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Resumo

Em meados de dezembro de 2019, surgiram os primeiros casos da doenca causada pelo novo Coronavirus 2019, o
SARS-CoV-2, na cidade de Wuhan (China). A doenca causada pelo novo Coronavirus (COVID-19) acomete
inicialmente o trato respiratdrio e seu curso clinico pode acarretar disfun¢des organicas no hospedeiro. Neste interim,
os exames laboratoriais sdo ferramentas de diagnéstico de grande importancia para a deteccdo do SARS-CoV-2,
confirmacdo da doenca e observacdo de disfuncBes sistémicas. Desta forma, este estudo objetivou revisar as
metodologias de diagnéstico do SARS-CoV-2 e alteragdes nos exames laboratoriais. Trata-se de uma revisdo literéria
realizada entre 01 de janeiro e 31 de maio de 2020 a partir de dados advindos de trabalhos publicados em revistas
cientificas disponiveis na integra. Para tanto, foram utilizadas as bases de dados PubMed, Science Direct e Scielo e os
seguintes descritores em inglés: coronavirus, covid-19, sars-cov-2, laboratory medicine, laboratory tests, laboratory
findings, RT-PCR, immunochromatography e chemiluminescence. Foram encontrados 2810 artigos cientificos
relacionados onde apenas 24 foi considerado para o estudo. O SARS-CoV-2 pode ser detectado em amostras
respiratorias através de metodologias de diagnostico laboratorial como o RT-PCR (Real-time Polymerase Chain
Reaction) ou através de deteccdo de anticorpos através dos testes imunocromatograficos, imunosorventes e
quimioiluminescentes. Ademds, podem ser observadas alteracBes hematoldgicas relacionadas ao leucograma,
coagulacdo, marcadores hepaticos e renais bem como marcadores inflamatérios. Em suma, as ferramentas de
diagnéstico tém sido cruciais para 0 acompanhamento do paciente com sintomas da COVID, servindo de apoio aos
clinicos na tomada de decises.

Palavras-chave: Coronavirus; Sindrome Respiratoria aguda grave; Sorologia; Biologia molecular; Revisdao da
literatura.
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Abstract

The first cases of COVID-19 were registered in the city of Wuhan (China) in December 2019. The disease caused by
the new Coronavirus (SARS-CoV-2) initially affects the respiratory tract and its clinical effects can lead to organic
dysfunction in the host. In this context, laboratory tests are diagnostic tools of great relevance for the detection of
SARS-CoV-2, confirmation of the disease and evaluation of systemic dysfunctions caused by the virus. Thus, this
study aimed to conduct an up-to-date about COVID-19 and discuss the diagnostic methodologies of SARS-CoV-2 and
its effects in laboratory tests. The present study was performed between January 1st and May 31st, 2020 based on data
from works published in scientific journals available in full. For that, PubMed, Science Direct and Scielo databases
was used besides the following descriptors in English: coronavirus, covid-19, sars-cov-2, laboratory medicing,
laboratory tests, laboratory findings, RT-PCR, immunochromatography and chemiluminescence. In total, 2810 related
scientific articles were found, of which only 24 were considered relevant for the study. SARS-CoV-2 can be detected
in respiratory samples using laboratory diagnostic methodologies such as RT-PCR (Real-time Polymerase Chain
Reaction) or by detecting antibodies through immunochromatographic, immunosorbent and chemiluminescent tests.
In addition, hematological changes related to the leukogram, changes in the coagulation panel, changes in liver and
kidney markers as well as inflammatory markers can be observed. Finally, the diagnostic tools have been crucial for
monitoring the patient with symptoms of COVID, providing support to clinicians in decision-making.

Keywords: Coronavirus; severe acute respiratory syndrome; Serology; Molecular biology; Literature review.

Resumen

A mediados de diciembre de 2019 aparecieron en la ciudad de Wuhan (China) los primeros casos de la enfermedad
provocada por el nuevo Coronavirus 2019, SARS-CoV-2. La enfermedad provocada por el nuevo Coronavirus
(COVID-19) afecta inicialmente al tracto respiratorio y su curso clinico puede provocar disfunciones orgénicas en el
hospedador. Mientras tanto, las pruebas de laboratorio son herramientas de diagndstico de gran importancia para la
deteccion del SARS-CoV-2, la confirmacion de la enfermedad y la observacion de disfunciones sistémicas. Por lo
tanto, este estudio tuvo como objetivo revisar las metodologias de diagnéstico del SARS-CoV-2 y los cambios en las
pruebas de laboratorio. Se trata de una revision literaria realizada entre el 1 de enero y el 31 de mayo de 2020 en base
a datos de trabajos publicados en revistas cientificas disponibles en su totalidad. Para ello se utilizaron las bases de
datos PubMed, Science Direct y Scielo y los siguientes descriptores en inglés: coronavirus, covid-19, sars-cov-2,
laboratory medicine, laboratory tests, laboratory findings, RT-PCR, immunochromatography e chemiluminescence.
Se encontraron 2810 articulos cientificos relacionados donde solo 24 fueron considerados para el estudio. EI SARS-
CoV-2 se puede detectar en muestras respiratorias utilizando metodologias de diagnéstico de laboratorio como RT-
PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real) o mediante la deteccién de anticuerpos mediante pruebas
inmunocromatograficas, inmunoabsorbentes y quimioluminiscentes. Ademads, se pueden observar cambios
hematol6gicos relacionados con leucograma, coagulacion, marcadores hepéaticos y renales asi como marcadores
inflamatorios. En definitiva, las herramientas de diagnéstico han sido cruciales para el seguimiento del paciente con
sintomas de COVID, brindando apoyo a los médicos en la toma de decisiones.

Palabras clave: Coronavirus; Sindrome respiratorio agudo severo; Serologia; Biologia molecular; Revisién de la
literatura.

1. Introducéo

Em meados de dezembro de 2019, surgiram surtos de pneumonia na cidade de Wuhan, China, que acabaram
despertando a atencéo de todo o mundo (Wu et al., 2020; Zhou et al., 2020) . A partir de investigacbes preliminares foi
constatado que a patologia era causada por um virus, que foi previamente designado de novo Coronavirus 2019 (2019 n-CaoV).
Também foi notado que o microrganismo se tratava de uma nova linhagem de Coronavirus. Os primeiros individuos
diagnosticados com os sintomas referentes ao virus em questdo, tiveram contato com animais comercializados em mercados de
frutos do mar. Logo, foi observado varios surtos em locais préximos de Wuhan (Huang et al., 2020; Qun Li et al., 2020; Zhu et
al., 2020).

O virus atingiu paises proximos e, mais tarde, chegou a todos os continentes. A rapida disseminacdo do virus,
consequentemente, acabou por resultar no aumento de casos e mortes relacionados a nova patologia emergente e aos poucos
um estado de atencdo foi se instalando por todos os continentes (Qun Li et al., 2020). Como forma de alertar a sociedade sobre
essa situacdo preocupante, a Organizacdo Mundial da Satde (OMS) logo o definiu como pandemia e assim, marco inicial para

uma emergéncia de salde publica (Sui-Lee et al., 2020).
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O microrganismo pertence a um grupo de virus denominado de Coronavirus, que possuem material genético
constituido de RNA e envolvidos por um envelope, do qual encontra-se proteinas em sua superficie (Tortora et al., 2016).
Essas proteinas, especialmente as proteinas spikes, conferem a aparéncia de uma coroa. A palavra Coroa vem do latim Corona,
e por conta dessa caracteristica os virus recebeu tal denominacdo. Além de caracterizar o grupo dos Coronavirus, essas
proteinas estariam relacionadas com a origem do recente agente etiologico (Gallagher & Buchmeier, 2001; Hoffmann et al.,
2020)

A origem do novo Coronavirus ainda ndo foi confirmada. Até entdo sabe-se sobre sua presenca em animais e que
podem ser transmitidos aos seres humanos, fato esse nomeado de transbordamento ou Spillover (Decaro & Lorusso, 2020).
Além disso, as proteinas spike seriam um fator importante para a sua adaptagdo e, consequentemente, para a sua capacidade de
infectar as células humanas (Andersen et al., 2020).

O quadro patoldgico causado pelo novo Coronavirus foi definido pela Organiza¢do Mundial da Saide como COVID-
19 (doenca causada pelo novo Coronavirus) (World Health Organization, 2020). Enquanto, o virus recebeu uma denominagéo
oficial pelo Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) de SARS-CoV-2 (Severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2), caracterizando o agente etioldgico da doenga. Portanto, o COVID-19 é o nome da doenca infecciosa causada
pelo novo Coronavirus, 0 SARS-CoV-2 (Gorbalenya et al., 2020).

O SARS-CoV-2 pode ser detectado em amostras respiratorias através de metodologias de diagndstico laboratorial. Os
testes rapidos imunocromatograficos, apesar de ndo serem considerados sensiveis o suficiente para o diagndstico confirmatério
da doenca, auxiliam na identificacdo de anticorpos ou antigenos (Shen et al., 2020). O método considerado padrdo ouro é a
RT-PCR (Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction), visto que essa técnica identifica o material genético do
microrganismo. Outras informac0es, tais como as alterages laboratoriais podem auxiliar no monitoramento do paciente, no
que diz respeito a evolucéo da doenca (Corman et al., 2020; W. Wang et al., 2020).

Estudos demonstram que apesar da COVID-19 ser uma doenga que acomete o trato respiratdrio, seu curso clinico
pode acarretar disfunges organicas no hospedeiro. Estas podem ser observadas por meio de alteragdes hematoldgicas,
hemostaticas e bioquimicas (Colantuoni et al., 2020; Guan et al., 2020; Lippi & Plebani, 2020; L. Wu et al., 2020; Zhang et al.,
2020).

Devido a importancia dos exames laboratoriais no diagnéstico do paciente com a COVID-19, bem como para o
monitoramento da doenga, esta revisdo traz uma sumarizacdo e discussdo acerca das metodologias de diagnostico do SARS-

CoV-2 e anormalidades nos exames laboratoriais.

2. Metodologia

Trata-se de uma reviséo literaria narrativa realizada entre janeiro de 2020 a marco de 2021 com o objetivo primario
apresentar as metodologias diagnosticas para a detecgdo do virus SARS-CoV-2 em amostras clinicas, bem como descrever o0s
achados laboratoriais encontrados em pacientes diagnosticados com o virus.

Neste estudo, os critérios de inclusdo estabelecidos foram artigos cientificos publicados na integra e relacionados com
a descricdo de novas metodologias, aprimoramento de técnicas, validacdo de métodos, além de alteragdes hematoldgicas e
bioguimicas decorrentes das alteraces fisiopatoldgicas ocasionadas pelo virus. Artigos de revisao e publicados fora do periodo
estabelecidos ndo foram incluidos neste estudo.

2.1 Estratégia de busca
Foram utilizados trabalhos publicados no periodo entre 01 de janeiro e 31 de dezembro de 2020 nas bases de dados

PubMed, Science Direct e Scielo. Foram utilizados os seguintes descritores em inglés: coronavirus, COVID-19, SARS-CoV-
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2, laboratory medicine, laboratory tests, laboratory findings, RT-PCR, immunochromatography e chemiluminescence,

utilizando também os operadores Booleanos “Or” e “And” para auxiliar a busca.

2.2 Processo de selecéo dos estudos

Inicialmente os estudos identificados pelas buscas nas bases de dados foram tabulados no Microsoft Office Excel®. Os
critérios de elegibilidade obedeceram a trés fases de selecdo: a primeira com a leitura do titulo e objetivo, a segunda seguiu
com a leitura do resumo e a terceira com a leitura completa do artigo. Referéncias repetidas foram identificadas e removidas.
Os artigos selecionados foram lidos e interpretados pelos autores e os dados relevantes foram implementados neste trabalho.

Os resultados foram apresentados em diagndstico laboratorial do SARS-CoV-2 e alteragdes laboratoriais.

3. Resultados e Discusséo
3.1 Estudos selecionados

O presente estudo identificou inicialmente na primeira fase um total de 2810 trabalhos, dos quais 2029 foram
encontrados na PubMed, 743 na Scielo e 38 na Science Direct. Na segunda fase de selecdo foram incluidos 210 estudos, onde

apenas 24 foram considerados para esta revisao (Quadro 1).
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Quadro 1. Sintese dos estudos incluidos apresentando os principais parametros laboratoriais avaliados no diagnostico, manejo e prognostico da infeccdo por SARS-CoV-2.

Autor,
data

Parametros
avaliados

Técnica
Diagnostica da
Infeccdo

Alteracdes
hematol6gicas

Alteragdes Bioguimicas

Alteracdes
Hemostaticas

Desfecho

Ling et al., 2020

BIOMOL

RT-PCR

NR

NR

NR

Observacéo da depuracdo do RNA viral em amostras de fezes,
urina e soro. A depuracéo do RNA viral foi mais atrasada nas
fezes, em comparagdo com os swabs orofaringeos.

K. Liu etal., 2020

BIOMOL

RT-PCR

Nou|
leucécitos
Linfocitopenia

NR

NR

Presenca de febre como primeiro sintoma e manifestagdes
tipicas de pneumonia viral. Pior prognéstico com o aumento da
idade e presenca de comorbidades

X. Wang et al., 2020

BIOMOL

RT-PCR

NR

NR

NR

Swab nasofaringeo é o mais adequado em comparagdo ao
orofaringeo, com maior taxa de positividade nas amostras de
nasofaringe.

Yuetal., 2020

BIOMOL

ddPCR e RT-PCR

NR

NR

NR

O monitoramento quantitativo da carga viral em amostras do
trato respiratorio inferior auxilia na avalia¢do da progressdo da
doenca, principalmente em casos de baixa carga viral. ddPCR
pode ser mais sensivel que ddPCR na identificacdo do SARS-
CoV-2.

R. Liu, et al., 2020

BIOMOL

gRT-PCR e NAT

NR

NR

NR

Uso do NAT como possibilidade diagndstica do SARS-CoV-2
em amostra de lavagem broncolaveolar, mas pouco Util em
amostras de swab nasofaringeo.

Shen et al., 2020

IMUNO

Imunocromatografia

NR

NR

NR

A Imunocromatografia teve sensibilidade de 71,1% e
especificidade de 96,2% na populagdo estudada, demonstrando
seu potencial para diagndstico rapido e (til para COVID-19.

Pan et al., 2020

IMUNO

Imunocromatografia

NR

NR

NR

A sensibilidade do ensaio com deteccédo de IgM e IgG em casos
confirmados foi de 11,1%, 92,9% e 96,8% no estagio inicial (1
a 7 dias apds o inicio dos sintomas), estagio intermediéario (8
al4 dias ap6s o inicio dos sintomas) e estagio tardio (mais de
15 dias), respectivamente.

Demey et al., 2020

IMUNO

Imunocromatografia

NR

NR

NR

Demonstra heterogeneidade na deteccdo de anticorpos apos o
inicio dos sintomas e tempo médio de detec¢do de anticorpos
entre 8 e 10 dias, de acordo com os fabricantes. Todos os testes
apresentaram sensibilidade de 60 a 80% no 10° dia e 100% no
15° dia ap6s inicio dos sintomas.

Imai et al., 2020

IMUNO

Imunocromatografia

NR

NR

NR

Apenas o resultado da imunocromatografia néo é suficiente
para diagndstico de COVID-19, podendo ser combinado a TC
de térax, caso a qRT-PCR esteja indisponivel.

Aietal., 2020

BIOMOL
IMG

RT-PCReTC

NR

NR

NR

Correlagdo da melhora de pacientes por meio de exames de
imagem com a diminui¢do da carga viral.
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Plaquetopenia

Alteracdes no

C. Huang et al., 2020 HEMATO NR : ' + AST Tempo _de Correlagdo dos achados bioquimicos e hematoldgicos com o
Eosinopenia Protrombina e agravamento da doenca.
dimero D
A baixa contagem de plaquetas esta associada a maior risco de
Lippi et al., 2020a HEMATO NR Plaguetopenia NR Plaguetopenia dOGUGa grave e_mo_rtahdadg em pacientes com COVID-13,
servindo como indicador clinico de agravamento da doenca
durante a hospitalizacéo.
A pesquisa de RNA SARS-CoV-2 em amostras de sémen e
Paoli et al., 2020 BIOMOL gRT-PCR NR NR NR urina foi negativa, possivelmente pela cinética de depuragéo
viral nessas matrizes, ndo podendo confirmar melhora clinica.
Testes em diferentes tipos de bioldgicas podem ter uma
Peng et al., 2020 BIOMOL gRT-PCR NR NR NR utilidade diante do monitoramento de altera¢fes, progressdo da
doenca e estabelecimento do prognostico.
Envolvimento de marcadores bioguimicos, de hemostasia e
hematolégicos, em pacientes hospitalizados com COVID-19. A
Lovosose | 1P, AST,ALT LDk, | MipTARalode | Infopenis ol moyaueent s e s e
G. Zhang et al., 2020 HEMATO gRT-PCR Linfocitopenia CREA . ores s fubeae hendtion telacions ; b
BIOQ Neutrofilia LPT pacientes marcadores de funcao hepatica relacionam-se a casos graves de
hospitalizados pneumonia por SARS-CoV-2. Elevagdo de AST, ALT e CK
possuem correlagdo com o0s casos mais graves. A diminuicéo de
PT refletiu um maior consumo de nutri¢do.
N PCTT ;)Sc.ll_{ ’ ,idI?THBILTF Além das alteragdes hematoldgicas, houve elevagdo de
L. Chen et al., 2020 HEMATOBIOQ NR Linfocitopenia ' | A’LB ' NR citocinas pré-inflamatorias, com associacdo ao aumento da
1 expressio de IL-2R e IL-6 gravidade e pior prognaostico.
Nou | | PCT Apresentacéo frequente de altera¢des no hemograma, UREA e
HEMATO leucdcitos e Nou | BILTF CK nos pacientes COVID-19 positivos que nos pacientes
X. Chen et al., 2020 BIOQ Hemograma neutrofilos, 1 AST, ALT, LDH, CK, UREA NR controle. Os niveis aumentados de PCT diferenciaram os
Linfocitose S/IA PCR pacientes COVID-19 dos pacientes controle.
Aumento de citocinas em pacientes graves e criticos, assim
como a
Ensaio Leucocitose } ) . correlagdo IL-2R / linfdcitos. Em pacientes recuperados, 0s
Hou et al., 2020 HZI\I/IOAJO Imunométrico Neutrofilia T PCR, I:E_Tl’oné .Iz_EFI_I(; 6, 1L-8, NR perfis de citocinas e IL-2R/linfocitos foram significativamente
Quimioluminescente Linfopenia reduzidos. O IL-2R / linfécito foi um biomarcador proeminente
para a identificag8o precoce de COVID-19 grave e predicdo da
progressao clinica da doenca.
Dentre os 54 pacientes (51 com COVID-19 do tipo comum, trés
. com o tipo grave), foi relatado que 14 pacientes apresentaram,
HEMATO . Leucopenia 1 ALT, AST, LDH, PCR, CK . . - L
Q. Huang et al., 2020 BIOMOL gRT-PCR Eosinopenia | PT, ALB, URI NR leucopenia, eosinopenia e diminuicéo da contagem de

plaquetas. Em contrapartida, os pacientes com COVID-19 em
estado grave, apresentaram piores resultados, como niveis
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anormais de biomarcadores inflamatorios, CK, CK-MB, LDH e
hs-CRP.

Na avalia¢8o da capacidade preditiva de biomarcadores, a
relacéo Eosinopenia/PCRus foi efetiva para triagem dos casos

Nou | suspeitos quando comparados a pacientes febris por outras
e BIOMOL leucocitos causas. Este achado seria particularmente Util para projetar
Qilin. Lietal., 2020 HEMATO RT-PCR Linfopenia 1 PCR-us NR estratégias de triagem em uma regido epidémica com
Eosinopenia ocorréncia de outras doencas respiratorias, enquanto recursos

médicos limitados para testes de acido nucléico e exame
radiogréfico.

Foi demonstrado no estudo a validade do ensaio MAGLUMI

Ensaios MAGLUMI 2000 Plus CLIA para medicao de IgM e 1gG especificos em

™ -
Padoan et al., 2020 IMUNO 2000 Plus 2019 NR NR NR soros de pacientes COVID-19 e para a obtenc¢do de dados sobre
nCov IgM e IgG N .
a cinética de ambos os anticorpos.
Foi observado que o teste soroldgico viral é um meio eficaz de
Jin et al., 2020 IMUNO CLIA NR NR NR dlfig_n_OStICO de mfe_cga_o por SARS-QOV-Z devido a alta a
sensibilidade e especificidade, respectivamente, para deteccdo
de IgM (48,1%/100%) e 1gG (88,9%7/90,9%).
Imunoensaio A 1gG foi detectada em 71,4% (197/276) de todos os soros,
R H 3 0,
Cai et al., 2020 IMUNO luminescente NR NR NR maior do que a t?xa de de_tecgap de IgM (57,2%, 158/276).
baseado em Uma combinacédo dos dois anticorpos aumentou a taxa de
peptideo sintético deteccdo para 81,5% (225/276).

Presenca de concordancia (90%) entre dois imunoensaios
MAGLUMI 2019- comerciais (MAGLUMI 2019-nCoV IgM e 1gG e do
Lippi et al., 2020b IMUNO nCoV IgG e IgM NR NR NR Euroimmun Anti-SARS-CoV-2 IgA e 1gG) na detecgdo de

anticorpos anti-SARS-CoV-2, especialmente para IgG e para
ambas as imunoglobulinas combinadas.

Legenda: Ndo Relatado (NR), CLIA (Imunoensaio de quimioluminescéncia), RT-PCR (reverse transcription polymerase chain reaction), ddPCR (droplet digital PCR), gRT-PCR (quantitative RT-PCR), NAT (Teste de
Acido Ndcleico), TC (Tomografia Computadorizada), N (niveis normais), 1 (aumento), | (diminui¢io), PCR (Proteina C Reativa), AST (Aspartato aminotransferase), ALT (Alanino Aminotransferase), CK
(Creatinoquinase), CREA (Creatinina), PT (Proteinas totais), PCT (Procalcitonina), BILTF (Bilirrubina total e fragdes), IL (Interleucina), S/A (Sem alteragdes), TNF- a (Fator de necrose tumoral ), PCR-us (Proteina C
reativa ultrassensivel), URI (Acido urico), SARS-CoV-2 (Sindrome respiratdria aguda grave de coronavirus 2), UREA (Uréia), COVID-19 (Doenca do Coronavirus 2019), IMUNO (Imunoldgico), BIOMOL (Biologia
molecular), HEMATO (Hematolé4gico), BIOQ (Bioquimico), IMG (Imagem).

Fonte: Autores (2021).
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3.2 Diagnostico laboratorial do SARS-CoV-2
3.2.1 RT-PCR (Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction)

O RT-PCR é uma técnica de transcricdo reversa seguida de reacdo em cadeia da polimerase em tempo real, do inglés,
Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction. Esta tem sido relatada como principal método o diagnéstico da COVID-19,
pois detecta o material genético do SARS-CoV-2 em amostras do trato respiratério com alta sensibilidade (Chan et al., 2020).
Essa técnica tem como principais caracteristicas sua especificidade, precisdo e depende de variaveis pré-analiticas e analiticas.
Esta técnica é capaz de detectar o RNA viral em material coletado no periodo de 4 a 6 dias ap6s a infeccdo, sendo necessario
cuidados com a transporte e manipulacdo da amostra (Brasil, 2020; Kim et al., 2020; Younes et al., 2020). Por isso, uma das
principais exigéncias da RT-PCR é a alta carga viral para evitar falsos resultados (Y. Li et al., 2020). Vale ressaltar que o
SARS-CoV-2 é um virus de RNA, portanto esse método é realizado com o emprego da transcriptase reversa antes da
implementacdo da qPCR (Quantitative Real-Time Polymerase Chain Reaction), pois essa enzima é capaz de gerar uma fita de
DNA complementar e assim permite que a qPCR o detecte (Yu et al., 2020).

Contudo, muitos pesquisadores que utilizaram a RT-PCR, usaram diferentes métodos e sistemas com diferencas entre
0 modo de execucdo, seguindo as instru¢des do fabricante para a realizacdo da RT-PCR ou fazendo adaptagdes no método (Jin
et al., 2020; Ling et al., 2020; K. Liu et al., 2020; X. Wang, et al., 2020; Yu et al., 2020). Para a deteccdo do RNA viral,
pesquisadores se basearam nos genes ORF1ab e da proteina nucleocapsidica (NP), para a confirmar a presenca do SARS-CoV-
2 (R. Liu et al., 2020; X. Wang, Tan, Wang, Liu, Lu, & Cheng, 2020; Yu et al., 2020). Em sua pesquisa, R. Liu et al. (2020)
seguiu as instru¢fes do fabricante Shangai Huirui Biotechnology Co., Ltd., e considerou as seguintes condi¢Ges para a
amplificagdo como favoraveis para a realizacdo da RT-PCR: 50°C por 15 minutos, 95°C por 3 minutos, seguido de 45 ciclos
de 95°C por 15 segundos e 60°C por 30 segundos. Assim como o estudo anterior, Yu et al. (2020), também seguiram
especificacfes do fabricante, Shangai BioGerm Medical Technology Co Ltd, China, para a realizacdo da qRT-PCR. No
entanto, além da q RT-PCR, o estudo utilizou outra metodologia de detecgdo do RNA viral, o ddPCR (Droplet Digital
Polymerase Chain Reaction). O ddPCR, foi realizado através de um kit de deteccdo de PCR digital para COVID-19
(Targeting, Beijing, China), com o uso do sistema de PCR digital TargetingOne, licenciado pela China Food and Drug
Administration (CFDA).

Por outro lado, Ling et al. (2020) utilizaram um kit de extracdo com a adi¢cdo de um método de corddo magnético
automatizado (magnetic-bead method) (Master Biotechnology, China) e a RT-PCR por fluorescéncia dupla (dual fluorescence
PCR) (Applied Biosystems 251658240 7500 Real-Time PCR Systems, Foster City, CA, USA), seguindo as instrugdes do
fabricante. Outro estudo realizou o ensaio de RT-PCR através de um sistema automatizado o Tianlong PANA9600, utilizando
as seguintes condicBes: 50°C por 15 minutos, 95°C por 15 minutos, 45 ciclos de 94°C por 15 segundos, 55°C para coleta de
fluorescéncia (Wang, Tan, Wang, Liu, Lu, & Cheng, 2020).

As condicBes favoraveis para a realizacdo da RT-PCR, ndo foram as Unicas diferencas entre as instrucdes de cada
fabricante, ja que o valor do ciclo limiar (Cycle Threshold - CT) também foi diferente para cada fabricante. O CT ou valor
limiar, corresponde ao limite de ciclos de RT-PCR necessarios para atingir o nivel de fluorescéncia. E importante enfatizar que
a menor quantidade de ciclos de RT-PCR corresponde a uma amostra com maior carga viral. Portanto, cada fabricante
determina um valor do CT considerando seus sistemas e especifica¢es. Foi notado que cada pesquisa se adequou as instru¢es
dos fabricantes, por isso pode ser observado diferentes valores do CT (Wishaupt et al., 2020). Na pesquisa de X. Wang et al.
(2020), o valor limiar foi de 40 para ambos os genes, onde os valores menores que 40 eram positivos e os valores que
ultrapassavam eram considerados negativos. Outro estudo utilizou o valor CT de 38 para a testagem positiva, sendo que 0s
valores maiores seriam negativos (Yu et al., 2020). Liu et al. (2020) (Liu et al., 2020), seguiram as instru¢fes do fabricante que

determinou o valor CT abaixo de 37 para testagem positiva, e valores acima de 40 para testagem negativa.
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Em uma pesquisa que objetivou correlacionar a carga viral na deteccdo do RNA viral através de métodos de biologia
molecular, compararam a avaliagdo de dois métodos de deteccdo, a RT-PCR e a ddPCR (Yu et al., 2020). A consisténcia dos
resultados em 95 amostras positivas e o valor de CT, foram pontos fundamentais para a avaliacdo da RT-PCR e da ddPCR. Os
valores de CT foram importantes para a avaliacdo da sensibilidade dos dois métodos, sobretudo no que diz respeito a carga
viral presente nas amostras analisadas. O ddPCR demonstrou maior sensibilidade a baixa carga viral, em contrapartida, a RT-
PCR pode néo refletir sensibilidade quando a carga viral for baixa.

Para detectar o SARS-CoV-2 é recomendado a utilizacdo de amostras do trato respiratério, visto que o virus apresenta
afinidade com células do sistema respiratorio. No estudo de Wang et al. (2020) (X. Wang, Tan, Wang, Liu, Lu, & Cheng,
2020), foi comparado a analise de duas amostras respiratérias: o swab orofaringeo e o swab nasofaringeo. Foi observado que o
swab nasofaringeo demonstrava a maior taxa positiva ja que teria maior carga do virus, sobretudo nos pacientes internados,
sendo mais recomendados para a detec¢do do RNA viral, ja que o swabs orofaringeo parece estar mais propenso a resultados
falso-negativos (Wang, Tan, Wang, Liu, Lu, & Cheng, 2020).

A pesquisa de Lin et al. (2020), realizou a comparacédo entre dois tipos de amostras para a deteccdo através da RT-
PCR, o swab orofaringeo e o escarro. Dos 53 pacientes inclusos no estudo, 23 (44,2%) casos foram positivos a partir da analise
do swab orofaringeo, enquanto 55,8% dos casos foram negativos para 0 SARS-CoV-2. Ja a analise do escarro obteve 76,9% de
positividade, sendo 23,1% para 0s casos negativos. Contudo, é evidente a alta taxa de positividade da analise do escarro,
quando comparado com o0s swabs orofaringeos. Ressalta-se que a utilizagcdo do escarro pode ter limitagdes, visto que nem
todos os pacientes com a COVID-19 produzem escarro (Lin et al., 2020).

O SARS-CoV-2, além de ser detectado em amostras do trato respiratério (lavado broco alveolar, escarro, swab de
nasofaringe e orofaringe), também foi detectado em amostras de fezes e sangue (W. Wang et al., 2020; Y. Wu et al., 2020). Na
urina, 0 SARS-CoV-2 foi detectado nos estudos de Paoli et al. (2020) e Peng et al. (2020). A deteccdo do virus nestes sitios

sugere que o virus consegue alcancar diversos tecidos do hospedeiro.

3.2.2 Imunocromatografia

Considerando o tempo de realizacdo, como também os custos financeiros da metodologia para detec¢do de &cidos
nucleicos (Corman et al., 2020), viu-se a necessidade de produzir e avaliar a sensibilidade e a especificidade dos testes rapidos
com a intengdo de obter um diagndstico em um curto espago de tempo e que ndo precise ter a utilizagdo de equipamentos mais
sofisticados para realizagdo do exame laboratorial para identificar a doenga causada pelo SARS-CoV-2 (Shen et al., 2020)

O teste rapido utiliza 0 método imunocromatografico que consiste na busca da reacéo de anticorpos imunoglobulina
M (IgM) ou imunoglobulina G (IgG) no sangue (Shen et al., 2020). Os anticorpos sdo produzidos e secretados pelos linfocitos
B do sistema imunoldgico quando héa exposicdo do organismo humano ao patdgeno. A IgM é geralmente o primeiro anticorpo
a ser secretado por possuir uma estrutura pentdmera que elimina patégenos antes da producdo da IgG, sendo essa Ultima
utilizada como anticorpo de memdria, assim realizando um ataque especifico, evitando o organismo adoecer devido a
exposicao do mesmo patdgeno (Pan et al., 2020).

Segundo Demey et al. (2020) um teste rapido é um dispositivo composto por um local de adi¢do da amostra junto a
um tampéo de diluicéo e a janela de leitura, que consiste em uma tira de nitrocelulose onde ocorrera a reagao dos anticorpos
junto a amostra bioldgica do paciente. Para realizagdo do teste, segundo Pan et al.. (2020) é necessario seguir as instrucoes do
kit de cada fabricante, porém, geralmente utilizam de 10 uL a 20 uL de sangue ou soro sanguineo e em torno de 100 uL da
solucéo de diluicdo e aguardar de 10 a 15 minutos apés a adicdo do diluente para obter o resultado do teste.

A presenca apenas da linha de controle € interpretada como resultado negativo. Ja a presenca da linha de controle

juntamente com a linha de anticorpo IgM (anticorpo de fase aguda da infeccdo) ou 1gG (anticorpo de meméria imunoldgica da
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infecgdo) indicam um resultado positivo para o teste. A auséncia da linha de controle, independente se alguma linha de
anticorpo apareceu, é interpretada como teste invalido, ou seja, 0 mesmo deve ser descartado ja que indica um resultado
inconclusivo (Pan et al., 2020).

Em relacdo as vantagens do método de imunocromatografia estdo o rapido resultado do teste, a economia de capital,
facilidade de execucdo sem demandar de um profissional qualificado para interpretacdo (Shen et al., 2020). A sensibilidade do
teste rapido também foi levantada como excelente nos estudos de Demey et al. (2020) e Pan et al. (2020), ambos relatam que a
sensibilidade e a especificidade dos testes rapidos em buscam de anticorpos IgM e IgG aumentam com o passar do 6° e 7° dia
apos o primeiro dia de sintoma, tendo uma sensibilidade maior ap6s o 15° dia, assim liberando um resultado qualitativo. Em
contrapartida, Imai et al. (2020) relatam que sozinho, o teste possui baixa sensibilidade e por isso ter a possibilidade de liberar
muitos falsos-positivos, principalmente em pacientes que se contaminaram recentemente, ja que é necessario um tempo para

que o sistema imunoldgico secrete imunoglobulinas (Ai et al., 2020).

3.2.3 Quimioluminescéncia

Ha certas ocasies em que o diagndstico da COVID-19 pode se tornar dificil, principalmente em paciente
assintomaticos, o que pode aumentar as incertezas quanto ao diagnostico. Sabe-se que o exame mais confidvel é o RT-PCR e
que as andlises laboratoriais ttm um papel fundamental para o raciocinio diagnostico. Porém, outras ferramentas adicionais
podem auxiliar na avaliagdo e gerenciamento da doenga, como por exemplo, a medigdo de anticorpos especificos para o
SARS-CoV-2 (Padoan et al., 2020).

A baixa carga viral, vista principalmente em fases assintomaéticas, dificulta a detec¢do do virus pela RT-PCR e pelos
testes imunocromatograficos. Entretanto, a avaliacdo de anticorpos IgG e IgM com métodos mais sensiveis pode facilitar a
confirmacéo da doenga (Jin et al., 2020; Padoan et al., 2020).

No estudo de Padoan et al. (2020), foi verificado a cinética de IgM e IgG em 87 amostras de pacientes que se
encontravam em enfermarias hospitalares. Todos os pacientes testaram positivo para a COVID-19 e a verificacdo foi
confirmada pela técnica de RT-PCR em amostras de swab nasofaringe. Os pesquisadores avaliaram a cinética de IgM e IgG
durante o inicio da fase febril observando a persisténcia dos anticorpos durante sete dias para IgM e doze para IgG através do
método de imunoensaio de quimioluminescéncia. O estudo demonstra linearidade na detec¢do de anticorpos em concentragdes
de 1,5 UA/mL a 0,5 UA/mL, havendo uma preservacdo da concentracdo de anticorpos séricos mesmo apos diluicdes. A
metodologia apresenta reprodutibilidade de 88% para IgM e 100% para IgG ap6s o décimo terceiro dia de apresenta dos
sintomas. Esses dados corrobora a utilizagdo dessa técnica no diagndstico e acompanhamento do paciente.

Na pesquisa de Cai et al. (2020), foi desenvolvido um imunoensaio quimioluminescente com o auxilio de peptideos,
atuando como imunossorventes para a deteccdo dos anticorpos especificos. As imunoglobulinas 1gG e IgM apresentaram taxa
de positividade de 71,4% e 57,2%, respectivamente. A combina¢do do imunoensaio desenvolvido com a RT-PCR em tempo
real, revelou uma melhor precisdo para o diagnéstico da COVID-19. A IgM ndo foi detectada antes da 1gG, e esta Gltima foi
observado 2 dias ap6s o inicio de febre. Em outros estudos também foi observado que a 1gG foi detectada antes da IgM. (Jin et
al., 2020; Lippi, etal., 2020Db).

Apesar da RT-PCR ser usada para o diagndstico etiolégico da COVID-19, a deteccdo da resposta imune diante do
virus, notada pela presenca de IgM ou IgG, corrobora para a vigilancia epidemiolégica. Em complemento, o advento da
quimioluminescéncia tem um papel fundamental para o gerenciamento da doenca, durante a manifestagdo dos sintomas (Lippi,
et al., 2020a).
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3.3 Alteracdes laboratoriais
3.3.1 Hemograma e Hemostasia

O hemograma é o exame laboratorial mais solicitado no dia a dia clinico, pois permite a avaliar dos principais
componentes celulares do sangue periférico. Desta forma, fornece informacdes acerca das alteragbes hematologicas para o
diagnéstico de determinada patologia (Barros et al., 2016).

Néo sendo diferente com a COVID-19, o hemograma também tem sido utilizado como exame de triagem para
avaliar o estado clinico dos pacientes portadores de SARS-CoV-2 (Lescure et al., 2020). Segundo os estudo de L Chen et al.
(2020), ndo ha evidéncias em relacdo a alteracdo na quantidade de hemoglobina, contagem de hemécias e alteragdo
significativa dos leucocitos totais, todavia, em relagdo ao leucograma, seus estudos coincidem com os de Qilin Li et al. (2020)
guando citam que a maioria dos pacientes infectados apresentaram quadro de linfocitopenia, sendo este achado uma
caracteristica de infeccéo viral.

Em relacéo as plaquetas, os estudos de Huang et al. (2020) e Liu et al. (2020) demonstram que ha uma diminui¢do
significativa deste elemento figurado, como também encontraram anormalidades na contagem de eosinéfilos que diminuiram
nos pacientes infectados.

Observando os quadros de coagulopatia, Lippi, Plebani e Henry (2020) observaram que 0s pacientes mais graves,
eram 0s que possuiam uma quantidade baixa de plaquetas justamente pela formagdo de trombos. Eles ainda concluem que a
contagem de plaquetas pode diferenciar pacientes graves e ndo graves como também evidenciam que a quantidade delas é
menor em pacientes que ndo sobreviveram a doenca.

Alteragdes fibrinoliticas podem estar relacionadas com o aumento do dimero D. Pacientes positivo para SARS-CoV-2
gue demonstraram quadros graves, principalmente devido a pneumonia, apresentaram niveis elevados de dimero D. Sendo

assim, o aumento do dimero D é um marcador do estado de hipercoagulagdo sanguinea (Zhang et al., 2020).

3.3.2 Bioquimica

O SARS-CoV-2 pode causar danos através do processo inflamatério exacerbado devido a fisiopatologia da doenga
estar relacionada com a distribuigdo de receptores da ACE2 (Enzima Conversora da Angiotensina 2) nas células do organismo
humano (Su et al., 2020). Sendo assim, o virus ndo se limita a lesdes apenas no trato respiratério onde ha grande quantidade
destes receptores. O virus pode ocasionar danos em outros 6rgaos e sistemas, tornando o quadro ainda mais grave. Por isso, 0s
parametros laboratoriais, especialmente os marcadores de fungdo organica e marcadores imunoldgicos sdo importantes para
monitorar a gravidade da doenca (Su et al., 2020; Zhang et al., 2020).

A avaliacdo da funcédo hepética é monitorada por meio da atividade da alanina aminotransferase (ALT) e da aspartato
aminotrasferase (AST). No estudo de Zhang et al., (2020), essas enzimas foram empregadas para avaliar a funcdo hepatica,
visto que alguns pacientes com COVID-19, apresentavam outras lesdes. No entanto, foi explicado que outras causas poderiam
estar envolvidas com as lesGes hepéticas. Porém, outro estudo relatou niveis aumentados de ALT e AST em pacientes COVID-
19, principalmente em casos graves, e pacientes que tinham outras comorbidades (L. Chen et al., 2020). Os pesquisadores
avaliaram a funcéo renal com o uso da creatinina. Entretanto, alguns relataram que ndo houve diferencgas significativas entre os
pacientes (Zhang et al., 2020), ja outros reportaram niveis normais ou diminuidos de ureia e creatinina, em pacientes com a
COVID-19. No entanto, notou-se que em pacientes com casos mais leves os niveis de creatinina estariam aumentados,
juntamente com a contagem de linfdcitos (Chen et al., 2020).

Outros parametros como a-hidroxibutirato desidrogenase, lactato desidrogenase (LDH) e a creatina quinase (CK),
foram empregados para avaliar o miocardio em pacientes com a COVID-19. Contudo, apesar dessas enzimas apresentarem

niveis altos em pacientes com a COVID-19, se faz necessario evidéncias radiolégicas e histolégicas para comprovar a
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ocorréncia de danos ao miocardico (Zhang et al., 2020). Foi observado que além dessas enzimas, foi reportado o aumento de
creatina quinase-MB (CK-MB) em criangas e adultos, sugerindo possiveis danos ao musculo cardiaco (Su et al., 2020).
Também foi relatado niveis aumentados de lactato desidrogenase (LDH) em alguns pacientes COVID-19 positivo e pacientes
que apresentavam outras patologias. Nos quadros mais graves, 0 aumento da LDH é mais significativo, quando comparado aos
casos leves (Zhang et al., 2020). A diminuicdo da LDH e da CK foram observadas em pacientes que estavam em recuperacgdo e
receberam alta. Portanto, a carga viral estaria sendo eliminada e, consequentemente as enzimas estavam em menor quantidade
(Yu et al., 2020).

Em conjunto com os biomarcadores acionados em resposta a infeccdo, como a proteina C reativa (PCR),
procalcitonina (PCT) e a ferritina, as concentragdes de IL-2R, IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-a, se elevaram com o aumento da
gravidade da doenga. Sendo assim, a magnitude da resposta exacerbada de citocinas pode condicionar os pacientes a quadros
graves da COVID-19, resultando em uma alta morbimortalidade. A liberacdo da IL-2R na corrente sanguinea em resposta a
ativacdo do sistema imune junto a linfopenia, podem se tornar biomarcadores em fases precoces de pacientes com quadros
graves, além de serem importantes para a previsdo da progressao da COVID-19 (Hou et al., 2020).

Os niveis de procalcitonina elevados estdo relacionados a infec¢do, principalmente infecgdes de origem bacteriana.
Entretanto em infec¢des virais pode ser observado um ligeiro aumento ou niveis baixos da substancia. O estudo de X. Chen et
al. (2020), avaliou a diferenca dos niveis de procalcitonina em pacientes COVID-19 e pacientes que apresentavam outras
comorbidades. Foi observado que a procalcitonina estava em niveis mais altos em pacientes que apresentaram outras
patologias. Desta forma, a procalcitonina elevada pode indicar a possivel etiologia das comorbidades desses pacientes. Outra
comparagdo com os casos leves e graves da COVID-19, relatou que a procalcitonina estava significativamente mais elevada
em pacientes que apresentaram quadros mais graves (Chen et al., 2020).

A proteina C reativa também foi observada em niveis médios em pacientes que apresentaram outras patologias, em
comparacao com pacientes COVID-19 positivo. No entanto as porcentagens de ambos o0s pacientes com niveis elevados nao
foram significativamente diferentes. Em pacientes COVID-19 com quadros mais graves a proteina C reativa estava em niveis
mais elevados (Chen et al., 2020). Em adi¢do, a inflamacdo exacerbada foi observada em pacientes que apresentavam
pneumonia pelo SARS-CoV-2, curiosamente, 0s niveis de proteina C reativa estavam aumentados (Huang et al., 2020; G.
Zhang et al., 2020). O aumento da proteina C reativa acompanha os estagios iniciais da doenc¢a e quando esse pardmetro esta

associado a liberacdo de citocinas, pode indicar a estagios mais graves da doenca (Qilin Li et al., 2020).

4. Concluséo

A atual realidade tem nos mostrado a grande relevancia dos exames laboratoriais. Além disso, essas ferramentas de
diagnéstico tém sido cruciais para 0 acompanhamento do paciente com sintomas da COVID, servindo de apoio aos médicos
para a tomada de decisdes no que se refere a prevengdo, diagnostico, tratamento e prognostico de um individuo acometido pelo
SARS-CoV-2. Esta revisdo demonstra que existem diferentes metodologias para a deteccdo do virus bem como alteragdes em
exames laboratoriais que evidencia o estado clinico do individuo com a COVID-19. Dessa forma, o investimento em
ferramentas de diagndstico se faz necessario na tentativa de buscar melhorias e métodos mais eficazes, mais rapidos, com
maior sensibilidade e especificidade minimizando os erros pré-analiticos, analiticos e pés analiticos. Consequentemente,
trazendo resultados com maior acuracia e reducdo de resultados falsos positivos e falsos negativos que irdo beneficiar mais
ainda a populagdo em geral.

Vale ressaltar que por se tratar de uma revisdo da literatura, ndo podemos extrapolar os resultados apresentados nesse
recorte temporal para todas as metodologias disponiveis no mercado, j& que estas podem possuir limitagBes inerentes as

tecnologias utilizadas no desenvolvimento dos kits reagentes e as variagdes analiticas que estdo associadas ao treinamento e
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experiéncia do analista clinico. Por isso, se faz necessario estudos mais robustos para avaliar o desenvolvimento de diversas

técnicas, suas performances e possiveis interferentes analiticos.
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