(IC 95% = 90,5 a 100,0). Entretanto, a taxa de sensibilidade aumentou para 75,0% (IC
95% = 50,9 - 91,3) apenas levando em consideragéo os individuos sintomaticos (n=45).
No segundo periodo amostral (2021), que se refere as amostras cuja variante em maior
circulacao era a Delta, a sensibilidade geral do TR-Ag foi de 34,4% (IC 95% = 18,6 - 53,2),

e houve pouca diferenga entre a sensibilidade geral e a referente apenas aos individuos
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sintomaticos. Ja no terceiro periodo amostral (2022), referente as amostras cuja variante
circulante era a Omicron, a sensibilidade geral do TR-Ag foi de 57,1% (IC 95% = 39,4 -
73,7), e aumentou para 60,7% (IC 95% = 40,6 - 78,5), levando em consideragado os
individuos sintomaticos (n=21).

No estudo de Bekliz et al. (2022), que buscou comparar a sensibilidade analitica
de oito TRs-Ag com um isolado de SARS-CoV-2 de fase inicial da pandemia (B.1.610) e
os VOCs Alpha, Beta, Gama e Delta em comparacdo com Omicron-BA.1, foi observada
uma tendéncia de menor sensibilidade para deteccdo de Omicron em comparagdo com
0 SARS-CoV-2 circulante anterior e outras linhagens. Ainda, Kim et al. (2022),
evidenciaram em seu estudo que as taxas de sensibilidades determinadas ao analisar as
amostras de pacientes sintomaticos foram maiores do que as dos participantes
assintomaticos, corroborando com os resultados encontrados nesta pesquisa.

Para aprofundar a analise, realizou-se uma comparagao entre o desempenho
diagndstico (sensibilidade) para o TR-Ag em relagao a carga viral (Ct) obtida pelo RT-
gPCR (Figura 6). Sendo assim, observou-se que o limite minimo de ciclos necessarios
para detecgao do material genético do virus foi de 18, e o limite maximo, de 39. A média
dos valores de Ct das amostras referentes a 2020, 2021 e 2022 foi de 27, 31 e 28,
respectivamente.

Ao comparar os valores de Ct com os resultados do teste rapido, observou-se que
o intervalo médio de detecgao reduziu para o limite que corresponde a faixa de 26 a 30
nas amostras testadas nos respectivos periodos em que as variantes B.1.1.28 e B.1.1.33
(2020), Delta (2021) e Omicron (2022) estavam em maior circulacdo no Brasil. Assim, a
partir de valores de Ct superiores a 30, a taxa de sensibilidade do teste rapido declinou

progressivamente para valores abaixo de 86% em 2020, 44% em 2021 e 33% em 2022.



37

Figura 6 - Sensibilidade de detecgdo do SARS-CoV-2 pelo teste rapido de pesquisa de
antigeno em relagéo a carga viral obtida pelo RT-qPCR
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Fonte: Dados da pesquisa (2020-2022).

Em seu estudo, Bayart et al. (2022), reitera que sensibilidades relatadas de TR-Ag
para SARS-CoV-2 em amostras com Ct > 25 sao frequentemente baixas. De forma
semelhante, Begum et al. (2021), reportaram que os TR-Ag apresentaram alto
desempenho (>90% de sensibilidade) para valores de Ct inferiores a 30, além de
observarem uma diminui¢cdo na taxa de deteccdo com o aumento dos valores de Ct, e
consequentemente, em amostras com carga viral menor. Estes resultados, corroboram
com os encontrados nesta pesquisa, tendo em vista que o TR-Ag demonstrou reducao

na sensibilidade a partir de valores de Ct > 25.
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Entretanto, observou-se que em valores de Ct > 25, houve um declinio maior na
sensibilidade do teste ao comparar as amostras referentes ao periodo em que variante
Delta estava em maior circulagdo com as do periodo em que a variante circulante era a
Omicron. Em seu estudo, Mohammadie et al. (2023), observou que o desempenho dos
TR-Ag no diagnéstico de COVID-19 foi afetado quando a variante Omicron estava
circulando, principalmente em amostras com carga viral menor.

De modo similar, Bekliz et al. (2022) determinaram em suas analises que para a
detecgdo da variante Omicron-BA.1, houve uma consideravel variabilidade de
sensibilidade dentre os TR-Ag utilizados, destacando a importancia de uma escolha
criteriosa ao empregar esses testes na pratica, além de ressaltar a importancia das
avaliagdes clinicas.

A selecdo de amostras analisadas foi caracterizada por uma ampla gama de
valores de Ct, sendo a maioria valores médios e altos (entre 20 e 40). Ainda, observou-
se em dentre os trés periodos estudados, as amostras de 2021 (variante em maior
circulagao no Brasil = Delta) foram as que apesentaram maiores valores Ct, indicando
provavelmente, uma menor carga viral.

Este é um fator de grande relevancia, uma vez que, um resultado nao reagente
pode ocorrer se o nivel de antigeno extraido da amostra for menor que a sensibilidade
do teste ou se uma amostra de baixa qualidade for utilizada. Assim sendo, um resultado
nao reagente neste teste ndo elimina a possibilidade de infecgdo por SARS-CoV-2, sendo

necessaria a utilizacdo de outros métodos para confirmagéo (Brasil, 2022a).
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6 CONCLUSAO

Através da analise geral, levando em consideracdo os possiveis fatores
interferentes no desempenho dos TR-Ag: variantes do SARS-CoV-2, sintomatologia e
carga viral (Ct), a carga viral foi considerada o fator mais importante para determinar a
sensibilidade do teste do antigeno SARS-CoV-2. Ainda, ao determinar as divergéncias
nas taxas de sensibilidade por meio de analise concomitante de dois paradmetros: carga
viral e variantes do virus, observou-se que para as variantes Delta e Omicron, houve uma
aparente sensibilidade reduzida, especialmente para valores de Ct > 25. No entanto,
apesar da heterogeneidade nas taxas de sensibilidade do TR-Ag, pode-se afirmar que o
teste foi capaz de detectar com eficiéncia todas as variantes do SARS-CoV-2 avaliadas
neste estudo, ao seguir as recomendagdes previamente existentes e altamente
difundidas na literatura (Ct < 25 e entre 0 2° e 7° dia de sintomas). Ademais, sugere-se
que novos estudos sejam realizados com um numero mais significativo de amostras,
tendo em vista a aparente menor sensibilidade destes dispositivos para a variante
Omicron e Delta, o que gera questionamentos para determinar saber se os TR-Ag devem
ser reavaliados, ou mesmo readaptados as alteracbes gendOmicas atuais e futuras

observadas no virus.
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ANEXO B

DE VIGILANCIA EM SAUDE
e-SUS Notifica -05/10/2020

FICHA DE INVESTIGAGAO DE SG SUSPEITO DE DOENCA PELO CORONAVIRUS 2019 - COVID-19 (B34.2)

Definigdo de caso: Individuo com quadro respiratério agudo, caracterizado por pelo menos dois (2) dos seguintes sinais e sintomas: febre (mesmo que referida),
calafrios, dor de garganta, dor de cabega, tosse, coriza, disttrbios olfativos ou distlrbios gustativos.

Em criangas: além dos itens anteriores considera-se também obstrucdo nasal, na auséncia de outro diagnéstico especifico.

Em idosos: deve-se considerar também critérios especificos de agravamento como sincope, confusdo mental, sonoléncia excessiva, irritabilidade e inapeténcia.
Observagdo: Na suspeita de COVID-19, a febre pode estar ausente e sintomas gastrointestinais (diarreia) podem estar presentes.
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|__|Cancelado |___|Conf?rmado Cli,nico lm?gem‘ . Data de
|Ignorado | __|Internado | __|Confirmado Clinico-Epidemiolégico

encerramento:

__|Confirmado Por Critério Clinico
|__|Cura | __|Confirmado Laboratorial
| __|Sindrome Gripal Nao Especificada

Informagdes complementares e observagoes
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