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APRESENTAGAO

O ano de 2020 iniciou marcado pela pandemia da COVID-19 [Coronavirus Disease
2019], cujo agente etioldgico € o0 SARS-CoV-2. Desde a gripe espanhola, em meados
de 1918, o mundo né&o vivia uma crise sanitaria tdo séria que impactasse profundamente
todos os segmentos da sociedade. O SARS-CoV-2 trouxe multiplos desafios, pois pouco
se sabia sobre suas formas de propagacdo e ag¢des no corpo humano, demandando
intenso trabalho de Pesquisadores(as) na busca de alternativas para conter a propagacao
do virus e de formas de tratamento dos casos.

No Brasil, a doenca tem se apresentado de forma desfavoravel, com elevadas taxas
de contaminacéo e de mortalidade, colocando o pais entre os mais atingidos. Em todas
as regides, populacdes tém sido acometidas, repercutindo impactos sociais, sanitarios,
econdmicos e politicos. Por se tratar de uma doenca nova, as lacunas de informacao e
conhecimento ainda s&o grandes, sendo que as evidéncias que vao sendo atualizadas
quase que diariamente, a partir dos resultados das pesquisas. Por isso, as producdes
cientificas sdo cruciais para melhor compreender a doenca e seus efeitos, permitindo
que se pense em solucdes e formas para enfrentamento da pandemia, pautando-se na
cientificidade. Reconhece-se que a COVID-19 é um evento complexo e que solugbes
magicas nao surgirdo com um simples “estalar de dedos”, contudo, mesmo diante desta
complexidade e com os cortes de verbas e ataques de movimentos obscurantistas, os(as)
Cientistas e as universidades brasileiras tém se destacado neste momento tdo delicado
ao desenvolverem desde pesquisas clinicas, epidemioldgicas e tedricas até acdes
humanitaria a populacéao.

Reconhecendo que, para entender a pandemia e seus impactos reais e imaginarios
no Brasil, devemos partir de uma perspectiva realista e contextualizada, buscando
referéncias conceituais, metodoldgicas e praticas, surge a proposta deste livro. A obra
estd dividida em trés volumes, elencando-se resultados de investigacdes de diversas
areas, trazendo uma compreensdao ampliada da doenca a partir de dimensdes que
envolvem alteragdes moleculares e celulares de replicacdo do virus; lesbes metabdlicas
que afetam 6rgéos e sistemas corporais; quadros sintoméaticos; alternativas terapéuticas;
efeitos biopsicossociais nas populagdes afetadas; analise das relagdes das sociedades
nas esferas culturais e simbolicas; e algumas analises por regides.

Destaca-se que esta obra ndo esgota a discusséo da tematica [e nem foi pensada
com esta intencao], contudo, avanca ao permitir que os conhecimentos aqui apresentados
possam se somar as informacgdes ja existentes sobre a doenca. Este material é uma
rica producdo, com dados produzidos de forma ardua e rapida por diversos(as)
Pesquisadores(as) de regides diferentes do Brasil.

Sabemos o quéo importante é a divulgacao cientifica e, por isso, é preciso evidenciar
a qualidade da estrutura da Atena Editora, que oferece uma plataforma consolidada e



confiavel para os(as) Pesquisadores(as) divulgarem suas pesquisas e para que os(as)
leitores(as) tenham acesso facilitado a obra, trazendo esclarecimentos de questdes
importantes para avangarmos no enfrentamento da COVID-19 no pais.

Luis Paulo Souza e Souza
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RESUMO: Em dezembro de 2019,
relatados alguns casos de pneumonia de

foram

etiologia desconhecida na cidade de Wuhan, na
China. Investigacées subsequentes indicaram
tratar-se de um novo coronavirus, denominado
SARS-CoV-2
Syndrome Coronavirus 2) responsavel por

(Severe Acute Respiratory
causar a doenga COVID-19. Em virtude da
pandemia de SARS-CoV-2, o método de
deteccdo de acido nucléico viral por Reacéo
em Cadeia da Polimerase com Transcricao
Reversa em tempo real (RT-PCR) foi um dos
métodos mais rapidamente estabelecidos para
o diagnéstico laboratorial. No entanto, trata-
se de um método que apresenta limitagdes.
Diante desse contexto, o presente estudo
objetivou realizar um levantamento de artigos
direcionados para os diferentes métodos
moleculares utilizados para deteccédo do novo
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coronavirus. O levantamento cientifico foi realizado utilizando palavras-chave gerais e
especificas nos bancos de dados PubMed (Public MEDLINE), Scopus, Web of Science e
SciELO (Scientific Electronic Library Online). A partir do levantamento cientifico, obtivemos
numeros consideraveis de artigos tendo como tema o diagnéstico da emergente COVID-19.
O banco Scopus destacou-se, com 48,37%, seguido pela Web of Science com 29,79% e
PubMed com 21,34%. Por outro lado, o banco de dados SciELO apresentou menos de 1% de
artigos depositados. Através dos resultados, percebe-se que os estudos estéo voltados para
a determinacédo de novos métodos moleculares de forma que possam atuar na otimizacéo
do diagnostico ja clinicamente realizado por meio da RT-PCR.

PALAVRAS-CHAVE: SARS-CoV-2. COVID-2019. Deteccé&o molecular. RT-PCR.

SCIENTIFIC MAPPING OF MOLECULAR TESTS FOR DIAGNOSIS OF
CORONAVIROSIS, WITH EMPHASIS ON COVID-19: AN ANALYSIS OF ARTICLES

ABSTRACT: In December 2019, some cases of pneumonia of unknown etiology were
reported in the city of Wuhan, China. Subsequent investigations have indicated that it is a
new coronavirus, called SARS-CoV-2 (Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2)
responsible for causing COVID disease 19. Due to the SARS-CoV-2 pandemic, the method of
detecting viral nucleic acid by Real-Time Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction
(RT-PCR) was one of the most rapidly established methods for laboratory diagnosis.
However, it is a method that has limitations. Given this context, the present study aimed to
conduct a survey of articles directed to the different molecular methods used to detect the
new coronavirus. The scientific survey was carried out using general and specific keywords
in the PubMed (Public MEDLINE), Scopus, Web of Science and SciELO (Scientific Electronic
Library Online) databases. From the scientific survey, we obtained considerable numbers of
articles on the diagnosis of the emerging COVID-19. The Scopus bank stood out, with 48.37%,
followed by Web of Science with 29.79% and PubMed with 21.34%. On the other hand, the
SciELO database presented less than 1% of articles deposited. Through the results, it can be
seen that the studies are focused on the determination of new molecular methods so that they
can act in the optimization of the diagnosis already clinically made through RT-PCR.
KEYWORDS: SARS-CoV-2. COVID-2019. Molecular detection. RT-PCR.

11 INTRODUCAO

No final de dezembro de 2019, foram relatados na cidade de Wuhan, na China
alguns casos de pneumonia de etiologia desconhecida e em janeiro de 2020 uma analise
profunda de sequenciamento de amostras do trato respiratorio indicou tratar-se de um
novo coronavirus, que entéao foi denominado como Severe Acute Respiratory Syndrome
Coronavirus2 (SARS-CoV-2) e aenfermidade causada pelo virus foichamada de COVID-19
(Coronavirus disease 2019) (WU et al., 2020; ZHOU et al., 2020). A sintomatologia
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apresentada pela COVID-19 estd relacionada ao estado imune dos infectados, que
podem ser isentos de sintomas ou apresenta-los de forma leve a grave. As manifestacées
clinicas incluem febre, tosse, falta de ar e em estados mais graves falhas de multiplos
6rgaos como pulméao, coragéo e figado (WANG et al., 2020).

O virus SARS-CoV-2, apresenta uma alta transmissibilidade que se da através de
contato via goticulas respiratorias geradas pela tosse e espirros ou pelo contato com
superficies contaminadas (LAI et al., 2020). Os numeros de infectados aumentam em
propor¢cdées alarmantes e segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), desde o
primeiro caso identificado de COVID-19 em dezembro de 2019 até 04 de junho de 2020
foram confirmados no mundo 6.416.828 casos e 382.867 mortes (WHO, 2020). Entre
as principais prioridades que facilitem intervencbes de saude publica para reduzir o
avanco da pandemia esta o diagndéstico laboratorial confiavel, visto que, é utilizado como
um indicador de isolamento, alta ou transferéncia dos pacientes diagnosticados com a
COVID-19 (LI et al., 2020).

Adeteccao do acido nucleico viral por reagao em cadeia da polimerase via transcricao
reversa (RT-PCR) atualmente é considerado padrdo ouro para diagnostico do SARS-
CoV-2 em amostras respiratérias de pacientes com suspeita de COVID-19 (DASHRAATH
et al., 2020). No entanto, para um diagnostico confiavel por RT-PCR algumas condicdes
como os tipos de amostra, estagio da infeccdo, a habilidade durante a coleta, transporte
de amostras e o desempenho dos kits podem influenciar na sensibilidade desse teste,
assim como em atrasos no diagnéstico e consequentemente no tratamento (ZHAO et al.,
2020).

A busca por um método de deteccao sensivel, reprodutivel, preciso e rapido para
a COVID-19 é crucial para reduzir a transmissao comunitaria, iniciar o rastreamento de
infectados e fornecer tratamento oportuno (HE et al., 2020). Diante disso, objetiva-se
com este trabalho realizar uma prospecc¢éao cientifica, verificando artigos que abordem os
testes moleculares para diagnostico de coronaviroses com énfase na COVID-19 e avaliar
suas potencialidades e eficacia.

2| METODOLOGIA

Para realizacdo da presente prospeccédo cientifica, buscamos artigos acerca do
diagnéstico do novo coronavirus. O levantamento cientifico foi realizado nos principais
bancos de dados, sendo eles o PubMed (Public MEDLINE), Scopus, Web of Science e
SciELO (Scientific Electronic Library Online). Visando uma pesquisa completa, utilizamos
palavras-chave direcionadas para o diagnostico abrangente (“diagnosing”, “diagnostic”,
“diagnosis” e “identification kits markers”) e o diagnostico especifico (“molecular’ e
“assay”), sendo este ultimo para atingir o objetivo do estudo. O levantamento dos artigos
foi realizado no més de abril de 2020, especificamente até a data 22/04/2020. Adotamos
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critérios de inclusdo para a contagem final dos artigos, entrando na contagem apenas
os artigos experimentais, deixando assim de fora da contagem os artigos de revisao
e experimentais que nédo tratassem do diagnéstico. Outro critério para contagem foi a
linguagem, considerando-se apenas o inglés e o portugués. As palavras-chave seguiram
0 padrao da linguagem do banco de dados. Os dados foram agrupados e tabulados em
planilhas do Excel. A figura abaixo evidencia como se realizou a pesquisa (Figura 1).

Palavras-chave gerais )
Molecular detection
Severe Acute Respiratory
Syndrome Coronavirus

OR Diagnosing Diagnostic Prospecgio Cientifica
Coronavirus SARS-CoV

AND Assayd i i i
Palavras-chave especificas ssaydetection OR  Diagaosis 3 Clarivate f ?
A oel I Y A0

Severe Acute Respiratory Analytics

Syndrome Coronavirus 2
Pubmed
OR
2019-nCoV SARS-CoV-2 Molecular test Test detection

2019 novel
coronavirus

COVID-10 COVID-2010 Identification kits markers

Figura 1 - Fluxograma metodologico.
Fonte: Autoria prépria (2020).

3|1 RESULTADOS

A partir do levantamento cientifico obtivemos niumeros expressivos relacionados ao
surto de SARS que emergiu na China no ano de 2002 e numeros consideraveis de artigos
tendo como o tema o diagnostico da emergente COVID-19 (Tabela 1).

Plataformas

Palavras chave Descritores Web of )
PubMed Scopus . SciELO
Science
AND Diagnosing 47 60 53 24
AND Diagnosis 1042 2033 1.259 24
AND Diagnostic 668 1668 910 24

“Severe Acute

Respiratory AND ldentification kits markers 0 0 0 0
Syndrome AND assay AND detection 458 1191 792 0
Coronavirus” AND test AND detection 245 928 732 3
OR “SARS- .
CoV” OR AND molecular AND detection 231 836 399 2
“Coronavirus” AND molecular AND test 70 591 397 0
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“Severe Acute AND Diagnosing 17 7 5 0
Respiratory AND Diagnosis 374 173 93 0
Syndrome
Coronavirus_z” AND D|agnOSt|C 145 121 40 0
OR “SARS- AND Identification kits markers 0 0 0 0
COV-2” OR AND assay AND detection 23 11 11 0
#2019 novel i
coronavirus” AND test AND detection 36 25 16 0
OR “COVID-19” AND molecular AND detection 15 11 6 0
OR “2019- AND molecular AND test 13 14 10 0
nCoV” OR
“COVID-2019”

Tabela 1- Quantidade de artigos encontrados.
Fonte: Autoria propria (2020).

O banco Scopus apresentou um maior numero de artigos com 48,37%, seguido pela
Web of Science com 29,79% e pelo PubMed com 21,34%. O banco de dados SciELO
apresentou menos de 1% de artigos depositados (0,48%) (Tabela 1).

Apbs uma andlise mais profunda adotando os critérios de inclusdo e excluséo
estabelecidos foram encontrados 48 artigos relacionados aos testes diagnésticos da
COVID-19, sendo que, apenas 34 artigos abordavam o teste molecular. E possivel observar
na figura 2 os principais tipos de amostras utilizadas para diagnosticar a COVID-19 por
meio dos testes moleculares, obtidos através das informagdes disponibilizadas pelos 34
artigos.

Nao especificado [
Saliva N
Aspirado nasofaringec [l
Lavado broncoalveolar [l
Escarro
Urina IS
Sangue W
Amosiras anorretais NN
|

Ameostras crofaringeas

Figura 2 — Tipos de amostras utilizadas nos testes moleculares para o diagnostico da COVID-19.
Fonte: Autoria prépria (2020).

Desse modo, na prospeccéo dos artigos cientificos disponiveis até a data, observou-
se uma maior utilizacdo de amostras orofaringeas, seguida de amostras de escarro e
amostras anorretais para deteccao por ensaios moleculares.

Para a realizagc&o da posterior discussao foram selecionados 24 artigos.
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4 |1 DISCUSSAO

A PCR para transcricdo reversa (RT-PCR) € um método relativamente rapido e
facil de ser realizado, constituindo o padréao-ouro para o diagnostico de SARS-CoV-2 na
China e no mundo. No entanto, apesar das vantagens, a RT-PCR apresenta limitacbes
especialmente na analise de amostras com baixa carga viral, devido ao estagio inicial da
doenca. Por vezes, acaba gerando resultados falso-negativos, além disso, uma coleta
incorreta das amostras pode limitar a utilidade do teste. A preciséo do diagndstico também
pode ser afetada em virtude da qualidade e sensibilidade dos kits de deteccédo e das
solucdes de preservacao de diferentes empresas, gerando possiveis resultados falso-
negativos (GUO et al., 2020; LV et., 2020; PAN et al., 2020a; 2020b).

A figura 3 abaixo demonstra o infogréfico realizado a partir dos principais resultados
obtidos através da reunido de informacdes sobre testes moleculares presentes nos artigos.

Amostras Principais resultados
@ Orofaringeas 12 Falso-negativo

o Anorretais Kit RealStart [~]
o Escarro 53 minutos* (V)
@ Urina Escarro 7
@ Saliva Gene N *"f}‘/

Gene N Gene RdRp ’. 1
37> Ct B0 10 \08/ 06 \03 (
+ [ -

Limiar de ciclo

Gene ORFlab Gene E

*Tempo médio para realiza¢do do diagndstico.  =RT.PCR «qRTPCR -RT.LAMP -CRISPR -ddPCR

Figura 3 - Infogréafico agrupando os principais resultados dos testes moleculares obtidos pelos estudos.
Fonte: Autoria prépria (2020).

Ao realizar o levantamento nas bases de dados, observou-se que dos 34 artigos,
12 (35,29%) relataram a ocorréncia de resultados falso-positivos e/ou falso-negativos.
Numero esse preocupante, pois um diagnostico falso-negativo pode causar sérias
consequéncias, uma vez que pacientes infectados podem disseminar a infeccéo, o que
dificulta os esforcos em conter a propagacéo do virus (PARK et al., 2020; YAN et al., 2020;
PFEFFERLE et al., 2020; LU et al., 2020). No teste de PCR, utiliza-se o valor do limiar de
ciclo (Ct) para definir se a amostra ao ser testada € positiva ou negativa. Alguns estudos
definiram o valor de Ct menor que 37 como positivo para o SARS-CoV-2 (LIN et al., 2020;
LV et al., 2020; LIU et al., 2020). Yan e colaboradores (2020) consideraram positivas
as amostras com Ct menor que 38. Para amostras negativas, a maioria dos estudos
consideraram Ct maior que 40 (LIN et al., 2020; CHEN et al., 2020; LV et al., 2020; LIU
et al., 2020). Na Figura 3, podemos observar a média encontrada para o limiar de ciclo.
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Li e colaboradores (2020) relataram uma taxa consideravel de falso-negativo.
Inicialmente, 384 pacientes foram negativos no método de RT-PCR. No entanto, ao
refazer o teste 48 casos (12,5%) foram positivos para COVID-19. Em estudo semelhante
foi analisada a ocorréncia do SARS-CoV-2 em amostras fecais de trés criancas positivas
para COVID-19. Os autores destacaram que as amostras do esfregaco da garganta
tornaram-se negativas por volta do décimo dia apds o diagnéstico. Em contrapartida, apds
a alta os trés pacientes testaram positivo para amostras fecais, podendo assim, transmitir
o virus via fecal-oral (ZHANG et al., 2020).

A partir do levantamento, observa-se que os autores divergem quanto ao tipo de
amostra mais eficaz para o diagnéstico. Essa divergéncia ocorre principalmente devido a
carga viral presente nessas amostras, que pode variar ao decorrer do periodo de infec¢ao
e proliferacéo do patéogeno (GUO et al., 2020; YU et al., 2020). Desse modo, é de suma
importancia estudos que investiguem a carga viral presente nas diversas amostras
utilizadas para diagnéstico da COVID-19 a fim de confirmar qual a mais sensivel para os
ensaios laboratoriais. Como mencionado anteriormente, as amostras retiradas da regiao
orofaringea se destacaram nos estudos levantados (Figura 3). No entanto, em estudo
realizado por Lv e colaboradores (2020), o resultado da RT-PCR para essas amostras
apresentaram-se negativos nas duas primeiras semanas da infeccao e na quarta semana
apos o diagnostico, com a positividade do teste apenas no décimo sexto dia.

Esses resultados corroboram com os achados obtidos por Hase e colaboradores
(2020), no qual os testes de PCR utilizando escarro testaram positivo apesar de todos os
resultados utilizando swab da garganta persistirem negativos durante o avang¢o do quadro
do paciente. Yu e colaboradores (2020) investigaram a carga viral presente no escarro,
no swab da garganta e swab nasal e verificaram que o escarro apresentou um valor
bem superior quando comparado as outras duas amostras (Figura 3). Em outro estudo
foi realizado RT-PCR seriada durante alguns dias no intuito de mapear a carga viral das
amostras ao decorrer da infec¢cdo do paciente. O escarro possuiu uma reducao gradual,
enquanto os swabs nasofaringeos apresentaram uma queda brusca e desaparecimento
da carga viral por volta do sétimo dia. Estudos também recomendam a utilizacdo do
escarro como op¢ao para maior precisao no diagnostico devido sua alta sensibilidade e a
coleta ser menos invasiva que as demais amostras (CALY et al., 2020; LIN et al., 2020).

A saliva também surge como uma recente alternativa ndo invasiva para o diagnostico.
To e colaboradores (2020) detectaram a presenca do SARS-CoV-2 em amostras de saliva
de 11 pacientes (91,7%). Os resultados divergiram, pois apesar de 5 amostras testarem
positivo nos primeiros dias, 1 paciente persistiu negativo no mesmo periodo. No entanto,
1 dos pacientes testou positivo duas semanas depois da internacdo. Esses resultados
sugerem novos estudos para corroborar a eficacia do diagnéstico por meio da saliva, bem
como o mapeamento da carga viral para evitar a ocorréncia de falso-negativo.

Poucos estudos demonstraram quantitativamente a precisdo e a sensibilidade dos
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testes, dos 34 artigos levantados, apenas 11 relataram a precisao do diagnéstico. Esses
dados podem estar relacionados com os genes utilizados como alvo do diagnéstico, bem
como os primers e kits para PCR. Os genes N e ORF1ab foram os principais alvos para
a realizagdo dos testes, seguido pelos genes RdRp, E, S e ORF1b (Figura 3). Chu e
colaboradores (2020) sugerem que a amplificacdo do gene N é 10 vezes mais sensivel
que o gene ORF1b para o diagnéstico da COVID-19. Este ultimo gene foi pouco utilizado
nos estudos levantados, divergindo na sua eficiéncia de detecg¢do. Xie e colaboradores
(2020) concluiram que a proporcao de deteccédo de acido nucleico viral para esse gene
foi de 47,4% para os casos suspeitos. Em contrapartida, para a PCR realizada no gene E,
os resultados apontam para uma alta especificidade dentro do género Betacoronavirus,
com 95% de deteccéo e limite de deteccédo (LOD) de aproximadamente 689 copias por mL
(PFEFFERLE et al., 2020). Em seus estudos, Chan e colaboradores (2020) desenvolveram
novos ensaios de RT-PCR em tempo real visando a RNA polimerase dependente de RNA
(RdRp)/helicase (Hel), pico (S) e nucleocapsideo (N) da SARS-CoV-2. Os resultados
demonstraram que o teste COVID-19-RdRp/Hel é altamente sensivel e especifico, o pode
ajudar a melhorar o diagnoéstico laboratorial da COVID-19.

Corman e colaboradores (2020) utilizam a tecnologia de acido nucleico sintético
para o diagnoéstico do novo coronavirus. No teste foi realizado o ensaio nos genes E, N
e RdRp (RNA-dependent RNA polymerase). Este ultimo com duas sondas distintas onde
uma reagia simultaneamente com SARS-CoV e o SARS-CoV-2, e a outra sonda reagia
apenas com o SARS-CoV-2. Essa distincdo entre as sondas possibilitou o diagnoéstico
diferencial entres os dois virus, visto que o teste detectou apenas transcritos para a
COVID-19. Konrad e colaboradores (2020), sugerem uma atualizagdo no método. Em seu
estudo, o kit RealStar apresentou bons resultados e ndo demonstrou sinais inespecificos
para o gene E. Com a adi¢do do kit, os autores pretendem aumentar a sensibilidade no
diagnostico, melhorando sua eficacia (Figura 3).

Em estudo semelhante, Pfefferle e colaboradores (2020) propde um teste molecular de
facilmanuseio que utiliza uma plataforma de alto rendimento, o canal aberto (canal utilitario)
do sistema cobas 6800. As amostras clinicas sao preparadas e inseridas diretamente no
sistema cobas 6800 e desse modo, nenhuma outra etapa manual é necessaria durante o
fluxo de trabalho, o que reduz o tempo de diagnoéstico de 74 minutos para 14 minutos. Os
autores nao detectaram nenhum resultado falso-negativo e o teste apresentou uma alta
taxa de especificidade para o SARS-CoV-2, com 95% de probabilidade de sucesso.

Broughton e colaboradores (2020) propde uma alternativa no diagnéstico que baseia-
se na utilizacdo da amplificacdo isotérmica mediada por al¢ca de transcricao reversa (RT-
LAMP) associado ao ensaio baseado em CRISPR- Cas12. O teste de endonuclease
de DNA direcionada ao CRISPR trans reporter (DETECTR) focou nos genes E e N,
apresentando-se mais rapido que o teste padrdao de RT-PCR, com o resultado disponivel
em 45 minutos, sendo os 30 minutos iniciais correspondentes ao tempo de reacao da

COVID-19 no Brasil Os Multiplos Olhares da Ciéncia para Compreensao e Formas de Enfrentamento Capitulo 3




amostra. Outro ponto positivo da RT - LAMP/ Cas12 DETECTR em relacédo a RT-PCR é
de que o teste ndo necessita de uma infraestrutura propria e robusta, sendo mais rentavel
financeiramente. O LOD, fator que interfere diretamente na deteccao do patégeno, é maior
quando comparado ao teste padrao.

Otestede RT-LAMP surge como uma atrativa alternativa no diagnostico. Caracterizada
como um ensaio colorimétrico, a reagcdo acontece durante 50 minutos a 63°, com o
tempo para corte visual de 40 minutos. Yan e colaboradores (2020) concluiram que o
teste apresentou 100% de sensibilidade, além de n&o apresentar reatividade cruzada
com outros patdégenos confirmando assim, a alta especificidade. Em seu estudo, Lu e
colaboradores (2020) encontraram uma sensibilidade de 30 cbpias por reacdo. Esse valor
equipara aos numeros encontrados no teste convencional de PCR. Semelhante ao ensaio
DETECTR, a RT-LAMP nao necessita de uma maquinaria sofisticada ou qualificacao para
manuseio 0 que a torna uma opg¢ao viavel para deteccdo do SARS-CoV-2 (PARK et al.,
2020). Para o tempo de diagnéstico, 15 artigos detalharam a temperatura e o tempo de
cada etapa do ensaio de PCR, no entanto, ndo houve um consenso. Assim, decidiu-se
por realizar uma média de tempo no intuito de visualizar o tempo de diagnostico para a
COVID-19. Como mostrado na Figura 3, obtivemos 53 minutos como tempo necessario
para realizacéo da ciclagem de RT-PCR, RT-LAMP, gRT-PCR, ddPCR e CRISPR.

Na auséncia de materiais e kits para extracao de acido nucleico viral das amostras,
Fomsgaard e Rosenstierne (2020) apresentam uma alternativa para o diagnoéstico do
SARS-CoV-2. As amostras foram submetidas a quatro processos térmicos diferentes, em
que o aquecimento a 98° por 5 minutos demonstrou melhores indices de sensibilidade
(97,4%), especificidade (100%) e precisao (98,3%). Entretanto, o aquecimento reduziu
a quantidade detectavel da carga viral. Como mencionado anteriormente, a carga viral
reduzida pode aumentar a probabilidade de resultados falso-negativo. Para minimizar o
problema os autores sugerem que o diagnostico seja feito em duplicatas. Nesse sentido,
Pan e colaboradores (2020a) realizaram um estudo para investigar a relagdo entre
temperatura utilizada para a inativacdo do patdégeno e carga viral. No estudo, observou-
se que o0 aquecimento da amostra resultou em aumento substancial do valor de Ct (ciclo
limiar) e as amostras, inicialmente positivas, apresentaram-se negativas apés a inativacao.
Através dos resultados obtidos, os autores sugerem a utilizagc&o de inativadores quimicos,
como lise a base de guanidinio que atua promovendo a inativagcdo viral por meio da
destruicdo quimica da proteina viral (BURTON et al., 2017) e pode possibilitar melhores
taxas de desempenho e detecg¢do de ensaios do que a inativagao térmica.

Yu e colaboradores (2020) propés a utilizacdo da reagcdo em cadeia da polimerase
digital (ddPCR) em situacbes na qual as amostras possuem um baixo valor de carga
viral. Comparando os resultados com a RT-PCR, os autores concluiram que a ddPCR
foi igualmente precisa e confiavel, pois a nivel quantitativo, de 161 amostras negativas
no teste da RT-PCR, 157 também foram negativas na ddPCR. No entanto, 4 amostras
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inicialmente negativas foram positivas no teste de ddPCR, sugerindo que esse Ultimo possui
uma acertabilidade maior nas amostras com baixa carga viral. Apesar de possuir uma
acertabilidade superior, esse ensaio foi realizado apenas por 1 estudo (Figura 3). Diante
dos resultados encontrados no estudo, ressalta-se a importancia do desenvolvimento e/
ou utilizacdo de técnicas adicionais de diagnéstico para a deteccdo de SARS-CoV-2 que
possa suprir a falta de diagnostico dos casos suspeitos de acidos nucléicos negativos,
gue de outra forma seriam descartados.

51 CONCLUSAO

Os resultados expostos no presente trabalho apontam que os métodos moleculares
como a RT-PCR tém desempenhado um papel importante no diagnéstico clinico da
COVID-19. No entanto, alguns estudos mostram limitagées quanto a utilizacdo desse
método no que diz respeito a sua sensibilidade e tempo de realizacdo. Desse modo,
os autores alertam sobre as tomadas de decisGes a partir de resultados provenientes
da RT-PCR em virtude da ocorréncia de falso-negativos, o que dificulta os esforcos em
conter a disseminacgéo do virus. Diante disso, estudos ja vém sendo realizados na busca
por testes moleculares que promovam uma detec¢cdo mais rapida, simples e sensivel
dos pacientes suspeitos e que possam atuar de forma complementar ao teste de RT-
PCR clinicamente utilizado para a COVID-19. Dessa forma, para os proOximos meses
aguarda-se um crescimento em publicacdes de artigos relacionados a novos métodos de
diagnostico para a COVID-19.
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