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Resumo

A doenga infeciosa respiratéria COVID-19 causada pelo novo virus SARS-CoV-2,
tornou-se, a nivel internacional uma emergéncia de satide publica. A pandemia decorrente
da elevada transmissibilidade e a rapida disseminagdo do virus causou uma crise
humanitaria com impactos sociais € econémicos em todo o mundo. Inicialmente os
sintomas sao febre, tosse, fadiga e congestdo nasal, mas podem progredir rapidamente
para estados de saude mais criticos tais como a sindrome respiratoria aguda severa ¢ a
morte. Para além da diversidade de sintomas relatados por pacientes infetados, existem
individuos que ndo apresentam qualquer sintomatologia. Desta forma torna-se fulcral, a
detecao precoce da infecao viral ativa para o controlo desta pandemia. Para responder a
esta necessidade, foram desenvolvidos diversos testes de diagnostico laboratorial, com
diferentes caracteristicas. Em Portugal, a detecdo da infecao aguda por SARS-COV-2 ¢
efetuada com recurso aos testes de diagnostico laboratorial, RT-PCR, RT-LAMP, TMA-

Aptima™ e o teste rapido de antigénio.

Esta monografia tem como objetivo sintetizar a informacao existente em relacao aos
varios testes laboratoriais, de forma a esclarecer a adequabilidade de utilizagao de cada
um deles e permitir a aplicagdo do método mais adequado as diferentes situagdes no

terreno.

Palavras-chave: SARS-CoV-2, RT-PCR, RT-LAMP, TMA- Aptima™, TrAg



Abstract

The infectious respiratory disease, COVID-19, caused by the new SARS-CoV-2, has
become an international public health emergency. The pandemic resulting from the high
transmissibility and rapid spread of the virus caused a humanitarian crisis with social and
economic impacts around the world. Initially, the symptoms are similar to those of a
common flu such as fever, cough, fatigue and nasal congestion, but they can quickly
progress to more serious health conditions such as severe acute respiratory syndrome and
even death. In addition to the diversity of symptoms reported by infected patients, there
are individuals who do not present any symptoms at all. Thus, the early detection of active
viral infection becomes crucial for the control of this pandemic. In order to respond to
this need, several laboratory diagnostic tests were developed, with different
characteristics. In Portugal, the detection of acute SARS-COV-2 infection is performed
using laboratory diagnostic tests, RT-PCR, RT-LAMP, TMA-AptimaTM and the rapid

antigen test.

This monograph aims to synthesize the existing information in relation to the various
laboratory tests, in order to clarify the suitability of using each one of them and allow the

application of the most appropriate method to different situations in the field.

Keywords: SARS-CoV-2, RT-PCR, RT-LAMP, TMA- AptimaTM, TrAg
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Diagnostico laboratorial da infe¢dao por SARS-CoV-2

1. Introdugao

A COVID-19 (do inglés, Coronavirus disease 2019), designagdo atribuida pela
Organiza¢ao Mundial da Satde (OMS) as manifestagdes clinicas causadas pela infe¢ao
pelo novo coronavirus SARS-CoV-2 (do inglés, Severe Acute Respiratory Syndrome-
associated Coronavirus 2), tem configurado uma crise humanitaria pela sua alta
transmissibilidade e impactos sociais € econdmicos. Numerosos estudos cientificos tém
avangado na caracterizagao do virus, no processo de infe¢do, nas vias de transmissao e
também no desenvolvimento de medidas de prevengao, contengdo e controlo da doenga.
No entanto, o crescente conhecimento acerca do virus e da infe¢do viral continua a
levantar questdes acerca da adequabilidade e aplicabilidade dos métodos de diagnostico

laboratorial disponiveis

Segundo a OMS, os primeiros casos descritos de pneumonia de causa etioldgica
desconhecida, foram relatados a 31 de dezembro de 2019, na provincia de Wuhan, na
China. (Chen et al., 2020). No dia 7 de janeiro de 2020, Zhu et al., anunciaram a
sequenciagdao do genoma do SARS-CoV-2. A sequéncia genética foi partilhada com a
comunidade cientifica internacional a 12 de janeiro, através do banco de dados
internacional Global Initiative on Sharing All Influenza Data (GISAID) (Coutard et al.,
2020).

Apo6s o surgimento da COVID-19, ocorreu uma rapida propagacao dos casos pelo
mundo, sendo que a 13 de janeiro, ja havia relatos dos primeiros casos no continente
asiatico. (Zu et al., 2020). A 3 de margo foram relatados os primeiros casos em Portugal.
(Relatério de Situagao 001/2020) (Diregao Geral de Saude, 2020).

O coronavirus foi isolado pela primeira vez em 1937, ficando apenas conhecido em
2002 e 2003, por ser o agente etiologico responsavel pela sindrome respiratéria aguda
grave na espécie humana, denominada por SARS (do inglés, Severe Acute Respiratory
Syndrome). Este virus, foi responsavel por um aumento exponencial de infe¢cdes agudas
no sistema respiratorio inferior com sintomatologia febril e insuficiéncia respiratoria. A
propagacao da SARS foi controlada rapidamente e apenas foram afetados paises como a
China, o Canada, e os Estados Unidos da América (Schwartz & Graham, 2020).

ApoOs 18 anos do aparecimento dos primeiros casos do SARS-CoV, o novo
coronavirus (SARS-CoV-2) pertencente a familia coronaviridae é o responsavel, quer a
nivel internacional quer a nivel nacional, pela rapida propagacao da COVID-19. Contudo,

0 SARS-CoV-2 ¢ menos mortal do que os outros coronavirus, nomeadamente, o SARS-
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CoV e o virus responsavel pela Sindrome Respiratoria do Médio Oriente (MERS-CoV),
que surgiu na Arabia Saudita, em 2012. O SARS-CoV-2 apesar de partilhar a mesma
origem ancestral com os outros coronavirus (MERS-CoV e SARS-CoV) possui maior
capacidade de disseminacao que estes (Fauci et al., 2020).

A transmissao do SARS-CoV-2 foi verificada nao so6 por parte de individuos infetados
sintomaticos como também por parte de individuos assintomaticos (Jin et al., 2020). No
caso dos sintomaticos, os sintomas sao bastante diversos e o periodo de incubacgao, ou
seja, o periodo que decorre entre a infecdo até a manifestagdo de sintomas, pode ser
variavel de pessoa para pessoa. Ambas as caracteristicas tornam a detegdo da infecao viral
dificil, contribuindo para um aumento significativo da sua transmissdo. Apos o periodo
de incubacgdo, os individuos infetados podem manter-se assintomaticos ou apresentar
sintomatologia maioritariamente leve, com excecdo de pessoas que pertengam a grupos
de risco. Em casos mais graves, a COVID-19 pode implicar um internamento prolongado,
refletindo uma sobrecarga no Sistema Nacional de Satude (Jin ef al., 2020).

Assim, um dos principais desafios impostos por esta pandemia ¢ o diagndstico
precoce da infecao viral ativa, de modo a evitar a transmissao e propagacao do virus entre
os seres humanos, através do estabelecimento de isolamento profilatico dos individuos
infetados transmissores.

Atualmente, existem diferentes métodos para a realizacao do diagndstico laboratorial
da infecdo ativa por SARS-CoV-2, entre eles: o rRT-PCR que ¢ considerado o método
de referéncia para o diagnoéstico laboratorial do SARS-CoV-2. Este método consiste na
pesquisa de RNA viral por amplificacdo de 4cidos nucleicos pela reacdo em cadeia da
polimerase em tempo real, precedida de transcriptase reversa (rRT-PCR), tendo como
amostra biologica o exsudado nasofaringeo e/ou orofaringeo do utente e, mais
recentemente, a saliva. (World Health Organization [WHO], 2020) Apesar do rRT-PCR
ser o método de referéncia este apresenta algumas desvantagens, sendo a principal o
tempo de espera na obtencao do resultado de diagndstico (4 a 48 horas) (Younes et al.,
2020); o TMA (amplificacdo mediada por transcricdo) ¢ um método de diagnostico
automatizado utilizado em laboratdrios hospitalares e de referéncia. Este teste deteta a
presenca de RNA viral através de uma reagao de amplificagcdo, seguida de transcrigdo.
Este método possui uma elevada sensibilidade e especificidade, uma vez que a técnica
utilizada permite a amplificagdo do RNA-alvo presente na amostra, sendo que o tempo
para a obtengdo de resultado ¢ bastante curto (3h) (Pham et al., 2020); o LAMP

(amplificagao isotérmica mediada por loop) € outro dos métodos de diagnoéstico utilizado
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recentemente em Portugal. Este método caracteriza-se também, por uma reagdo de
amplificacdo, mas em condig¢des isotérmicas (63° - 65°C), com recurso a transcriptase
reversa. Uma das vantagens da utilizacdo deste método € o tempo para a obtengdo do
resultado de diagnostico ser bastante curto (30 a 40 minutos) (Ortiz-Prado et al., 2020);
os Testes Rapidos de Antigénio (TRAg) caracterizam-se por detetar proteinas virais do
SARS-COV- 2 presentes na amostra biologica, utilizando tecnologias de base
imunologica. O resultado ¢ obtido entre 15 a 30 minutos, no entanto, este método de
diagnostico tem menor sensibilidade de detegao do que os referidos anteriormente (Lai &

Lam, 2021; Mathuria et al., 2020).

2. Objetivo

A presente revisao bibliografica tem como objetivo descrever os diferentes métodos
de diagndstico laboratorial da infe¢cao por SARS-CoV-2, caracteriza-los e compara-los
entre si, identificando as vantagens e desvantagens da utilizagdao de cada um. Pretende-se
ainda esclarecer a adequabilidade de utilizacdo de cada método de diagnostico
laboratorial consoante as suas caracteristicas e valéncias, de modo a permitir a aplicagao

do método mais adequado as diferentes situagdes no terreno.
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3. Materiais € Métodos

Com o objetivo de resumir e analisar as informacdes recolhidas até a data sobre o
diagnostico da infecao ativa por SARS-COV-2 foram analisados artigos cientificos com
foco nos métodos de diagndstico. A pesquisa da bibliografia foi realizada no periodo de
outubro de 2021 a maio de 2022 com recurso aos motores de busca: Web of Science,
PubMed ou goodle scholar através da conjugagdo das seguintes palavras-chave: 1)
“SARS-COV-2”, “CORONAVIRUS”, “RT- PCR”; 2) “SARS-COV-2~,
“CORONAVIRUS”, “TESTE DE  ANTIGENIO”; 3) “SARS-COV-2”,
“CORONAVIRUS”, “LAMP”; 4) “SARS-COV-2”, “CORONAVIRUS”, “TMA”; 5)
“SARS-COV-2”, “CORONAVIRUS”, “DIAGNOSTICO LABORATORIAL”. As
paginas de site oficial da Organizagdo Mundial de Saude (OMS) e da Diregao Geral de
Satde Portuguesa (DGS), foram incluidas como referéncias bibliograficas e suplemento

de pesquisa.

Dado o rapido desenvolvimento cientifico desta tematica, artigos em processo de pré-
publicacao foram considerados para analise. Um total de 207 referéncias foram recolhidas
e analisadas segundo os critérios: medidas de selecao, incluindo a data de publicacao (até
dezembro de 2021). Foram incluidos para anélise 3 artigos de 2022, um por escassez de
informacao acerca da variante Omicrom e como fonte de imagens. Por fim, 146 dessas
referéncias foram obtidas e incluidas no estudo de comparacdo dos métodos de

diagnostico da infecdo ativa por SARS-CoV-2.
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4. Epidemiologia

A 30 de dezembro de 2019 foram reportados, nos hospitais de Wuhan na China, os
primeiros casos de uma pneumonia viral de etiologia desconhecida em individuos que
frequentaram os mercados de peixe e animais na provincia de Hubei. (Cheng & Shan,
2019), dado que aproximadamente metade dos casos registados (49%) partilhavam
alguma forma de exposi¢do e contacto com este mercado (Yan et al., 2020).

Foram analisadas amostras de lavado broncoalveolar de individuos internados no
hospital de Wuhan, tendo sido identificado e sequenciado, com recurso a tecnologias de
sequenciagdo de nova geragao (do inglés, Next Generation Sequencing - NGS), um virus
pertencente ao genéro Betacoronavirus, da familia dos coronavirus. (Singh & Yi, 2021).
Obteve-se assim, a primeira edi¢do completa do genoma do novo coronavirus,
inicialmente denominado 2019-nCoV (Tan et al., 2020).

A pneumonia viral de etiologia desconhecida foi designada como sindrome
respiratoria aguda grave (SARS) causada por uma nova estirpe de coronavirus, designada
por SARS-CoV-2 (Wu et al., 2020; Zhu et al., 2020).

Ap6s um meés do relato do aparecimento do primeiro caso, a Organizagdo Mundial da
Satide comunicou mais 27 casos relacionados com a nova pneumonia de Wuhan. Mais
tarde, a 11 de marco de 2020, o numero de casos tinha aumentado significativamente,
tendo sido confirmados 121.564 individuos infetados e 4.373 mortes em mais de 110
paises (Clarke ef al., 2021). A rapida disseminagdo do virus, bem como o surgimento de
surtos epidémicos em varios paises, obrigou a OMS a declarar inicialmente a situagao
como “emergéncia de saude publica internacional” (30 de Janeiro de 2020) e pouco mais
tarde, como uma pandemia (11 de Margo de 2020) (WHO, 2020). Aproximadamente um
ano apos este cenario (Marco de 2021), os valores registados pela OMS subiram para
cerca de 115 milhdes de casos de infe¢ao e mais de 2,56 milhdes de mortes em todo o
mundo. Em Portugal, o Relatério de Situacdo Epidemiologica atualizado a 31 de
dezembro de 2021 apresentava 1.389,646 casos confirmados e 18.955 mortes (Relatério
de Situacao DGS 31/12/2021) (Diregao Geral de Saude, 2021).

Apesar do elevado numero de casos registado em todo o mundo um estudo realizado
pelo Imperal College London estimou que cerca de 89% da populagao mundial (=7 mil
milhdes de pessoas) seriam infetadas caso ndo fossem tomadas medidas de mitigagdo

contra a propagacao de SARS-CoV-2 (P. Walker et al., 2020).
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5. COVID-19

A COVID-19 (do inglés, coronavirus disease-19) ¢ a designagdo dada ao conjunto de
manifestagdes clinicas causadas pela infecao por SARS-CoV-2.

No inicio desta pandemia foram efetuados estudos clinicos em individuos
hospitalizados com COVID-19, demonstraram que a maioria dos casos apresentavam
sintomas associados a uma pneumonia viral. (Guan et al., 2020; Huang et al., 2020; Zhu
et al.,2020).

A maioria dos individuos infetados apresentam sintomas da doenca apds um
periodo de incubagdo de 1 a 14 dias (em média 5,2 dias), sendo que sintomas mais graves
como dispneia e pneumonia podem desenvolver-se num periodo médio de 8 dias apds o
inicio da doenga (Wu & McGoogan, 2020).

Os sintomas mais frequentes associados a COVID-19 sdo: tosse, febre (temperatura
igual ou superior a 38.0°C), ou agravamento do padrdo habitual, cefaleias, dificuldade
respiratoria, dores musculares, perda total ou parcial do olfato e auséncia ou perturbacao
do paladar. Sintomas menos comuns incluem producdo de expetoragdo, diarreia,
calafrios, nduseas, vomitos, dor de garganta e no peito (Chen et al., 2020; Guan et al.,
2020).

No caso dos pacientes internados também se verificou o desenvolvimento de
linfopenia acentuada, semelhante ao observado em pacientes com SARS e MERS, e os
individuos que nao sobreviveram desenvolveram linfopenia mais grave ao longo do
tempo (Guan et al., 2020; Huang et al., 2020; Zhu et al., 2020). Adicionalmente, a doenga
pode progredir para um quadro clinico mais grave, sendo necessario a utiliza¢do de
ventilagdo mecanica e acompanhamento médico-hospitalar (Huang et al. 2020).

Em criangas, sdo também considerados sintomas clinicos da COVID-19 sintomas
como dor de cabega, vomitos e diarreia. Quando comparadas aos adultos, as criancas
relataram sintomas como febre e tosse em frequéncias mais baixas € eram muito menos
propensas a ter doenca grave/critica (5,9% vs. 18,5%) (Chang et al., 2020; Dong et al.,
2020). No entanto, quando estratificados entre as faixas etérias, 10,6% das criangas com
menos de 1 ano apresentavam sintomas graves/criticos, indicando que, embora as
criancas tenham geralmente uma manifestagao mais leve da doenga, o impacto da doenga

varia de acordo com a faixa etaria (Dong et al., 2020). Supde-se que este padrao nas

13
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criancas se deve a uma menor expressao genética dos recetores ACE2 nas células
epiteliais respiratérias em idades mais reduzidas (Nakra et al., 2020).

No que toca ao desenvolvimento das complicacdes mais graves da COVID-19, os
idosos (>60 anos), individuos hipertensos, diabéticos, doentes cardiacos e pessoas com
problemas respiratorios sdo considerados grupo de risco. (Li et al., 2020; Verity et al.,

2020;).

Devido a diversidade de sintomas de entre os individuos infetados, bem como a
diversidade na evolucao da doenca, € possivel classificar os individuos diagnosticados
com COVID-19 em cinco niveis da doenga, como ¢ apresentado na tabela 1 (Norma DGS

004/2020) (Diregao Geral de Saude).
Tabela 1: Classifica¢dao dos doentes com COVID-19.

Infecao Teste de diagnostico laboratorial positivo para a infegcdo por
assintomatica SARS-CoV-2.
Nao apresentam sintomas.

Doenca ligeira Sintomas ligeiros, como febre, tosse, dores musculares, dores
de cabega, anosmia ou hiposmia, ageusia ou disgeusia,
vomitos e diarreia.

Doenca moderada
Febre com 3 ou mais dias de duracao, ou dispneia, mas com
saturagdo periférica de O2 > 90% (ou > 92% na idade
pediatrica) em ar ambiente, e sem instabilidade hemodinamica

Doenca grave
Pneumonia e, pelo menos, um dos seguintes critérios:

Dificuldade respiratoria, frequéncia respiratoria superior a 30
cpm, ou SpO?2 inferior a 90% em ar ambiente;

Instabilidade hemodinamica.

Doenca critica
Sindrome de dificuldade respiratéria aguda ou choque séptico.

A taxa de mortalidade ¢ varidvel entre 2% a 5%, devido provavelmente a diferentes
caracteristicas do paciente e/ou taxas de prevaléncia de infe¢do. No entanto, ¢ necessario
ter em conta que a taxa de letalidade pode ser afetada pelo numero relativo de testes

diagnosticos realizados em individuos sintoméaticos (Wu & McGoogan, 2020).
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Adicionalmente, € necessario considerar que a rapida saturagao das unidades de cuidados
intensivos e consequente menor disponibilidade de recursos médicos possa ter afetado as
taxas de mortalidade em alguns periodos, especialmente em focos epidémicos (Wiersinga

et al.,2020).
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5.1 Transmissao

Em consequéncia da infecdo do trato respiratorio, o principal mecanismo de
transmissdo do virus SARS-ColV-2 ¢ através da exposicdo a goticulas respiratdrias
contaminadas e por contato direto com o paciente infetado (Huang et al., 2020). O virus
pode ser transmitido de humano para humano (transmissao direta), principalmente entre
pessoas que mantenha uma maior proximidade por tempo prolongado, como por exemplo
membros familiares que coabitam. (Fan et al., 2020).

Apesar de a transmissdo direta ser considerada um dos principais mecanismos de
disseminagdo, também pode ocorrer a transmissao indireta, existindo registos de
contagios por contato com superficies contaminadas. A exposi¢ao prolongada com
individuos infetados e exposicoes mais breves com individuos sintomaticos (por
exemplo, tosse, espirros) estdo associadas a maior risco de transmissao do virus, enquanto
exposicoes breves ou contatos com individuos assintomaticos possuem um menor risco

de transmissado. (Chu et al., 2020).
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Figura 1:Possiveis vias de transmissdo do SARS-COV-2. Desde o inicio da pandemia de COVID-19,
ocorreram varios relatos de diferentes vias de transmissdo entre humanos. A transmissdo por goticulas (> 5
pum) é o modo de transmissdo mais pronunciado e fortemente implicado relatado durante a pandemia. O
contato direto entre um individuo infetado e um segundo individuo ndo infetado, tem sido considerado um
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fator de transmiss@o de humano para humano, especialmente entre membros familiares com interagdes
proximas entre os membros da familia. A contagiosidade do SARS-CoV-2 apds a disposi¢cdo em objetos
(como por exemplo, maganetas) esta ainda sob investigacdo, mas provavelmente € um fator a ter em conta
na transmissdo do novo coronavirus, embora ocorra com menos frequéncia do que a transmissdo por
goticulas ou por contato. Ambos os eventos de transmissdo de humano para humano por via aérea e fecal-
oral foram relatados durante a epidemia causada pelo SARS-CoV-2, mas ainda ndo foram comprovadas. As
setas solidas mostram a transferéncia viral mais provavel de uma pessoa infetada para outra, com uma
reducgdo na largura da seta de acordo com a contribuicdo relativa de cada via de transmissdo. As linhas
tracejadas mostram outros tipos de transmissdo possiveis que ainda se encontram a ser estudados. Adaptado
de: Harrison et al., 2020.

A transmissao por aerossois pode ocorrer ainda durante a permanéncia prolongada de
individuos em ambientes fechados e mal ventilados (Buitrago-Garcia et al., 2020; Centers

for Disease Control and Prevention [CDC], 2021; WHO, 2021; Klompas et al, 2020).
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5.2 SARS-COV-2

Os coronavirus sao virus patogénicos comuns que infetam tanto o ser humano como
animais. A designacdo "coronavirus" esta associada a observac¢do da sua estrutura ao
microscopio eletronico, onde € possivel identificar picos na camada externa do envelope
viral, assemelhando-se a uma coroa (corona).

Os coronavirus pertencem a ordem Nidovirales, familia Coronaviridae, subfamilia
Coronavirinae, ¢ classificam-se em 4 géneros: Alphacoronavirus (Alpha-CoV),
Betacoronavirus (Beta-CoV), Deltacoronavirus (Delta-CoV) e Gammacoronavirus
(Gamma-CoV). O Gamma-CoV e o Delta-CoV infetam apenas aves, enquanto o Alpha-
CoV e o Beta-CoV apresentam a capacidade de infetar mamiferos (Aileni, 2022; Forni et
al.,2017; Singh & Yi, 2021).

Atualmente, s3o conhecidos seis coronavirus em humanos destacando-se o
coronavirus da sindrome respiratéria do Médio Oriente (MERS-CoV) e o coronavirus da
sindrome respiratéria aguda grave (SARS-CoV). (Asghari ef al., 2020; Zhu et al., 2020).

Através da sequenciagdo do genoma do SARS-CoV-2, verificou-se que este pertence
ao género betacoronavirus, sub-genéro sarbecovirus e que possui homologia genética de
aproximadamente 80% de homologia com 0 MERS-CoV e 50% com o SARS-CoV (Lu
et al., 2020; Zhou et al., 2020).

O SARS-CoV-2 apresenta um genoma composto por acido ribonucleico (RNA do
inglés, ribonucleic acid) de polaridade positiva, cadeia simples € com aproximadamente
30 Kb de comprimento. (Udugama et al., 2020). O genoma ¢ composto por locais
designados como ORFs (do inglés, Open Reading Frames), que codificam proteinas
acessorias (Naqvi et al., 2020) e proteinas nao estruturais NSPs (do inglé€s, Non Structural
Proteins) (Krichel et al., 2020; Kim et al., 2020). Possui 5 genes essenciais que codificam
quatro proteinas estruturais, € uma proteina fundamental para o processo de replicacao e
transcrigao e viral, designada por RNA polimerase dependente de RNA (RdRp do inglés,
RNA dependent RNA polymerase) atuando em conjunto com proteinas nao estruturais
para manter a conformag¢dao do genoma. As quatro proteinas estruturais (Fig.2) sdo: a
glicoproteina transmembranar de superficie spike (S), a proteina do envelope viral (E), a
proteina da matriz (M) e a proteina do nucleocapsideo (N) (J. Abduljalil, & B. Abduljalil,

2020; Parsamanesh et al., 2021). Na particula viral, a proteina N envolve o genoma do
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virus de modo a formar uma estrutura helicoidal, que esta circundada pela proteina E do
envelope viral. A proteina S € uma proteina transmembranar que medeia a ligacdo do
envelope viral aos recetores da célula hospedeira. A ligacdo a célula hospedeira ¢
realizada através do dominio de ligacdo ao recetor (RBD, do inglés receptor-biding
domain) e da proteina S. Este RBD ¢ constituido por dois um dominio S1 ¢ um dominio
S2. O dominio S2 permite a fusdo com a membrana celular das células hospedeiras e o
dominio S1 ¢ responsavel pela ligacao ao recetor celular. (J Abduljalil, & B. Abduljalil,

2020; Parsamanesh et al., 2021).

Proteina spike (S)
Proteina da nucleocépside (N)

Genoma de RNA

2 \ ~ Proteina de membrana (M)

Proteina do envelope (E)

Figura 2: Representacdo grafica da estrutura do SARS-CoV-2 e das proteinas virais. (S)- Proteina Spike;
(N)- Proteina da nucleocapside; Genoma viral de RNA; (M)- Proteina de membrana e (E)- Proteina do
Envelope. Adaptado de: Lamers & Haagmans, 2022.

Estudos filogenéticos indicam que o novo coronavirus-2 derivou de eventos
evolutivos com recombinacdo entre as linhagens ancestrais do coronavirus SARS de
origem de morcego (bat-SL-CoVZC45) (Lu et al., 2020; Xu et al., 2020). Deste modo, os
dados apontam para que a origem do SARS-CoV-2 tenha sido zoonotica e que devido a
eventos de selecdo natural, mais concretamente selecdo purificadora e recombinagao,
tenham desenvolvido mecanismos que possibilitaram a infe¢ao no Humano (Singh & Yi,
2021). Porém, devido a diferengas significativas encontradas entre o genoma do SARS-
CoV-2 e o genoma do SARS de morcego, a hipotese mais plausivel, mas sem evidéncias
¢ de que o novo coronavirus tenha tido um hospedeiro intermédio antes de conseguir
infetar as células humanas, no entanto, ndo existem até a data, evidéncias cientificas que
sustentem esta afirmacdo nem que discriminem qual foi o animal intermediario (Singh &

Yi, 2021).
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5.2.1 Variantes

No decorrer da pandemia provocada pelo novo coronavirus foi descrita a existéncia
de wvariantes genéticas do virus SARS-COV-2 associadas ao aumento da
transmissibilidade, gravidade da doenca ¢ uma diminui¢do da imunidade humoral.
(Thakur et al., 2022). Surgiu assim, a necessidade de estudar e caracterizar as variantes
em circulacao de modo que fosse possivel a mitigacdo da sua elevada transmissibilidade
e aumento da gravidade da doenga por estas causadas (Thakur et al., 2022). Mas também
a compreensdo e entendimento do possivel impacto que estas podem ter nos testes de

diagnostico aplicados.

A taxa evolutiva do SARS-CoV-2 foi estimada entre 0,0004 ¢ 0,002 mutagdes por
nucleotideo por ano. (Candido et al., 2020; Day et al., 2020; Pereson et al., 2021). Para a
vigildncia epidemioldgica das variantes foram desenvolvidos 2 sistemas de
monitorizagdo: a linhagem de Atribuicdo Filogenética de Surto Global Nomeado
(PANGO) (Rambaut ef al., 2020) e os sistemas NextStrain (Hodcroft, 2021).

Os dados obtidos através da sequenciacdo do genoma permitiram a categorizagao das
variantes do SARS-CoV-2 em trés grupos, de acordo com o risco que representam para a
saude publica (Organizacao Mundial de Saude, 2021):

* Variantes de Preocupacao (VOC do inglés, Variants of Concern): correspondem as
variantes caracterizadas por um aumento na transmissibilidade e viruléncia ou diminui¢ao
na eficacia de medidas de saude publica praticadas, medidas sociais e terapéuticas
disponiveis.

* Variantes de Interesse (VOI do inglé€s, Variants of Interest): diz respeito as variantes
onde se verificou a dissemina¢ao na comunidade em varios casos ou agrupamentos ou foi
detetada em varios paises.

» Variantes sob monitorizagdo (VUM do inglés, Variants Under Monitoring): sao
definidas como variantes com alteragdes genéticas suspeitas que possam afetar as
caracteristicas do virus com alguma informagao de que possa representar um risco para a
saude e seguranga publica no futuro.

As variantes classificadas como VOC, até a data de elaboragao deste trabalho, estao

sumarizadas na tabela 2.
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Tabela 2: Variantes do SARS-CoV-2 classificadas como VOC pela OMS. Adaptado de: SARS-CoV-2
Variants: Therapeutics and Diagnostics, OMS (Organizagdo Mundial de Saude, 2021).

Nomenclatura Linhagem Clade/linhagem Status Pais de Origem
OMS Pango GISAID
Alpha B.1.1.7 GRY VOC:18- Reino Unido;
(formalmente dezembro- setembro 2020
GR/501Y.V1) 2020
Beta B.1.351 GH/501Y.V2 VOC:18- Africa do Sul;
dezembro- maio 2020
2020
Gamma P.1 GR/501Y.V3 VOC:11- Brasil;
janeiro-2021 novembro-
2020
Delta B.1.617.2 G/478K. V1 VOC:11-maio- | India; outubro-
2021 2020
Omicron B.1.1.529 GRA VOC:26- Paises Sul
novembro- Africanos-
2021 novembro-
2021
5.2.1.1 Variante Alpha (B.1.1.7)

Esta variante contém mutagdes na proteina S que incluem a mutagao RBD e delegdes
no dominio N-terminal, nas posi¢des 69-70 e 144 (Tao et al., 2021). A delecao da posicao
69-70 impede a amplificagdo de um dos trés segmentos genéticos num teste de
diagnostico de RT-PCR, que utiliza como sequéncia alvo a regido do dominio de ligagao
ao recetor RBD do genoma do SARS-CoV-2, resultando num fendmeno conhecido como
S-gene target failure (SGTF) (Tao et al., 2021; Volz et al., 2021)

Esta variante foi responsdvel pela maioria das infe¢des nos Estados Unidos da
América e na maioria dos paises europeus (Gangavarapu et al., 2022; Hodcroft, 2021;

Tao et al., 2021).
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Estudos epidemioldgicos apontam para uma taxa de transmissdo e mortalidade 50%
superior as variantes que circulavam anteriormente no Reino Unido (Davies ef al., 2021;

Leung et al., 2021; Tao et al., 2021; Volz et al., 2021;).

5.2.1.2  Variante Beta (B.1.351)

A variante Beta ¢ caracterizada pela presenca de trés mutagdes no RBD e cinco
mutacoes dominio N-terminal (Tao et al., 2021; Tegally et al., 2021). Esta variante esteve
associada ao aumento de casos diarios na Africa do Sul de aproximadamente 2.000 para
20.000 desde outubro de 2020 a janeiro de 2021. Contudo ndo se sabe se a variante Beta
esta associada a cargas virais mais elevadas ou a uma elevada gravidade da doenga
porque, uma vez que, quando detetada ja ndo se verificava a co-circulagdo com outras
variantes. No entanto, ¢ importante salientar que em junho de 2021 a variante Beta chegou
a representar mais de 50% das infe¢des em muitos paises da Africa Subsariana

(Gangavarapu et al., 2022; Hodcroft, 2021; Tao et al., 2021).

5213 Variante Gamma (P.1)

A variante Gamma contém trés mutagoes no RBD (Faria et al., 2021;Tao et al., 2021).
Esta variante, foi inicialmente detetada no Brasil com uma taxa de infe¢do acima do que
seria esperado face a percentagem de populagdo previamente infetada. Este facto levanta
a questdo de que se esta variante podera infetar individuos previamente infetados com
outras variantes (Buss ef al., 2021; Faria et al., 2021; Sabino et al., 2021; Tao et al., 2021).
Estima-se que resulte em cargas virais 3 a 4 vezes superiores do que as variantes
anteriores e seja responsavel por uma mortalidade estimada de 1,1 a 1,8 vezes maior
(Fariaetal.,2021; Tao et al., 2021). Em junho de 2021, a variante Gamma foi responsavel
por uma elevada percentagem de infe¢des em varios paises da América do Sul e Caraibas

e 10% das infe¢des nos EUA (Tao et al., 2021; Washington ef al., 2021).

5.2.1.4  Variante Delta (B.1.617.2)

A variante Delta contém mutagdes no RBD, uma mutacao no local de clivagem da
furina proximal, varias mutagdes na regiao ORF3 e ORF7 e uma mutagdo no gene da
nucleocapside (Tao et al., 2021). A principal preocupagdo com esta variante prende-se
com o facto de diminuir a eficacia das vacinas. (Mlcochova et al., 2021; C. Liu et al.,

2021; J. Liu et al., 2021; Planas et al., 2021; Tao et al., 2021;)
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Esta variante surgiu na India no inicio de 2021, tendo sido responsavel por uma
elevada percentagem de infecdes por SARS-CoV-2. Esta variante demonstrou uma
elevada transmissibilidade, disseminando-se por 54 paises e substituindo rapidamente a
variante Alpha no Reino Unido (Tao et al., 2021; Thomas et al., 2021) e nos EUA (Tao
et al., 2021; Washington et al., 2021).

5.2.1.5  Variante Omicron (B1.1.529)

A variante Omicron possui pelo menos 30 substitui¢des de aminoacidos na proteina
S e 15 mutagdes no dominio de ligagdo ao recetor (RBD) (Meo et al., 2021). Os primeiros
casos desta variante foram relatados no inicio de novembro de 2021, no Botswana e na
Africa do Sul. (Meo et al., 2021; WHO, 2021).

O grupo de cientistas Saxena et al., 2022 realizou um estudo filogenético, com base
no maior nimero de mutagcdes identificadas na proteina S, em que constataram que a
variante Omicron ¢ a variante mais divergente do SARS-COV-2 inicialmente
sequenciado (Saxena et al., 2022). Esta constatacao pode significar que esta variante
possa ter um indice de transmissibilidade e infetividade superior as restantes, bem como
uma baixa efetividade da imunidade gerada por infe¢cdes com outras variantes genéticas
e das vacinas atualmente disponiveis (CDC, 2021; WHO, 2021). Até a data de elaboragao
deste trabalho a variante Omicron foi a Gltima variante classificada como VOC.

Embora as variantes do SARS-CoV-2 difiram nas taxas de transmissao, gravidade da
doenga e risco de reinfe¢do, ndo ha evidéncias de que sejam afetadas diferencialmente
por medidas de saude publica, como o uso de equipamentos de protecdo individual

(mascaras respiratorias) e o distanciamento social (Tao ef al., 2021).

23



Diagnostico laboratorial da infe¢dao por SARS-CoV-2

5.3 Patogenicidade

Como referido anteriormente, no trato respiratdrio superior, o SARS-CoV-2 infeta
células humanas através da afinidade da proteina S com o recetor ACE2 (do inglés,
Angiotensin-converting enzyme 2) presente na superficie da membrana celular (Cevik et
al., 2020; Harrison et al., 2020; Meyerowitz et al., 2021;). Apods a ligagcdo ao recetor
ACE2 na célula-alvo, a proteina spike ¢ clivada pela serina protéase transmembranar
TMPRSS2 no sitio S2. Essa clivagem ativa a subunidade S2 para fundir as bicamadas
lipidicas virais e do hospedeiro, libertando o complexo ribonucleoproteico viral na célula
(Shulla et al., 2011; Coutard et al., 2020). A entrada do virus na célula-alvo, leva a
libertagcao do seu RNA para o ntcleo das células infetadas, levando ao inicio da produgao
das proteinas virais, ocorrendo a replicagdo viral de forma descontrolada (Meyerowitz et
al., 2021). A célula-alvo deixa de transcrever e traduzir o seu DNA, passando a efetuar a
transcricdo e traducdo do genoma viral. Se o virus nao for eliminado por resposta inata
ou adaptativa, este dissemina-se para o trato respiratdrio inferior por inalagao de
particulas virais do trato respiratério superior ou por disseminacao gradual ao longo da
arvore traqueobronquica (Cevik et al., 2020; Harrison et al., 2020).

O virus atinge as estruturas onde sao efetuadas as trocas gasosas no pulmao e infecta
células alveolares do tipo II. Tanto o SARS-CoV-2 como o virus da gripe infetam
preferencialmente células do tipo I em comparag¢ao com células do tipo I (Mason, 2020;
Mossel et al., 2008; Weinheimer et al., 2012). O SARS-CoV-2 propaga-se dentro das
células do tipo II, onde sdo libertadas um grande ntimero de particulas virais (Mason,
2020). O resultado patologico da infecdo por SARS-CoV-2 e, consequentemente, da
COVID-19 ¢ um dano alveolar disseminado com membranas hialinas ricas em fibrina e
algumas células gigantes multinucleadas (Mason, 2020; Xu et al., 2020). Os individuos
idosos estdo particularmente em risco devido a sua resposta imunitdria diminuida e a sua
capacidade reduzida de reparar o epitélio danificado. Os idosos também tém uma
depuracao muco ciliar reduzida, o que pode permitir que o virus se propague mais

facilmente no trato respiratorio (Ho ef al., 2001; Mason, 2020).
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6. Diagndstico Laboratorial

As caracteristicas do novo coronavirus, como a elevada transmissibilidade entre
individuos e a variabilidade de manifestagdes clinicas associadas a infe¢ao, tornam o
diagnostico laboratorial uma ferramenta importantissima no combate da pandemia. A
sinalizagdo precoce da doenga e o isolamento dos doentes, levam a diminui¢do da
propagacdo do virus e consequentemente a protecdo de individuos mais vulneraveis
passiveis de desenvolver quadros clinicos agudos (Harapan et al., 2020; Hu et al., 2021).
Deste modo, torna-se fundamental desenvolver e aplicar metodologias de diagnostico
eficazes e com capacidade de detetar a infecdo por SARS-CoV-2 desde quadros
assintomaticos a quadros sintomaticos agudos (Kevadiya et al., 2021).

O diagnostico da infe¢ao por SARS-COV-2 ¢ baseado em 3 componentes, sdo estes:
sintomas clinicos, dados epidemiolégicos e resultado de um teste diagndstico a presenca
de acido ribonucleico do virus SARS-CoV-2 (Kevadiya et al., 2021; Udugama et al.,
2020). Deste modo o diagnoéstico laboratorial tem 3 principais objetivos: 1) detecdo RNA
viral, especialmente em individuos com baixa carga viral, diminuindo assim a ocorréncia
de falsos negativos; 2) detegdo correta da diferenciacdo entre diferentes organismos
patogénicos, reduzindo a existéncia de falsos positivos; 3) alto rendimento, com baixo
custo e pouco tempo para a obtengdo do resultado (Younes et al., 2020). Outro fator que
torna o diagndstico laboratorial a chave para a mitigacdo desta pandemia ¢ o facto de os
sintomas desenvolvidos serem comuns a outras infe¢des virais do trato respiratdrio
superior e inferior, como a infe¢ao pelo virus Influenza (gripe), sendo por isso necessario
um teste especifico para a presenga do SARS-COV-2 (Harapan et al., 2020). Posto isto,
¢ imprescindivel o correto diagndstico laboratorial e confirmagdo de infe¢dao pelo novo
coronavirus. A determinagdo da presenga do virus aliada a uma avaliacdo clinica e
epidemioldgica de cada individuo, leva a obtencdo de um diagnostico rapido e correto, o

que permite isolar os individuos infetados o mais cedo possivel (Udugama et al., 2020).
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6.1 Real-Time reverse-transcription Polymerase Chain Reaction

O rRT-PCR (do inglés, Real-Time reverse-transcription Polymerase Chain Reaction)
¢ uma técnica de biologia molecular que tem como objetivo a detegdao e amplificacao de
sequéncias genéticas alvo. E uma técnica altamente sensivel e especifica na amplificagio
de acido desoxirribonucleico (DNA do inglés, deoxyribonucleic acid) (Emery et al.,
2004; Udugama et al., 2020).

O rRT-PCR ¢ considerado o método gold standart no diagnostico de infe¢cdes agudas
do trato respiratorio (Kevadiya ef al., 2021; Tahamtan & Ardebili, 2020). Esta técnica
consiste na extragdo de RNA viral de exsudados nasofaringeos, orofaringeos ou nasais
(com recurso a zaragatoa), aspirados do trato respiratorio superior ou inferior, lavado
bronco-alveolar e expetoracao (Kevadiya et al., 2021; Tahamtan & Ardebili, 2020; Tsang
et al., 2021). Apos a extragdo, procede-se ao isolamento e conversao do RNA viral em
DNA complementar (cDNA), através da enzima transcriptase reversa. Uma vez que o
SARS-COV-2 ¢ um virus de RNA esta enzima vai realizar a conversao necessaria de
RNA para DNA. Por ultimo ocorre a amplificacio do cDNA (DNA complementar) da
amostra através da reagdo em cadeia da polimerase em tempo real (PCR), com recurso a
utilizacao de primers especificos de genes virais e sondas de hidrolise marcadas com
fluorocromo (Pfefferle et al., 2020; Sule & Oluwayelu, 2020; Tsang et al., 2021). Pode
ver-se a descri¢ao da técnica na figura 3.

A primeira etapa desta técnica produz cadeias complementares de DNA, de forma a
serem usados na segunda etapa, onde o nimero de copias do DNA ¢é amplificado ao longo
da repeticao dos ciclos térmicos. Os primers especificos do gene alvo direcionam a etapa
de amplificacdo apenas para a regido selecionada do genoma (Tsang et al., 2021). Os
testes de rRT-PCR disponiveis para o diagnostico de infecao por SARS-CoV-2 podem
incluir os seguintes genes como alvo: S (do inglé€s, spike), a RNA dependente RNA
polimerase (RdRp), o involucro (E do inglés, Envelop) e a nucleoproteina (N) (Tsang et
al.,2021). Em Portugal, segundo a Direcao Geral de Saude Portuguesa (DGS), para que
um caso suspeito de infe¢ao por SARS-CoV-2 seja confirmado ¢ necessario que o teste
laboratorial rRT-PCR para este virus, seja positivo para no minimo dois genes alvo
distintos e que pelo menos um destes seja especifico para SARS-CoV-2 diferenciando-o

dos outros coronavirus (Orientacao DGS 015/2020) (Direcao Geral de Saude, 2020).
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Figura 3:Representagdo grafica da técnica RT-PCR. (A) O RNA viral de cadeia simples € convertido em
DNA de cadeia dupla pela enzima transcriptase reversa. (B) Na PCR, o cDNA (DNA complementar) atua
como molde (1). As duas cadeias do cDNA sao separadas (desnaturadas) através de altas temperaturas (2).
Isso permite o emparelhamento dos primers (para frente e para tras) e da sonda com suas regides
complementares nas cadeias de DNA do molde (3). A DNA polimerase estende os primers para sintetizar
novas cadeias de DNA. Neste processo, ocorre a separagdo do reporter fluorescente (F) e do supressor (4).
(C) Explicagdo da geragdo do sinal de leitura. No estado fundamental, o supressor esta proximo ao reporter
e, portanto, suprime sua emissdo. Apds clivagem pela polimerase (durante a etapa de extensdo), o reporter
¢ libertado. Isso alivia sua inibi¢do, produzindo assim um sinal fluorescente. Assim, com um aumento na
amplificagdo do DNA molde, ha um aumento correspondente no sinal fluorescente detetavel. Adaptado de
Chittoor-Vinod, V. (2021).

Esta técnica permite uma aproximagao a quantificacao de particulas virais presentes
na amostra, através do resultado obtido em Ct (do inglés, Cycle threshold). O Ct
corresponde ao niimero de ciclos necessarios para que a fluorescéncia exceda o threshold
definido com base nos sinais de fluorescéncia inespecificos (background) (Mackay et al.,
2002). Desta forma, os valores de Ct sdo inversamente proporcionais a quantidade de
RNA viral presente na amostra, ou seja, quanto menor for o valor de Ct, maior ¢ a
quantidade de carga viral presente na amostra em estudo (Aranha et al., 2021; Mackay et
al., 2002; Singanayagam et al., 2020). De acordo com a DGS, o valor de Ct no qual todos
os valores acima registados sdo considerados como amostras negativas na pesquisa de
SARS-CoV-2 ¢ de 35 (Orientacao DGS 015/2020) (Direcao Geral de Saude, 2020).
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A OMS relatou que a carga viral mais alta em amostras do trato respiratdrio superior,
que ocorre entre 0 e 4 dias apds o inicio dos sintomas, diminui para metade (54%) apos
10 a 14 dias (Guan et al., 2020; Li et al., 2020; WHO, 2020). No entanto, como o valor
de Ct ndo estd ainda standartizado e depende de varidveis analiticas, o resultado do
diagnostico da infegao por SARS-CoV-2 apenas ¢ fornecido ao utente como um resultado
qualitativo, ou seja, amostras com um Ct superior a 35 sdo classificadas como uma
amostras negativas, enquanto amostras com Ct inferiores a 35, sdo classificadas como
positivas (Aranha et al., 2021; Singanayagam et al., 2020; A. Walker, ef al., 2021).

A RT-PCR permite a visualizagdo, em tempo real, ciclo a ciclo, com elevada
especificidade e sensibilidade de acordo a intensidade de fluorescéncia (Mackay et al.,
2002).

A sensibilidade de um teste de diagnoéstico laboratorial corresponde a porgao de
individuos infetados, neste caso, pelo SARS-CoV-2 e diagnosticados de maneira correta
pelo teste; enquanto a especificidade corresponde a por¢ao de individuos ndo doentes e
que o teste classifica corretamente (Alta sensibilidade -> ocorréncia de poucos falsos
negativos, alta especificidade -> ocorréncia de poucos falsos positivos) (Burtis & Bruns,
2016).

O método de diagnostico RT-PCR ¢ importante nos estdgios iniciais da infe¢ao do
SARS-CoV-2, por detetar diretamente o 4cido nucleico do virus, antes de se iniciar a
producao de anticorpos. Deste modo, € possivel identificar a infecdo quando o seu nivel
de transmissibilidade ¢ ainda muito baixo. (Sheikhzadeh et al., 2020).

Para além disso, esta técnica pode ser executada numa grande diversidade de
amostras, desde amostras do trato respiratorio superior (exsudados nasofaringeos,
orofaringeos, aspirados nasais, lavagem nasal ou saliva) a amostras do trato respiratorio
inferior (lavagem bronco alveolar, expetoragao ou aspirado traqueal) (Sheikhzadeh et al.,
2020). No entanto, existem diferencas ao nivel da sensibilidade da técnica consoante o
tipo de amostra utilizada (European Centre for Disease Prevention and Control [ECDPC],
2020). O ECDC sugere que a combinacdo de amostras de exsudados orofaringeos e
nasofaringeos, sdo o tipo de amostra que demonstra maior sensibilidade no teste de

diagnostico RT-PCR quando comparado apenas com o exsudado nasofaringeo (ECDPC,
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2020). As amostras do trato respiratorio inferior ndo sdo viaveis para o diagnostico
laboratorial da infecdo por SARS-CoV-2, uma vez que requerem a utilizagdo de um
dispositivo médico de aspiragdo, um operador qualificado e ainda o seu manuseamento
oferece um maior risco de contaminagdo para o profissional que realiza a colheita (Yang
et al.,2020).

Para que o teste molecular seja eficiente, a fase ideal de recolha de amostras devera
ser nos primeiros sete dias apds o inicio dos sintomas, de modo que o diagndstico seja
efetuado na fase aguda da doenca (Lai & Lam, 2021).

As limitagdes associadas a esta técnica estdo associadas a fase pré analitica e analitica
do processo. Os erros analiticos que podem ocorrer durante a execugao da técnica RT-
PCR poderao ser originarios, por um lado, do mau funcionamento do equipamento, de
ensaios nao validados de forma adequada ou por uma falha ndo detetada pelo controlo de
qualidade. Por outro lado, o erro pode ter por base a variabilidade na sequéncia do RNA
viral, o momento da colheita- fora da janela de diagnostico, primers ou sondas
desadequadas e anealling nao especifico (Rahbari et al., 2021; Vandenberg et al., 2021;
Younes et al., 2020). Outros dos problemas associados a técnica ¢ a existéncia de
variabilidade nos protocolos de extracdo que podem comprometer a eficiéncia da PCR
(Huggett et al., 2005).

Um ponto importante a ter em conta ¢ que o virus SARS-CoV-2 tem como material
genético o RNA que ¢ uma molécula instavel e de facil degradagdo. Assim sendo, a
colheita e armazenamento devem ser realizados de forma adequada para evitar
interferéncias com a técnica, nomeadamente contaminagdes (Rahbari et al., 2021;
Vandenberg et al., 2021; Younes et al., 2020).

E importante ressalvar que a sensibilidade da RT-PCR varia de acordo com o tipo de
amostra e ¢ diretamente proporcional a quantidade de carga viral presente na amostra
(Afzal, 2020; P. Walker et al., 2020). Assim sendo, o periodo da colheita e o controlo da
fase analitica deve ser respeitado para uma maior eficiéncia do teste. De salientar que uma
baixa carga viral, associada sobretudo a individuos assintomaticos, uma infecdo muito
inicial ou com tratamento antiviral ativo pode traduzir-se em resultados falsos-negativos
(P. Walker et al., 2020).

As desvantagens descritas salientam que a maior parte das limitagdes deste teste de
diagnostico laboratorial RT-PCR sdo na realidade externas a técnica em si. Desta forma,

o RT-PCR ¢ considerado o gold-standart por ser uma técnica com uma elevada
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sensibilidade e especificidade na detecao de RNA viral do novo coronavirus, confirmando

sempre o diagnostico de COVID-19 (Martin et al., 2021).
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6.2 Amplificacdo mediada por Transcrigdo- Aptima™

A técnica Aptima - amplificacio mediada por transcricdo (TMA do inglés,
Transcription-Mediated Amplification) para a detecdo qualitativa de acido ribonucleico
de SARS-CoV-2. E um método de diagnéstico molecular automatizado para o
equipamento Hologic® Panther platform, desenvolvido pela empresa Hologic, Inc., San
Diego, CA (Aptima- SARS-CoV-2, W-21492-001) (Aptima, 2022). Este método foi
desenvolvido para maximizar o rendimento dos testes de diagnostico molecular em
laboratorios de referéncia, hospitalares e em laboratorios de proximidade. (Aptima,
2022). E utilizado para a dete¢io qualitativa de RNA viral de SARS-CoV-2 de duas
regides alvo, ORFla e ORFI1b, com recurso a trés etapas: extragdo e purificacao,
amplificacdo e detecdo de RNA. As amostras de RNA viral sdo provenientes de
exsudados nasofaringeos, orofaringeos e nasais ou ainda de lavados/aspirados
nasofaringeos e nasais (Aptima, 2022).

Este teste utiliza esferas magnéticas para a captura do RNA-alvo que possuem
sequéncias de DNA complementar das regidoes ORFlab do RNA do SARS-CoV-2. Estas
cadeias complementares vao hibridar com o RNA alvo presente na amostra. Através da
acdo da enzima, transcriptase reversa (RT do inglés, Reverse Transcriptase), o RNA-alvo
¢ transcrito em cDNA. De seguida, por acao de outra enzima, a RNase, a cadeia de RNA-
alvo ¢ degradada, seguindo-se a produg¢do de uma cadeia complementar a cadeia de
cDNA, pela acao da enzima RT. Desta forma ¢ produzido uma dupla cadeia de DNA, da
regido alvo ORFla e ORF1b do RNA do SARS-CoV-2. Por tltimo, por acio da RNA
polimerase sdo produzidas iniimeras copias do transcrito-alvo. Desta forma, cada uma das
copias ¢ replicada pela RT e amplificada num processo ciclico (Aptima, 2022).

A detecdo do RNA viral presente na amostra ocorre sempre que ¢ amplificado e
transcrito uma cadeia de cDNA, pois esta técnica utiliza o ensaio HPA (do inglés,
Hybridization Protection Assay). Esta técnica de hibridizacao utiliza uma sonda de DNA
especifica com uma molécula que contém ¢&ster de acridina, que emite um sinal
quimioluminescente, sempre que ¢ hibridizada com o RNA produzido na reacdo. Assim,
como cDNA ¢ reutilizado, permite o aumento exponencial de fragmentos de RNA
amplificados, o que permite a detecdo de cargas virais mais baixas. Outra grande
vantagem deste método € o facto de todo o processo ocorrer num unico tubo de reagao, o
que diminui o risco de contaminagdes (Aptima, 2022). Os dados de desempenho analitico

demonstram que o ensaio ¢ altamente especifico e sensivel para detecdo de RNA viral
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SARS-CoV-2 e tem alta concordancia clinica (100% de concordancia positiva, 98,7% de
concordancia negativa) com um ensaio de RT-PCR validado para SARS -CoV-2 RNA.
(Pham et al., 2020).

Deste modo, o ensaio TMA-SARS-CoV-2 ¢ altamente sensivel e especifico e
fornece uma solugdo de teste automatizada de alto rendimento para testes de diagnostico
em larga escala para o SARS-CoV-2. O sistema de ensaio ¢ capaz de processar ¢ gerar
resultados até 1000 amostras por dia, permitindo que, laboratérios de referéncia e
hospitalares, laboratorios clinicos de proximidade processem e analisem com eficiéncia
elevados volumes de amostras para a dete¢ao de RNA SARS-CoV-2 (Craney et al., 2020;
Pham et al., 2020; Trémeaux et al., 2020).

No entanto, como todos os métodos de diagnostico, também o TMA apresenta
algumas desvantagens, como a utilizagdo da molécula de RNA como principal alvo de
detecao e amplificagdo, uma vez que esta ¢ uma molécula bastante instavel. Uma outra
desvantagem sao a disponibilidade de material e os custos monetérios associados a esta
técnica, uma vez que sendo uma técnica patenteada, requer a utilizacao de reagentes € um
equipamento especificos ¢ de marca unica, e que depende de um tunico fornecedor

(Craney et al., 2020; Pham ef al., 2020; Trémeaux et al., 2020).
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6.3 Amplificacdo Isotérmica mediada por Loop (LAMP)

Assim como a técnica RT-PCR, o RT-LAMP (do inglé€s, Reverse Transcriptase Loop-
mediated isothermal amplification) utiliza uma enzima, a transcriptase reversa (RT) que
¢ uma enzima capaz de sintetizar DNA utilizando RNA como molde. A nivel da recolha
da amostra, enquanto o RT-PCR, gold standart para diagndstico de COVID-19, utiliza
uma zaragatoa nasal para colher a amostra da mucosa do paciente, a qual ¢ submetida a
extracdo de RNA e a amplificacdo por RT-PCR. O RT-LAMP utiliza amostras de saliva
que podem ser colhidas pelo proprio paciente. A etapa de amplificagdo do RT-LAMP
ocorre numa Unica faixa de temperatura, 60 a 65°C, diferente do RT-PCR cuja reagao
ocorre em trés temperaturas diferentes (etapas de desnaturagdo, annealling e
amplificacao) (Fowler ef al., 2021; Kitajima et al., 2021; Mori & Notomi, 2009).

Em detalhe, a técnica RT-LAMP consiste em converter o RNA em cDNA (DNA
complementar) por meio da enzima transcriptase reversa (RT do inglés, Reverse
Transcriptase). Podem ser usados entre quatro a seis primers para a amplificacao, dos
quais dois sdo internos (FIB e BIP) e funcionam como base para a enzima DNA
polimerase Bst (Bst, Bacillus stearothermophilus — resistente ao calor) iniciar a sintese
da cadeia de cDNA. Por outro lado, os dois primers externos (F3 e B3) reconhecem a
cadeia molde e fazem a extensao da cadeia de cDNA (Fowler et al., 2021; Kitajima et al.,
2021).

A amplificagdo tem inicio quando um primer interno (F2) se liga ao seu receptor (F2c)
(presente na amostra de RNA alvo) e comega a criar uma cadeia complementar no sentido
5> — 3’. Em seguida um primer externo (F3) liga-se ao seu receptor na cadeia
complementar (F3c) e cliva o primeiro produto da cadeia complementar (Flc), que ird
formar uma alga (loop). Isto acontece, porque o primer FIP se liga a ele mesmo, ou seja,
a por¢ao F1 da cadeia complementar, liga-se a por¢ao Flc, da cadeia complementar,
formando uma alca, como estd demonstrado na figura 4. De seguida, ocorre 0 mesmo
processo com o primer BIP, onde o primer interno (B2) se liga ao seu recetor (B2c) e cria
uma cadeia complementar no sentido 3’ — 5°. Assim, o primer externo de BIP, o B3, liga-
se ao produto da cadeia molde B3c e comega a clivar o produto da cadeia complementar
que estava a ser criado. Dessa forma o primer B1 liga-se com o Blc formando-se uma

alca que segue até o fim da amplificagdo (Fowler et al., 2021; Kitajima ef al., 2021).
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Figura 4: Representagdo grafica de como ocorre a amplificagdo no método de diagndstico laboratorial RT-
LAMP. No exemplo pode ser observado seis regides especificas escolhidas (A, B, C, D, E, F) que
flanqueiam o DNA alvo de forma a delinear os primers (1). O primer interno foward (FIP, do inglés forward
inner primer) entra no DNA alvo. Este primer engloba uma regido complementar (C) em sua extremidade
5' (2). A nova cadeia sintetizada com o primer FIP ¢ deslocada pelo primer foward (3). Os produtos de
DNA sintetizados pelo primer foward séo semelhantes a0 molde de cDNA original (4). Devido a regido de
complementar no primer FIP, ele dobra-se sobre si mesmo formando uma alga. Esta cadeia é invadida pelo
primer interno backward (BIP, do inglés backward inner primer) e pelo primer reverso backward (5). O
produto formado pelo BIP na cadeia do FIP leva a duas algas nas extremidades, formando uma estrutura
em forma de haltere (6). Essas cadeias podem ser estendidas para formar produtos de DNA concateméricos
(7). Produtos concateméricos de comprimentos variaveis (8). Adaptado de: Chittoor-Vinod, 2021.
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Os resultados do RT-LAMP podem ser interpretados de forma colorimétrica. A leitura
do pH ocorre com o corante vermelho fenol. Quando o pH esta entre 8,2 — 8,6, a amostra
fica no tom de rosa, o que quer dizer que o resultado ¢ negativo, e quando o pH se torna
mais acido, a amostra adquire uma coloragdo amarela que quer dizer que o teste teve
resultado positivo. O pH ¢ alterado pela atividade da DNA polimerase, isto €, enquanto a
DNA polimerase estd em atividade ela reduz o pH. Isso modifica a cor do vermelho fenol
de rosa para amarelo, o que torna o teste positivo, indicando a presenga do virus na
amostra (Fowler et al., 2021; Kitajima et al., 2021; Taleghani, & Taghipour, 2021).

i

s

Figura 5:Representacdo de leitura colorimétrica do método RT-LAMP. Cor amarelo: amostra positiva
(RNA de SARS-CoV-2 detetado); Cor vermelha: amostra negativa para SARS-CoV-2. Adaptado:
Nawattanapaiboon et al., 2021.
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Devido a pandemia, foram desenvolvidos e validados varios estudos com a técnica
RT-LAMP para o diagnoéstico da infecdo por SARS-CoV-2 (Park ef al., 2020; Yan et al.
2020; Yu et al., 2020). Recentemente foi também desenvolvido, um método de detecao
de endpoint usando calceina, cuja fluorescéncia ¢ extinta pela ligacdo de ides de
manganés. Como os i10es de manganés sao ligados por ides de pirofosfato produzidos no
decorrer da reacao de amplificagdo, a calceina produz fluorescéncia brilhante numa
reacgdo positiva. (Tomita et al., 2008).

Os cientistas Park ef al., 2020 desenvolveram uma metodologia de RT-LAMP para a
detecao de SARS-CoV-2 visando a regido Nsp3 do virus. Esta técnica pode detetar até
100 copias por reagao do RNA SARS-CoV-2 (Park ef al., 2020). Outro grupo de cientista
japoneses avaliou um kit RT-LAMP comercialmente disponivel (Loopamp® 2019-
SARS-CoV-2 Detection Reagent Kit, 2019) que demonstrou uma alta sensibilidade com
limite de detegdo de 1,0 x 10° copias/uL em 35 min. Além disso, o kit method-iLACO
(método isotérmico baseado em LAMP para COVID-19) detetou a presengca de SARS-
CoV-2 tao baixo quanto 10 copias por reacao (Yu et al., 2020).

O método LAMP possui varias vantagens na sua utilizagdo: ndao necessita de

purificacao das amostras, devido a maior resisténcia da enzima RNA polimerase que ¢
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usada na técnica; utiliza uma temperatura constante (condigdes isotérmicas), permitindo
o uso de equipamentos simples de PCR (termocicladores) ou o uso de banhos-térmicos
(Fowler et al., 2021; Taleghani & Taghipour, 2021). O produto da reacao forma uma
mistura de DNA com tamanhos e estruturas especificas, o que torna a técnica mais
seletiva e aumenta a sensibilidade. A técnica ¢ extremamente especifica para a sequéncia
alvo, j& que possui até seis sequéncias de primers especificos e ndo utiliza sondas
fluorescentes para analise, o que torna o ensaio mais econémico € sem necessidade de
importacdo de reagentes. Podem ser utilizados corantes, o que torna a técnica capaz de
ser observada em tempo real sem a necessidade de um equipamento de leitura (Taleghani
& Taghipour, 2021).

Porém, esta técnica possui algumas desvantagens que requerem alguma atengdo e
experiéncia para a sua execucao e obtencao de resultados validos. O LAMP apresenta
restri¢des na execucdo do desenho dos primers, ndo permitindo a leitura de varios alvos
ao mesmo tempo. Existe ainda o risco de contaminagdo de outras pessoas durante o
manuseamento da amostra, especialmente quando se trata de amostra de saliva, uma vez
que o virus ainda pode estar ativo (Kitajima et al., 2021; Taleghani & Taghipour, 2021).

O RT-LAMP surgiu como uma nova abordagem para o diagndstico molecular da
COVID-19. Pretende ser uma técnica mais rapida e ter a mesma eficacia que o RT-PCR
(Kitajima et al., 2021; Taleghani & Taghipour, 2021).

Apesar das desvantagens, este método demonstrou ser altamente sensivel na detecao
de RNA viral do SARS-CoV-2, necessitando de aproximadamente uma hora para a
obtencdo de resultados (Kitajima et al., 2021; Taleghani & Taghipour, 2021) A
interpretagdo dos resultados obtidos ¢ facilmente observada, ndao requerendo
conhecimentos de biologia molecular. Adicionalmente, ndo necessita de instalacdes com
niveis de biosseguranga acima do nivel 1, nem técnicos especializados na execugdo da
técnica, podendo ser executada por individuos sem especializagcdo analitica (Kitajima et
al., 2021; Mautner et al., 2020).

Como este método nao apresenta reatividade cruzada com outros virus patogénicos
do trato respiratdrio, ¢ considerado um método ideal de diagndstico molecular rapido

(Mautner ef al., 2020)
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6.4 Teste Rapido de Antigénio

O teste rapido de diagnostico de antigénio de SARS-CoV-2 ¢ um ensaio
imunocromatografico de fluxo lateral (Figura 6). Os testes de fluxo lateral sdo usados
para determinar qualitativamente a presenc¢a ou auséncia de proteinas virais (antigénio-
alvo) em amostras biologicas. Este teste ¢ utilizado para detetar o antigénio viral (proteina
N e proteina S) (European Commision - Public Health, 2022) do SARS-CoV-2 em
amostras de zaragatoa nasal nasofaringeo ou em amostras de saliva. Apds a amostra ser
colhida ¢ misturada com a solugdo tampao e introduzida no orificio de absor¢ao na cassete
do teste. Quando a amostra ¢ adicionada, esta flui ao longo do dispositivo de teste,
passando pela almofada do conjugado para a membrana nitrocelulose e depois para a
almofada absorvente. Se o antigénio alvo estiver presente na amostra liga-se ao anticorpo
especifico, marcado com ouro coloidal, na tira de teste. O anticorpo e o antigénio marcado
formam um complexo e continuam a migrar para a zona de reacdo na membrana de
nitrocelulose, onde sdo capturados por anticorpos especificos e imobilizados na
membrana. Consequentemente acumulam-se na posicdo marcada pela letra T (teste). O
resultado da reagdo observa-se na zona de teste uma linha colorida a olho nu devido aos
conjugados de nanoparticulas de aluminio (AuNP) capturados pelas moléculas de analito

ligadas (Peeling et al., 2021; Taleghani & Taghipour, 2021).

Anticorpos conjugados
com fluoréforos, latex ou  Linha de teste (T)
Amostra ouro Anticorpos Linha de controlo (C)
e\
t
Almofada  Almofada do  Membrana de Almofada de
de amostra  conjugado nitrocelulose absorgdo

\ g

Linha de teste (T)  Linha de controlo (C)
(Positivo) (Teste valido)

Figura 6: Principio do ensaio imunocromatografico. Adaptado de: Abduljalil, 2020.
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O teste rapido de antigénio fornece um resultado entre 15 a 20 minutos. A
interpretagdo dos resultados (figura 6) ¢ realizada a olho nu, em que, se considera um
resultado negativo se a linha colorida aparecer apenas na zona/linha de controlo (C) e se
nenhuma linha colorida visivel aparecer na zona de teste (T). Este resultado indica que
ndo foi detetado o antigénio viral do SARS-CoV-2 na amostra. Contrariamente, para se
considerar um resultado positivo ¢ necessario que sejam visiveis duas linhas coloridas na
cassete de teste, uma na linha de controlo e outra na linha de teste. O resultado indica que
na amostra analisada foi detetado o antigénio viral do SARS-CoV-2 (Peeling et al., 2021;
Taleghani & Taghipour, 2021).

Importa salientar que sempre que se verificar a auséncia de uma linha na zona de

controlo, o resultado é considerado invalido e nenhuma conclusao deve ser considerada

0
JNE

mais provavel.

g U

Positivo Negativo

Invalido

Figura 7: Interpretag@o dos resultados do teste rapido de antigénio para o diagnostico de infegdo ativa por
SARS-CoV-2. Adaptado de: Kevadiya et al., 2021

Os testes rapidos de antigénio aprovados pela comissao europeia, para a detegao
laboratorial da infe¢do por SARS-COV-2, possuem valores de sensibilidade superior a
80% (European Commision - Public Health, 2022). Este valor foi inferido com base no
resultado de testes de pacientes sintomaticos aleatorios, nos primeiros sete dias apos o
inicio dos sintomas ou participantes assintomaticos, em que o diagndstico ja tivesse sido
confirmado por RT-PCR em laboratérios independentes. A especificidade destes testes €
superior a 98% (European Commision - Public Health, 2022). Os antigénios detetado(s)

no teste sdo expressos apenas durante a replicagdo viral. Desta forma, assim que ¢
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estabelecida a infecdo viral, esta pode ser detetada ainda nos seus estagios iniciais, o que
torna este meio de diagnostico bastante util (Kriittgen et al., 2021; Peeling et al., 2021;
Taleghani & Taghipour, 2021).

Apesar deste teste ser rapido, barato e de facil manuseamento, apresenta algumas
limitagdes, como a ocorréncia de falsos positivos, bem como falsos negativos se as
amostras ndo possuirem uma quantidade suficiente de proteina viral para produzir um
teste positivo ou inconclusivo. Assim sendo, estes testes sao menos sensiveils € menos
precisos do que os testes moleculares. Além disso, como os testes de antigénios sao
qualitativos, podem ser interpretados de forma incorreta devido a erro de leitura. Se um
teste de antigénio for negativo, ¢ recomendado a realizacdo de um teste RT-PCR

confirmatorio (Kriittgen et al., 2021; Peeling et al., 2021; Taleghani & Taghipour, 2021).
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7. Comparagao dos métodos de diagndstico

A infecao provocada pelo virus SARS-CoV-2 e o subsequente desenvolvimento da

COVID-19 tornaram-se num grande problema de satide publica em todo o mundo.

Devido a sua elevada transmissibilidade e rapida disseminagao ¢ de grande importancia

que os métodos de diagnodstico disponiveis sejam eficazes na detecdo de individuos

infetados, quer sintomaticos quer assintomaticos, uma vez que o isolamento dos

individuos infetados ¢ a melhor arma no combate a esta pandemia.

Tendo em vista uma apreciacdo das vantagens e desvantagens dos métodos de

diagnostico utilizados atualmente, a Tabela 3 apresenta uma comparagdo sumadria dos

métodos de diagnodstico laboratorial para identificacdo da infecao ativa por SARS-CoV-

2.

Tabela 3: Comparacio dos métodos de diagnoéstico laboratorial. (Mautner et al., 2020)

Método de Método de Alvo de
Amostras Sensibilidade | Especificidade Tempo
diagnoéstico detecio detecio
Exsudados
nasofaringeos,
orofaringeos,
PCR emtempo | RNA )
RT-PCR expetoragdo e ) 97% 96- 100% 45min-24h
real viral
amostras de
saliva
Exsudados
/lavados Amplificaggo
. RNA
TMA nasofaringeos, | mediada por - 98%-100% 100% 3h
viral
nasais, transcri¢ao
orofaringeos.
Exsudados Amplificagdo
RT-LAMP | nasofaringeos | isotérmica RNA 94-100% .
) i 80-100% 15-60 min
e amostras de | mediada por viral
saliva loop
Ensaio Proteinas
TrAg Exsudados . . .
imunocromatog | virais- 80-95% 98-100% 15-20 min
nasofaringeos o
rafico Antigénio
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O método de diagnostico RT-LAMP ¢ um método de diagnostico molecular, que
oferece resultados rapidos (15-60 min) e parece ser adequado para pacientes com carga
viral relativamente alta (individuos com sintomas agudos). O teste rapido de antigénio ¢
um ensaio imunocromatografico, que oferece igualmente resultados rapidos (15-20 min),
mas com sensibilidade inferior ao RT-LAMP. Estes dois métodos de diagndstico
apresentam uma elevada especificidade na detecdo do SARS-CoV-2.

De acordo com as informagdes disponiveis na literatura, um individuo na fase inicial
de infe¢do possui menor carga viral que um individuo numa fase de infecao mais tardia
(Wiersinga et al., 2020). Deste modo, o teste rapido de antigénio e o RT-LAMP sao
ambos adequados no diagnostico de infecdo aguda por SARS-CoV-2 em individuos com
uma elevada carga viral. Estes dois métodos poderdao nao ser adequados no diagndstico
de individuos infetados assintomaticos, uma vez que possuem uma menor sensibilidade
e por isso a detecao de baixas cargas virais pode ser comprometida. Desta forma, o teste
rapido de antigénio e 0 RT-LAMP podem ser uma boa ferramenta de diagndstico na fase
inicial de sintomas, uma vez que sdo testes que fornecem um diagnostico mais rapido e
em casos de individuos com cargas virais mais elevadas, podem determinar em minutos
o isolamento do mesmo, sendo mais aconselhavel que este diagnostico fosse confirmado
pelo método gold standart.

Em relagdo ao método RT-PCR, este ¢ considerado o método gold standart na
confirmacdo da infecdo ativa por SARS-CoV-2 e na confirmag¢dao do diagndstico de
COVID-19. Como referido anteriormente ¢ um método com uma elevada sensibilidade e
especificidade, no entanto, ¢ necessario esperar algumas horas para a obtenc¢ao do
resultado. Um tempo de espera mais demorado pode resultar num maior nimero de
contagios, j& que um individuo com suspeita de infecao ativa s6 fica em isolamento apos
um resultado positivo. Em Portugal, o teste de RT-PCR que possibilita a obtencdo de
resultados em 45 minutos, apenas estd disponivel para emergéncias médicas, estando
apenas acessivel a laboratorios hospitalares devido ao seu custo bastante elevado. No que
diz respeito ao método de diagndstico TMA, este ¢ também um método molecular de
diagndstico com uma sensibilidade e especificidade elevadas, oferecendo uma solucdo de
teste de diagndstico laboratorial automatizado de alto rendimento para o diagndstico da
infecdo ativa por SARS-CoV-2 em larga escala. O teste TMA apresenta uma sensibilidade
superior a do método gold standart. Esta caracteristica deve-se do teste TMA possuir
capacidade de amplificar, com maior seguranga, apenas 0 RNA-alvo contido na amostra.
Esta técnica possibilita a dete¢do de cargas virais mais baixas, mas também uma maior
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purificacdo da amostra. Estas caracteristicas aliadas a técnica ser realizada num unico
tubo de reacdo, diminui a possibilidade de ocorréncia de contaminagdo cruzada, bem
como a diminuic¢ao de outros erros analiticos durante o processamento da amostra. Apesar
do método TMA ser considerado o método de diagnostico com maior sensibilidade e de
conseguir detetar baixas cargas virais, ¢ necessario algum investimento monetario que
poderé nao estar ao nivel de todos os laboratérios de proximidade. Ao passo que o RT-
PCR, em plataformas ndo automadticas, ¢ mais acessivel monetariamente, tanto em
laboratdrios hospitalares e de referéncia como em laboratorios de proximidade.

Numa avaliagdo geral dos varios métodos de diagndsticos podemos afirmar que o
método mais eficiente para a detecdo de baixas cargas virais sera o método TMA. Desta
forma sugere-se este método de diagndstico como o mais adequado no diagnostico
precoce da infecao viral pelo novo coronavirus, tanto na fase inicial da infegao como em
individuos assintomaticos.

Apesar de os testes rapidos de antigénio apresentarem baixa sensibilidade quando
comparados com os outros métodos, estes sdo mais rapidos na obtengdo de resultado,
mais baratos, apresentam uma elevada especificidade e ndo requerem técnicos
especializados. Desta forma, possuem uma grande vantagem num cenario de testagem
em massa durante a ocorréncia de surtos, uma vez que, conseguem detetar os individuos
com cargas virais elevadas e por isso os possiveis transmissores. Esta caracteristica ¢
importante, pois nestas situagdes o objetivo € o controlo rapido da infecdo e a

identificacao dos individuos infetados transmissores do virus.
7.1 Impacto das variantes no diagnoéstico laboratorial

Como referido na sec¢do sobre as variantes do SARS-CoV-2 em circulacao, estas
apresentam alteracdes na sequéncia genética ao nivel da proteina S, mais concretamente
no dominio de ligagdo ao recetor (RBD) desta. Estas mutagdes quando ocorrem em
sequéncias das proteinas virais podem dificultar a sua identificagdo pelos testes de
diagnostico. Se a mutagdo ocorrer numa area chave para a ligagcdo de primer ou primers
nos métodos RT-PCR, TMA ou RT-LAMP, podem impedir a ligagdo dos mesmos ¢
consequentemente a amplificacdo do RNA alvo. Desta forma, um resultado negativo nao
representaria a auséncia de infe¢do, mas sim uma incapacidade de identificar a presenca
do virus. Esta afirmagdo também ¢ verdadeira para os testes rapidos de detecao de
antigénios virais que detetam a proteina S. Estes sdo mais suscetiveis ao aumento de

resultados falsos-negativos, a medida que vao ocorrendo as mutagdes (Ascoli, 2021). Ao
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contrario do que acontece na proteina S, a ocorréncia de mutagdes pontuais na proteina
N ¢ menos provavel de acontecer e de afetar a fungdo viral. Deste modo, a proteina N ¢
considerada o melhor alvo para o diagnoéstico, devido a conservacdo da sequéncia
genética desta proteina. Ainda assim, ¢ necessario ter em consideracao que podem ocorrer
mutacoes na sequéncia genética da proteina N. Em suma, o diagndstico laboratorial deve
ser efetuado sempre com recurso a detecdo de duas zonas do genoma do SARS-CoV-2,
que preferencialmente sejam zonas mais conservadas, ou seja, com menos probabilidade

de sofrerem altera¢des nucleotidicas (Ascoli, 2021).
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8. Conclusao

A atual pandemia provocada pelo novo coronavirus (SARS-CoV-2) teve um grande
impacto em todo o mundo, ndo s6 a nivel da saude publica, como também a nivel
econdmico, social e cientifico. Os desafios levantados levaram a modificacdes na forma
como as pessoas se relacionam entre si € como vivem o seu dia-a-dia.

O isolamento dos individuos infetados, o mais precocemente possivel, impede a
disseminagdo do virus e protege os individuos considerados de risco. Para isto, o
diagnostico laboratorial constitui a grande arma no combate a esta pandemia.

Esta revisao bibliografica, teve como objetivo sumarizar informagdes-chave acerca
da aplicabilidade dos diferentes métodos de diagndstico. Avaliando a sua sensibilidade,
especificidade e rapidez para emissao de um resultado.

O RT-PCR ¢ o método considerado gold standart em todo o mundo, pela sua
sensibilidade e especificidade, mas também por ser o método molecular com custos mais
acessiveis quer para laboratorios de referéncia e hospitalares, quer para laboratorios de
proximidade. No entanto, dependendo da situagao no terreno existem outros métodos que
podem representar uma mais-valia no diagnodstico. De referir a técnica de amplificacdo
mediada por transcricdo (TMA), que permite a obten¢do de resultados em minutos e
possui uma elevada sensibilidade. Também o teste rapido de antigénio obtém um
resultado em poucos minutos, € que depois pode ser confirmado com um teste de maior
sensibilidade. Caso a situagdo para a qual se pretende aplicar um método de diagnostico
for um surto, o teste rapido de antigénio podera ser a melhor op¢do. Apesar da baixa
sensibilidade em individuos assintoméaticos ou com baixa carga viral, a realizagdo de um
teste de antigénio permite o isolamento dos individuos sintomaticos (e mais
transmissiveis).

Ao longo deste trabalho foram descritos tos principais métodos de diagnostico
laboratorial disponiveis até a data em territorio nacional e constatou-se que a sua
aplicabilidade estd intimamente relacionada com diversos fatores como a sua
sensibilidade, situagdo no terreno, emergéncia no resultado e ainda custos associados para

as institui¢des e infraestruturas envolvidas.
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