Consideracoes sobre o uso e a interpretacao
dos testes diagnosticos na COVID-19.

Nota elaborada em 06/julho/2020

Por se tratar de uma enfermidade muito recente, as informacoes sobre a COVID-19 tém
experimentado alteracoes frequentes, as quais se devem ao aporte continuado e volumoso de novas
informacoes. Este documento apresenta as informacoes disponiveis sobre o periodo de
transmissibilidade do virus e do prazo de desenvolvimento da resposta imune humana contra o
SARS-CoV-2 e suas implicacOes na interpretacao dos testes e a pertinente conduta nos individuos
testados.

H4 no momento dois grupos de testes diagnosticos para a COVID-19: um que visa detectar a
presenca do virus (o RT-PCR) e o que visa identificar a presenca de resposta imune humana contra
o virus (usualmente testes soroldgicos, quer sejam os testes rapidos imuno-cromatograficos ou os
testes tradicionais de ELISA ou Quimioluminescéncia).

A utilizacao isolada e/ou combinada dos resultados dos testes RT-PCR (virais) e dos testes rapidos
(imunolo6gicos) deve orientar as acoes em relacao aos pacientes.

Tipo
de Objetivo O que detecta Quando fazer Interpretacao
teste
+ Identificagdo de casos « Nos primeiros 7 dias apos
RT-PCR na sua fase inicial; Indica a presenca de os primeiros sintomas; « O individuo esta
pelel Investigar os casos RNA do virus no - Na identificagao de com infecgéo pelo
deteccéo que permanecem local da coleta do individuos infectados S.ARS'F:.OV'Z,
de RNA capazes de transmitir material (mesmo que sem sintomatica ou
viral 0 SARS-CoV-2 por sintomas) entre os contatos ~ assintomatica.
tempo prolongado de casos confirmados.
Apbs duas semanas do
inicio dos sintomas ou da
data de realizacdo de um S
* Apresenca de RT-PCR com resultado 0 ORI IET
Testes - anticorpos séricos - infecgéo pelo
> Identificar os ] positivo; SARS-CoV-2
sorologic individuos i4 expostos contra antigenos do L ] B -CoV-2,
o el ifelbiess ) p virus. Ele indica que Para avaliacao da infecgao sintomatica ou
(répidos 323\2;%&%”;&2 sz a pessoa testada foi gre\?r;:ssa pelo SARS- assintomatica.
ou COVID-19) infectada (tendoou ~ ©97°4 mesmoem « Verificar o valor
ELISA) n&o desenvolvido IanVIdUOS assknt:)rréatlcos, preditivo positivo
COVID-19). Seja como contalo de do teste.
casos confirmados seja em
inquéritos sorolégicos na
comunidade.

Deteccao de material viral

Em relacao aos testes de deteccao de material viral, como o RT-
PCR, o teste positivo é bastante confiavel pois tem elevada
especificidade. Devemos relembrar, contudo, que o RT-PCR detecta
a presenca do RNA do virus o que, nem sempre, indica a existéncia
de virus infectante.

Na COVID-19, a carga viral do SARS-CoV-2 na faringe é mais
elevada logo antes ou no periodo do inicio dos sintomas To et al.,
2020), sendo estimado que cerca de 44% da transmissdo ocorre no
periodo pré-sintomatico (He et al, 2020). Por volta de 10 dias apo6s i
o inicio dos sintomas os cultivos ja sdo negativos, embora possa i 6 8 30
haver positividade do RT-PCR (Fig. 1, em Wolfel et al., 2020). Ha
relato de persisténcia de testagem positiva para o virus por tempo
mais prolongado, com uma mediana de 14 dias para pacientes com
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sintomas leves e de 19 dias para individuos assintométicos 0
(Long et al., 2020). No caso de pacientes hospitalizados,
pode ocorrer persisténcia do virus por tempo mais
prolongado e, nestes casos, o periodo de potencial de
transmissao viral tem uma mediana de 20 dias (Zwirglmaier
et al, 2020). 107

Assim, a presenca de RT-PCR positivo nao significa virus

viavel. Entretanto, niveis elevados desse material detectavel o0 o ,
(acima de um milhao de copias de RNA viral/ml) tem 3-2-101 23456738
correlacio com presenca de virus vidvel na amostra, o que Days afler symplom onset

ocorre geralmente nos primeiros oito dias de inicio dos

sintomas, com algumas excecOes. A Figura 2 mostra a estimativa do periodo de transmissao do
SARS-CoV-2 por individuos sintomaticos. Uma parte importante da transmissao ocorre no periodo
imediatamente anterior ao desenvolvimento dos sintomas (He et al, 2020).

Figura 2
20 1
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O RT-PCR permite uma avaliacdo da carga viral a qual é estimada pelo namero de ciclos
necessarios para que o exame se torne positivo. Ou seja, se houver pouco material viral (pequena
carga viral ou pouca quantidade de material coletado, por exemplo), serdo necessarios varios ciclos
de amplificagdo para que o material original se torne detectavel. O nimero de ciclos necessarios
para determinar a positividade do exame varia de acordo com o teste utilizado. Este aspecto é
utilizado em estudos para avaliar o periodo de transmissibilidade mas nao é usado na rotina de
trabalho quando o laudo do exame indica apenas se o teste foi reagente ou nao.

No momento atual, considerando a) o conhecimento sobre a COVID-19; b) a situagao
epidemiolégica do pais com grande ntimero de casos e c¢) o insuficiente nimero de testes
realizados, podemos interpretar os resultados de RT-PCR da seguinte forma:

Sintomatol. RT-PCR Afa§t. Isola- Rastreio e teste Comentirio
compat. servico mento dos contatos
Sim Detectavel | Sim Sim Sim AV6.|I?. rn ecesgldade d? tratamento
domiciliar ou internacao
Considerando elevada frequéncia atual
da COVID-19 entre casos sintomaticos,
0s casos suspeitos, ainda que com RT-
. Nao . . . PCR negativos, devem ter a mesma
Sim , Sim Sim Sim .
Detectavel conduta dos casos confirmados.

Isolamento e rastreio de contatos
mesmo antes de repetir o RT-PCR no
caso suspeito.

Acompanhar para avaliar
Nao Detectavel Sim Sim Sim desenvolvimento e sintomas.lsolamento
e rastreio de contatos.

Se se tratar de contato de caso
confirmado, recomendar avaliagcao
Nao Nao Nao diaria de temperatura e de
desenvolvimento de sintomas na
semana posterior ao contato.

Nao
Detectavel

Um paciente com sintomatologia compativel com a COVID-19 e/ou com exame de RT-
PCR detectavel deve ser orientado para acompanhamento médico e para isolamento no sentido
de proteger as pessoas no seu entorno. Considerando que grande parte da transmissao ocorre no
ambiente domiciliar e/ou laboral, é necessario orientar para que seus contatos sejam avaliados por
RT-PCR. Deve-se atentar que a lista de contatos deve incluir pessoas com as quais esteve no
periodo de 2 dias antes e até 8 dias ap6s o desenvolvimento dos sintomas.

E considerado contato de alto risco, uma pessoa:
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» que tenha tido contacto direto com um caso de COVID-19 a menos de dois metros durante
mais de 15 minutos;
« que tenha tido contacto fisico com um caso de COVID-19;
» que tenha tido contacto direto, sem protecao, com secreces infeciosas de um caso de
COVID-19 (p. ex. se lhe tiverem tossido para cima);
+ que tenha estado num ambiente fechado (p. ex. em casa, numa sala de aula, sala de reuniao,
sala de espera do hospital, etc.) com um caso de COVID-19 durante mais de 15 minutos;
 que tenha estado num avido, sentada a uma distancia inferior a dois lugares (em qualquer
direcdo) do caso de COVID-19, acompanhantes ou cuidadores, e membros da tripulagdo em
servico na sec¢do do avido onde estava sentado o caso indice (se a gravidade dos sintomas
ou os movimentos do caso identificado indicarem uma exposi¢cdo mais extensa, podem ser
considerados contactos préximos todos os passageiros sentados nessa sec¢do do avido ou
todos os passageiros do aviao);
« Um profissional de saide ou outra pessoa que preste cuidados de satide a um caso de
COVID-19, ou técnicos de laboratério que manipulem amostras de um caso de COVID-19,
sem o EPI recomendado ou perante uma eventual falha do EPI (WHO, 2020).
Um individuo com sintomatologia compativel com a COVID-19 e com exame de RT-PCR
nao detectavel deve ser considerado um caso suspeito e ser orientado de acordo com a gravidade
do caso. Estima-se que o RT-PCR falha em detectar cerca de 3 em cada 10 casos positivos (revisto
em Woloshin et al., 2020). Em relacao a potencial transmissao, considerando a possibilidade de
que se trate de um resultado falso negativo no RT-PCR, a equipe de satde e os seus contatos devem
tomar as mesmas precaucoes de um caso confirmado. O rastreio e teste dos contatos deve ser
realizado mesmo antes de uma eventual repeticio do RT-PCR no caso, pois a janela de
identificacdo de contatos contaminados é estreita.

Os individuos nao sintomaticos e com teste RT-PCR )

detectavel se enquadram como pré-sintomaticos ou Figura 3
assintomaticos. Devem ser afastados do servico pelo periodo de 14
dias a partir da coleta do exame e avaliados quanto ao
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desenvolvimento de sintomas. Caso nao desenvolvam sintomas no 101

periodo, nao ha necessidade de novo afastamento. Devem ser

orientados a contatar o servico de saude, se desenvolverem 0l - ‘
sintomas e, neste caso, devem ser atendidos de acordo com a o 98 6 9 1

Days from infection to symptom onset

gravidade do caso. Considerados o periodo de incubacao (Figura 3,

de He et al.,, 2020), a presenca do virus e o potencial de

transmissao no periodo pré-sintomatico, devem ser orientados para rastreio e isolamento dos
contatos.

O individuo nao sintomatico e com RT-PCR nao detectavel nao requer cuidados especiais.
Provavelmente se enquadra como individuo testado por ser contato de caso confirmado ou
suspeito, pelo que é recomendavel ser orientado a realizar afericdo diaria da temperatura e
avaliacao de desenvolvimento de sintomas compativeis com a COVID-19.

Todos os casos suspeitos ou contatos de suspeitos deve ser orientados sobre os todos os sintomas
de COVID-19. E importante ressaltar que, independente da intensidade dos sintomas, deve
proceder isolamento e identificacdo dos contato, conforme recomendacao acima, como estratégia
para conter a transmissao.

Anticorpos séricos anti-SARS-CoV-2

Um estudo que avaliou 242 pacientes de COVID-19 e 447 controles negativos (soros de junho de
2019), mostrou que no dia 7 poés-sintomas, 44% da populacido do estudo apresenta soro-
positividade para IgM e de 56% para IgG. A positividade na IgG chegou a 95% no dia 16, enquanto
a IgM s6 chegou a 95% de positividade no dia 20. Este padrao de positividade rapida de IgG e de
resposta mais tardia de IgM na COVID-19 (Xu et al., 2020), difere do observado no diagnéstico de
outras enfermidades virais. Estes achados, com dados s6lidos numa amostra numerosa e bem
avaliada, questionam as interpretacoes da elevada probabilidade de transmissibilidade do SARS-
CoV-2 por individuos com positividade da IgM. Considerando que em torno do dia 8 p6s-sintomas,
a carga viral é negativa ou baixa, quando a IgM ou IgG se tornam positivas o risco de transmissao ja
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nao é elevado na maioria dos casos .

. . s 1001 %, seroconverted patients
sintomaticos. Num estudo voltado para a analise

da resposta imune celular também foi 50

evidenciada uma forte correlacdo negativa entre
a carga viral e o aparecimento da IgG (Weiskopf

pos. culture
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possibilidade de cultivo celular (Fig. 4), mostra Day after symptom onset
que desde o dia 5 apos inicio dos sintomas a Figura 4

frequéncia de cultura viral positiva é menor que
a de cultivos negativos (Woélfel et al., 2020)

Um estudo que avaliou 37 individuos assintométicos (RT-PCR), mostrou que eles apresentam uma
resposta anticorpica mais fraca que a dos sintométicos (n=37), sendo que 40% dos assintomaéticos,
e 13% dos sintomaticos, nao desenvolveram anticorpos anti- SARS-CoV-2 (Long et al., 2020).
Considerando dados acima, os pacientes com sintomas compativeis com a COVID-19 devem ser
avaliados pelo RT-PCR até 7 dias ap0s os primeiros sintomas, nao sendo recomendéavel a realizacao
do teste soroldgico em individuos ainda com sintomatologia. Para a solicitacdo de testes
sorologicos em individuos assintomaticos, devem ser observados: as caracteristicas do teste -
sensibilidade e especificidade assim como o valor preditivo positivo e o valor preditivo negativo.

Acuracia dos testes de deteccao de anticorpos e valores preditivos

O estabelecimento de um diagnoéstico é um processo imperfeito baseado em probabilidade, quanto
mais elementos tivermos para reduzir a incerteza maior a probabilidade da tomada de decisao
correta. Em relacdo ao teste, devemos atentar para as suas caracteristicas intrinsecas, sensibilidade
e especificidade, e também para o seu valor preditivo positivo, o qual depende da frequéncia do
evento na populacao testada.

Na situacao analisada nesta nota, a acuracia do teste soroldgico para SARS-CoV-2, depende da sua
sensibilidade (capacidade de identificar corretamente - ser reagente - os individuos com anticorpos
contra o virus) e da sua especificidade (capacidade de nao ser reagente nos individuos sem
anticorpos contra o virus).

As caracteristicas intrinsecas do teste, sensibilidade e especificidade, sio importantes para orientar
a escolha de quais dos testes disponiveis se deve usar, mas para a decisdo quanto ao paciente ¢é
importante analisar também o valor preditivo positivo (VPP) e o valor preditivo negativo (VPN) dos
testes. O VPP pode ser expresso como: se o teste é reagente qual a probabilidade do individuo ter
anticorpos contra o SARS-CoV-2? E de maneira complementar, o VPN sera frente a um teste nao
reagente, qual a probabilidade do individuo realmente ndo possuir os anticorpos especificos? O
calculo dos valores preditivos depende das caracteristicas intrinsecas do teste (um teste com baixa
sensibilidade aumenta a frequéncia de testes falso-negativos e a baixa especificidade aumenta a
frequéncia de falso positivos), mas também da prevaléncia do evento na populacdo especifica. Ao
usar o mesmo teste em cidades com prevaléncia distinta o VPP sera diferente em cada uma delas.
Como exemplo, compararemos o VPP obtido em 3 cidades usando um mesmo teste com 94% de
sensibilidade e 95% de especificidade e considerando a percentagem de sorologia positiva na 3a
fase (21-24 de junho) da EPICOVID.

Populacao de Prevaléncia (%) VPP (%)
Salvador 3,7 42
Rio de Janeiro 10,3 68
Fortaleza 20,2 83
Indiviquos 15 dias ap0os inicio 80 99
dos sintomas de COVID-19
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Podemos ver que o mesmo teste aplicado na populacao aleatoriamente escolhida em Salvador teria
um VPP de 42% (cerca de 6 de cada 10 testes positivos seriam falso positivos) enquanto na
populagdo aleatoriamente escolhida em Fortaleza, o VPP seria de 83 (cerca de 17 de cada 100 testes
positivos seriam falso positivos). Considerando a prevaléncia relativamente baixa da doenca nessas
cidades no momento em que foi feito o inquérito, um teste com 95% de sensibilidade e 95% de
especificidade nao deve ser interpretado do ponto de vista individual devido ao percentual elevado
de falso positivos. Contudo, sabemos que 80% dos individuos que tiveram a COVID-19 sdo
soropositivos 15 dias ap6s o inicio dos sintomas. O mesmo teste aplicado na populacao de
individuos p6s-COVID-19 tera um VPP de 99%, ou seja em cada 100 testes positivos s6 1 deles é
provavelmente falso positivo.

Afast. a.r
igM IgG servico Comentario
O paciente desenvolveu resposta imune contra o SARS-CoV-2 mas
ndo ha certeza que os anticorpos confiram protegdo em todos os
Reagente = Reagente Nao casos nem por quanto tempo perdura a protecao.
O paciente deve ser orientado a continuar com as medidas de
protecao.

No caso de teste realizado em individuo que nao apresentou
sintomatologia prévia compativel com a COVID-19, deve ser avaliado
o valor preditivo positivo (ou probabilidade pré-teste) para estimar a

Nao HEaGeTt N&o possibilidade de teste falso-positivo;

reagente Se o paciente fez quadro prévio compativel com a COVID-19, ele
desenvolveu imunidade contra o SARS-CoV-2 mas ainda ndo ha
certeza de que esteja protegido. O paciente deve ser orientado a
continuar com as medidas de protecao.

A IgM isoladamente provavelmente ndo é capaz de conferir protecao;
Como a IgM aparece tardiamente na COVID-19, este resultado NAO
indica necessariamente que ainda ha virus infeccioso na faringe,
embora isto possa ocorrer. O médico deve avaliar a necessidade
NAo de afastamento,do servico e da realizagcdo do exame BT—PCR
Reagente reagente Avaliar considerando varios elementos, como: se o paciente é contato de
paciente com COVID-19 confirmada; se teve sintomatologia
compativel, ainda que leve, nos dias anteriores ao exame; se esta
com temperatura elevada (igual ou acima de 37,5° C) etc.;
O paciente deve ser orientado a continuar com as medidas de
protecao.

N&o h& evidéncia que o paciente tenha desenvolvido imunidade
contra o0 SARS-CoV-2.Ele parece nao ter sido infectado pelo SARS-

Nao CoV-2. Entretanto, deve-se lembrar que o teste nao avalia infecgao
aguda. O paciente deve ser orientado a continuar com as
medidas de protecao.

Nao Nao
reagente reagente

Cautela em relacao a interpretacao de protecao pela IgG

A deteccao de anticorpos IgG, como nos testes rapidos, e mesmo a presenca de IgG anti-SARS-
CoV-2 em titulos elevados, o que pode ser aferido por testes como o ELISA, nem sempre se
correlacionam protecao contra infeccao (Wolfel et al, 2020; To et al, 2020) e devemos manter uma
atitude cautelosa neste aspecto. Um estudo recente (ainda em estagio de revisao), com dados de
175 pacientes com quadros moderados de COVID-19, da China, mostrou que 25% deles exibiu uma
baixa producao de anticorpos neutralizantes e que 5% nao chegaram a desenvolver este tipo
anticorpos Fan et al., 2020). Por outro lado, um estudo com 149 individuos convalescentes de
COVID-19 mostrou que anticorpos especificos para o dominio de ligacdo com o receptor, embora
em niveis baixos, tiveram elevada atividade anti-viral e foram encontrados em todos os individuos
testados (Robbiani et al., 2020).

Consideracoes testes Dx COVID-19 06 Julho 2020 5/6



Ha relato de reacao cruzada (IgM e IgG) em dois pacientes com a resposta para dengue em alguns
testes de deteccao da resposta sorologica (Yan et al. 2020). A situacdo endémica da Dengue no
Brasil pode resultar em que pacientes com Dengue apresentem resultados falso-positivos no teste
sorologico para SARS-CoV-2, nao indicando, assim, resposta imune contra o SARS-CoV-2.

Adicionalmente, devemos considerar a possibilidade do fendmeno de agravamento da enfermidade
por anticorpos (antibody-dependent enhancement) a qual tem sido levantada em alguns artigos
(ver Peron & Nakaya, 2020).

Consideracoes finais

A. As medidas de isolamento devem ser feitas baseadas em suspeita clinica ou historia de
contato com caso suspeito antes mesmo do resultado do RT-PCR;

B. Em caso com suspeita clinica de COVID-19, o teste de RT-PCR negativo nao afasta
completamente o diagnostico, considerando sensibilidade de 70%;

C. Considerando a elevada especificidade do RT-PCR, um resultado positivo provavelmente
indica tratar-se de pessoa infectada, mesmo se assintomatica;

D. Os testes sorolégicos tem pouco valor diagndstico em casos individuais, ou de interpretacao
de exposicao prévia, em locais onde a prevaléncia da COVID-19 é baixa;

E. Os testes sorologicos nao dao diagnostico de infecgao atual ou ativa pelo SARS-CoV-2;

F. Os testes sorologicos nao sao adequados para rastreio e isolamento de contatos.
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