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Resumo

Introducéo: A Covid-19 é uma doenca viral causada por uma cepa de coronavirus descoberta em dezembro de 2019 em Wuhan, China. Dentre os
testes laboratoriais, o RT-gPCR é considerado padrao ouro, pois permite a deteccdo de RNA viral mesmo que a carga viral seja baixa. Objetivo: Avaliar a
soroconversao em pacientes que receberam diagnéstico laboratorial de SARS-CoV-2. Métodos: Estudo retrospectivo correlacionando testes sorolégicos
de 143 pacientes com exames de RT-qPCR e/ou teste rapido de antigeno para diagnoéstico laboratorial de Covid-19 realizados entre marco de 2020
a fevereiro de 2021. Resultados: Hd maior nimero de testes de antigenos em que resultados para IgG e IgM se encontram acima de um limiar em
comparagao com testes de RT-gPCR. H4 uma chance maior de niveis de IgG serem considerados reagentes pelo uso de sorologia quantitativa do que
pelo teste rapido, sem diferencas para niveis de IgM. Sexo e idade ndo influenciam os resultados de forma significativa, a excecdo do fato de que homens
apresentaram maior nivel de IgM em comparacéo ao das mulheres por deteccao em sorologia quantitativa. Conclusao: Testes de deteccao de antigenos
positivos séo facilmente correlacionados com soroconversao, possivelmente em razao da estimulacao imunolégica causada pela presenca da particula
viral em maiores quantidades nos individuos infectados.
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Abstract

Introduction: Covid-19 is a viral disease caused by a strain of coronavirus discovered in December 2019 in Wuhan, China. Among laboratory tests, RT-
gPCRis considered the gold standard, as it allows the detection of viral RNA even if present at very small amounts. Objective: To evaluate seroconversion
in patients with laboratory diagnosis of SARS-CoV-2. Methods: Retrospective study correlating serological tests of 143 patients with RT-qPCR exams
and/or rapid antigen test for laboratory diagnosis of Covid-19 carried out between March 2020 and February 2021. Results: We found there is a greater
number of antigen tests where results for IgG and IgM are found above a threshold in comparison to RT-qPCR tests. There is a greater chance for IgG
levels to be considered reagent due to quantitative serology rather than through rapid tests, with no differences for IgM levels. There was no difference
between quantitative serology tests IgG and IgM reagent tests compared to RT-gPCR. Sex and age do not influence the results in a significant manner,
with the exception of the finding where males show higher IgM levels in comparison than females when detection is carried through quantitative
serology. Conclusion: Antigen detection tests have a greater chance to be correlated with seroconversion in patients, likely due to immune stimulation
caused by the presence of the viral particle in larger amounts in infected individuals.
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INTRODUCAO

A Covid-19, doenca viral causada por uma cepa de
coronavirus descoberta em dezembro de 2019 na cidade
de Wuhan, China," é responsavel por promover casos de
sindrome respiratéria aguda grave (SRAG), apresentando
rapida disseminacdo e tornando-se pandémica? e um grave
problema de sauide publica mundial.*3 Até o dia 30 de marco
de 2023, foram confirmados 761.402.282 casos de Covid-19
no mundo,” sendo que, até a mesma data, o Brasil ja somou
mais de 37.145.514 casos confirmados e 699.634 dbitos.”

O agente etioldgico é o coronavirus da sindrome respira-
toria aguda grave do tipo 2 (do inglés SARS-CoV-2), perten-
cente a familia Coronaviridae.*® A infeccao pelo SARS-CoV-2
se inicia quando a glicoproteina Spike (S) se liga ao receptor
da enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2) na superficie
da célula alvo e a protease serina transmembranar do tipo
Il, codificada pelo gene TMPRSS2 cliva a glicoproteina S,
causando uma mudanca conformacional na particula viral
e ocasionando a fusdo com a membrana da célula.”

Dados epidemioldgicos sugerem que o modo de trans-
missao mais comum para o SARS-CoV-2 ocorre por contato
com goticulas expelidas durante a fala, tosse ou espirro,
sendo também possivel a propagacao viral via goticulas de
aerossol presentes em superficies.®’ Os periodos de incuba-
¢ao do Covid-19 diferenciam-se de acordo com a variante
correspondente, sendo 5 dias para Alpha, 4,5 dias para Beta,
4,41 dias para Delta e 3,42 dias para Omicron, apresentando
periodo médio de incubacao de 6,57 dias.”

Pacientes sintomaticos de Covid-19 podem apresentar
manifestacoes clinicas, que variam de brandas a criticas. Os
sinais e sintomas sao diferentes, dependendo do paciente,
mostrando febre, fadiga, tosse, producdo de escarro e falta
de ar como os mais comuns.® Além disso, também foram
observados sintomas menos comuns como dor de garganta,
dor de cabega, fraqueza, confusao e aperto no peito,*® bem
como ndausea, vomitos, diarreia e complicacdo gastrointes-
tinal.®'9 Pacientes com comorbidades, como hipertensao,
diabetes e doenca cardiaca coronariana, apresentam risco
substancialmente maior para desenvolver sindrome respi-
ratéria aguda grave.™

A resposta imunoldgica inicial ao SARS-CoV-2 é depen-
dente do reconhecimento de estruturas virais, como proteinas
do capsideo e RNA viral, por receptores do tipo Toll (TLR)
e receptores do tipo RIG no interior de células infectadas
durante a replicacédo viral."? Com isso, sao gerados fatores

de transcricdo que promovem a producdo de mediadores
inflamatdrios como os interferons (IFN) do tipo | e Il, genes
estimulados por interferon, citocinas inflamatdrias e qui-
miocinas, que desencadeiam a defesa antiviral inicial.(2'¥
Linfocitos TCD4+ e TCD8+ sao ativados, gerando resposta
antiviral mais efetiva e especifica. A resposta funcional de
linfécitos TCD4+ foi identificada como uma resposta classica
T auxiliar 1 (TH1) contra a glicoproteina S, de membrana
e de nucleocapsideo,' além de mediar a produgao de
anticorpos pelas células B e aumentar a resposta efetora das
células TCD8+ e natural killer (NK) durante a infeccao viral.
Essa cadeia de eventos promove a eliminagao e resolucao
da doenca na maior parte dos casos. Nos casos mais graves
pode-se observar uma resposta hiperinflamatéria com a
presenca de alteragbes laboratoriais importantes."®

Com isso, a identificacdo dos pacientes infectados pelo
SARS-CoV-2, bem como dos pacientes que desenvolveram a
memoria imunoldgica, é essencial paraimpedir a dissemina-
cao dainfeccdo viral, além de facilitar o acompanhamento da
evolucdo da doenca. Desta forma, o diagndstico é composto
pela histdria epidemioldgica, quadro clinico e exames labora-
toriais, como a reacdo em cadeia da polimerase com transcri-
caoreversaem tempo real (RT-qPCR), deteccdo de antigenos
e anticorpos por imunocromatografia, imunofluorescéncia,
imunoabsorcdo enzimatica e quimioluminescéncia.”

Dentre os testes laboratoriais, o RT-qPCR é considerado
padrao ouro, pois permite a deteccao de RNA viral em
amostras de secrecoes de nasofaringe e orofaringe'®'® com
especificidade proxima de 100%.%% A sensibilidade dessa
técnica atinge o pico entre 4 a 5 dias apds a infeccao (92,7%)
e permanece acima de 88% entre o0 5° e 0 14° dia,” variando
segundo a dinamica viral e o tipo de amostra que foi coletada
(nasofaringe, escarro ou lavado bronco-alveolar).?" O teste
rapido de antigeno atualmente é uma excelente alternativa
na rotina diagnodstica da infeccdo por SARS-CoV-2, pois é
facilmente aplicavel e com resultado rapido apresentando
sensibilidade varidvel em pacientes assintomaticos (41,2%)
versus sintomaticos (80,0%), em ambos os casos com alta
especificidade (acima de 98,4%).2?

Os testes soroldgicos sao utilizados para rastreamento
populacional em busca daimunidade de rebanho e para inferir
a probabilidade de uma nova infeccdo. De maneira geral, cerca
de 40% a 50% dos individuos infectados produz anticorpos
ao SARS-CoV-2 apos 7 dias de infeccdo, enquanto a maioria os
desenvolve em 14 dias.?® Entretanto, estudo recente detectou
anticorpos da classe IgM e IgG 5 dias apoés a infec¢do.?+>
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Outro estudo evidencia taxas de soroconversao para IgM e
IgG de 82,7% e 64,7%, respectivamente, com tempo médio de
12 (IgM) e 14 dias (IgG) para que ocorra a soroconversao.? A
utilizacao de testes soroldgicos para triagem ou diagnéstico de
infeccdo recente pode ocasionar resultados falsos negativos,
devido ao periodo de janelaimunoldgica para a produgao de
anticorpos, que pode variar de 5 a 15 dias, dependendo da
concentragdo viral, genétipo viral,imunidade e caracteristicas
genéticas do individuo infectado.

O entendimento da relacédo taxa de soroconversao de
individuos expostos ao virus versus exames para deteccao
de antigenos (RT-qPCR e imunocromatografia), ainda que
ja bastante explorado como descrito na literatura cientifica,
pode ainda ser expandido pela avaliacdo de dados em
populagdes especificas. Com isso, € objetivo deste trabalho
avaliar a taxa de soroconversdo de pacientes diagnostica-
dos com SARS-CoV-2 e correlaciona-la com o tipo de teste
diagnéstico utilizado.

METODOS

Desenho do estudo

Foram analisados, de forma retrospectiva, os resultados
provenientes de individuos que fizeram pesquisa para detec-
¢ao de Covid-19 em um laboratério na cidade de Sorocaba —
SP, que apresentavam exames de RT-qPCR e/ou teste rapido de
antigeno para diagndstico laboratorial de SARS-CoV-2 entre
marco de 2020 a fevereiro de 2021. Os resultados utilizados
nas analises deste estudo sdo provenientes de individuos
ndo vacinados, em que a soroconversao ocorreu por contato
natural com o virus SARS-COV-2. O projeto foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisas (CEP) sob nimero CAAE
47300621.0.0000.5500.

Procedimento

Para este levantamento, inicialmente os dados de 143
individuos foram analisados tendo como critérios para sele-
cao teste de RT-gPCR e deteccdo de antigenos positivos. Os
dados foram divididos em relacao ao tipo de teste de swab e
a sua positividade ou negatividade. Com isso, os resultados
laboratoriais dos participantes foram utilizados para gerar
uma tabela de dados omitindo sua identidade, para que
a analise fosse realizada de forma cega pelos membros da
pesquisa. Apos a coleta dos dados, analises estatisticas espe-
cificas foram realizadas para correlacionar os dados obtidos.

Analises estatisticas

A andlise estatistica foi realizada por meio do programa
GraphPad Prism 7°. A verificacao da distribuicao normal das
variaveis quantitativas foi feita pelos testes de Kolmogorov-S-
mirnov e Shapiro-Wilk. As variaveis continuas que nao apre-
sentaram distribuicdo normal foram expressas em mediana
junto com intervalo de confianca da mediana e analisadas
pelos testes U de Mann-Whitney para comparacdo de dois
grupos independentes ou Kruskal-Wallis para analise de trés
ou mais grupos. Analises de variaveis categoéricas foram ava-
liadas por teste exato de Fisher e por testes Qui-quadrado. Os
resultados foram considerados estatisticamente significativos
quando p<0,05.

RESULTADOS

Os dados utilizados para analise nesta pesquisa foram
provenientes de testes para diagnéstico de Covid-19 em
individuos submetidos aos exames de RT-qPCR e/ou teste
rapido de antigeno para deteccdo do SARS-CoV-2. Dos 143
individuos testados, 56 pertenciam ao sexo feminino e 87
ao sexo masculino. Com relacao a faixa etaria, 55 indivi-
duos apresentaram idade entre 18 a 35 anos, 67 tinham
idade entre 36 a 55 anos e 21 com idade acima de 56 anos.
Dados provenientes de sujeitos com idade entre 0 e 17 anos
foram descartados, uma vez que a resposta antigénica ao
SARS-CoV-2 em criangas e adolescentes é sabidamente
diferente da presente em adultos.?” Quanto ao tipo de teste
para deteccédo da infeccdo, 24 fizeram o teste para deteccao
de antigeno e 119 o teste de RT-qPCR. Para a deteccao de
imunidade contra o SARS-CoV-2, 115 individuos fizeram o
teste soroldgico quantitativo e 28 o teste rapido (Tabela 1).

Mediante analise dos dados acerca do tipo de teste para
deteccao da infeccao, foi verificado que dentre os 24 indivi-
duos que fizeram o teste de antigeno, 22 foram reagentes e
2 nao reagentes para IgM, ao passo que para IgG, 23 foram
reagentes e 1 ndo reagente. Em relacdo ao teste de RT-qPCR,
dos 119 participantes que fizeram o teste, 52 foram reagentes
e 67 nao reagentes para IgM, ao passo que 45 foram rea-
gentes e 74 nao reagentes para deteccao de IgG. Assim, ha
significativamente 0,07056 mais chances de pacientes que
realizaram RT-qPCR apresentarem IgM reagente em relacao
aos pacientes que realizaram teste de antigeno (Figura 1A);
da mesma forma, a chance para IgG é 0,02644 comparando
0s mesmos grupos de pacientes (Figura 1B).
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Ndmero de pacientes participantes do estudo agrupados por sexo e idade e estratificados conforme tipo de teste de deteccdo da infecgdo e tipo de teste para deteccao

de imunidade.
Dado analisado Ne de individuos Dado analisado Ne de individuos
Sexo Teste de deteccdo da infeccdo
Feminino 56 Teste de antigeno 24
Masculino 87 Teste de rRT-PCR 119
Faixa etdria Teste de deteccdo da imunidade
18 a 35 anos 55 Sorologia quantitativa 15
36a55anos 67 Teste répido 28
>56 anos 21
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Andlises de contingéncia comparando pacientes reagentes ou ndo paralgM (A) e IgG (B) estratificados conforme teste de deteccao da infeccao pelo virus SARS-Cov-2 realizado.

Quanto ao tipo de teste para deteccao da imunidade,
115 individuos fizeram o teste de sorologia quantitativa
apresentando 57 resultados reagentes e 58 nao reagentes
para IgM, enquanto paralgG 59 resultados foram reagentes e
56 nao reagentes. Com relacdo ao teste rapido, 28 individuos
fizeram o teste sendo 17 reagentes e 11 ndo reagentes para

IgM. Para IgG, 8 sdo reagentes e 20 nao reagentes. A chance
de IgM ser detectada em individuos que realizaram sorologia
quantitativa ndo é significativamente diferente da chance
em individuos que realizaram teste rapido (Figura 2A), mas
para IgG a chance é significativamente 2,634 vezes maior
(Figura 2B).
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Andlises de contingéncia comparando pacientes reagentes ou ndo para IgM (A) e IgG (B) estratificados conforme teste de deteccdo da imunidade contra o virus SARS-

Cov-2 realizado.

Ao serem avaliados os dados de sexo e idade utili-
zando andlises de contingéncia foi possivel verificar que,
em relacdo ao sexo, dos 56 participantes do sexo feminino
30 foram reagentes e 26 nao reagentes para IgM; para IgG
foram 31 reagentes e 25 nao reagentes. Com relacao ao
sexo masculino, dos 87 individuos analisados, 44 foram
reagentes e 43 ndo reagentes para IgM. Para IgG, 37 foram
reagentes e 50 ndo reagentes. (Figura 3A e 3B). Quanto
a idade, dos 55 individuos entre 18 a 35 anos que foram
testados, 27 eram reagentes e 28 ndo reagentes para IgM
e 26 reagentes e 29 ndo reagentes para IgG. Na faixa etaria
dos 36 aos 55 anos, dos 67 participantes, 38 eram reagentes
e 29 nao reagentes para IgM e 35 reagentes e 32 nao rea-
gentes para IgG. Para os 21 participantes com mais de 56
anos, 9 foram reagentes e 12 nao reagentes para IgM; para
IgG, 7 foram reagentes e 14 nédo reagentes. As chances de

que tanto IgM quanto IgG sejam detectadas em maior ou
menor quantidade em individuos agrupados por sexo ou
poridade é estatisticamente a mesma para todos os grupos
comparados (Figuras 3A a 3D).

Por fim, verificou-se que os valores absolutos de IgM e
IgG detectados mediante sorologia quantitativa sofreriam
alguma influéncia do sexo e da idade nos individuos ana-
lisados. Foram obtidos 20 valores para individuos do sexo
masculino e 19 para individuos do sexo feminino. Os valores
de IgM foram significativamente maiores em homens do que
em mulheres (Figura 4A), mas nao os valores de IgG (Figura
4B). Separando-se os valores poridade, tem-se 15 individuos
até 35 anos, 21 para individuos até 55 anos e 3 para indivi-
duos acima de 55 anos; ndo ha diferenca significativa entre
os valores de IgM e IgG quando os valores sdo agrupados
por idade (Figuras 4C e 4D).
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Andlises de contingéncia comparando pacientes reagentes ou nao para IgM (A e C) e IgG (B e D) anti-SARS-CoV-2 estratificados conforme sexo e idade.
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Testes de hip6tese comparando mediana dos valores absolutos de IgM (A e C) e de IgG (B e D) anti-SARS-Cov-2 de individuos estratificados conforme sexo e idade.

Resultados mostrados como mediana e seu intervalo de confianca. *p<0,05.

DISCUSSAO

De acordo com os dados analisados por este trabalho,
foi possivel verificar que o teste de antigeno apresentou
maior correlacao para testes reagentes de IgG e IgM quando
comparado as analises de RT-qPCR. Segundo Scohy et al.,®
o teste de antigeno é capaz de detectar o SARS-CoV-2 com
alta sensibilidade em amostras nasofaringeas com alta carga
viral, equivalente a pelo menos 1,7 x 10° cdpias/mL, mas a
sensibilidade diminui quando a carga viral é baixa, equiva-
lente a 9,4 x 10% cépias/mL, que muitas vezes é o caso em
individuos que desenvolvem a Covid-19. Segundo estudos
de Mak et al.,* o teste de antigeno é menos sensivel que o

RT-gPCR. Os resultados negativos do teste de antigeno nédo
podem excluir a infeccdo pelo SARS-CoV-2 com confianca
e devem ser confirmados por teste de RT-qPCR. Segundo o
autor, o teste de antigeno detecta o SARS-CoV-2 com alta
carga viral, porém poucos pacientes possuem esta carga viral
alta, o que pode afetar a performance do teste.

Com relagao a soroconversao, Krittgen et al.®” relataram
que o tempo médio de soroconversdo para IgM e IgG foi de
12 e 14 dias, respectivamente. A presenca de anticorpos foi
<40% entre os pacientes na primeira semana de sintomas,
aumentando rapidamente para 94,3% (IgM) e 79,8% (IgG) 15
dias apos o inicio da sintomatologia. Desta forma, podemos
afirmar que, dependendo do dia em que o teste for realizado,
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pode ser observada maior quantidade de antigeno do que
de anticorpo. Se o teste de RT-qPCR for feito antes do 12° dia
seu resultado néo sera reagente.®"

No presente estudo ndo encontramos diferenca signifi-
cativa entre os testes de sorologia quantitativa e teste rapido
para IgM. Entretanto, ao analisarmos os dados referentes a
IgG, foi verificado que a chance de IgG ser detectada em
testes de sorologia quantitativa é maior do que em testes
rapidos. Segundo estudos, os exames sorolégicos nao sao
recomendados para utilizacdo em diagnostico da infeccao
pelo SARS-CoV-2, pois o tempo de aparecimento de IgM
e IgG é varidvel e também estd relacionado a gravidade
da infeccdo, com maiores niveis de IgG em infeccbes mais
graves.?® Com o teste rapido, a infec¢ao por Covid-19 ndo é
detectada em pacientes na fase inicial ou tardia da infeccao
associada a uma baixa carga viral. Amostras com valores de
carga viral baixa geralmente ndo permitem a cultura do virus,
indicando baixa infectividade.®® Com isso podemos observar
que o teste RT-qPCR e o teste de antigeno continuam sendo
melhores para o diagndstico de Covid-19. Porém, uma das
vantagens de se usar testes sorolégicos é que sao Uteis para
fins de rastreamento epidemioldgico. Estudo de soropre-
valéncia realizado no Brasil com 2.587 voluntarios mostrou
4% de positividade geral de IgG e IgM anti-SARS-CoV-2 em
que 23,7%, 11,4% e 64,9% foram positivos para IgM, IgG ou
IgM+IgG, respectivamente.®?

As comparagdes da soroconversao com dados relaciona-
dos a sexo e idade mostraram ndo haver diferenca significativa
entre mulheres e homens, bem como para as diferentes faixas
etdrias separadas neste estudo. Além disso, também nao
encontramos diferencas significativas na taxa de soroconver-
sdo entre faixa etaria com o teste de sorologia quantitativa,
mas para o sexo foi encontrado que os homens apresentaram
maior nivel de IgM em comparac¢ao ao das mulheres. Nossos
resultados estdo em linha com o estudo publicado por Amo-
rim Filho et al.,®? no qual também néo foram encontradas
diferencas significativas entre soroconversao de homens e
mulheres. Entretanto, neste mesmo estudo, foi reportado
soroconversao mais rapida paralgM e IgG nos individuos com
idade superiora 65 anos de idade, com presenca dos anticor-
pos citados 6 dias apds o aparecimento dos sintomas, ao passo
que nos individuos com idade inferior a 65 anos de idade a
soroconversao ocorreu em média 8,5 a 11 dias apds inicio da
sintomatologia. Da mesma forma, nos estudos conduzidos
por Klein et al.*® e Gorse et al.,®¥ individuos idosos (60 a 85
anos) apresentaram maiores titulos de anticorpos quando
comparados a individuos jovens (21 a 40 anos), sugerindo

que os primeiros participantes teriam tido um maior nimero
de exposicdes anteriores a coronavirus, 0 que provocaria
uma respostaimune precoce e de maior intensidade quando
comparado com o segundo grupo de participantes.

Como limitacdo do presente estudo, ha menos indivi-
duos que realizaram teste de antigeno do que aqueles que
realizaram teste de RT-qPCR, contudo este fator é contor-
nado pelos testes de odds-ratio realizados naturalmente e
nao compromete a validacdo dos dados. Este fator deve ser
considerado ao se observarem os resultados.

CONCLUSAO

Neste estudo podemos observar que individuos que
apresentaram resultados positivos em testes de deteccao de
antigeno tém maiores chances de apresentarem resultados
reagentes para deteccao de IgM e IgG em comparagao aos
individuos que realizaram testes de RT-qPCR. Além disso,
a probabilidade de resultados reagentes para IgM serem
obtidos a partir de testes rapidos ou de testes de sorologia
quantitativa € a mesma, porém diferente para IgG, em que ha
maior probabilidade de resultados reagentes para IgG serem
detectados via teste rapido quando comparados a sorologia
quantitativa. Desta forma, é possivel observar como resultados
positivos para deteccao de antigenos permitem inferir maior
taxa de soroconversao em pacientes devido, provavelmente,
a maior estimulacdo imunolégica promovida por maiores
cargas de particula viral nos individuos infectados.
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