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Testes utilizados na pratica

RT-PCR

ELISA
* Anticorpos totais
* Anticorpos neutralizantes

Imunocromatografia

Citometria de fluxo
* Imunidade celular

Niveis de Antigeno/Anticorpos

Carga Viral IgA

IgM
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https://labtest.com.br/resposta-imunologica-da-covid-19/



ELISA

 Ensaio imunoenzimatico
e ELISA direto

* ELISA indireto
* Quantificacao de anticorpos
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ELISA anticorpos totais

e Quantifica a presenca de anticorpos nao neutralizantes (IgM ou IgG)

Currently Available Antibody Tests
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COVID-19: angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2) expression
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Structural and functional properties of SARS-CoV-2 spike
protein: potential antivirus drug development for COVID-19

Yuan Huang', Chan Yang', Xin-feng Xu', Wei Xu' and Shu-wen Liu'*

Y Meutralizing antibody Y Secondary antibody Y Nan-Meutralizing antibody

@ HRP RBD domain YﬁGEE protein



Pesquisa por anticorpos neutralizantes

SARS-CoV-2
spike protein
binding to ACE2

SARS-CoV-2 virus

Human Cell

Spike protein |
RBD domain ACE2 receptor

Viral entry, replication,
and ACE2 normal function blocked

Sokolowska, Signal Transducion and Target Therapy, 2020



Pesquisa por anticorpos neutralizantes

* Anticorpos contra proteina S (RDB)
* Impede a ligacao Spike-ACE2

* Especificidade > 99,5%
* Sangue (Soro)

A Pesquisa de Anticorpos contra a
Proteina S (S1 RBD) deve ser realizada a
partir de 3 semanas (idealmente 30 dias)
apos a infeccdo ou administracdo da
vacina (22 dose)”

Niveis de Antigeno/Anticorpos
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Serum Virus Neutralization Assay

@ Collect serum from immunized animal and heat inactivate Y
(contains antibodies that neutralize virus infection) % 2.4

Two-fold serial dilutions
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live SARS-CoV-2 or pseudovirus
expressing spike

© Add cells © Measure cytopathic effect (CPE)
- clumping
- inclusion
| bodies

| - pyknosis
- syncytia
- swelling
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Pesquisa por anticorpos neutralizantes

cPass™ Negative Test cPass™ Positive Test

Neutralizing antibody

:nog-bggg{'et;ahzmg /J(
" \ Anticorpos > 20-30% +
_;r/( R h\%q §‘g Anticorpos < 20-30% -
/)k\ 2 l/ Sk \\\? RBD bindi
successfuly O ACES 5
ACE? blocked

Y MNeutralizing antibody Y Secondary antibody Y MNon-Meutralizing antibody

@ HRP RBD domain YHGEE protein
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Linfocitos T especificos para SARS-CoV-2

protein

Overlapping-
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pools Spike-protein

Nucleocapsid-
protein
Sample
Sheath fluid
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Fluorescent/granularity

Thieme et al., Cell Reports Medicine, 2020



FSC (foward scater) SSC (side scater)

° Tamanho Complexidade
¢ : ° \ o ——
A CD4* T-cells CD8* T-cells
M CD3+ K .
5.CD4+CDY  CD4+CD8+ " 0.143% 1.226% 91! 0.444% 0.653%
hf B" é W - - SR ki
<hsy I - o . B ] , . T
CD8 iy | o SR ‘
(] R I < 2y
3 (CD4-CD8- CD4-CD8+ HAEE 0.200%
105 @ - " g W 10 10
) P JRCH i T TNF-a PE C>7
o | cospe-a | oaie
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Unexposed Donors

Overlapping-

peptide
pools

COVID-19 Patients ®

Moderate Severe Critical \ |

Flow
cytometry

Spike-protein
Nucleocapsid-
protein
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Robust polyfunctional response irrespective of COVID-19 severity

Thieme et al., Cell Reports Medicine, 2020
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TESTES INDIRETOS - IMUNOLOGICOS

Pesquisa de
anticorpos totais

Eletroquimicluminescéncia (ECLIA)

Anticorpos totais contra a proteina
N (nucleocapsideo) do virus

Sangue (soro)

= Individuos com ou sem antecedente de
quadro clinico compativel com Covid-19,
para avaliar se houve infeccao pregressa

= Pessoas com histérico de infecgao
confirmada, para avaliar se houve producao
de anticorpos

14 dias apos o inicio dos sintomas
ou 21 dias apds a exposigao de risco

https://cdn.cosmicjs.com/d6de77f0-867d-11eb-9605-bb13d512cala-Clique-aqui-e-faa-o-download-do-manual-de-exames-de-Covid-19.pdf

TESTES
SOROLOGICOS

Pesquisa de
anticorpos IgG e IgM

Quimioluminescéncia (CLIA)

Anticorpos IgG e IgM contra a proteina
M (nucleocapsideo) do virus

Sangue (soro)

= Individuos com ou sem antecedente de
guadro clinico compativel com Cowvid-19,
para avaliar se houve infeccao pregressa

= Pesspas com historico de infeccao
confirmada, para avaliar se houve produgao
de anticorpos

= Em protocolos de prevencao de
transmissag, ja que alguns paises de destino
tém exigido, alem da RT-PCR, a sorologia
para lgG e lgM como requisito para entrada
em seu territorio

14 dias apos o inicio dos sintomas
ou 21 dias apos a exposigao de risco

Pesquisa de
anticorpos neutralizantes

Eletrogquimioluminescéncia (ECLIA)/
Imunoenzimatico funcional

Anticorpos neutralizantes contra a proteina
S (spike) do virus

Sangue (sora)

= Pessoas com antecedente de Covid-19
confirmada ou nao, ou com historico de
exposicao pregressa, para avaliar a producao
de anticorpos neutralizantes (protetores)

= Possivel utilidade para avaliar a resposta
vacinal

14 dias apos o inicio dos sintomas ou
21 dias apos a exposicdo de risco; para
avaliacdo de resposta vacinal, 30 dias
apos a (Oltima dose da vacina
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Especificidade

14 dias apos o inicio dos sintomas
ou 21 dias apos a exposicao de risco

96%

Em pacientes com doenga sintomatica
confirmada por PCR e, pelo menos,

14 dias de intervalo entre a coleta da PCR
e da sorclogia

99%

» Para melhorar a acuracia do teste, o Fleury
utiliza dois métodos diferentes para cada
amostra analisada: ECLIA, que detectaa
presenca dos anticorpos especificos, e CLIA,
que discrimina as classes IgG e IgM. Essa
estratégia reduz muito a possibilidade de
resultados falso-paositivos ou falso-
-negativos e fornece mais informagGes para
a interpretagao do resultado. Verdadeiros
positivos habitualmente sao reagentes em
ambas as metodologias.

= O efeito do decaimento do nivel

de anticorpos ao longo do tempo na
sensibilidade é minimizado pela estratégia
de combinar duas técnicas.

https://cdn.cosmicjs.com/d6de77f0-867d-11eb-9605-bb13d512cala-Clique-aqui-e-faa-o-download-do-manual-de-exames-de-Covid-19.pdf

14 dias apos o inicio dos sintomas
ou 21 dias apds a exposicao de risco

IgG = 96%
IgM = 85%

Em pacientes com doenga sintomatica
confirmada por PCR e, pelo menos,

14 dias de intervalo entre a coleta da PCR
e da sorologia

IgG = 100%
IgM = 98%

» Para melhorar a acuracia do teste, o Fleury
utiliza dois métodos diferentes para cada
amostra analisada: ECLIA, que detecta a
presenca dos anticorpos especificos, e CLIA,
que discrimina as classes lgG e IgM. Essa
estratégia reduz muito a possibilidade de
resultados falso-positivos ou falso-
-negativos e fornece mais informagoes para
a interpretagao do resultado. Verdadeiros
positivos habitualmente sao reagentes em
ambas as metodologias.

+ O efeito do decaimento do nivel

de anticorpos ac longo do tempo na
sensibilidade & minimizado pela estratégia
de combinar duas técnicas.

14 dias apos o inicio dos sintomas ou
21 dias apos a exposicao de risco; para
avaliacdo de resposta vacinal, 30 dias
apas a ultima dose da vacina

97%

Em pacientes com doenga sintomatica
confirmada por PCR e, pelo menos,

14 dias de intervalo entre a coleta da PCR
e da sorologia

97%

» Para melhorar a acuracia do teste,

o Fleury utiliza um fluxo com dois métodos
diferentes: ECLIA, que detecta os anticorpos
antiproteina spike, e imunoenzimatico
funcional, para as amostras positivas na
primeira etapa, o qual confirma e quantifica
a fungdo neutralizante.

= A estratégia aumenta a especificidade do
teste, pois elimina, na triagem, as amostras
gue nao contém anticorpos anti-spike,
mas apresentam resultados limitrofes no
teste imunoenzimatico, gue poderiam

ser incomretamente interpretadas como
positivas.

= Nas amostras de validagao previamente
caracterizadas para a presenca de anticorpos
anti-spike, a concordancia de resultados
entre os métodos ECLIA e imunoenzimatico
se aproximou de 100%.



