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1. Contextualizacdo

A COVID-19 ¢ uma doenca infecciosa causada pelo virus Severe Acute Respiratory
Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2), convencionalmente chamado de novo coronavirus. Possui
periodo médio de incubacao de 5,5 dias e aparecimento de sintomas em até 11 dias em 97,5% das
pessoas infectadas.

A pandemia da COVID-19 j4 trouxe consequéncias devastadoras para a humanidade. Além
do numero de pessoas mortas pela doenga, os impactos econdmicos e sociais ainda sdo incalculéveis.
A velocidade de propagacdo do virus, a existéncia ao longo da fonte de infec¢do e dificuldade de
bloqueio completo da transmissdo em um grande contingente populacional suscetivel torna razoavel
pensar na preseng¢a da doenca por um longo periodo.

O avango sustentado de casos de COVID-19 no mundo tem sido acompanhado da
formulacao de planos para respostas rapidas a disseminagdo da doenca. Nesses, estdo incluidas agdes
de deteccdo precoce, isolamento, vigilancia epidemioldgica, medidas de prevencdo e controle, bem
como a avaliacao de impactos sanitarios.

A identificagao de casos da doenga ¢ fundamental para a adog¢do de terapias medicamentosas
e isolamento de individuos, bem como de seus contatos recentes. Ademais, o diagndstico faz-se
necessario ao acompanhamento da evolu¢ao da doenca, que ird determinar as respostas adequadas ao
enfrentamento de cada fase da epidemia. Para tanto, a realizacdo de testes deve ser ampla. Em
contextos de disponibilidade limitada de testes, devem ser estabelecidos protocolos que indiquem
grupos populacionais prioritarios para a identificagdo da doenga em sua fase ativa e de anticorpos

indicativos de infec¢do anterior.
1.1. Testes disponiveis

E notério que nenhum teste possui 100% de acuracia. Todos os testes devem ser comparados a

um padrao-ouro para avaliar sua sensibilidade e especificidade.
1.2. RT-PCR

Ainda que o RT-PCR seja considerado o instrumento laboratorial mais adequado para
diagnosticar a COVID-19, evidéncias disponiveis na literatura apontam que esse teste apresenta
resultados falso-negativos em frequéncias que variam entre 2% e 29%, o que foi atestado quando
testes negativos foram repetidos. Assim, o padrao-ouro mais acurado, até o momento, ¢ representado

pela repeticao de RT-PCR diante do primeiro resultado negativo.



A variacao de sensibilidade e especificidade do RT-PCR nos estudos citados advém da
qualidade e da origem da amostra, bem como do estagio da doenca, coinfec¢do com outros virus e do
risco de recombinagdo e mutagdo viral. Um estudo mostra que em amostras de lavagem bronco-
alveolar tem-se a maior sensibilidade do RT-PCR, de aproximadamente 93%. Em amostras de escarro

identificou-se sensibilidade de 72%, em swabs nasais 63% e 32% em swabs de garganta.
1.3. Testes sorologicos

Testes sorologicos sdo aqueles que detectam imunoglobulinas, incluindo IgG e IgM, com
objetivo de identificar individuos que apresentaram a infec¢do previamente e estdo, teoricamente,
imunes a novas contaminagdes pela doenca. Em um cendrio de boa acuracia dos testes sorologicos,
seus resultados podem contribuir para tomada de decisdes no tocante ao afrouxamento de medidas de
isolamento, reabertura da sociedade e retorno de profissionais de saude as suas atividades. Entretanto,
acurdacia, sensibilidade e especificidade de testes soroldgicos sdo inferiores as do RT-PCR, o que
torna seu uso limitado.

A OMS recomenda o uso de testes rapidos soroldgicos somente para fins de pesquisa. A sua
utilizacao para diagndstico ndo ¢ indicada nos laboratdrios publicos e privados.

O teste sorologico apresenta vantagem em relacdo ao RT-PCR, por apresentar um tempo de
resposta mais rapido, alto rendimento e menos carga de trabalho. No entanto, o seu valor clinico
depende, em grande parte, das respostas de soroconversdao de anticorpos do hospedeiro durante a
infec¢do. E por ser um virus emergente, a cinética e extensao da resposta humoral do paciente ainda
ndo sdo totalmente conhecidos.

A taxa de soroconversdo e os niveis de anticorpos vai depender da fase da doenga,
apresentando uma elevagao maior ap6s 05 (cinco) dias do inicio dos sintomas, com valores medianos
mais elevados de soroconversdo de IgM e IgG entre nos dias 12 e 14, respectivamente e
permanecendo elevado em niveis sanguineos por tempo méaximo ainda ndo evidenciado na literatura
atual.

Assim como nas demais infec¢des virais, a elevacdo de IgM ¢ um marcador para doenga
aguda, apresentando, portanto, uma produ¢ao mais rapida apos a infec¢do, em relagao a produgao de
IgG. A deteccdo inicial de IgM pode ser utilizada como ferramenta associada a andlise de RNA, para
aprimorar a sensibilidade e precisao da detecgao.

O uso da sorologia pode ser de forma complementar a deteccdo de RNA pelo RT-PCR,
durante o curso da doenca, porém seu resultado isolado nao pode ser usado como critério diagndstico

para a COVID-19.



No entanto, o uso dos testes sorologicos podem ser utilizados para: a) triagem de casos
sintomaticos suspeitos, com diagnosticos ainda ndo definido pelo RT-PCR, pois o resultado positivo
do anticorpo aumenta a probabilidade do diagnodstico de COVID-19; b) o monitoramento de
contactante saudavel, uma vez que o resultado reagente da sorologia revela que o contactante pode
ser um possivel portador assintomatico, levando o alerta para a necessidade da confirmacdo
diagnéstica pelo teste de RNA e para o isolamento pessoal e de seus contatos proximos; 3) para o
monitoramento imunoldgico de pessoas que testaram positivo pelo teste de RNA, com o controle da
inducdo da soroconversdo de anticorpos especificos; uso em estudos epidemioldgicos de analise
imunolodgica da doenga.

Os testes sorologicos aprovados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa)
utilizam amostras de sangue, soro ou plasma e usam uma metodologia variadas para a deteccdo de
anticorpos na amostra. Os testes rapidos utilizam a metodologia da imunocromatografia, em que ha
a geracdo de cor a partir de uma reacdo entre o antigeno (substincia estranha ao organismo) e o
anticorpo (elemento de defesa do organismo) para detectar os chamados de IgM e IgG.

Outros testes sorologicos sanguineos também foram aprovados pela Anvisa, como aqueles
com o uso do método ELISA, que se baseia numa reagdo enzimatica para detec¢do; e o método de
imunoensaio quimioluminescente (CLIA), que torna a reagdo antigeno-anticorpo visivel por uma
reacdo quimica e a leitura do resultado ¢ feita a partir da fluorescéncia formada na reacao do antigeno

com 0 anticorpo.
1.3.1. Consideragdes especificas sobre o teste rapido sorologico

Os testes rapidos para COVID 19 estdo sendo largamente utilizados por serem de fécil
execugdo, nao necessitarem de operadores especializados, terem um custo menor € permitirem o
resultado em poucos minutos.

H4é diversas marcas no mercado internacional e nacional. Porém, o Ministério da Saude (MS)
somente recomenda o uso dos testes rapido aprovados pela Anvisa, por meio da Resolu¢do-RE n°
777, de 18 de Marco de 2020 e outras similares emitidas posteriormente.

Para fins didaticos, sera apresentado neste guia, as recomendagdes e procedimentos

adequados a serem utilizados para uso de kit teste rapido ja aprovado pela Anvisa.



Fig. 1 — Demonstrativo de embalagem de kit de teste rapido aprovado pela Anvisa.

Trata-se de um teste qualitativo, que utiliza como método de andlise o ensaio
imunocromatografico para detec¢do rapida e qualitativa dos anticorpos IgG e IgM do SARS-COV2.
Amostras humanas ¢ a forma de coleta que podem ser utilizadas no teste dependem da
indicagdo contida na bula do fabricante. Em geral, indica-se o uso de:
e Sangue total (coleta venosa ou coleta por pungdo digital);
e Soro; ou
e Plasma humano.
Contudo, para fins desse guia técnico, somente sera considerado o uso da amostra de
sangue total, obtida por puncio digital.
A depender da marca do teste utilizada, alguns permitem a sinalizagdo especifica da presenca
de cada anticorpo, IgM e IgG, na regiao teste do cassete. Enquanto outros modelos sinalizam somente
uma linha na regido de teste, que identifica a presen¢a de qualquer um dos anticorpos, sem a

identificacgdo especifica de cada um.

Atencao!

O resultado do teste rapido, de forma isolada, nao pode ser usado como
diagnostico da COVID-19. Ele somente pode ser utilizado para fins de triagem,
auxilio diagndstico ¢ acompanhamento imunoldégico ¢ epidemiolégico da
doenga, por ndo apresentar niveis de acuracia que lhe permitam ser utilizado
como critério diagndstico de forma isolada.




O teste ¢ de uso exclusivamente profissional e os seus resultados devem ser interpretados
por um profissional de satde, considerando: informacdes clinicas, sinais e sintomas do paciente,
além de outros exames, como o RT-PCR, que ¢ o unico utilizado atualmente para o diagnostico da

doenca. Ou seja, o teste rapido fornece parte das informagdes, devendo estas estarem associadas com

os dos dados clinicos e outros exames laboratoriais confirmatorios para a determinacao do resultado.

2. Objetivo

Orientar a realizagdo de testes rapidos para COVID-19, com utilizagdo de sangue total e

coleta por pungao digital.

3. Publico alvo prioritario da realizagdo do teste rapido

Para um melhor o uso do teste rapido, indica-se que seja utilizado em pessoas que tenham
sido expostas a pessoas confirmadas com a COVID-19 hd pelo menos 10 dias ou em pessoas
sintomaticas a partir do 8° dia dos sintomas iniciais, para que a detec¢ao dos anticorpos ocorra com
maior precisao, a depender da limitacao do teste e da indicagao do fabricante. Esse tempo ¢ necessario
para assegurar que havera anticorpos suficientes no organismo que possam ser detectaveis por esse
método.

Entende-se como sintomas compativeis com o quadro clinico da COVID-19: tosse seca,
febre, coriza, dor de garganta, dificuldade respiratoria, perda ou diminui¢do do olfato (anosmia) ou
do paladar (disgeusia), dentre outros. Essa caracteriza¢do podera ser alterada, conforme protocolo do

Ministério da Satide e da Organizagcdo Mundial de Saude.

10



4. Recomendacoes sobre local de realizacao do teste

Os testes rapidos para COVID-19 devem ser realizados em estabelecimentos de assisténcia
a saude, ou em locais que estejam sob supervisdo de um servigo de assisténcia e sempre por um
profissional de saude devidamente habilitado e treinado para essa finalidade.

Os espagos deverao dispor de infraestrutura basica, incluindo: mobilidrio adequado ao
armazenamento dos materiais necessarios e ao posicionamento da equipe de coleta e do paciente,
temperatura apropriada ao acondicionamento dos testes, computador com conexao a internet para
consulta e cadastro da pessoa avaliada, lixeiras para descarte de material bioldgico, perfurocortante e

ndo contaminado e ambiente que propicie privacidade aos individuos.

5. Procedimento para agendamento do teste rapido

Para fins de evitar aglomeracdo de pessoas em um mesmo espago, orienta-se que os testes
sejam aplicados de forma planejada, em horarios especificos, com limitacao da presenca de pessoas
e com o devido distanciamento social. Recomenda-se, por medida de seguranca, que os testes sejam

realizados por agendamento.

6. O kit de Teste Rapido para COVID-19

6.1 Principio de acao
O teste rdpido sorologico para COVID-19 adota o método de andlise por

imunocromatografia. E baseado no principio do imunoensaio de captura para determinagcio dos
anticorpos SARS CoV 2 IgG / IgM no sangue total, soro ¢ plasma humanos. Utiliza uma membrana
de nitrocelulose subdividida nas seguintes partes:

S- Pocgo da solugao tampao: Local onde deve ser colocada a dose recomendada da solugao tampao;

A- Poco de amostra: Local onde deve ser colocada a dose recomendada da amostra (sangue total,

soro ou plasma);
I- Area intermediaria: local onde contém o conjugado SARS CoV 2 antigeno corante;
T- Area de teste: local onde contém os antigenos fixados 8 membrana de nitrocelulose, onde se

1€ o resultado da amostra testada. Essa area podera determinar o aparecimento de uma linha
11



unica, que indica a presenca de qualquer um dos anticorpos avaliados (IgM e IgG), como
mostra a Fig. 4.1, como pode permitir o aparecimento de duas linhas, sendo cada uma
representante de um dos anticorpos avaliados, indicado pela Fig. 4.1;

C- Area de controle: local de controle da reagio e que permite a validagdo do teste.

Quando a amostra (A) ¢ adicionada ao pogo de reacdo no dispositivo de teste, a amostra ¢
absorvida por acdo capilar, mistura-se com o conjugado SARS CoV 2 antigeno corante e flui através
da membrana pré-revestida. Os anticorpos da amostra fluem lateralmente pela membrana, passando
pela area I, onde se inicia a ligagdo com o conjugado e prosseguem em direcdo a area de teste (T).

Quando o nivel de anticorpos SARS CoV 2 na amostra for igual ou superior a faixa de cut
off (limite minimo de deteccdo do teste), os anticorpos ligados ao conjugado antigeno corante sao
capturados pelo anticorpo anti-IgG ou IgM humano e capturados pelo complexo anticorpo anti p da
cadeia imobilizado na regido de teste (T) do dispositivo, e isso produz uma banda de teste colorida
que indica um resultado positivo, que podera aparecer na visualizagdo de linha tinica na regido T, no
caso de modelos que nao permitem a diferenciacao do tipo de anticorpo, como podera aparecer linhas
especificas para cada anticorpo detectado.

Quando o nivel de anticorpo SARS CoV 2 na amostra for zero ou abaixo do cut off, ndo ha
uma faixa colorida visivel na regido de teste (T) do dispositivo. Isso indica um resultado negativo.
Para servir como controle de procedimento, uma linha colorida aparecera na Regiao de Controle (C),
se o teste tiver sido realizado corretamente. O conjugado ndo ligado ao anticorpo e o excesso do
complexo imune continuam a migracao, ao longo da membrana de nitrocelulose, em dire¢do a area
C, onde sdo capturados por anticorpos anti-imunoglobulina, formando outra linha (ou banda)

colorida, indicando que o teste esta valido.
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Se houve anticorpos na amostra, eles irao se ligar ao conjugado
(mistura de antigenos e corante). O complexo formado continuara
migrando pela membrana até a linha teste (T) , onde se ligara aos
anticorpos anti-lgG e anti-lgM e pelo complexo anticorpo anti-u da
cadeia fixados, formando uma linha colorida, cuja apresentagcao
dependera da marca do aparelho.

S A I C
\

Membrana de nitrocelulose

Na membrana de nitrocelulose, ha antigenos (proteinas
sintéticas) imobilizados, para a captura dos anticorpos
presentes na amostra.

Fig. 2. Imagem ilustrativa para demonstrar a a¢do por imunocromatografia para identificag¢do

da presenca do anticorpo IgG e IgM para Covid-19.

6.2 Materiais inclusos
O kit de teste rapido devera conter:
e unidades de dispositivos de Teste/Cassetes de testes;
e unidades de tubo capilar descartaveis;
e (1 (uma) unidade de solucdo conta gotas tampao de cerca de 6 ml;
e (1 (uma) unidade de Instrugdo de uso.
A quantidade de unidades dispositivos de teste/cassetes e tubos capilares em um kit de teste

rapido soroldgico vai depender da marca adquirida.
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Fig. 3 —Imagem ilustrativa para apresentar os componentes de um Kit de teste rapido sorologico
para COVID-19.

Legenda:
1 — Caixa do kit de teste rapido; 2 — Guia de Instrucdo; 3 — 01 (uma) unidade de Dispositivo de Teste/Cassetes de
teste; 4 — Envelope contendo unidades de contas gotas/tubos capilares descartaveis; 5 — 01 (uma) unidade de solugdo

tampdo de cerca de 6 ml.
Outros materiais s30 necessarios para a realizacao do teste e que ndo sdo fornecidos no Kkit.
Sao eles:
e Lanceta estéril (Para evitar acidentes, recomenda-se o uso de lanceta de seguranga estéril);
e CronOmetro ou relogio;
e Alcool a 70%:
e Algodao;
e Pincel marcador para identificagdo do cassete;
e Material para descarte.
O dispositivo de teste, também chamado de cassete, possui:
A — Janela de leitura: local onde sera feita a interpretagdo do resultado do teste

B — Pogo de amostra: local onde sera adicionada a amostra;

C — Pogo do tampao: local onde sera adicionado o tampao de corrida.

14
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II. Dispositivo que permite a visualizagdo de somente uma
linha na regido “T” do cassete, sem a distingdo da IgM e/ou
IgG na amostra.

I. Dispositivo que permite visualiza¢do de linhas distintas para
a presenca de IgM e/ou IgG na amostra.

Fig. 4 — Dispositivo de teste/Cassete de teste. I — Dispositivo que permite visualizacdo de linhas
distintas para a presenca de IgM e/ou IgG na amostra; I — Dispositivo que permite a visualizagdo de

somente uma linha na regido “T” do cassete, sem a distin¢ao de IgM e/ou IgG na amostra.

Na janela de leitura estdo presentes:
* A regido C: onde aparecerd a linha de controle da reagao;
* A regido T: onde poderd aparecer a linha de teste, que determina o resultado “Reagente” ou
“Nao Reagente”. No modelo I da Fig.4, a regido T permite o aparecimento de linhas especificas
a depender do tipo de anticorpo presente na amostra. No modelo II da Fig.4, a regido T permite o
aparecimento de uma linha Unica, que estard presente na presenca de qualquer um dos dois
anticorpos avaliados, IgM ou IgG, sem caracterizagdo especifica. Em qualquer um dos modelos,

J4

a presenga de linha na regido T identifica que o teste ¢ “Reagente”.
6.3 Acondicionamento

Os componentes do kit sdo estaveis e sao validos até a data de validade descrita na
embalagem externa, desde que armazenados na temperatura de 2 a 30 graus Celsius e mantidos nas

embalagens originais.

Os testes devem ser armazenados em temperatura ambiente, evitando estarem expostos a luz

solar direta, umidade e calor.
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