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Além de fornecer o que existe de mais moderno na deteccdo soroldgica de
anticorpos anti-SARS-CoV-2, a Erba busca também ajudar seus clientes parceiros
em todas as fases do processo de execucao do teste, desde a operacionalizacao
do kit até a interpretacao dos resultados e liberacdo do teste.

Considerando-se as caracteristicas os testes soroldgicos para SARS-CoV-2
atualmente disponiveis no mercado, assim como o limitado conhecimento da
resposta imune desenvolvida por aquelas pessoas infectadas pelo virus, essa
cartilha visa destacar importantes pontos de atencdao quanto a LEITURA,
AVALIACAO E INTERPRETACAO dos resultados obtidos com o teste Erbalisa
COVID-19 IgG e IgM.

Orienta, ainda, quanto ao desenvolvimento do laudo que sera apresentado ao
corpo médico e ao cliente final, levando em consideracdo ndo somente o
resultado do teste, mas também o quadro clinico do paciente e os seus dados
epidemioldgicos.




Compreendendo a leitura dos resultados
do teste ErbaLisa Covid-19 IgM e IgG

O teste ErbalLisa COVID-19 IgG e IgM pode ser realizado de forma automatizada (na qual o equipamento
realiza todas as etapas do teste), ou, ainda, de forma manual (com todas as etapas realizadas com
pipeta automatica, dependendo somente de um leitor para registro da absorbancia final).

Quanto ao calculo dos resultados, seguem as diferencas:
a) Metodologia automatizada
Nesse caso, o equipamento |é a absorbancia final do poco e calcula automaticamente o resultado em

indice, de acordo com a equacdo que foi previamente configurada juntamente ao protocolo de
automacao.

Indice = Absorbancia da amostra / (DO CAL x FC)

DO CAL: densidade 6ptica do calibrador

FC: fator de calibracdo (encontra-se no frasco do calibrador)

Quanto ao calculo dos resultados, seguem as diferencas:
b) Metodologia manual

Algumas leitoras possuem a funcionalidade de calcular o resultado em indice a partir da absorbancia,
sendo necessdrio apenas configura-la com a equacao adequada.

Caso a leitora ndo apresente essa funcao, é necessario fazer o cédlculo conforme orientagdes abaixo.

+ Primeiro, calcula-se o Cut-off: densidade do calibrador (DO CAL) x Fator de calibracao (FC) -
encontra-se no frasco do calibrador.

- Aleitura da absorbéancia de cada amostra é dividida pelo Cut-off

indice = Absorbancia da amostra
Cut-off

Cut-off =DO CAL x FC

- Porisso, é indispensavel a dosagem do calibrador em cada corrida.




Compreendendo a leitura dos resultados
do teste ErbaLisa Covid-19 IgM e IgG

O controle de qualidade é indispensavel em todos os setores do laboratdrio clinico, ndo sendo diferente
nos testes soroldgicos de ELISA. A avaliagcdo dos resultados dos controles positivo e negativo garantem
ao laboratério que o kit estd funcionando corretamente e os resultados sdo validos, podendo ser
liberados para o paciente.

Por isso, é indispensavel que os controles sejam acrescentados em todas as corridas.

- Para validacdo das corridas, os seguintes pontos devem ser observados:

A DO do calibrador deve ser maior que 0,250

O indice para controle negativo deve ser menor que 0,9

OJO,

@ O indice para o controle positivo deve estar dentro da faixa
especificada na etiqueta do frasco.

- Apos validacdo da corrida, os resultados qualitativos sao interpretados da seguinte maneira:

Menor que 0,9: negativo
Entre 0,9 e 1,1: indeterminado

Maior que 1,1: positivo




Pontos importantes quanto a avaliacao
dos resultados antes da emissao do laudo

A interpretacdo dos testes soroldgicos estd fortemente ligada a uma boa compreensdo da resposta
imune frente aos agentes infecciosos e, consequentemente, a dindmica de producao de anticorpos. No
entanto, o conhecimento dessa resposta ainda € limitado para o novo coronavirus, 0 que gera muitas
ddvidas quanto aos resultados obtidos.

a) Provavel variacao do comportamento dos testes sorolégicos

E fundamental compreender como se dd a resposta imune de forma geral em casos de infec¢des virais.
A presenca de IgM é detectada mais precocemente (aproximadamente apds 7 dias do inicio dos
sintomas) que a presenca de IgG (aproximadamente apds 10 dias do inicio dos sintomas).

No entanto, € preciso entender que conhece-se muito pouco sobre a resposta imune ao SARS-CoV-2 e
tem sido observados casos nos quais a resposta é diferente daquela a qual estamos acostumados.

Provavel variacao do comportamento dos testes diagnostico para deteccao
da infeccao pelo SARS-CoV-2 ao longo do tempo considerando-se o inicio
dos sintomas

| Antesdo inicio dos sintomas l Apés iniciodos sintomas

RT-PCR = Provavelmente detectivel

L Li T T T
Semana 1 | Semana 2 Semanal I Semana 2 Semana 3 Semanad Semana’s Semana b

Iniciodos sintomas

— SWAB nasofaringeo e {T- PCR lavado broncoalveolar/ escamie ssees Anticorpos Igh

Isclamento viral- sistema respiratono RT-PCRem amostrasde fezes @ ====== Anticorpos IgG

1- Deteccdo ocorre apenas se os pacientes forem acompanhados de forma proativa a partir do momento da exposicdo
2- Maior probabilidade de ocorrer um resultado ndo detectdvel de RT-PCR com amostras de SWAB nasofaringeo
FONTE: Adaptado de Sethuraman, N.; Jeremiah, S.S & Ryo, A., 2020.




Pontos importantes quanto a avaliacao
dos resultados antes da emissao do laudo

b) Diversos estudos mostram que a resposta imune nem sempre
segue o padrao esperado

Estudos e relatos do cotidiano do laboratdrio clinico tem mostrado a presenca de anticorpos IgM a partir
do terceiro dia apds o inicio dos sintomas, assim como ha relatos da presenca desses anticorpos
somente depois do décimo dia apds o inicio dos sintomas. Tem-se observado ainda casos nos quais a
producdo de IgM ocorre por um periodo curto, inferior a cinco dias, enquanto em outros casos
observa-se a presenca de IgM por mais de 30 dias.

Também tem-se observado grandes variagdes no que refere aos periodos de deteccdo do IgG, com
relatos de casos positivos a partir do quinto dia e outros a partir do vigésimo dia. Ja foram descritos na
literatura, ainda, casos de pacientes que deixaram de apresentar IgG apods certo tempo, sugerindo que
a imunidade pode nado ser duradoura.

Ha relatos, ainda, de pacientes que ndo desenvolveram anticorpos anti-SARS-CoV-2.

Dessa forma, fica claro que o resultado soroldgico ndo deve ser avaliado isoladamente, devendo-se
levar em consideracdo o histérico do paciente, assim como seus dados epidemioldgicos.

c) O teste sorologico é apenas uma das ferramentas que auxiliam
o diagndstico

O resultado de um teste soroldgico, por si s6, nao é suficiente

para diagnosticar COVID-19!

E fundamental que o resultado seja avaliado por um profissional de saude qualificado, que ira
realizar também a anamnese e dados epidemioldgicos do paciente em questado.

Os testes soroldgicos so terdo resultados positivos quando o paciente estiver produzindo uma
quantidade detectavel de anticorpos, o que nem sempre acontece no momento do teste. Por isso,
resultados negativos ndo excluem a possibilidade de infecgao.




Pontos importantes quanto a avaliacao
dos resultados antes da emissao do laudo

d) Todas as informacoes do paciente sao cruciais para o diagnodstico

Por isso, ao realizar as analises, as informacdes obtidas do paciente sdao fundamentais, seja qualquer
sinal de sintomatologia (perda de olfato/paladar, febre, tosse, diarreia) ou mesmo exposicao a regides
com alto numero de casos ou com pessoas sabidamente contaminadas. Essas informacdes devem ser
datadas com a maior precisdo possivel, pois colaboram na andlise da aplicabilidade da testagem
soroldgica.

Além disso, € importante ter conhecimento de doencas pré-existentes do paciente, crbnicas ou nao,
pois podem ocorrer resultados falso positivos. Apesar de todos os fabricantes testarem seus kits para a
ocorréncia de reagdes cruzadas, em geral o volume de amostras € pequeno, sendo que na pratica ndo
€ possivel garantir que ndo irdo ocorrer reacdes cruzadas.

e) Avaliacao dos resultados sorolégicos

Tudo isso torna a avaliacdo ou validagcdo de resultados de pacientes assintomaticos ainda mais
desafiadora. Por isso, cabe ao médico solicitante a avaliacdo da necessidade e indicacdo para o teste,
assim como da interpretacdo do resultado e necessidade de realizacdo de outros testes (como PCR, por
exemplo).

Ao laboratdrio, cabe a execucao dentro dos mais rigorosos padrdes de qualidade, seguindo as
orientagfes da “Cartilha de orientacdao: Operacionalizacao dos kits ErbaLisa COVID-19 IgG e IgM”, e
comunicar ao solicitante as vantagens, limitagdes da técnica e sugestdo de aplicagao de outra técnica
de pesquisa, como o RT-PCR.

Como qualquer resultado laboratorial, os resultados obtidos através do ErbalLisa COVID-19 IgG e IgM
devem ser, exclusivamente, avaliados pelo médico assistente, junto a dados clinicos, histérico do
paciente e exames complementares.

Esses comunicados devem ser feitos com o paciente e com o médico a partir de notas técnicas, que
deverao constar no laudo juntamente ao resultado.




Pontos importantes quanto a avaliacao
dos resultados antes da emissao do laudo

Uma vez que os resultados soroldgicos podem ser positivos, indeterminados ou negativos, a
combinacdo de resultados dos testes IgG e IgM podem ser confusas. A tabela abaixo visa orientar
quanto aos possiveis resultados e sua provavel interpretacdo.

Essa interpretacao deve auxiliar na elaboracao das notas técnicas a serem liberadas junto ao resultado no
laudo, assim como auxiliar o médico no entendimento da fase da doenca naquele paciente em questao.

IGA OU IGM

Negativa

Negativa

Negativa

Indeterminada

Indeterminada

Indeterminada

Positiva

Positiva

Positiva

IGG

Negativa

Indeterminada

Positiva

Negativa

Indeterminada

Positiva

Negativa

Indeterminada

Positiva

INTERPRETACAO

Sem evidéncia soroldgica
de infec¢do por SARS-CoV-2
nessa amostra

Provéavel reatividade
inespecifica de IgG

Evidéncia soroldgica de
infeccdo pregressa por
SARS-CoV-2

Reatividade inespecifica de
IgA ou IgM ou inicio de
soroconversao

Resultado indeterminado
para infecgdo por
SARS-CoV-2

Evidéncia soroldgica de
infeccdo pregressa por
SARS-CoV-2

Possivel evidéncia
soroldgica de infecgdo
recente por SARS-CoV-2

Possivel evidéncia
soroldgica de infeccdo
recente por SARS-CoV-2

Evidéncia soroldgica de
infeccdo recente por
SARS-CoV-2

OBSERVAGAO

Um Unico resultado negativo ndo exclui a hipétese de Covid-19 atual ou
pregressa. Se persistir a hipdtese diagndstica, sugere-se, a critério
médico, repetir o teste em nova amostra, colhida apds sete dias ou
mais. Considerar periodos mais longos em pacientes oligo ou
assintomaticos.

Um Udnico resultado negativo ou indeterminado ndo exclui a hipdtese
de Covid-19 atual ou pregressa. Se persistir a hipétese diagndstica,
sugere-se, a critério médico, repetir o teste em nova amostra colhida
apos sete dias ou mais. Considerar periodos mais longos em pacientes
oligo ou assintomaticos.

O resultado sugere que ja tenham transcorrido mais de trés semanas
desde a infeccdo aguda. A capacidade protetora dos anticorpos da
classe IgG ndo é completamente estabelecida.

O resultado indeterminado pode se dever a uma reatividade
inespecifica ou ao inicio de soroconversdo. Se persistir a hipétese
diagndstica, sugere-se, a critério médico, repetir o teste em nova
amostra colhida apds sete dias. Considerar periodos mais longos em
pacientes oligo ou assintomaticos.

O resultado indeterminado pode se dever a uma reatividade
inespecifica ou ao inicio de soroconversdo. Se persistir a hipdtese
diagndstica, sugere-se, a critério médico, repetir o teste em nova
amostra colhida apds sete dias. Considerar periodos mais longos em
pacientes oligo ou assintomaticos.

O resultado indeterminado de IgA ou IgM possivelmente é residual,
sugerindo que ja tenham transcorrido mais de trés semanas desde a
infeccdo aguda. A capacidade protetora dos anticorpos da classe IgG
ndo € completamente estabelecida.

Em decorréncia da possibilidade de falsa reatividade de IgA ou IgM,
sugere-se, a critério médico, a repeticdo do teste em nova amostra
colhida apds sete dias para verificar a soroconversdao de IgG,
aumentando, assim, o valor preditivo positivo do teste. Considerar
periodos mais longos em pacientes oligo ou assintomaticos.

Em decorréncia da possibilidade de falsa reatividade de IgA ou IgM,
sugere-se, a critério médico, a repeticdo do teste em nova amostra
colhida apds sete dias para verificar a soroconversdo de IgG,
aumentando, assim, o valor preditivo positivo do teste. Considerar
periodos mais longos em pacientes oligo ou assintomaticos.

A capacidade protetora dos anticorpos da classe IgG ndo é
completamente estabelecida.




Sugestao de modelo de laudos para
testes soroldogicos em ELISA

O laudo € um documento importantissimo no qual, além do resultado do exame, deve constar também
qualquer ressalva ou orientacdo ao médico que ird interpretar esse resultado.

Os resultados do teste ELISA, por sua vez, podem ser liberados de forma qualitativa (positivo,
indeterminado ou negativo), de forma semi-quantitativa (com o resultado do indice) ou, ainda, com os
dois resultados.

Sorologia para COVID-19 (IgM/IgG) - ELISA

Anti-SARS-CoV-2, Anticorpos IgM: REAGENTE 1,532
Anti-SARS-CoV-2, Anticorpos IgG: REAGENTE 1,320

Material: Soro NCOV.
Método: ELISA.

Valores de referéncia (Aplicados a IgM e IgG):

Nao reagente: inferior a 0,9
Indeterminado: 0,9 a 1,1
Reagente: Superior a 1,1

A grande maioria dos laboratdrios tem preparado laudos com resultados de indice e com os resultados
qualitativos (positivo, negativo ou indeterminado). Exemplo:

E totalmente aceitdvel liberar os resultados de indice juntamente ao resultado qualitativo. No entanto, o
laboratdrio, o paciente e o médico devem estar cientes de que:

Os testes ELISA atualmente disponiveis para COVID-19 sdao semi-quantitativos.

O indice ndo é o valor de concentracdo de anticorpos na amostra. Atualmente, ndo existem
métodos soroldgicos que quantificam os anticorpos anti-SARS-CoV-2.

O indice é um valor calculado utilizado para orientar o resultado qualitativo do teste.
Os indices podem variar muito entre fabricantes, isso ocorre devido a formulacdo dos reagentes,

proteina viral utilizada, concentracdo dos componentes, entre outros. Por isso, ndo deve-se, em
hipdtese alguma, comparar os valores de indices entre diferentes fabricantes.

OJOXOXO.




Notas técnicas

Conforme explicado anteriormente, o laudo € um documento muito importante pois, além do resultado,
apresenta também orientacdes para a interpretacao daquele teste em questado. Tais ressalvas ou orientacdes
sdo liberadas na forma de notas técnicas e sdo essenciais ao laboratdrio, pois resguardam o mesmo de
qualquer questionamento que possa ocorrer por parte do paciente ou médico em relagao aos resultados.

Esses questionamentos podem ocorrer justamente pelo pouco conhecimento que ainda se tem sobre
o0 comportamento do virus ou sobre a resposta imune para 0 mesmo.

Seguem alguns exemplos de notas técnicas que vem sendo utilizadas por diversos laboratdrios:

A dinamica da resposta de producdo de anticorpos durante os diferentes estagios da
infeccdo pelo SARS-CoV-2 ainda ndao esta totalmente estabelecida. Portanto, os testes
devem ser interpretados com cautela.

Os testes imunoldgicos ndo devem ser utilizados como método de triagem em quadros
suspeitos de COVID-19.

Para casos de resultados indeterminados, sugerimos, a critério clinico, a repeticao da
sorologia apds 7 dias para a deteccdo do incremento deste anticorpo, uma vez que o
paciente pode estar em soroconversao.

A pesquisa de anticorpos deve ser utilizada no diagndstico de COVID-19, preferencialmente,
na fase tardia apds o inicio da doenca. Menos de 40% dos pacientes tém anticorpos
detectdveis nos primeiros 7 dias de sintomas.

Um resultado NAO REAGENTE néo descarta uma infeccdo por SARS-CoV-2, principalmente
nas fases iniciais da doenca. Por isso, ndo deve ser usado como unica base para decisao
diagnostica e para interrupc¢do do isolamento.

Ndo se sabe ao certo se individuos infectados que se recuperaram e desenvolveram
anticorpos sdo protegidos ( total ou parcialmente) contra infec¢des futuras ou quanto tempo
essa imunidade pode durar. Mais estudos sdo necessdrios para confirmar a imunidade
protetora.

Ha relatos na literatura de reacao cruzada com outros tipos de coronavirus. Portanto,
resultados reagentes podem ocorrer devido a infeccdo passada ou presente com cepas de
coronavirus ndo-SARS-CoV-2, como HKU1, NL63, OC43 ou 229E.

g @ @ @ @@ ¢

Os resultados laboratoriais devem ser sempre considerados no contexto clinico e
epidemioldgico do paciente para estabelecimento de um diagndstico.
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