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VASCONCELOQS, Larissa de Carvalho Medrado. Avaliacdo da fracdo RBD da proteina
Spike do SARS-CoV-2 para o imunodiagndéstico da COVID-19. 2023. 103 f. il. Dissertacédo
(Mestrado em Biotecnologia em Salde e Medicina Investigativa) — Instituto Gongalo Moniz,
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RESUMO

INTRODUGCAO: O Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) é um
betacoronavirus pertencente a familia Coronaviridae. A Coronavirus disease-2019 (COVID-
19), doenca causada pelo virus, apresenta quadro clinico inespecifico e de gravidade variada.
O diagndstico padrdo da fase aguda é atraves de ensaios moleculares, no entanto, imunoensaios
sdo utilizados o para rastreamento de casos. Dentre as proteinas do SARS-CoV-2, a fracdo RBD
da proteina Spike consiste em um potencial candidato para ser usado como matriz antigénica
em ensaios soroldgicos indiretos. OBJETIVO: Avaliar o desempenho diagndéstico da fracédo
RBD da proteina Spike do SARS-CoV-2 para o imunodiagnostico da COVID-19. MATERIAL
E METODOS: A fracéo recombinante RBD foi cedida pelo Instituto de Desenho de Proteinas
(Institute for Protein Design, Seattle-WA, EUA). O ELISA indireto foi padronizado para
determinacdo da melhor quantidade do antigeno RBD, e a melhor titulacdo do anticorpo
secundario IgG e IgM e das amostras séricas. A avaliacdo do potencial diagndstico da RBD foi
realizada utilizando 705 amostras séricas caracterizadas através de testes comerciais para
deteccdo da infecgéo pelo SARS-CoV-2, sendo 354 amostras positivas para COVID-19 e 351
negativas, obtidas de doadores de sangue antes do inicio da pandemia. Para a avaliacdo da
reatividade cruzada foram utilizadas 135 amostras pré-pandemia positivas para outras doencas
infecto-parasitarias. RESULTADOS: Ap6s a definicdo das melhores condicdes para realizacdo
dos imunoensaios, 0 RBD-ELISA IgG apresentou boa capacidade diagndstica com AUC de
84,6%, sensibilidade de 48%, especificidade de 99,1% e acuracia de 73,5%. Ja 0 RBD-ELISA
IgM demostrou capacidade diagnostica razoavel com AUC de 76,5%, sensibilidade de 51,1%,
especificidade de 94,6%, e acurécia de 72,8%. Ao estratificar as amostras pelo intervalo de
coleta apds inicio dos sintomas, foram observadas diferencas nos parametros de desempenho
para ambos os testes, sendo o intervalo de 15-21 dias com o melhor desempenho comparado
aos demais intervalos. Ao avaliar a reatividade cruzada, o RBD-ELISA 1gG obteve uma taxa
de 4,4% (6/135) de reatividade, enquanto o RBD-ELISA IgM apresentou taxa de 3,7% (5/135).
CONCLUSAO: O RBD-ELISA 1gG e IgM s3o capazes de diferenciar amostras positivas de
negativas, apresentando boa capacidade diagnostica. Quando realizada a estratificacdo dos
resultados por data da coleta ap6s a data do inicio dos sintomas, ambos os testes apresentaram
elevado desempenho no intervalo de 15-21 dias. Todavia, 0 uso dos testes em paralelo
possibilitou 0 aumento nos parametros de desempenho independente do periodo em que a coleta
da amostra foi realizada.

Palavras-chave: Sorodiagnostico. COVID-19. RBD. Spike. SARS-CoV-2.



VASCONCELOQS, Larissa de Carvalho Medrado. Evaluation of the RBD fraction of the
Spike protein of SARS-CoV-2 for the immunodiagnosis of COVID-19. 2023. 103 f. il.
Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia em Salde e Medicina Investigativa) — Instituto
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) is a
betacoronavirus belonging to the Coronaviridae family. Coronavirus disease-2019 (COVID-
19), a disease caused by the virus, has a nonspecific clinical picture of varying severity. The
standard diagnosis of the acute phase is through molecular assays; however, immunoassays are
used for case screening. Among the SARS-CoV-2 proteins, the RBD fraction of the Spike
protein is a potential candidate to be used as an antigenic matrix in indirect serological assays.
OBJECTIVE: To evaluate the diagnostic performance of the RBD fraction of the Spike protein
of SARS-CoV-2 for the immunodiagnosis of COVID-19. MATERIAL AND METHODS:
The recombinant RBD fraction was provided by the Institute for Protein Design, Seattle-WA,
USA. The indirect ELISA was standardized to determine the best amount of RBD antigen, and
the best titer of secondary antibody IgG and IgM and serum samples. The assessment of the
diagnostic potential of RBD was performed using 705 serum samples characterized through
commercial tests for the detection of SARS-CoV-2 infection, 354 of which were positive for
COVID-19 and 351 negatives, obtained from blood donors before the start of the pandemic.
For the evaluation of cross-reactivity, 135 pre-pandemic samples positive for other infectious
and parasitic diseases were used. RESULTS: After defining the best conditions for carrying
out the immunoassays, the RBD-ELISA IgG showed good diagnostic capacity with an AUC of
84.6%, sensitivity of 48%, specificity of 99.1% and accuracy of 73.5%. The RBD-ELISA IgM,
on the other hand, demonstrated a reasonable diagnostic capacity with an AUC of 76.54%,
sensitivity of 51.1%, specificity of 94.6%, and accuracy of 72.8%. When stratifying the samples
by the collection interval after the onset of symptoms, differences were observed in the
performance parameters for both tests, with the interval of 15-21 days having the best
performance compared to the other intervals. When evaluating cross-reactivity, the RBD-
ELISA 1gG had a reactivity rate of 4.4% (6/135), while the RBD-ELISA IgM had a rate of 3.7%
(5/135). CONCLUSION: The RBD-ELISA IgG and IgM are able to differentiate positive from
negative samples, presenting good diagnostic capacity. When the results were stratified by
collection date after the date of symptom onset, both tests showed high performance in the 15—
21-day interval. However, the use of tests in parallel allowed the increase in performance
parameters regardless of the period in which the sample collection was performed.

Keywords: Serodiagnosis. COVID-19. RBD. Spike. SARS-CoV-2.
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15

1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

O Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) € um
betacoronavirus pertencente a familia Coronaviridae. Foi identificado pela primeira vez na
cidade de Wuhan, China, em dezembro de 2019, através do relato de individuos com pneumonia
viral de origem desconhecida (ZHU et al., 2020). A Coronavirus disease-2019 (COVID-19),
como a doenca foi denominada, causa quadro clinico com sintomatologia e gravidade variadas,
sendo observados casos assintomaticos a graves. Quando a doenca é sintomatica, manifestacdes
ndo especificas sdo relatadas, como febre, tosse, fadiga, dores musculares e outras, as quais
podem evoluir ou ndo para uma pneumonia viral (VANNABOUATHONG, CHRISTOPHER
etal., 2020). O diagnostico padrdo da doenca na fase aguda é baseado na detec¢éo de sequéncias
virais por meio da reacdo em cadeia da polimerase com transcri¢do reversa em tempo real (RT-
gPCR). Contudo, apresenta limitacdes na identificacao e rastreamento de casos assintomaticos
e pouca viabilidade para uso em estudos epidemioldgicos, sendo necessaria a utilizacdo de
ferramentas complementares (PERVEEN et al., 2023).

O uso de ensaios sorologicos auxilia a preencher esta lacuna, identificando individuos
com carga viral baixa ou indetectavel, assim como no rastreamento de contactantes (LI et al.,
2020; WU et al., 2020). O teste de escolha para ser utilizado no diagndstico da COVID-19 varia
conforme a fase clinica que o individuo se encontra, visto que 0s testes comerciais apresentam
desempenho diagnéstico variado conforme o objetivo da pesquisa. A proteina Spike (S) do
SARS-CoV-2 S é altamente imunogénica e alvo de diferentes estudos (GATTINGER et al.,
2021; BERRY et al., 2010; MULLINGAN et al., 2020; RAVICHANDRAN et al., 2020). Em
especial, a sua fracdo do dominio de ligacdo do receptor (RBD, do inglés receptor binding
domain) é um potencial candidato para uso como matriz antigénica em testes sorologicos. De
fato, trata-se de um alvo comum para anticorpos neutralizantes (AMANAT et al., 2020;
PREMKUMARET et al., 2020).

Desde a descoberta da COVID-19, diversos testes soroldgicos foram desenvolvidos,
apresentando variabilidade nos valores de sensibilidade. Esta variabilidade ocorre devido os
diferentes intervalos de tempo das coletas das amostras utilizadas e auséncia de um perfil
comum entre 0s pacientes quanto a sintese de anticorpos (DEEKS et al., 2020). Diante do
exposto, fica evidente a necessidade do desenvolvimento de testes sorologicos capazes de
preencher as lacunas no imunodiagnéstico da COVID-19, proporcionando resultados positivos

em poucos dias ap0s o0 aparecimento dos sintomas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 HISTORICO

No final de dezembro de 2019, na cidade de Wuhan, na provincia de Hubei, China, foram
reportados casos de pneumonia de origem desconhecida associados a um mercado atacadista
de frutos de mar e animais silvestres (ZHU et al., 2020). Os casos foram reportados a
Organizacdo Mundial da Saide (OMS) e, até 3 de janeiro de 2020, 44 casos tinham sido
descritos. Destes, 33 encontravam-se em estado estavel, apresentando febre, e 11 em estado
critico, com achados radiograficos de lesdo invasiva nos pulmdes e quadros respiratorios graves
(WHO, 2020). A partir dai, surgiram novos relatos de individuos infectados na Tailandia, Japdo
e Republica da Coreia, que apresentavam histérico de passagem na cidade de Wuhan. Os novos
casos ndo estavam relacionados ao mercado atacadista de frutos de mar e animais silvestres,
indicando a transmisséo entre pessoas (LI, 2020). Um estudo relatou que a facilidade de
locomocdo humana por meio de transporte aéreo foi um facilitador na disseminacao do virus
para fora do leste asiatico, permitindo que ele atingisse todos os continentes do mundo
(BOGOCH et al., 2020). Em 7 de janeiro de 2020, foi realizado o isolamento do patégeno por
meio do sequenciamento metagendmico, permitindo a identificagdo de um novo tipo de
coronavirus, inicialmente denominado nCoV (Novel coronavirus). O genoma completo foi
compartilhado na plataforma GenBank, tornando-o publico e permitindo que novos estudos
fossem realizados para elucidacdo deste novo agente viral (WHO, 2020). Novos
sequenciamentos foram realizados a partir de amostras de individuos infectados, revelando
homologia com outros coronavirus, dentre eles os responsaveis por infectar morcegos e
pangolins, atingindo similaridade de 85-97% do seu genoma. Observou-se também
similaridade de aproximadamente 80% com o SARS-CoV e 50% de homologia com 0 MERS-
CoV, coronavirus responsaveis pelos surtos da sindrome respiratéria aguda em 2002 e a
epidemia da sindrome respiratdria do Oriente Medio, respectivamente (ADIL et al., 2021; LU
et al., 2020; ZHOU et al., 2020; ZHU et al., 2020). Assim, em fevereiro de 2020, o Comité
internacional de Taxonomia de Virus (ICTV; International Committee on Taxonomy of Viruses)
nomeou o0 nCoV como SARS-CoV-2, devido sua semelhanca ao SARS-CoV. Enquanto, a OMS
nomeou a doenga de COVID-19.

Previamente a pandemia causada pelo SARS-CoV-2, seis coronavirus humanos (HCoV)
ja haviam sido descritos e associados a infeccGes respiratorias em seres humanos: HCoV-229E,
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HCoV-0C43, HCoV-NL63, HCoV-HKU1, SARS-CoV e MERS-CoV (JONSDOTTIR;
DIJKMAN, 2016). Todos os seis HCoV apresentam sintomatologia variada, de quadros gripais
leves a quadros mais graves, chamando a atencdo para a sua importancia médica,
principalmente quanto aos mecanismos de evasdo do sistema imune do hospedeiro e 0s
possiveis alvos para desenvolvimento de vacinas (JONSDOTTIR; DIJKMAN, 2016).

No entanto, contrario aos outros coronavirus, o0 SARS-CoV-2 apresentou elevada
transmissibilidade com um crescimento exponencial de novos casos, com transmissdo através
de individuos infectados e assintomaticos. Tal aumento foi observado em curto periodo,
atingindo no final de marco de 2020 quase 500 mil casos de pessoas com COVID-19, e
aproximadamente 38 mil 6bitos advindos da infeccdo no mundo (https://covid19.who.int/).
Desta forma, com o aumento alarmante de casos, a OMS declarou a COVID-19 como um
problema de saude publico, sendo caracterizado como pandemia no dia 11 de mar¢o de 2020.

O numero de casos continuou aumentado exponencialmente no mundo, sendo a insercao
das campanhas de vacinagdes, aproximadamente um ano ap6s a descoberta do virus, uma
medida que se tornou eficaz para reducdo da transmissdo e gravidade da doenca (FIOLET et
al., 2022; GOLOB et al., 2021; VITIELLO et at., 2021). Posteriormente, na décima quinta
reunido do Regulamento Sanitario Internacional (IHR; International Health Regulations), a
COVID-19 deixou de ser uma emergéncia de salde publica de interesse internacional
(LENHARO, 2023; WHO, 2023).

2.2 SARS-CoV-2

O SARS-CoV-2 é um virus da familia Coronaviridae, pertencente ao género
Betacoronavirus. Como outros coronavirus, € envelopado e apresenta uma Unica fita de RNA
positiva. O seu genoma possui aproximadamente 29 kb em comprimento, sendo formado por
longas poliproteinas, dentre elas as ORF1la e ORF1b, proteinas ndo-estruturais (NSP) que, apos
codificacdo e processamento, originam dezesseis outras NSPs; as quais sdo bem conservadas
entre os coronavirus e desempenham funcbes importantes para realizagdo de processos
bioldgicos (NAQVI et al., 2020). Conforme ilustrado na Figura 1, o genoma também é
composto por quatro proteinas estruturais: a proteina Spike ou espicula (S), a de membrana (M),
a do envelope (E) e a do nucleocapsideo (N).
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Figura 1 - Genoma completo do SARS-CoV-2.

Fonte: Adaptada de (GORDON et al., 2020).

A proteina S é uma glicoproteina transmembranar de classe | que se estende a partir do
envelope viral, formando diversas espiculas responsaveis pela adesdo a célula hospedeira e pelo
processo de juncdo das suas membranas. Estruturalmente, a proteina M, glicoproteina mais
abundante do virion, desempenha importante papel da montagem da particula viral, interagindo
intimamente com as proteinas S, E e N. Enquanto a proteina E, um peptideo composto por
dominio transmembranar hidrofébico e uma cauda citoplasmatica carregada, é encontrado em
pequenas quantidades, mas contribui de forma significativa para a patogénese do virus. O
nacleocapsideo viral, encontrado durante os estagios iniciais da infec¢do, auxilia a introducdo
do RNA viral na célula hospedeira através da formacgdo de uma ribonucleoproteina, a qual lhe
confere protecdo (SATARKER et al., 2020; SIU et al.,2008).

2.2.1 Proteina S

A proteina S, glicoproteina transmembranar trimerica, é encontrada no envelope viral
formando aproximadamente 15 a 30 espiculas, as quais cobrem toda a sua superficie e atribuem
um aspecto coroado ao virion. E dividida em trés regides: o ectodominio, a regido
transmembranar e o dominio intracelular (Figura 2). A porcdo externa da proteina S, o
ectodominio, consiste em duas subunidades de ligacéo ao receptor (S1) e de fusdo de membrana
(S2). A S1 é dividida em mais duas porc¢Bes: o dominio N-terminal (NTD) e o dominio de
ligagdo ao receptor (RBD), sendo esta ultima a porcdo responsavel em reconhecer a célula
hospedeira via o receptor da enzima conversora da angiotensina 2 (ACE2). Enquanto a S2

possui 0 maquinario responsavel pela clivagem e fusdo das membranas permitindo entdo o
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inicio do ciclo de infeccdo do SARS-CoV-2 (KADAM et al., 2021; WANG et al., 2020; LI,
20216).
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Legenda: SS (Sequéncia simples); NTD (Dominio N-terminal); RBD (Dominio de ligagdo ao receptor); SD1
(Subdominio 1); SD2 (Subdominio 2); S1/S2 (Sitio de clivagem da protease S1/S2); S2’ (Sitio de clivagem da
protease S2”); PF(Peptideo de fusdo); HR1 (Regido heptada 1); CH (Hélice central); CD (Dominio do conector);
HR2 (Regido heptada 2); TM (Dominio transmembranar); CT (Cauda citoplasmatica); ACE2 (Enzima
conversora de angiotensina 2); TMPRSS2 (Protease serina transmembranar 2).

Figura 2 - Estrutura da proteina Spike do SARS-CoV-2.

Fonte: Elaborado pela autora (a partir https://biorender.com/)

2.2.1.1 Dominio de ligacédo ao receptor (RBD)

A RBD ¢ uma das por¢des da subunidade 1 da proteina S, responsavel pelo inicio do
processo infeccioso se ligando especificamente a ACE2 nas células hospedeiras. A formacao
do complexo RBD/ACE?2 induz a dissociagdo da S1 com a ACE2, e permite a transi¢do da S2
de um estado de pré-fusdo metaestavel para um estado estavel de pds-fusdo, para a ativacdo da
maquinaria responsavel pela fusdo das membranas (LAN et al., 2020). A RBD ¢é composta por
dois subdominios: um principal e um externo. O subdominio principal consiste em cinco folhas-
[ dispostas de maneira antiparalela e conectadas por lagos e hélices curtas (WANG et al., 2020).
Enquanto o subdominio externo ¢ inserido entre as fitas 4 e 7, composto por al¢a estabilizada

(B5 e B6) conectadas por uma ligagdo dissulfeto. Dentre as fitas antiparalelas f4 e 7, encontra-
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se 0 motivo de ligacdo ao receptor (RBM), o qual possui grande parte dos sitios de ligacéo entre
0 SARS-CoV-2 e ACE2 (LAN et al., 2020; SAPONARO et al., 2020).

A RBD apresenta mudancas conformacionais que permitem esconder ou expor 0s
determinantes de ligacédo, lembrando o movimento de uma dobradica. O estado aberto ocorre
quando o dominio est& livre para ligacdo a célula hospedeira, e estado fechado quando a RBD
estd parcialmente oculta, impossibilitando sua ligacdo a ACE2 (WALLS et al., 2020). Ao
comparar as estruturas do SARS-CoV-2 com a de outros coronavirus, é possivel encontrar
algumas semelhancas, como o movimento de dobradica existente no SARS-CoV e no MERS-
CoV. Em especifico, a estrutura do SARSCoV-2 e do SARS-CoV apresentam elevada
homologia na proteina S e na RBD. Todavia, quando a RBD est4 em estado fechado, é possivel
observar uma diferenca em relacdo a sua posicéo entre os virus (WRAPP et al., 2020).

A RBD consiste em potencial alvo para o diagnostico e tratamento da COVID-19, sendo
que estudos recentes mostram sua dominancia sobre a resposta de anticorpos neutralizantes
policlonais em individuos infectados (GATTINGER et al., 2021; BERRY et al., 2010; CAO et
al., 2020; PICCOLI et al., 2020; PREMKUMAR et al., 2020). Ademais é possivel observar que
altos niveis de anticorpos da classe G (IgG) contra epitopos conformacionais, mas nao
sequenciais, da RBD inibem a sua ligagdo com a ACE2, sendo caracterizada a sua atividade
neutralizante. Anticorpos da classe M (IgM) também foram associados a altos titulos de
anticorpos neutralizantes durante o inicio da fase convalescente (GATTINGER et al., 2021,
BERRY et al., 2010; CAO et al., 2020; PICCOLI et al., 2020; PREMKUMAR et al., 2020).
Estes achados permitem fortalecer o papel da RBD como possivel alvo para desenvolvimento
de testes diagnosticos e vacinas (MULLINGAN et al., 2020; RAVICHANDRAN et al., 2020)

A partir do surgimento de novas variantes do SARS-CoV-2 foi possivel observar
mutacBes importantes que influenciam na patogénese da infeccdo, sendo localizadas
principalmente na proteina S (KORBER et al., 2020). Por meio da comparacdo do genoma
selvagem com os demais presentes na plataforma GISAID, foram encontradas 725 mutagGes
ndo degeneradas na proteina S, 89 das quais na RBD, e mais especificamente 52 na RBM
(CHEN et al., 2023). Em especial, as mutag0es encontradas na RBD proporcionam aumento da
sua forca da ligagcdo com o ACE2 e uma reducdo de 85% da atividade neutralizante quando

comparado a cepa selvagem (LUPALA et al., 2022).
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2.3 DOENGA CORONAVIRUS 2019 (COVID-19)

A COVID-19 é uma sindrome respiratéria causada pelo SARS-CoV-2, transmitida
principalmente através da via respiratdria por meio de goticulas ou aerossdis expelidos por
individuos infectados, e por meio de superficies contaminadas; com transmisséo por individuos
assintomaticos ou sintomaticos (MEYEROWITZ et al., 2021; FURUKAWA et al., 2020). A
doenca afeta principalmente o sistema respiratorio com sintomas inespecificos, como febre,
tosse, nauseas, dispneia, mialgia, fadiga, vémito e diarreia, podendo evoluir para uma
pneumonia viral, acompanhada de faléncia de 6rgaos, sindrome respiratdria aguda grave e 6bito
(GUAN et al., 2020). Outros sistemas e 6rgdos também podem ser afetados, visto que a ACE2
ndo é exclusiva de células do sistema respiratorio, podendo apresentar manifestacdes
hematoldgicas, renais, cardiacas, endocrinas, neuroldgicas, hepaticas, dermatoldgicas e
gastrointestinais. Os achados laboratoriais mais comuns sdo linfocitopenia, neutrofilia,
trombocitopenia, elevacdo de marcadores inflamatdrios, fibrinogénio e D-dimero (GUPTA et
al., 2020). A gravidade do quadro clinico é variada e seus desfechos sdo influenciados por
fatores como idade avancada e comorbidades (ALSHAMMARY et al., 2022).

O virus infecta as células hospedeiras através da ligacdo da proteina S ao ACE2, enzima
presente em células epiteliais dos pulmdes, intestinos, cérebro e dos vasos sanguineos,
realizando a fusdo das membranas pela acdo de serina-proteases TMPRSS2 (Transmembrane
protease serina 2). Ap6s entrada na célula, o RNA viral sequestra a sua maquinaria dando inicio
a confeccdo de novas particulas virais. Neste processo, ocorre a formacdo de um complexo de
transcricdo-replicacdo que sintetiza RNAs subgenémicos e proteinas estruturais, para
montagem posterior do virion (FEHR; PERLMAN, 2015; KUMAR et al., 2020).

Diversos mecanismos podem estar relacionados a patogenicidade da COVID-19, a
elevada transmissibilidade do SARS-CoV-2 e os diferentes desfechos clinicos. A regulagdo
negativa da ACE2, devido ligacdo a RBD, promove desregulacdo do sistema angiotensina-
aldosterona. Um outro mecanismo ¢ a “tempestade de citocinas” devido a liberacdo de citocinas
pré-inflamatorias e quimiocinas, que causa danos as células epiteliais (SAMUDRALA et al.,
2020). Resposta imune exacerbada é comum em pacientes graves com COVID-19, com
aumento da resposta humoral e reducéo da resposta celular, em particular reducdo da populacgéo
de células T CD4+, mas com uma predominancia de acdo mediada por linfocitos Th2 (OJA et
al., 2020). Diferentes perfis podem ser definidos de acordo com a evolugdo e gravidade da

doenca. O primeiro perfil, associado a um quadro moderado e consequente recuperacao, é
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caracterizado por baixa expressdo de citocinas pré-inflamatdrias e aumento nos genes de reparo
tecidual. Enquanto o segundo e terceiro perfis sdo associados & sintomatologia grave com
elevados niveis se citocinas pro-inflamatérias e possivel falecimento. Por Gltimo, um quarto
perfil pode ser construido caracterizado pela “tempestade” de citocinas € quimiocinas pro-

inflamatorias, gerando danos a diversos 6rgdo e sistemas (LUCAS et al., 2020).

2.4 DIAGNOSTICO LABORATORIAL

O surgimento do SARS-CoV-2 deu inicio a uma corrida para desenvolver ferramentas
diagndsticas eficazes para identificacdo dos casos para isolamento social, tratamento, controle
e investigacdo epidemioldgica. De imediato, a confirmacdo do diagnéstico da COVID-19
baseia-se na deteccdo do RNA viral, que pode ser realizada através de amostras de secrecao
respiratdria, destacando swabs nasofaringeos e orofaringeos, através da RT-PCR para detec¢do
da infeccdo em sua fase aguda (KEVADIYA et al., 2021). A publicacdo da sequéncia genémica
do SARSCoV-2 permitiu a realizacdo de diferentes estudos, aprimorando 0s ensaios e
permitindo a selecdo de alvos para sintese de primers (iniciadores) especificos de regides de
interesse (ROIs) exclusivas do virus, tais como: a estrutura de leitura aberta de replicase
(ORF1la/b), espicula (S), envelope (E), membrana (M) e nucleocapsideo (N). Contudo, a
interpretagdo dos resultados deve ser realizada com cautela. De fato, a variabilidade na
liberacdo do material viral (viral shedding) pode levar a perda da sensibilidade do teste
dependendo do tipo de amostra coletada e a data de realizacdo do exame ap6s o inicio dos
sintomas. A reducdo da sensibilidade pode prejudicar o rastreamento de casos ativos,
isolamento de individuos infectados e a introducédo de terapia adequada (CHAU et al., 2020;
WIKRAMARATNA et al., 2020).

Outros tipos de ensaios utilizados no diagnostico da COVID-19 sdo os de neutralizagdo
de anticorpos, testes rapidos para deteccdo de antigenos, os ensaios de repetices palindrémicas
curtas agrupadas regularmente interespacadas (CRISPR), sequenciamento de nova geragédo
(NGS) e ensaios de amplificagdo isotérmica de acido nucleico (INAA) (QURAISHI;
UPADHYAY; NIGAM, 2022; ROTONDO et al., 2022). No entanto, os testes comerciais
baseados nas tecnologias acimas mencionadas apresentam vantagens e desvantagens quanto ao
seu desempenho. A maioria deles necessita de equipamentos sofisticados e profissionais

qualificados para a sua realizacéo e interpretacdo dos resultados.
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Em um estudo realizado por Kucirka e cols. (2020), foi observada elevada taxa de
resultados falso-negativos quando a RT-PCR foi realizada nos primeiros quatro dias e depois
do nono dia ap6s o surgimento dos sintomas. Estes achados sugerem que o melhor periodo para
realizacdo do teste situa-se entre o quinto e oitavo dia p6s-inicio dos sintomas. Uma lacuna é
criada quando testes moleculares apresentam pequena janela de deteccdo para investigacao de
casos ativos. Assim, o decaimento da carga viral durante a infecgdo pelo SARS-CoV-2 torna-
se um fator limitante para o sucesso diagnostico. Por este motivo, a deteccdo de anticorpos anti-
SARS-CoV-2 constitui uma alternativa na busca de casos da infecgdo, fornecendo informacées

complementares aos ensaios moleculares (Figura 3).
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Figura 3 - Cinética de anticorpos (IgA, IgM e IgG) anti-SARS-CoV-2 e de detecgdo de RNA viral no curso
de COVID-19 branda.

Fonte: (Acervo GRUPYBE).
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Com base no exposto, 0 uso de ensaios sorolégicos indiretos é indicado para avaliagao de
individuos 14 dias apds o surgimento dos sintomas, com quadro clinico indicativo de COVID-
19 e/ou RT-PCR negativa. Outra utilidade baseia-se na avaliacdo de infec¢Ges passadas e da
resposta imune, quando utilizados ap6s 14 ou mais dias ap0s o inicio dos sintomas; bem como
ferramenta epidemioldgica para realizacao de estudos de soroprevaléncia (DEEKS et al., 2020).
Devido a baixa conservacdo da RBD entre coronavirus, testes que a utilizam como matriz
antigénica mostram elevada especificidade, mesmo quando testados com soro de camundongos
infectados com os coronavirus responsaveis por outras zoonoses (PREMKUMAR et al., 2020).

Durante a corrida para o desenvolvimento de ensaios soroldgicos indiretos para o
diagndstico da COVID-19, diversos testes foram lancados no mercado. Todavia, poucos
avaliaram o uso da RBD isolada como matriz antigénica. Entretanto, os poucos estudos que
avaliaram o potencial diagnostico da RBD demonstraram elevado potencial diagnéstico desta
molécula, indicando que ela pode ser Gtil em inquéritos soroldgicos e na deteccdo de individuos
infectados ap6s duas semanas do inicio dos sintomas (PETERHOFF et al.,, 2021;
INDENBAUM et al., 2020). Além disso, existe uma correlacédo entre anticorpos anti-RBD e a
neutralizacdo do SARS-CoV-2, devido a uma possivel acdo protetora conferida por estes
anticorpos, aumentando o seu potencial diagndstico (PETERHOFF et al., 2021; INDENBAUM
et al., 2020).
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3 OBJETIVOS

3.2 OBJETIVO GERAL

Avaliar o desempenho da proteina RBD do virus SARS-CoV-2 para o0 imunodiagnostico
da COVID-19.

3.4 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Padronizar o teste imunoenzimatico no formato ELISA indireto utilizando a proteina
RBD (RBD-ELISA) para detec¢édo de anticorpos 1gG e IgM anti-SARS-CoV-2,;

b) Determinar os parametros de desempenho do RBD-ELISA utilizando amostras séricas
positivas e negativas paraa COVID-19;

c) Avaliar a reatividade cruzada utilizando amostras séricas de individuos positivos para

outras doencas infecto-parasitarias de interesse epidemiologico no Brasil.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

4.1.1 Locais de Experimentacao

A avaliacéo e validacdo do potencial diagndstico do antigeno RBD foram realizadas no
Laboratorio Avancado de Saude Publica (LASP), do Instituto Gongalo Moniz — IGM/Fiocruz-
BA.

4.1.2 Consideracdes éticas

Este estudo encontra-se inserido no projeto “Enfrentamento da COVID-19:
desenvolvimento de métodos de diagnostico in vitro de alto desempenho”, aprovado pelo CEP
do Instituto Gongalo Moniz - IGM/ FIOCRUZ/ BA, CAAE: 33552720.0.0000.0040. (Anexo
A).

4.2 ANTIGENO RECOMBINANTE

A fracdo recombinante da RBD foi cedida pelo Instituto de Desenho de Proteinas
(Institute for Protein Design, Seattle, WA, EUA). O gene sintético foi obtido comercialmente
e clonado no vetor pET28a. Os antigenos foram expressos em células de mamiferos HEK293,
transfectados com o vetor hibrido por densidade e PEI-MAX. A células foram cultivadas no
meio Expi293™ a 37 °C, em 75% de umidade, 8% de CO2, 150 RPM com 25 mm de alcance.
A cultura foi realizada em frasco crescimento ideal de 1,6 L (Thomson Instrument Company,
EUA) com tampa de ventilacdo estéril. Apos trés dias de cultivo houve a colheita do antigeno
recombinante via filtracdo estéril, de acordo com o protocolo do fabricante. O antigeno foi

enviado para o LASP ja purificado e pronto para uso.



27

4.3 PAINEL SOROLOGICO

4.3.1 Dimensionamento amostral

Para o estudo de avaliacdo do desempenho diagndstico, o calculo amostral foi realizado
utilizando o software OpenEpi (DEAN et al., 2013) considerando populacdo > 1 milhé&o,
sensibilidade e especificidade esperada de 99%, intervalo de confianca de 95%, e erro absoluto

de 2,5%. Assim, foram estimadas 122 amostras: 61 amostras positivas e 61 negativas.

4.3.2 Obtencéo e caracterizacdo do painel amostral

O painel sorologico para avaliagdo do potencial diagnéstico da fracdo RBD foi
composto por 705 amostras elegiveis: 354 amostras séricas positivas para COVID-19
pertencentes a 128 individuos infectados e 351 amostras séricas negativas. As amostras
positivas para COVID-19 foram oriundas de pacientes internados no hospital Alianca e na
Maternidade José Maria de Magalhdes Neto, situados em Salvador (Bahia), e do hospital
Aeroporto, situado em Lauro de Freitas (Bahia). As amostras foram coletadas no periodo de
margo a outubro de 2020; e foram estratificadas por intervalos de acordo com a data da coleta
apos o inicio dos sintomas: 0-7 dias, 8-14 dias, 15-21 dias, e >22. As amostras negativas para
COVID-19 foram obtidas da Fundacdo de Hematologia e Hemoterapia da Bahia (HEMOBA)
e coletadas em periodo prévio a pandemia. As amostras foram avaliadas quanto a presenca ou
auséncia de anticorpos IgM e IgG anti-SARS-CoV-2 utilizando trés testes comerciais: GOLD
ELISA COVID-19 IgG+IgM (REM Diagnostica SA, Séo Paulo, SP, Brasil), Anti-SARS-CoV-
2 NCP ELISA (IgG) (EUROIMMUN Medizinische Labordiagnostika AG, Libeck, Alemanha)
e Anti-SARS-CoV-2 NCP ELISA (IgM) (EUROIMMUN Medizinische Labordiagnostika AG,
Llbeck, Alemanha). Os testes comerciais foram realizados de acordo com as instrugdes dos
fabricantes. Na avaliagéo de reatividade cruzada foram utilizadas amostras séricas colhidas no
periodo pré-pandemia e sorologicamente positivas para cada umas das seguintes doencas
infecto-parasitarias: dengue (n = 20), sifilis (n = 20), HIV-1/2 (n = 20), HTLV-1/2 (n = 20),
HCV (n = 20), HBV (n = 20), doenca de Chagas (n = 5), filariose (n = 5) e leishmaniose (n =
5).
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4.4 PADRONIZACAO DO RBD-ELISA

O ensaio imunoenzimatico no formato ELISA indireto (RBD-ELISA) foi padronizado
selecionando as condicdes que melhor diferenciaram amostras positivas de negativas para a
COVID-19. Desta maneira, quantidades variadas de antigeno (RBD), diferentes diluicGes dos
anticorpos secundarios 1gG e IgM marcados com peroxidase e de amostras séricas foram
avaliadas utilizando uma matriz de decisdo (checkerboard titration). Os antigenos foram
avaliados nas quantidades de 25, 50, 100 e 200 ng, os anticorpos secundarios nas diluicGes de
1:2.500, 1:5.000, 1:10.000, 1:20.000, 1:40.000 e 1:80.000 e amostras séricas das dilui¢cdes de
1:50, 1:100 e 1:200. Para a padroniza¢do do RBD-ELISA IgG e IgM foram utilizados 4 pools
de amostras séricas negativas (N1, N2, N3 e N4) e 3 compostos por amostras positivas (P1, P2

e P3) para COVID-19, previamente caracterizados por testes comerciais.

4.4.1 Sensibilizagédo das microplacas

Com objetivo de otimizar as condicdes do RBD-ELISA, a sensibilizacdo das
microplacas foi realizada considerando diferentes sistemas-tampao. Inicialmente, 100 ul de
solucdo tampdo carbonato/bicarbonato (50 mM, pH 9,4; carbonato de s6dio — Na,COs e
bicarbonato de sédio — NaHCO3; pH 9,4), tampdo PBS (pH 7,4; fosfato dissédico — NazHPOa,
fosfato monossodico — NaH2POs, cloreto de sddio - NaCl) e tampéo TRIS-HCL (20 mM, pH
8,4; tris(hidroximetil)aminometano-(HOCH2)sCNHz, acido cloridrico — HCI) contendo 100 ng
do antigeno RBD foram adicionados aos pocos de microplacas de poliestireno de alta ligacédo
de 96 cavidades de fundo chato (Corning® 96-well, Costar, Glendale, AZ, EUA). Em seguida,
as microplacas foram incubadas overnight (16 + 2 horas a 8 °C). Apds este periodo, foram
acrescentados 100 pl da solugdo WellChampion™ (lote 130703; Ken-Em-Tec Diagnostics A/S,
Taastrup, Dinamarca) por poco, para sensibilizacdo e blogueio. Apds 15 minutos de incubagéo
a temperatura ambiente, as microplacas foram esvaziadas por inversao e colocadas em estufa a
37 °C por 90 minutos para secagem (MARCONI® MA032, Sio Paulo, SP, Brasil).

4.5 AVALIACAO DO POTENCIAL DIAGNOSTICO

Ap0s a sensibilizacdo das microplacas, os pocos foram lavados uma vez utilizando 250
ul de tampdo PBS Tween-20 a 0,05% (PBS-T). Em seguida, 100 ul das amostras séricas na
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diluicdo pré-determinada foram adicionados aos pocos. As microplacas foram seladas e
incubadas por 30 minutos a 37 °C (MARCONI® MA032, S&o Paulo, SP, Brasil). Ao final desta
etapa, os pogos foram lavados cinco vezes com 250 ul de tampéo PBS-T. Em seguida, 100 pl
do anticorpo secundario anti-humano HRP IgG (LATED, Biomanguinhos, FIOCRUZ-RJ; lote
225EXCJHP162Z) ou anticorpo secundario anti-humano HRP IgM (LATED, Biomanguinhos,
FIOCRUZ-RJ), diluidos em PBS-T, foram adicionados a cada poc¢o, na condigdo pré-
selecionada.

Novamente as microplacas foram seladas e incubadas por 30 minutos a 37 °C
(MARCONI® MA032, Séo Paulo, SP, Brasil). Subsequentemente, um novo ciclo de lavagem
foi realizado conforme descrito anteriormente. Entdo, 100 pl da solucdo reveladora TMB Plus
(lote 111011; Ken-Em-Tec Diagnostics A/S, Taastrup, Dinamarca) foram adicionados aos
pocos e as microplacas incubadas por 15 minutos sob abrigo de luz. Apos a incubacéo, 50 pl
de H2SO4 a 0,2 M foram adicionados para a interrupcdo das reacdes. Por fim, a leitura das
microplacas foi realizada em um espectrofotometro (SPECTRAmMax 340PC®, San José, CA,
EUA) a 450 nm.

4.6 ANALISE DOS RESULTADOS

4.6.1 Padronizacao: definicdo das melhores condicdes de ensaio

Para definicdo das condicBes que melhor diferenciavam amostras positivas de negativas,
foi calculada a relagdo de sinal-ruido (SNR) e a diferenca entre as médias aritméticas das
densidades 6ticas (DO) dos pools de amostras positivas e das negativas acrescida a trés desvios-
padrdo (DP). Além disso, foi estabelecido pelo nosso grupo de pesquisa que a média das DO
dos pools de amostras positivas apresentasse sinal superior a 0,80 e a das negativas sinal inferior
a0,15.

4.6.2 Definicdo do ponto de corte (Cut-off)
O ponto de corte (CO) foi calculado individualmente para cada microplaca. Diferentes

formulas foram utilizadas, considerando os maiores valores de sensibilidade, especificidade e

acuracia. Desta forma, a média dos controles negativos (XNEG) e seus respectivos desvios
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padres (DP) foram calculados e seis formulas para determinacdo do CO foram utilizadas,

conforme descrito abaixo:

CO 1 = Area abaixo da curva ROC (AUC)
CO2=XNEG + 0,130
CO3 =XNEG X2
CO4 =XNEG x3
CO5=XNEG + 3DP
CO 6 =XNEG + 2DP

4.6.3 Normalizacéo dos dados

A normalizacdo dos dados foi obtida através do calculo do indice de reatividade (IR), de

acordo com a formula abaixo:

DO da Amostra

Indice de reatividade (IR) = Valor do CO

A partir do IR, foram consideradas negativas todas as amostras com sinal inferior a 1,00
(IR < 1,00) e positivas todas aquelas com sinal igual ou superior a 1,00 (IR > 1,00). A zona
cinza foi composta por amostras que obtiveram IR = 1,0 = 10%. Sinal igual ou inferior a 1,20
para as amostras positivas (IR < 1,20) e superior ou igual a 0,80 para as amostras negativas (IR

> 0,80) foram adotados como critério de repeti¢ao.

4.6.4 Parametros de desempenho

Os parametros de desempenho foram estimados utilizando tabelas de dupla entrada (2 x
2) ou de contingéncia, conforme ilustrado na figura 4. A partir desta tabela foi realizado o
calculo da sensibilidade, especificidade, acuracia, razbes de verossimilhanca (RV), indice
Kappa de Cohen (), a razéo de probabilidades diagndsticas (DOR) e area abaixo da curva ROC
(AUC), junto com seus respectivos intervalos de confianca a 95% (1C95%).

Através da tabela de dupla entrada, alguns conceitos podem ser formulados e os

parametros de desempenho calculado, tais como (SANTOS, 2016):
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Verdadeiro Positivos (VP): sdo amostras que possuem resultado positivo no teste indice
dentro do grupo amostral previamente diagnosticado como positivo paraa COVID-19;
Verdadeiro Negativos (VN): sdo amostras que possuem resultado negativo no teste
indice dentro do grupo amostral previamente diagnosticado como negativo para a
COVID-19;

Falso Positivos (FP): sdo amostras que possuem resultado positivo no teste indice dentro
do grupo amostral previamente diagnosticado como negativo para a COVID-19;

Falso Negativos (FN): sdo amostras que possuem resultado negativo no teste indice

dentro do grupo amostral previamente diagnosticado como positivo para a COVID-19.

Teste

Padrao Ouro

i A :
I \

Com doencga Sem doenga
o Verdadeiro Falso vP
Positivo A e +
Positivos i ve fp Positivos o
| - Fal FN | VN | verdadei N
| Negativos Negativos VN
VP + FN FP + VN VP+FP
+
FN+VN

Legenda: FN (Falso negativos); FP (Falso positivos); VN (Verdadeiro negativos); VP (Verdadeiro
positivos).

Figura 4 - Combinagdo bindria entre os provaveis resultados obtidos em um determinado teste e o
diagnostico verdadeiro da doenga.

Fonte: (SANTOS, 2016).

Assim, através da combinacdo binaria, foram calculados o0s seguintes parametros

v

(OUCHCHANE; RABILLOUD; BOIRE, 2009):

Sensibilidade (Sen). Definida como a probabilidade de um resultado ser positivo pelo
teste indice dentre as amostras sorologicamente positivas para COVID-19. Desta

forma, o total de resultados verdadeiramente positivos sobre o total de amostras
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positivas. Quanto mais proxima de 1 (ou 100%) estiver a sensibilidade, melhor sera o
desempenho do teste. Esta probabilidade é estimada conforme a formula abaixo:

VP

Sen = UE T FEN

v' Especificidade (Esp). Definida como a probabilidade de um resultado ser negativo pelo
teste indice dentre as amostras sorologicamente negativas para COVID-19. Desta
forma, o total de resultados verdadeiramente negativos sobre o total de amostras
negativas. Assim, com a interpretacdo similar a sensibilidade, quanto mais préxima de
1 (ou 100%) estiver a especificidade, melhor serd o desempenho do teste. Esta

probabilidade é estimada conforme a formula abaixo:

VN

Esp= ——
SP= UN ¥ FP

Os valores dos intervalos de confianca a 95% (IC 95%) para a sensibilidade e

especificidade foram calculados conforme as férmulas abaixo:

1C95% = +1,96x Sen x (1-Sen) e 1C95% = +1,96x Esp x (1—Esp)
NDo NSa

Legenda: NDo = nimero de doentes; NSa = nimero de sadios

v Acuracia (Acc). Também conhecida como Exatiddo (Exa), refere-se aos resultados
corretamente classificados (VP e VN) dentre as amostras avaliadas, ou seja, representa
a proporcao de diagndsticos corretos. O seu valor varia de 0 a 1, sendo que 1 (ou 100%)
corresponde auséncia de resultados falso positivos e falso negativos. Esta probabilidade

¢ estimada conforme a formula abaixo:

VP +VN
Exa =
VP+FP+FN + VN
v Razdes de verossimilhanca (RV) séo parametros que permitem quantificar informacgoes

precisas de um novo teste. As RVs sdo calculadas para verificar se os resultados do
RBD-ELISA interferem de forma positiva ou negativa na probabilidade laboratorial de
diagnosticar a COVID-19. Semelhante ao risco relativo, mostram quantas vezes é
aumentada a probabilidade do teste de detectar determinado resultado em uma amostra.
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As RVs sdo interpretadas de acordo com a tabela abaixo (Quadro 1), sendo que um
melhor desempenho é encontrado quando a RV ¢ diferente de 1.Z

Quadro 1 - Interpretacdo dos valores das raz6es de verossimilhanca.

Resultados possiveis Interpretacdo
RV > 10 Aumento significativo da probabilidade
RV 5al0 Aumento moderado da probabilidade
RV2a5 Aumento pequeno da probabilidade
RvilaZ2 Aumento insignificante da probabilidade
RV =1 Sem significado estatistico
RVO05al Diminuicao insignificante da probabilidade
RV 0,2a0,5 Diminuicdo pequena da probabilidade
RV 0,1a0,2 Diminuicdo moderada da probabilidade
RV <0,1 Diminuicdo significativa da probabilidade

Legenda: RV (Razéo de verossimilhanca).
Fonte: Adaptado de (OUCHCHANE; RABILLOUD; BOIRE, 2009).

Os testes diagnosticos com resultado dicotdmico possuem dois coeficientes de
probabilidade possiveis: o0 positivo e 0 negativo. A RV positiva (RV+) corresponde quantas
vezes aumenta a probabilidade de encontrar um resultado positivo em uma amostra que seja
positiva (sensibilidade) do que em uma amostra negativa (complemento da especificidade). A
RV negativa (RV-) indica quantas vezes aumenta a probabilidade de encontrar um resultado
negativo em uma amostra positiva (complemento da sensibilidade) do que em uma amostra

negativa (especificidade). Ambos os parametros foram calculados como segue abaixo:

Sen 1— Sen
RV+= m e RV—= W
v Indice Kappa de Cohen (). Parametro que mede o grau de concordancia entre medidas
da mesma variavel categorica que nao acontece ao acaso. Esta medida tem como valor
méaximo 1,00 que representa concordancia total entre as avaliacdes e valor minimo zero,
indicando auséncia de concordancia entre as avaliagdes. Os valores do indice k e do
IC95% sdo calculados como descrito abaixo, onde Po representa a probabilidade
observada e Pe a probabilidade esperada e séo interpretados de acordo com a quadro 2

(SANTOS, 2016):



34

_Lo—re 1€95% = K +1,96 |—— L= F0)
K= "pe € 0T KL (1= Pe)(1— Pe)

Quadro 2 - Interpretacio do indice Kappa de Cohen (k).

Indice x de Cohen Concordancia
> 0,00 Nenhuma
0,00 a 0,20 Fraca
0,21a0,40 Razoavel
0,41 a 0,60 Regular
0,61a0,80 Moderada
0,81 a0,99 Quase perfeita
1,00 Perfeita

Fonte: adaptado de (LANDIS; KOCK, 1977).

Neste caso, 0s resultados obtidos no RBD-ELISA foram comparados quanto a
concordancia com o teste padrdo da COVID-19 (clinica + RT-PCR).

v Razdo da probabilidade diagnostica (DOR). E definido como a razdo entre a
probabilidade de o teste ser positivo se o individuo possuir a COVID-19 em relacéo a
probabilidade de o teste ser positivo se o individuo for negativo para a COVID-19. Os
valores de DOR variam de zero ao infinito. Todavia, os testes s6 sdo Uteis se os valores
forem maiores que 1. Quanto mais elevados os valores de DOR, melhor o desempenho
do teste. Este parametro € calculado como segue abaixo (SANTOS, 2016):

RV +

DOR = ——
RV —

v' Area abaixo da curva ROC (AUC). Parametro estimado a partir da obtenc&o de curvas
ROC (Receiver Operating Characteristic Curve). A partir dos graficos formados, a area
abaixo da curva é calculada, com seu valor variando de 0 a 1. Os testes diagnosticos
apresentam utilidade quando os valores sdo acima de 0,50. A construgdo das curvas
ROC e determinagdo dos valores de AUC foram realizados utilizando o programa
estatistico GraphPad Prism 8 (GraphPad Software Inc., Chicago, IL, EUA). A
interpretacdo dos valores de AUC estdo descritos no quadro 3 (SWETS, 1988).
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Quadro 3 - Interpretacdo dos valores da &rea abaixo da curva ROC (AUC).

Resultados possiveis Interpretacdo
1,00 < AUC > 0,90 Excelente
0,90 <AUC > 0,80 Bom
0,80 < AUC > 0,70 Razoavel
0,70 < AUC > 0,60 Pobre
0,60 < AUC > 0,50 Fraco

Legenda: AUC (Area abaixo da curva ROC).
Fonte: adaptado de (SWETS, 1988).

Os RBD-ELISA IgG e IgM foram avaliados por meio da analise combinatoria, cujo
objetivo foi utilizar os parametros de desempenho obtidos nos ensaios individualmente (Sen,
Esp e Exa), para elevacdo da qualidade do teste e reduzir os resultados falso positivos e falso

negativos. Assim, foram feitas as analises em série e em paralelo:

v' Em série. O resultado é positivo quando os dois testes (A e B) sdo positivos.

T.., = A, NB,

v Em paralelo. Quando um dos testes é positivo (A), o teste conjunto também é (B).

T,, = A, UB,

4.6.5 Testes estatisticos

As analises foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Prism
v8.0, Chicago, IL, EUA). As medidas descritivas foram apresentadas através de média
geomeétrica, desvio padréo e coeficiente de variacao. O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para
testar a normalidade dos dados. Uma vez rejeitada a hipdtese nula foi utilizado o teste de
Wilcoxon-Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis. No caso de confirmagdo da normalidade dos
dados foi utilizado o teste T de Student. Todas as conclusdes foram tomadas ao nivel de
significancia de p < 0,05. A auséncia de sobreposicéo dos valores dos IC95% foi considerada

significancia estatistica.
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACAO DO PAINEL SOROLOGICO

Um total de 840 amostras foram incluidas no presente estudo (Figura 5). A mediana da
idade dos individuos positivos para SARS-CoV-2 foi de 49 anos (intervalo interquartil: 35,5-
67,0 anos). A infeccdo pelo SARS-CoV-2 (n = 354) foi encontrada com mais frequéncia em
mulheres (53,1%) em comparacdo com homens (46,9%). As amostras positivas foram
classificadas pelo inicio dos sintomas da seguinte forma: 0-7 dias ap6s o inicio dos sintomas,
8-14 dias apds o inicio dos sintomas, 15-21 dias ap6s o inicio dos sintomas e até 21 dias apds o
inicio dos sintomas. As 354 amostras positivas para COVID-19 foram avaliadas por trés testes
soroldgicos e por RT-PCR. Elas foram oriundas de 128 individuos admitidos em unidades
hospitalares e com quadro clinico compativel com a infecg&o.

As amostras negativas (n = 351) e as positivas para outras doengas infecto parasitérias
(n = 135) foram coletadas em periodo pré-pandémico, ndo havendo necessidade de avaliacdo
pelos testes comerciais. Entretanto, 161 amostras negativas paraa COVID-19 foram submetidas
aos testes comerciais para possibilitar a analise dos parametros de desempenho. Assim, as
amostras foram divididas em dois painéis: o primeiro para avaliacdo de desempenho dos ELISA
composto por amostras positivas e negativas para COVID-19, e um segundo para avaliagédo de

reatividade cruzada composto pelas amostras positivas para outras doencas infecto-parasitarias.



Amostras positivas para\ Amostras negativas para\
SARS-CoV-2 SARS-CoV-2
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Triagem das amostras

Obtengao pré-pandemia

! !

Amostras elegiveis para o estudo

354 amostras positivas para SARS-COv-2
351 amostras negativas para SARS-CoV-2
135 amostras positivas para outras doencgas

i i

Avaliacdo de desempenho

Avaliagdo de desempenho

Outras doengas
Positivas para SARS-CoV-2 (n =135)

- (n=354) ~ CHA HBV HIV

[ 5 | (h=5 (=200 (n=20)

c + o

© = DEN HCV HTLV

o Negativas para SARS-CoV-2 o (n=20) (n=20) (n = 20)

(n=351) SIF FIL LEI

(n=20) (n=15) (n=5)

Legenda: CHA (doenca de Chagas); FIL (Filariose); HBV (Hepatite B); HCV (Hepatite C); HIV (Virus da
imunodeficiéncia humana); HTLV (Virus linfotrépico de células T humanas); LEI (Leishmaniose).
Figura 5 - Painel da caracterizagdo soroldgica.

Fonte: Elaborado pela autora

5.2 RBD-ELISA 1gG

5.2.1 Padronizagdo do ELISA indireto 1gG

5.2.1.1 Obtencdo dos controles

Na padronizacdo do RBD-ELISA para deteccdo de anticorpos IgG, foram utilizadas 14
amostras positivas e 16 amostras negativas para COVID-19, as quais foram previamente

caracterizadas por testes comerciais. Estas amostras foram utilizadas para formacéo de 3 pools
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contendo amostras positivas e 4 pools contendo amostras negativas. Os indices de reatividade

nos testes comerciais encontram descritos na Tabela 1.

Tabela 1 - indices de reatividade obtidos por testes comerciais das amostras séricas positivas e negativas para
COVID-19 utilizadas para a confec¢do dos pools séricos usados na padronizacao.

Amostra Per,fil_ IR IR EURO IR EURO Pool
soroldgico GOLD 19G IgM

LIBCOV-158 Positiva 1 2,10 0,92 0,27 P1
LIBCOV-146 Positiva 2 6,39 8,85 7,49 P1
LIBCOV-29 Positiva 3 4,80 3,66 1,52 P1
LIBCOV-16 Positiva 4 7,01 6,52 10,43 P1
LIBCOV-21 Positiva 5 6,95 7,37 10,59 P2
LIBCOV-125 Positiva 6 3,57 0,72 5,85 P2
LIBCOV-166 Positiva 7 4,38 4,02 0,45 P2
LIBCOV-163 Positiva 8 3,55 2,34 0,39 P2
LIBCOV-147 Positiva 9 5,37 6,56 16,37 P2
LIBCOV-19 Positiva 10 5,05 5,42 8,05 P3
LIBCOV-23 Positiva 11 5,45 7,51 7,86 P3
LIBCOV-18 Positiva 12 5,23 4,15 1,41 P3
LIBCOV-44 Positiva 13 5,35 5,51 5,49 P3
LIBCOV-63 Positiva 14 6,50 6,34 2,87 P3
HEMOBA-2653 Negativa 1 0,22 0,13 0,57 N1
HEMOBA-2654 Negativa 2 0,22 0,10 0,36 N1
HEMOBA-2647 Negativa 3 0,21 0,08 0,20 N1
HEMOBA-2640 Negativa 4 0,23 0,13 0,05 N1
HEMOBA-2663 Negativa 5 0,21 0,9 0,1 N2
HEMOBA-2650 Negativa 6 0,23 0,09 0,18 N2
HEMOBA-2648 Negativa 7 0,25 0,08 0,29 N2
HEMOBA-2636 Negativa 8 0,23 0,13 0,18 N2
HEMOBA-2686 Negativa 9 0,23 0,14 0,52 N3
HEMOBA-2642 Negativa 10 0,29 0,1 0,04 N3
HEMOBA-2625 Negativa 11 0,23 0,13 0,16 N3
HEMOBA-2713 Negativa 12 0,23 0,11 0,06 N3
HEMOBA-2707 Negativa 13 0,27 0,08 0,15 N4
HEMOBA-2695 Negativa 14 0,23 0,13 0,18 N4
HEMOBA-2689 Negativa 15 0,25 0,12 0,27 N4
HEMOBA-2632 Negativa 16 0,29 0,15 0,16 N4

Legenda: IR (indice de reatividade); P (Positivo); N (Negativo); EURO IgM (Anti-SARS-CoV-2 NCP ELISA
IgM); EURO 1gG (Anti-SARS-CoV-2 NCP ELISA (IgG); GOLD (GOLD ELISA COVID-19 IgG + IgM).
Fonte: Elaborado pela autora

5.2.1.2 Selecgéo do sistema-tampéo

Inicialmente, trés tampbes foram testados para a sensibilizacdo do antigeno, a saber:
carbonato/bicarbonato (pH 9,4), tampao PBS (pH 7,4) e tampéo TRIS-HCL (pH 8,4). Para esta
avaliacdo, o antigeno foi estabelecido em 100 ng/poc¢o e o anticorpo secundario anti-IgG na
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diluigdo de 1:40.000. Contudo, as amostras séricas foram testadas nas dilui¢des de 1:50 a 1:100
(Figura 6).

Conjugado 1:40.000

2,0
©- Positivas 1:50

154 -©- Negativas 1:50
E ’ -o- Positivas 1:100
z = -®- Negativas 1:100
0 1.0 O/
Q 7
8 0,8+ o

PE——

0’5- \

0,154

0,0 e - B - ]

Antigeno 100 ng

Nota: As linhas em vermelho representam as amostras positivas e as linhas em azul as negativas. O limite minimo
inferior requerido para o conjunto de amostras positivas foi de 0,8 e o limite maximo exigido para o conjunto de
amostras negativas foi de 0,15. A melhor condi¢do foi destacada da figura (retangulo).

Legenda: DO (Densidade ética); CAR (carbonato/bicarbonato); TRIS (TRIS HCI); PBS (Phosphate Buffered
Saline).

Figura 6 - Andlise grafica das densidades éticas da padronizagio dos imunoensaios utilizando trés sistemas-
tampéo.

Através do calculo do SNR foi observado que o melhor sistema-tampdo para
sensibilizacdo das microplacas foi o PBS, atingindo SNR de 20,6 e 14,8 para amostras diluidas
50 e 100 vezes, respectivamente. O carbonato apresentou o menor desempenho dentre os trés
sistemas-tampé&o (Tabela 2).

Tabela 2 - Andlise do SNR dos tamp@es de sensibilizacéo.

SNR SNR
Sistemas-Tampé&o
Amostras 1:50 Amostras 1:100
Carbonato 11,6 8,9
PBS 20,6 14,8
Tris HCI 17,7 12,9

Legenda: SRN (Signal-to-noise ratio); PBS (Phosphate Buffered Saline).
Fonte: Elaborado pela autora

5.2.1.3 Tempo de reagéo



40

Em seguida, foi realizada a avaliacdo considerando o tempo de reacao (time titration)
para mensurar o tempo de incubacao ideal apds adicéo da solugdo reveladora (TMB Plus). Para
esta finalidade, o antigeno foi utilizado na quantidade de 100 ng/poco; anticorpo secundario
anti-lgG nas diluicdes de 1:5.000 e 1:10.000; e as amostras séricas diluidas 50 e 100 vezes
(Figura 7).

Conjugado 1:5.000

2,01 25+
-~ SNR 1:50
-+ SNR 1:100
204

1,54

2 - Positivas 1:50 154
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2 101 ~+ Positivas 1:100 z
8 0,84 -~ Negativas 1:50 104
-+ Negativas 1:100
0,54
54
0,154
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0123456738 91011121314 01234567 891011121314
Minutos Minutos
Conjugado 1:10.000
2,04 251
-o- SNR 1:50
-+ SNR 1:100
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g g WL &
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8 0.8 -©- Negativas 1:50 10
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Figura 7 - Andlise grafica das densidades éticas obtidas na avaliagdo considerando o tempo de reacgdo (time
titration) para mensurar o tempo de incubacéo ideal apds adicao da solucéo reveladora (esquerda). Analise do
SNR (direita).

Legenda: DO (Densidade Optica); SRN (Signal-to-noise ratio).

Fonte: Elaborado pela autora

A partir da avaliacdo considerando o tempo de reacgdo (time titration) foi definido que o
melhor tempo de incubagdo com a solugéo reveladora foi de 15 minutos de reacéo, visto que o

sinal obtido comeca a se estabilizar.

5.2.1.4 Selecéo das condicbes
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Para padronizacdo do ensaio RBD-ELISA IgG, o antigeno foi testado nas quantidades
de 50, 100 e 200 ng/poco, o conjugado nas dilui¢cdes de 1:5.000, 1:10.000, 1:20.000, 1:40.000

e 1:80.000 e amostras séricas diluidas 50 e 100 vezes (Figura 8).

Antigeno 50 ng/poco

DO 450NM
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0,80 1 6

015 by CTTTIN
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Figura 8 - Analise grafica das densidades Oticas das amostras séricas no RBD-ELISA 19G.
Legenda: DO (Densidade Optica); SRN (Signal-to-noise ratio).

Fonte: Elaborado pela autora

A partir dos resultados obtidos, as condi¢bes foram selecionadas através da diferenca

entre a média aritmética das DOs dos pools das amostras positivas e a média aritmética das

DOs dos pools das negativas, acrescida a trés DP, e o0 SNR, de acordo com requisitos pré-

estabelecidos (Tabela 3). Assim, foi estabelecido que a melhor condicdo para 0 RBD-ELISA

IgG foi aquela utilizando 100 ng do antigeno por poco, conjugado na diluicdo de 1:10.000 e

amostras séricas diluidas 50 vezes.

Tabela 3 - Avaliacdo das densidades Oticas das amostras durante a padronizacao
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) : X (X POS) -
Conjugado Antigeno Soro X NEG DP X POS SNR
NEG+3DP (X NEG+3S)

1:50 0,153 0,030 0,243 3,407 3,164 22,233

1:5.000 100 ng
1:100 0,113 0,009 0,141 3,067 2,926 27,224

1:50 0,109 0,011 0,141 2,905 2,764 26,614
1:10.000 100 ng
1:100 0,117 0,017 0,167 1,864 1,697 15,961
200 1:50 0,092 0,013 0,13 1,733 1,603 18,907
n
: 1:100 0,089 0,011 0,122 1,163 1,04 13,037
1:50 0,092 0,015 0,139 1,534 1,396 16,628

1:20.000 100 ng
1:100 0,084 0,009 0,112 0,946 0,834 11,256

1:50 0,096 0,011 0,129 0,672 0,543 6,994

50 n
J 1:100 0,090 0,011 0,121 0,410 0,289 4,580

1:50 0,065 0,006 0,083 0,909 0,826 14,008
1:100 0,061 0,006 0,078 0,532 0,454 8,778
1:50 0,071 0,012 0,108 0,645 0,538 9,074
1:100 0,062 0,007 0,083 0,404 0,321 6,535
1:50 0,072 0,009 0,097 0,313 0,216 4,379
1:100 0,062 0,004 0,073 0,181 0,108 2,918

200 ng

1:40.000 100 ng

50 ng

1:50 0,055 0,004 0,066 0,549 0,483 10,054
1:100 0,053 0,011 0,088 0,274 0,186 5,125
1:50 0,056 0,006 0,073 0,479 0,405 8,520

200 ng

1:80.000 100 ng

1:100 0,051 0,005 0,065 0,2 0,135 3,923

- 1:50 0,055 0,003 0,065 0,193 0,128 3,518
n

| 1:100 0,05 0,002 0,057 0,127 0,07 2,531

Legenda: DP (Desvio Padrdo), X (Média), NEG (Negativo) e POS (Positivo), SRN (Signal-to-noise ratio).
Fonte: Elaborado pela autora

5.2.1.5 Sele¢éo do Cut-off (Ponto de corte)

A partir das DOs encontradas para cada amostra, seis formulas foram utilizadas para
definicdo do CO a ser usado no estudo. A sua defini¢do foi baseada nos maiores valores de
sensibilidade, especificidade e acuracia, conforme descrito na tabela 4. Foi observado que o

melhor CO para ser utilizado foi da formula CO 6 descrita abaixo:

CO 6 = XNEG + 2DP

Tabela 4 - Parametros de desempenho dos valos de cut-off
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Parametros de

desempenhio Co1 CO2 CO3 CO4 CO5 CO6
Sensibilidade 28,6% 39,5% 39,5% 33,9% 43,2% 44,9%
Especificidade 99,7% 98,9% 98,6% 99,4% 97,4% 97,1%

Acurécia 64,0% 69,0% 68,8% 66,4% 70,1% 70,8%

Legenda: CO (Cut-off; Ponto de corte); CO 1 (AUC); CO 2 (XNEG + 0,130); CO 3 (XNEG x 2) e CO 4 (XNEG
x 3), CO 5 (XNEG + 3DP), CO 6 (XNEG + 2DP).
Fonte: Elaborado pela autora

5.2.2 Avaliacao do potencial diagndéstico

A avaliacdo do potencial diagnéstico do RBD-ELISA IgG foi realizada utilizando 354

e 351 amostras séricas positivas e negativas para a COVID-19, respectivamente. Os dados

brutos encontram-se disponiveis no Apéndice A. Foi observada uma area abaixo da curva ROC
de 84,6% (1C95%: 81,8%-87,4%), demostrando boa capacidade diagnoéstica, sendo capaz de

diferenciar amostras positivas de negativas (p < 0,0001) (Figura 9). A especificidade encontrada

foi de 99,1%, mostrando capacidade de identificar pacientes ndo infectados. Ja a sensibilidade

foi de 48,0%. Nesta avaliacdo, 15 amostras ficaram na zona cinza (Tabela 5).
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Legenda: Pos (Positivo); Neg (Negativo).

Figura 9 - Analise grafica dos indices de reatividade da avaliacdo do potencial diagndstico da fracdo RBD da
proteina Spike do SARS-CoV-2 (IgG).
Fonte: Elaborado pela autora

Tabela 5 - Parametros de desempenho obtidos na avaliacdo do potencial diagndstico do RBD-ELISA IgG.
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Parametros de Desempenho % (1C95%)

AUC 84,6 (81,8-87,4)
Sensibilidade 48,0 (42,9-53,2)
Especificidade 99,1 (97,5-99,7)
Acurécia 73,5 (70,1-76,6)

RV + 56,2 (18,1-174,3)
RV - 0,52 (0,47-0,58)
K 0,47 (0,41-0,54)

DOR 107,2 (33,8-340,3)

Legenda: 1C95% (Intervalo de confianga 95%); RV (Razdo de verossimilhanga); k (indice Kappa de Cohen);
DOR (Razéo de probabilidades diagndsticas).
Fonte: Elaborado pela autora

As razdes de verossimilhanca demostraram aumento significativo da probabilidade de
encontrar um resultado verdadeiro positivo do que um falso positivo, e uma diminui¢do da
probabilidade de encontrar um falso negativo do que um verdadeiro negativo. O valor de DOR
acusou uma probabilidade 100 vezes maior de um individuo ser corretamente diagndstico ao
ser submetido ao diagndstico utilizando o RDB-ELISA IgG comparado a um individuo que ndo
realizou o teste. Enquanto, o indice Kappa de Cohen indicou uma concordancia regular entre o
RBD-ELISA IgG e a RT-PCR (Tabela 5).

Em seguida, a estratificacdo das amostras positivas foi realizada em intervalos de acordo
com a data da coleta ap6s o inicio dos sintomas: 0-7, 8-14, 15-21, e >22. Os intervalos
apresentaram diferenca estatistica (p < 0,0001) (Figura 10).

Ao estratificar as amostras positivas através da sua data de coleta foi possivel observar
aumentos dos valores de sensibilidade e acuracia, RV+ e DOR, principalmente em amostras

coletadas a partir do 15° dia pds-inicio dos sintomas (Tabela 6).
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Amostras positivas

=aPNN)
() [@]é)[@]4)]

Indice de Reatividade (IR)

Dias AIS
Intervalos de Coleta
0-7 8-14 15-21 222
0-7 - p<0,0001 p<0,0001 p <0,0001

Figura 10 - Anélise gréfica dos indices de reatividade do RBD-ELISA 1gG estratificados a partir dos intervalos
de coleta ap6s inicio dos sintomas.

Legenda: AIS (Apds inicio dos sintomas).

Fonte: Elaborado pela autora
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Tabela 6 - Parametros de desempenho do RBD-ELISA IgG por intervalo de coleta.

Parametros de Dias apo6s o inicio dos sintomas

desempenho 0-7 8-14 15-21 >22
Sen (%) 22,4 54,1 88,2 87,5
(1C95%) (16,5-29,8) (45,7-62,4) (73,4-95,3) (73,9-94,5)
Esp (%) 99,1 99,1 99,1 99,1
(1C95%) (97,5-99,7) (97,5-99,7) (97,5-99,7) (97,5-99,7)
Acc (%) 76,5 86,8 98,2 98,0
(1C95%) (72,6-80,0) (83,5-89,5) (96,3-99,1) (96,0-99,0)
RV+ 26,3 63,3 103,2 102,4
(1C95%) (8,18-84,3) (20,3-197,6) (33,2-320,7) (33,0-317,8)
RV- 0,78 0,46 0,12 0,13
(1C95%) (0,71-0,86) (0,38-0,46) (0,05-0,30) (0,06-0,29)
K 0,27 0,60 0,88 0,88
(1C95%) (0,15- 0,38) (0,52-0,69) (0,80-0,97) (0,80-0,96)
DOR 33,6 136,9 870,0 812,0
(1C95%) (10,1-111,6) (41,8-448,5) (186,0-4060,3) (186,2-3542,1)

Legenda: Sen (Sensibilidade), Esp (Especificidade); Acc (Acurécia); RV (Razdo de verossimilhanca); « (indice
Kappa de Cohen); DOR (Razado de probabilidades diagndsticas); 1C95% (Intervalo de confianca 95%).
Fonte: Elaborado pela autora

5.2.3 Reatividade Cruzada

Inicialmente foram avaliadas 135 amostras de outras doencas infecto-parasitarias:
dengue (n = 20), sifilis (n = 20), hepatite B (n = 20), hepatite C (n = 20), HIV-1/2 (n = 20),
HTLV-1/2 (n = 20), leishmaniose tegumentar e visceral (n = 5), doenca de Chagas (h = 5) e
filariose (n = 5). Foi observada reatividade em 4,4% (6/135) das amostras avaliadas no RBD-
ELISA IgG. Dentre elas, quatro foram reativas para as amostras de leishmaniose, uma para as
amostras de dengue e uma para HIV-1/2. Levando em conta as amostras dentro da zona cinza
foi encontrada reatividade de 2,96% (4/135) (Figura 11). Os dados brutos encontram-se

disponiveis no Apéndice B.
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Figura 11 - Anélise grafica dos indices de reatividade das amostras doencas infecto-parasitarias para 0 RBD-
ELISA IgG.

Legenda: CHA (Doenca de Chagas); FIL (Filariose); HBV (Hepatite B); HCV (Hepatite C); HIV (Virus da
imunodeficiéncia humana); HTLV (Virus linfotropico de células T humanas); LEI (Leishmaniose); DEN
(Dengue); SIP (Sifilis).

Fonte: Elaborado pela autora

5.2 RBD-ELISA IgM
5.3.1 Padronizacéao do ELISA indireto IgM
5.3.1.1 Selecéo das condicbes
Na padronizacdo do RBD-ELISA-IgM, o antigeno foi testado nas quantidades de 50,

100 e 200 ng/poco, o conjugado nas diluicbes de 1:5.000, 1:10.000, 1:20.000, 1:40.000,
1:80.000 e 1:160.000 e amostras séricas diluidas 100 e 200 vezes (Figura 12).

Antigeno 25 ng/pogo = Antigeno 100 ng/poco
Antigeno 50 ng/pogo

® -+ Positivos 1:100
N -8 Positivos 1:200
T\ -+ Negativos 1:100

-8 Negativos 1:200

DO 450NM
"
DO 450NM
DO 450NM

1:5.000 1:10.000 1:20.000 1:40.000 1:80.000 1:160.000

Figura 12 - Analise grafica das densidades oticas das amostras séricas no RBD-ELISA IgM.
Legenda: DO (Densidade Optica); SRN (Signal-to-noise ratio)
Fonte: Elaborado pela autora
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A partir dos resultados obtidos, as condi¢des foram selecionadas através da diferenca
entre a média aritmética das DOs dos pools positivos e a média aritmética das DOs dos pools
negativos acrescida a trés DP, e 0 SNR, de acordo com requisitos pré-estabelecidos (Tabela 7).
A melhor condicdo para o RBD-ELISA IgM foi atingida utilizando 100 ng do antigeno por
poco, conjugado na dilui¢do de 1:20.000 e amostras sericas diluidas 200 vezes.



Tabela 7 - Avaliacdo das densidades 6ticas das amostras durante a padronizacao.

49

Conjugado  Antigeno Soro XNEG DP NEG)J(rBDP X POS ()((XNPE%SB;S) SNR
ssng V100 135 019 1,93 2,03 0,11 151

1:200 084 0,12 1,19 1,40 0,21 1,68

1:100 130 014 1,72 3,10 1,39 2,39

1:5.000 0N 1000 076 0,10 1,07 2,65 1,57 3,48
loong 1100 108 018 1,57 3,57 2,00 3,47

1:200 061 013 0,99 3,32 2,33 5,43

ssng 1100 086 010 1,15 1,36 0,21 1,59

1:200 053 008 078 1,04 0,26 1,95

1:100 081 0,10 1,11 2,54 143 3,16

1:10.000 N9 1000 051 007 072 2,03 1,31 4,00
loong 1100 086 014 109 3,15 2,07 475

1:200 043 008 067 2,82 2,15 6,62

ssng D100 080 006 070 0,87 0,17 1,73

1:200 032 005 047 0,59 0,12 1,83

1:100 050 006 0,68 1,60 0,91 3,21

1:20.000 0N 1000 032 003 041 1,22 0,81 3,86
loopg 1100 042 008 08 2,35 1,70 5,65

1:200 027 005 043 1,02 1,50 7,03

ssng U100 057 010 08 0,59 0,26 1,04

1:200 044 008 0,69 0,46 023 1,06

1:100 052 012 087 0,55 0,33 1,06

1:40.000 0N 1000 034 007 0,55 0,42 013 1,23
loong 1100 045 009 07 1,27 0,56 2,85

1:200 032 007 054 1,22 0,68 3,78

ssng D100 032 005 04 0,33 0,13 1,04

1:200 025 003 034 0,26 -0,08 1,07

1:100 026 005 041 0,35 -0,06 1,31

1:80.000 0N 1000 021 003 0,31 0,29 0,02 1,39
joong 1100 026 005 039 0,79 0,40 3,07

1:200 020 004 032 0,68 0,37 3,41

ssng D100 019 003 027 0,19 0,08 1,01

1:200 015 002 022 0,14 -0,08 0,02

1:100 016 002 023 0,24 0,01 1,46

1:160.000 50ng 1000 013 004 0,24 0,18 -0,06 1,40
joong 1100 016 003 02 0,45 0,21 2,81

1:200 013 002 019 0,37 0,18 2,81

Legenda: DP (Desvio Padrdo), X (Média), NEG (Negativo) e POS (Positivo), SRN (Signal-to-noise ratio).

Fonte: Elaborado pela autora
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5.3.1.2 Sensibilizagdo em temperatura ambiente

Com afinalidade de otimizar a sensibilizac&o reduzindo o tempo de incubacéo, o tempo
de incubacéo foi alterado para 15 minutos a temperatura ambiente (TA). Com isso, foi obtido
um SNR de 8,93, valor superior aquele obtido quando o procedimento foi realizado overnight
(SNR =7,03).

5.3.1.3 Sele¢édo do Cut-Off

A partir das DOs encontradas para cada amostra, seis formulas foram utilizadas para
definicdo do CO a ser usado no estudo. A sua defini¢do foi baseada nos maiores valores de
sensibilidade, especificidade e acuracia, conforme descrito na tabela 8. Foi observado que o

melhor CO para ser utilizado foi da formula CO 5 descrita abaixo:

CO5=XNEG + 3DP

Tabela 8 - Pardmetros de desempenho dos valos de cut-off

Paréametro de desempenho Co1 CO2 CO3 CO4 CO5 CO6

Sensibilidade 239%  33,2% 40,3% 28,7%  50,0%  46,0%
Especificidade 99,7%  84,3% 95,7% 99,4% 86,9% 91,7%
Acuracia 61,7%  58,8% 68,0% 64,0% 68,4%  68,9%

Legenda: CO (Cut-off; Ponto de corte); CO 1 (AUC); CO 2 (XNEG + 0,130); CO 3 (XNEG x 2) e CO 4 (XNEG
x 3), CO 5 (XNEG + 3DP), CO 6 (XNEG + 2DP).
Fonte: Elaborado pela autora

5.3.2 Avaliacdo do potencial diagnostico do RBD-ELISA IgM

A avaliacdo do potencial diagndstico da RBD foi realizada utilizando 352 e 351
amostras séricas positivas e negativas para SARS-CoV-2, respectivamente. Detectando
anticorpos IgM, a area abaixo da curva ROC da RBD foi 76,5% (72,9-80,1), demostrando uma
capacidade diagnostica razoavel, sendo capaz de diferenciar amostras positivas de negativas (p
< 0,0001) (Figura 13). A especificidade encontrada foi de 94,6%, mostrando elevada
capacidade de identificar pacientes ndo infectados. Ja a sensibilidade encontrada foi de 51,1%.

Trinta e seis amostras situaram-se na zona cinza. (Tabela 9).
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Figura 13 - Andlise grafica dos indices de reatividade da avaliagdo do potencial diagnéstico do RBD-ELISA IgM.
Legenda: Pos (Positiva); Neg (Negativa).
Fonte: Elaborado pela autora

Tabela 9 - Pardmetros de desempenho obtidos na avaliacdo do potencial diagndstico do RBD-ELISA IgM.

Parametros de Desempenho % (1C95%)

AUC 76,5 (72,9-80,1)
Sensibilidade 51,1 (45,9-56,3)
Especificidade 94,6 (91,7-96,5)
Acuracia 72,8 (69,4-76,0)
RV + 9,45 (6,03-14,80)
RV - 0,52 (0,46-0,58)
K 0,46 (0,39-0,52)

DOR 18,29 (11,01-30,37)

Legenda: IC (Intervalo de Confianca); RV (Razdo de verossimilhanca); « (indice Kappa de Cohen); DOR (Raz&o
de probabilidades diagnésticas); 1C95 (Intervalo de confianca 95%).
Fonte: Elaborado pela autora

As razdes de verossimilhanga obtidas demostraram um aumento moderado da
probabilidade de encontrar um resultado verdadeiro positivo do que um falso positivo, e uma
diminuigdo insignificante da probabilidade de encontrar um falso negativo do que um
verdadeiro negativo. Enquanto, o indice Kappa de Cohen indicou uma concordancia regular
entre 0 RBD-ELISA IgM e 0 RT-PCR (Tabela 9).

Em seguida, foi realizada a estratificacdo das amostras positivas em intervalos de acordo
com a data da coleta apds o inicio dos sintomas, sendo observada uma diferenca estatistica entre
os intervalos (p < 0,0001) (Figura 14).
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Figura 14 - Andlise grafica dos indices de reatividade do RBD-ELISA IgM estratificados a partir dos intervalos

de coleta ap6s inicio dos sintomas.

Legenda: AIS (Apds inicio dos sintomas).

Fonte: Elaborado pela autora

Ao estratificar as amostras positivas através da sua data de coleta foi possivel observar

melhora nos valores dos parametros de desempenho a partir do 8° dia apds o inicio dos sintomas.

A maior sensibilidade e acuracia obtidos foram no intervalo de 15-21 dias, sendo seguida em

ordem decrescente pelo intervalo de 8-14, 22> e 0-7 dias. A partir do 22° dia foi observada uma

brusca queda nos parametros de desempenho. (Tabela 10).
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Tabela 10 - Parametros de desempenho do RBD-ELISA IgM por intervalo de coleta.

Parametros de Dias apo6s o inicio dos sintomas

desempenho 0-7 8-14 15-21 >22
Sen (%) 34,7 60,3 88,2 50,0
(1C95%) (27,5-42,7) (51,7-68,3) (73,4-95,3) (35,2-64,8)
Esp (%) 94,6 94,6 94,6 94,6
(1C95%) (91,7-96,5) (91,7-96,5) (91,7-96,5) (91,7-96,5)
Acc (%) 76,9 85,3 94,0 90,0
(1C95%) (73,0-80,4) (81,8-88,2) (91,2-96,0) (86,7-92,6)
RV+ 6,4 111 16,3 9,2
(1C95%) (3,9-10,5) (7,0-17,6) (10,4-25,7) (5,4-15,8)
RV- 0,69 0,42 0,12 0,53
(1C95%) (0,61-0,79) (0,34-0,52) (0,05-0,31) (0,38-0,73)
K 0,35 0,60 0,69 0,45
(1C95%) (0,24-0,45) (0,51-0,68) (0,57-0,81) (0,29-0,61)
DOR 9,3 26,6 1311 17,5
(1C95%) (5,2-16,5) (14,8-47,4) (41,8-410,2) (8,1-37,9)

Legenda: Sen (Sensibilidade), IC (Intervalo de Confianga); AIS (Apds Inicio dos Sintomas); Esp (Especificidade);
Acc (Acurécia); J (indice de Younden); RV (Razéo de verossimilhanca); « (Indice Kappa de Cohen); ORD (Razéo
de probabilidades diagndsticas); 1C95 (Intervalo de confianca 95%).
Fonte: Elaborado pela autora

5.3.3 Reatividade Cruzada RBD-ELISA IgM

O RBD-ELISA IgM também foi avaliado quanto a reatividade cruzada, usando 135
amostras de outras doencas infecto-parasitarias: dengue (n = 20), sifilis (n = 20), hepatite B (n
= 20), hepatite C (n = 20), HIV-1/2 (n = 20), HTLV-1/2 (n = 20), leishmaniose tegumentar e
visceral (n = 5), doenca de Chagas (n = 5) e filariose (n = 5). Foi observado reatividade em
3,7% delas. As amostras foram reativas para dengue (n = 1), HCV (n = 1), sifilis (n = 2) e
HTLV-1/2 (n = 1). Levando em conta as amostras dentro da zona cinza foi encontrada

reatividade de 0,74% (1/135) de amostras com resultados inconclusivos (Figura 15).



54
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Legenda: CHA (Doenca de Chagas); FIL (Filariose); HBV (Hepatite B); HCV (Hepatite C); HIV (Virus da
imunodeficiéncia humana); HTLV (Virus linfotrépico de células T humanas); LEI (Leishmaniose); DEN
(Dengue); SIP (Sifilis)

Figura 15: Andlise grafica dos indices de reatividade das amostras doencas infecto-parasitarias para 0 RBD-
ELISA IgM.

Fonte: Elaborado pela autora

5.4 ANALISE COMBINATORIA

Foi realizada analise combinatoria dos resultados obtidos no RBD-ELISA 1gG e RDB-
ELISA IgM, através da abordagem em série e paralelo, com a finalidade de aumentar a
sensibilidade e acuraria na detec¢do da COVID-19. Os valores obtidos na analise em paralelo
apresentaram sensibilidade e acuracia superior a analise em série e ao uso dos testes de forma
individual (Tabela 11).

Tabela 11 - Anélise combinatdria do RBD-ELISA 1gG e IgM.
Abordagem Sensibilidade (1C95%)  Especificidade (IC95%) Acurécia (1C95%)

Em série 24,5% (19,7-30,0) 100% (99,8-100) 62,1% (59,6-64,8)

Em paralelo 74,6% (69,1-79,5) 93,8% (89,4-96,2) 84,1% (79,2-87,8)

Legenda: Intervalo de confianca (IC).
Fonte: Elaborado pela autora

Em seguida realizamos a analise combinatdria de ambos os testes por intervalo de coleta,
por meio da abordagem em série e paralelo (Tabela 12). Através da analise por intervalo foi
possivel observar que a abordagem em paralelo obteve os maiores valores de sensibilidade e

acuracia, independente do intervalo. No intervalo de 15-21 dias os valores de sensibilidade e
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acurécia por meio da abordagem em paralelo atingiu um valor méaximo de 98,6% e 96,2%,

respectivamente.

Tabela 12 - Andlise combinatéria do RBD-ELISA IgG e IgM por intervalo de coleta das amostras.

Sensibilidade Especificidade _
Intervalo  Abordagem Acurécia (1C95%)
(1C95%) (1C95%)
. 7,8% 99,5% 53,7%
Em série
0.7 (4,5-12,7) (99,8-100) (52,0-56,2)
49,3% 93,7% 71,4%
Em paralelo
(39,5-59,8) (89,4-96,2) (64,3-77,9)
. 33,6% 99,5% 66,1%
Em série
oy (23,6-42,6) (99,8-100) (61,5-71,2)
81,8% 93,7% 87,7%
Em paralelo
(73,8-88,1) (89,4-96,2) (81,6-92,1)
. 77,8% 99,5% 88,2%
Em série
1521 (53,9-90,8) (99,8-100) (76,7-95,4)
98,6% 93,7% 96,2%
Em paralelo
(92,9-99,8) (89,4-96,2) (91,1-98,0)
. 43,7% 99,5% 71,7%
Em seérie
(26,0-61,2) (99,8-100) (62,7-80,5)
>22
93,7% 93,7% 93,7%
Em paralelo
(83,1-98,1) (89,4-96,2) (86,2-97,1)

Legenda: Intervalo de confianca (IC).

Fonte: Elaborado pela autora

5.5 COMPARACAO DO DESEMPENHO DOS RBD-ELISA COM TESTES COMERCIAIS

As amostras positivas também foram avaliadas utilizando trés testes comerciais, e seus

resultados comparados aos do RBD-ELISA I1gG e IgM (Figura 16).
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Amostras Positivas

Indice de Reatividade (IR)

RBD-IgG RBD-IgM GOLD EURO IgG EURO IgM

Testes
Testes
e RBD-1gG  RBD-IgM  GOLD = EUROIgG EURO lgM
_RBD-lgG - . p.=0,0611 p=0,0295 p<0,0001 p <0,0001
RBD-lgM . . ) p.=0,0047 p=0,0008 p=0,0240
GO . e 7 P.20,0001 p <0,0001
EUROIgG - s P =0,0374
EURO IgM - - - - -

Legenda: EURO IgM (Anti-SARS-CoV-2 NCP ELISA (IgM)); EURO IgG (Euroimmun Anti-SARS-CoV-2 IgG
ELISA); GOLD (GOLD ELISA COVID-19 IgG+IigM).

Figura 16 - Analise grafica dos indices de reatividade dos testes comerciais.

Fonte: Elaborado pela autora

Através desta analise, foi possivel observar que 0 GOLD ELISA COVID-19 IgG+IigM
apresentou a maior sensibilidade, com sobreposicdo dos 1C95% com o RBD-ELISA IgG e o
RBD-ELISA IgM. Todos os testes apresentaram elevada especificidade, com RV- e Kappa de
Cohen com sobreposic¢do dos 1C95%. O Anti-SARS-CoV-2 NCP ELISA (IgG) e o Euroimmun
Anti-SARS-CoV-2 NCP ELISA (IgM) apresentaram valores de desempenho inferiores,

principalmente a sensibilidade e a acuracia (Tabela 13).



Tabela 13 - Parametros de desempenho dos RBD-ELISA e dos testes comerciais.

Parametros Testes
de
desempenho RBD IgG RDB IgM GOLD EURO G EURO M
Sen (%) 48,0 51,1 57,6 41,4 46,5
(1C95%) (42,9-53,2)  (45,9-56,3)  (52,4-62,7) (36,3-46,6) (41,3-51,7)
Esp (%) 99,1 94,6 99,4 99,4 96,2
(1C95%) (97,5-99,7)  (91,7-96,5)  (96,6-99,9) (96,5-99,9) (92,0-98,3)
Acc (%) 73,5 72,8 70,7 59,4 61,9
(1C95%) (70,1-76,6)  (69,4-76,0) 66,7-74,5) (55,1-63,5) (57,6-66,0)
RV+ 56,2 9,5 93,4 65,7 12,3
(1C95%) (18,1-174,3)  (6,0-14,8)  (13,2-660,1) (9,3-465,8) (5,8-27,2)
RV- 0,52 0,52 0,43 0,59 0,56
(1C95%) (0,47-0,58)  (0,46-0,58)  (0,38-0,48) (0,54-0,64) (0,50-0,62)
K 0,47 0,52 0,46 0,30 0,32
(1C95%) (0,41-0,54)  (0,46-0,58)  (0,38-0,53) (0,23-0,37) (0,25-0,40)
DOR 107,2 18,3 219,0 111,4 22,1
(1C95%) (33,8-340,3)  (11,0-30,8) (30,3-1581,7)  (15,4-805,2) (9,5-51,4)
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Legenda: Sen (Sensibilidade), IC (Intervalo de Confianca); Esp (Especificidade); Acc (Acuracia); RV (Razéo de
verossimilhanca); « (indice Kappa de Cohen); DOR (Razio de probabilidades diagnésticas); 1C95 (Intervalo de
confianca 95%); GOLD (GOLD ELISA COVID-19 IgG+IgM); EURO G (Anti-SARS-CoV-2 NCP ELISA IgG);
EURO M (Anti-SARS-CoV-2 NCP ELISA IgM); RBD IgG (RBD-ELISA 1gG); RBD IgM (RBD-ELISA IgM).
Figura 16 - Andlise gréfica dos indices de reatividade dos testes comerciais.

Fonte: Elaborado pela autora

5.6 DINAMICA DOS ANTICORPOS

O painel soroldgico utilizado na avaliacdo do potencial diagnostico da COVID-19 foi
composto por 354 amostras SARS-CoV-2-positivas oriundas de 128 pacientes internados, RT-
PCR +, e com clinica compativel com a doenca. Deste quantitativo, 80 pacientes tiveram
amostras coletadas pelo menos duas vezes e quatro pacientes tiveram pelo menos seis amostras
coletas em dias diferentes. As caracteristicas destes quatros pacientes encontram-se disponiveis
na Tabela 14.



58

Tabela 14 - Caracteristicas dos pacientes.
ID Idade Sexo UTI Desfecho C1 C2 C3 C4 Ch5 C6 C7 Cc8

50 69 F Yes Obito 8 9 10 11 13 14 -* -*
60 = =+ Yes Obito 6 7 8 9 12 16 18 20
61 31 M Yes Alta 3 4 5 6 9 13 15 17
64 43 M Yes Alta 6 5 8 8 12 14 15 21

Nota: Coletas realizadas dias apés o inicio dos sintomas.

Legenda: Identidade (ID); C1 (Coleta 1); C2 (Coleta 2); C3 (Coleta 3); C4 (Coleta 4); C5 (Coleta 5); C6 (Coleta
6); C7 (Coleta 7); C8 (Coleta 8); *Dado desconhecido.

Fonte: A autora.

Fonte: Elaborado pela autora

A anélise gréafica dos IR obtidos para cada dia de coleta, considerando o0 RBD-ELISA
IgG e RBD-ELISA IgM, mostrou diferenca na deteccdo de anticorpos 1gG e IgM. No RBD-
ELISA IgM, o paciente ID 61 apresentou IgM detectavel na primeira semana de sintomas,
enquanto os demais sO positivaram a partir da segunda semana. Nao foi possivel observar uma
tendéncia da curva entre 0s quatros pacientes, observando variacdo entre as diferentes datas
(Figura 17).

Curva IgM
7,00
= 6,00
: .\
S 5,00 \
3
> 4,00 50
=
3
e 3,00 60
s
g 2,00 ~ 61
€ 1,00 64
0,00
c1 c2 c3 c4 cs c6 c7 cs8
Data da coleta

Legenda: C1 (Coleta 1); C2 (Coleta 2); C3 (Coleta 3); C4 (Coleta 4); C5 (Coleta 5); C6 (Coleta 6); C7 (Coleta 7);
C8 (Coleta 8).

Figura 17 - Analise gréfica da curva dos indices de reatividade do RBD-ELISA IgM com quatro pacientes (#50,
#60, #61 e #64) para COVID-19.

Fonte: Elaborado pela autora

No RBD-ELISA 1gG (Figura 18) o paciente ID 61 apresentou 1gG detectavel logo na
primeira semana, os demais foram detectaveis a partir da segunda semana. Entretanto todos
tiveram aumento dos IR a cada coleta até aproximadamente o final da segunda semana de

sintomas, ocorrendo, entdo, estabilizacéo do sinal. O paciente ID 60 foi 0 Gnico que apresentou
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perda de sinal proximo & terceira semana de sintomas. A partir das amostras disponibilizadas

ndo foi possivel observar a decaida de sinal do IgG.

25
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Indice de Reatividade (IR)

C1 C2

C3

Curva IgG

7z

W —

61
64

Cc4 C5 C6 c7 c8

Data da coleta

Legenda: C1 (Coleta 1); C2 (Coleta 2); C3 (Coleta 3); C4 (Coleta 4); C5 (Coleta 5); C6 (Coleta 6); C7 (Coleta 7);

C8 (Coleta 8).

Figura 18 - Analise grafica da curva dos indices de reatividade do RBD-ELISA 1gG com quatro pacientes (#50,

#60, #61 e #64) para COVID-19.
Fonte: Elaborado pela autora
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6 DISCUSSAO

O diagndstico da COVID-19 nédo é uma tarefa simples, necessitando a combinacgéo das
caracteristicas epidemiologicas, quadro clinico e exames laboratoriais. O RT-PCR ¢é
frequentemente utilizado como teste diagndstico devido sua elevada sensibilidade e
especificidade para detec¢do do virus ainda na fase inicial da doenca (KHATAMI et al., 2020).
Todavia o uso de testes moleculares para deteccdo direta do material genético do virus é
laborioso, oneroso e demanda infraestrutura e mdo de obra especializadas (PERVEEN et al.,
2022). Assim, 0 uso conjunto de testes moleculares e testes sorolégicos eleva a sensibilidade
do diagnostico (WHITMAN et al., 2020). Entretanto, o diagnostico preciso ainda é um
obstaculo devido a presenca de individuos assintomaticos, bem como auséncia de sintomas
especificos naqueles sintomaticos, dificultando a identificacdo e rastreamento de casos, além
da inviabilidade em estudos epidemioldgicos. Por este motivo, existe a necessidade de ensaios
complementares que consigam preencher a lacuna deixada pelos testes moleculares (AMANAT
etal., 2020; UDUGUMA et al., 2020). Os ensaios imunoldgicos indiretos permitem identificar
infeccdes ativas e passadas, situacdo vacinal e solucionar resultados inconclusivos (ONG et al.,
2021).

A fracdo RBD da proteina S do SARS-CoV-2 possui importante papel na infeccao, visto
que é responsavel pela ligacdo do virus ao receptor ACE2 das células hospedeiras. Este
mecanismo sinaliza o processo de fusdo de membranas, chamando atencdo dos pesquisadores
para seu possivel potencial alvo terapéutico e no diagnoéstico da infeccdo (OKBA et al., 2020;
PREMKUMAR et al., 2020). Com base no exposto, o presente estudo se dedicou a avaliar e
validar o potencial diagndstico da RBD para detec¢do de anticorpos IgG e IgM anti-SARS-
CoV-2 para o diagnostico da COVID-19, utilizando o ELISA indireto como plataforma.

6.1 PADRONIZACAO DO ELISA INDIRETO

O RBD-ELISA IgG e o RBD-ELISA IgM foram padronizados de acordo com as
melhores condigdes de antigeno, anticorpo secundario e amostra sérica, obtendo um protocolo
ideal para resultados confiaveis (MINIC e ZIVKOVIC, 2021). As condicdes de padronizacio
foram selecionadas considerando a maior diferenca de sinal entre as amostras positivas e
negativas. Na padronizacédo do RBD-ELISA 1gG e do RBD-ELISA IgM observamos que a
maior diferenca entre as DOs dos controles positivos e negativos foi obtida utilizando 100 ng
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da RBD por pogo. Todavia, sdo observadas na literatura diferentes quantidades de antigeno para
sensibilizacdo das microplacas. De fato, foram encontradas quantidades de 20 ng/mL
(RAMIREZ-REVECO et al.,, 2023), 640 ng/mL (RAOUFI et al., 2023), 1 pg/mL
(INDENBAUM et al., 2020; OVED et al., 2020), 1,5 pg/mL (LOU et al., 2021), 2 pg/mL
(MARTINEZ-BARNETCHE et al., 2022; AMANAT et al., 2020), 2,5 pg/mL (HAMORSKY
etal., 2021), 5 pg/mL e 50 ng/mL (AYON-NUNEZ et al., 2022). O estudo realizado por Raoudi
e cols. (2023) avaliou diferentes quantidades de antigenos (RBD) 5, 10, 20, 40, 80, 160, 320,
640 e 1280 ng/poco. Através dos valores de SNR encontrados, a quantidade de 640 ng obteve
0 maior SNR (SNR = 4,08) na deteccdo de anticorpos IgG. Por outro lado, utilizamos uma
menor quantidade de antigeno (100 ng) em nosso estudo, e alcangamos um valor de SNR quase
sete vezes maior (26,61) que o relatado por estes autores.

A deteccdo de diferentes subtipos de anticorpos anti-RBD exige diferentes protocolos.
No RBD-ELISA 1gG o anticorpo conjugado foi utilizado na dilui¢do de 1:10.000, enquanto o
RBD-ELISA IgM foi a diluigdo de 1:20.000. As diluigdes encontradas na literatura para
deteccdo de 1gG variam de 1:2.000 a 1:20.000, enquanto para IgM foram de 1:3.000 e 1:15.000
(RAOUFI et al., 2023; AYON-NUNEZ et al., 2022; MARTINEZ-BARNETCHE et al., 2022;
AMANAT et al., 2020; INDENBAUM et al., 2020). A variacdo encontrada para deteccdo dos
subtipos de anticorpo foi pequena, semelhante a variacdo nas diluicbes das amostras. Na
literatura, notamos que a maioria dos estudos utilizam amostras mais concentradas (RAMIREZ-
REVECO et al., 2023; MARTINEZ-BARNETCHE et al., 2022). Excepcionalmente, Luo e

cols. (2021) utilizaram as amostras diluiram 1.500 vezes.

6.2 AVALIACAO DO POTENCIAL DIAGNOSTICO

A avaliacdo de desempenho dos RBD-ELISA IgG e o RBD-ELISA IgM foi realizada
através do calculo da sensibilidade, especificidade, acuracia, dentre outros. Os testes
desenvolvidos no presente estudo obtiveram baixa sensibilidade e elevada especificidade.
Todavia, os valores da AUC encontrados para ambos os testes mostraram boa capacidade
diagnostica da RBD. Na literatura, diversos estudos avaliaram a RBD como matriz antigénica
para o diagnostico da COVID-19, sendo encontrados valores de desempenho variados. O
desempenho dos ELISAs in-house usando RBD variam em termos de sensibilidade,
dependendo do protocolo usado, do anticorpo secundario detectado, do vetor usado para a
expressdo da proteina recombinante e do tempo entre o aparecimento dos sintomas e coleta da
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amostra biologica (AYON-NUNEZ et al., 2022). Dentre os estudos encontrados, a sensibilidade
da RBD variou de 76,3% a 94,7% na deteccdo de anticorpos IgG e 47,0% a 81,6% para a
deteccdo de IgM. Por outro lado, todos os estudos demostraram valores de especificidade
superiores a 95% (LUO et al., 2022; GUEVARA et al., 2021; HAMORSKY et al., 2021;
INDENBAUM et al., 2020; MEIRA et al., 2022; OVED et al., 2020). Entretanto, a avaliagéo
do potencial diagnéstico baseado somente na sensibilidade, especificidade e acurécia ndo é
suficiente para avaliar a eficacia de um teste. Por meio das razdes de verossimilhanca foi
possivel calcular a razéo da probabilidade diagndstica (DOR) (SACKETT; STRAUS, 1998). A
DOR ¢ a razdo das chances de positividade da doenca em individuos doentes em relacdo as
chances de positividade nos individuos ndo-doentes (GLAS et al., 2001). O RBD-ELISA 1gG
e 0 RBD-ELISA IgM apresentaram valores de DOR elevados, com probabilidades de 100 e 18
vezes, respectivamente. A determinacdo das razbes de verossimilhanca e DOR dos ensaios €
importante para estudos de avaliacdo e validacdo de um antigeno, visto que que ndo dependem
da prevalencia da doenca na populacdo, sendo para considerados, juntamente com a
sensibilidade, especificidade e acuraica, parametros intrinsecos de um teste diagnostico.

Testes comerciais usando a RBD também foram desenvolvidos, incluindo o VIDAS®
SARS-COV-2 RBD IgG (BioMérieux, Marcy-I'Etoile, Franca), o Siemens SARS-CoV-2 RBD
Total (COV2T) (Siemens, NY, EUA) e o0 ensaio Access SARS-CoV-2 RBD 1IgG (Beckman-
Coulter, CA, EUA). De acordo com os manuais dos fabricantes, estes testes apresentam
especificidade de 99,9%, 99,8% e 99,8%, respectivamente, mas estimam a sensibilidade
levando em consideracdo o numero de dias ap6s a positividade da PCR, inferindo sua variacéo
quando posta em pratica. Tal variacdo foi demonstrada por Oved et al. (2022), cuja
sensibilidade foi de 89,3% para o sistema VIDAS, 81,5% para 0 Acess e 85,9% para 0 Siemens.

As variagOes encontradas na literatura quanto o desemepenho dos ensaios soroldgicos
estdo associados aos diferentes perfis de anticorpos encontrados durante o processo infeccioso
(DEEKS et al., 2020; OKBA et al., 2020). Diversos autores reportaram aumento na reatividade
e sensibilidade dos imunoensaios ao utilizarem amostras de individuos com mais de 10 dias de
sintomas (NILSSON et al., 2021; GUO et al., 2020; TUAILLON et al., 2020). Os individuos
infectados pelo SARS-CoV-2 soroconvertem para os diferentes isotipos de anticorpos,
contrario ao padréo classico de outras doencas, podendo levar até 20 dias para soroconversao
de anticorpos, principalmente do subtipo IgG (IYER et al., 2020).

Estes dados corroboram com os nossos resultados. Com a estratificacdo das amostras
positivas para COVID-19 de acordo com a data da coleta apds o inicio dos sintomas foi possivel
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observar elevacgao nos parametros de desepenho dos imunoensaios. Os valores de sensibilidade
e acuracia encontrados aumentaram a cada intervalo de coleta tanto par ao RBD-ELISA 1gG e
RBD-ELISA IgM, atingindo valores de 88,2% e 88,2% para a sensibilidade e 98,2% a 94%
para a acuracia, respectivamente. Em amostras oriundas de pacientes com mais de quinze dias
apos o inicio dos sintomas a DOR mostrou valores superior a 800,0 na deteccdo de anticorpos
IgG. Ou seja, um individuo testado pelo RBD-ELISA 1gG possui oitocentas vezes mais chance
de ser diagnosticado corretamente para a COVID-19. Contudo, o RBD-ELISA IgM mostrou
perda nos valores de sensibilidade e DOR no intervalo com mais de 22 dias ap0s o inicio dos
sintomas.

O uso da analise combinatoria tem como objetivo elevar a qualidade de um teste, para
obtencdo de valores elevados independente do intervalo da coleta da amostra. Através da
abordagem em paralelo, utilizando os resultados do RBD-ELISA IgG e do RBD-ELISA IgM,
foi possivel elevar a capacidade do teste em detectar os pacielentes positivos para a COVID-
19, sendo no nosso estudo observado um valor de sensibilidade de 74,6% e acuracia de 84,1%,
independente do tempo de coleta ap6s o inicio dos sintomas. Portanto, um algoritmo
diagnostico utilizando os resultados do RBD-ELISA 1gG e RBD-ELISA IgM em paralelo se
mostra uma promissora ferramenta para auxiliar o diagnéstico da COVID-19 e fornecer
informagdes complementares quanto a resposta humoral de individuos infectados. O
desenvolviento de um RBD-ELISA 1gG + IgM pode fornecer resultados primissores,
dispensando a realizacdo em paralelo do RDB-ELISA IgG e RDB-ELISA IgM. Contudo, esta

estratégica nao foi abordada em nosso estudo.

6.3 REATIVIDADE CRUZADA

O RBD-ELISA 1IgG e o0 RBD-ELISA IgM, quando utilizados para avaliar amostras
positivas para outras doencas infecto-parasitarias de importancia epidemioldgica do Brasil,
apresentaram baixa taxa de reatividade cruzada. Dentre as amostras que apresentaram
reatividade, a maioria tinha origem viral com excecdo das amostras de leishmaniose e sifilis.
Poucos estudos avaliam a existéncia de reagdes cruzadas com o SARS-CoV-2, no entanto
alguns descrevem a existéncia de reatividade cruzada com arbovirus, como o virus da dengue
(HUNSAWONG et al., 2022; LUSTIG et al., 2021). Enquanto outros estudos também relatam
a existéncia de reatividade cruzada com o virus da Zika (FACCINI-MARTINEZ et al., 2020) e
para as hepatites A e B (PAIVA et al., 2020). Estas reatividades mostram-se um problema de
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salde publica em areas endémicas para arboviroses, devido os sintomas serem semelhantes e
inespecificos (SRI MASYENI et al., 2021). Todavia, duas hipoGteses para a presenga de
reatividade cruzada podem ser aventadas. A primeira delas refere-se a presenca de anticorpos
contra outros HCoV circulantes no ambiente responsaveis por resfriados comuns e sazonais
(AGUILAR-BRETONES et al., 2021; MA et al., 2020). E a segunda hipotese refere-se a
formacdo de ligagdes inespecificas oriundas de semelhancas conformacionais (LEDER et al.,
1994; SILVA, 2007). Anticorpos conseguem formar ligacdes com diferentes proteinas em
virtude do reconhecimento de cadeias tridimensionais semelhantes causando reac¢@es cruzadas
(WILLIAMS JUNIOR et al., 1997). Novos estudos sdo necessarios para elucidar a existéncia
de reatividade cruzada do SARS-CoV-2 com outros patégenos, principalmente coronavirus e
arboviroses.

No entanto, o atual estudo apresenta algumas limitacGes visto que ndo analisamos
amostras obtidas ap6s o surgimento das novas variantes do SARS-CoV-2, nao incluimos no
nosso painel soroldgico amostras de individuos assintomaticos ou vacinados para a validagdo
dos testes, e nem amostras de outras arboviroses como febre amarela, Zika, influenza e
Chikungunya. Além disso, o painel amostral utilizado nesta etapa foi composto por amostras

de conveniéncia tendo variacdo no gquantitativo das amostras usadas para cada doenca.

6.4 COMPARACAO DO DESEMPENHO DOS RBD-ELISA COM TESTES COMERCIAIS

O desempenho diagnostico do RBD-ELISA IgG e RBD-ELISA IgM foram comparados
ao desempenho de testes comerciais disponiveis no Brasil. O GOLD ELISA COVID-19
IgG+IgM possui matriz antigénica composta por trés antigenos recombinantes (S1 + S2 + N) e
detecta anticorpos IgG e IgM. Este ensaio apresentou valores de sensibilidade, especificidade e
acuracia semelhantes aos encontrados pelo nosso grupo utilizando o RBD-ELISA IgG e 0 RBD-
ELISA IgM, com sobreposicéo dos intervalos de confianga a 95%, indicando que néo houve
diferenga de desempenho diagnostico entre eles. Tais achados sdo de extrema relevancia, visto
que os testes de ELISA desenvolvidos no presente estudo obtiveram 0 mesmo desempenho
diagndstico de um teste comercial mesmo utilizando a detecgdo de somente uma classe de
anticorpo (IgG ou IgM) e apenas uma proteina como antigeno de captura.

O Anti-SARS-CoV-2 NCP ELISA (1gG) utiliza o dominio S1 da proteina S para
deteccdo de anticorpos IgG contra 0 SARS-CoV-2 e o Euroimmun Anti-SARS-CoV-2 NCP
ELISA (IgM) utiliza a proteina N para deteccdo de anticorpos IgM. Estes ensaios apresentaram
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sensibilidades inferiores aos obtidos nos RBD-ELISA, mas com sobreposi¢édo do 1C95%. O
Anti-SARS-CoV-2 NCP ELISA (lIgG) obteve a menor acuracia dentre os demais, contudo a
DOR encontrada € similar & do RBD-ELISA IgG. Na literatura estudos relataram valores
variados da sensibilidade do Euroimmun Anti-SARS-CoV-2 IgG ELISA variando de 37,8% a
93,9% (NILSSON et al., 2021; GUETIERREZ-COBOS et al., 2020; TUAILLON et al., 2020;
VAN ESLAND et al., 2020). Os diferentes desempenhos podem ser associados a painéis
soroldgicos composto por amostras coletadas em diferentes periodos da COVID-19. A sintese
de anticorpos varia de acordo com a fase da infeccdo, interferindo no desempenho dos ensaios
sorol6gicos (DEEKS et al., 2020). Ao utilizar o Anti-SARS-CoV-2 NCP ELISA (IgG) em
amostras coletadas a partir da segunda semana apés o inicio dos sintomas foram relatados
valores de sensibilidade superiores a 90,0% (MONTESINOS et al., 2020; NICOL et al., 2020).

A analise combinatoria na abordagem em paralelo surpreendentemente obteve valores
de sensibilidade e acuracia superiores ao dos testes comerciais empregados no estudo. Este
achado fortalece o potencial do uso do RBD-ELISA IgG e do RBD-ELISA IgM em paralelo
como ferramente diagnostica, bem como a necessidade do desenvolvimento de um teste RBD-
ELISA IgG + IgM.

6.5 DINAMICA DOS ANTICORPO

O perfil de anticorpos produzidos por individuos infectados pelo SARS-CoV-2 é
heterogéneo, fugindo do padrao classico e apresentando variacdo entre eles (IYER et al., 2020;
GUO et al., 2020). Contudo, é possivel observar algumas tendéncias por meio da analise da
dindmica dos anticorpos. A estratificacdo das amostras positivas para COVID-19 de acordo
com a data da coleta ap0s o inicio dos sintomas permitiu investigar o comportamento do RBD-
ELISA IgG e RBD-ELISA IgM para soroconversdao da COVID-19. Entre os quatro pacientes
cujas amostras foram analisadas, ndo se observou qualquer tendéncia na deteccdo de IgM. No
entanto, o paciente ID 61 foi o Unico a apresentar detec¢do precoce de anticorpos,
principalmente IgM. Por outro lado, na detecgéo de anticorpos 1gG, observou-se um aumento
gradual do sinal até sua estabilizagcdo. Uma excecdo ocorreu no caso do paciente ID 60, cuja
amostra coletada no vigésimo dia ap6s o inicio dos sintomas demonstrou um declinio no sinal
em comparagdo com a coleta anterior.

A literatura relata que resposta imune humoral contra 0 SARS-CoV-2 varia entre
individuos e ¢ influenciada por diversos fatores como idade (O’DRISCOLL et al., 2020),
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comorbidades (BENNETT et al., 2021), coinfec¢gdes (WOLDAY et al., 2021) e a variante do
SARS-CoV-2 (LAURING et al., 2022). Resultados discordantes sdo observados na literatura
quanto ao tempo de decaimento dos anticorpos, com relatos de queda rapida ou lenta
(BEAUDOIN-BUSSIERES et al., 2020; IYER et al., 2020) Contudo, foi observado que o
decaimento de anticorpos anti-SARS-CoV-2 acontece mais rapidamente que anticorpos anti-
SARS-CoV (IBARRANDO et al., 2020). Associagdo entre o prognéstico e resposta imune
humoral de paciente com COVID-19 é relatada na literatura (ROLTGEN et al., 2020).
Similarmente, a relacéo entre a quantidade de anticorpos e possibilidade de reinfeccdo também
é descrita na literatura (LI et al., 2020). Entretanto nossos resultados ndo evidenciaram nenhuma
das relacGes anteriores.

Nossa analise € limitada devido ao baixo nimero de coletas realizadas ndo permitindo
um acompanhamento a longo prazo, impedindo realizar relacGes entre sinal e desfecho.
Portanto, torna-se essencial aprofundar o entendimento acerca da persisténcia dos anticorpos
durante e ap6s o processo infeccioso, com relevancia tanto para fins diagnosticos quanto para
a conducdo de estudos epidemioldgicos, pesquisas soroldgicas e a investigacdo da sintese de

anticorpos de carater protetor.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

e Afracdo RBD da proteina S dos SARS-CoV-2 é capaz de diferenciar amostras positivas
e negativas para COVID-19, com boa e regular capacidade diagnostica;

e Apesar da baixa sensibilidade do RBD-ELISA IgG e do RBD-ELISA IgM, ambos 0s
testes apresentaram capacidade diagndstica em virtude dos valores de AUC;

e ORBD-ELISA IgG e 0 RBD-ELISA IgM apresentam elevada especificidade, podendo
ser Uteis na exclusao de casos suspeitos de infec¢do assintomatica;

e Os testes RBD-ELISA IgG e o RBD-ELISA IgM apresentam valor diagnostico para
deteccdo de casos positivos a partir de 15 ap0s o aparecimento dos sintomas;

e Os testes RBD-ELISA 1gG e o RBD-ELISA IgM podem ser utilizados em areas co-
endémicas para doenca de Chagas, dengue, HIV-1/2, HTLV-1/2, HBV, HCV sifilis e
leishmaniose e filariose devido ao baixo indice de reatividade cruzada;

e Aanélise em paralelo deve ser estimulada ao utilizar RBD-ELISA 1gG e 0 RBD-ELISA
IgM por aumentar a sua capacidade e por apresentar maior sensibilidade comparada a
testes comerciais disponiveis no Brasil.

e A dinamica de anticorpos encontrada entre 0s pacientes que tiveram multiplas amostras
coletadas ndo mostrou um padrédo especifico, no entanto foi possivel observar que no
RBD-ELISA IgM as amostras positivaram logo nas primeiras amostras, ao contrario do
RBD-ELISA IgG.
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8 PERSPECTIVAS

e Avaliar areatividade do RBD-ELISA IgG e do RBD-ELISA IgM ao soro de individuos
infectados por diferentes variantes do SARS-CoV-2;

e Avaliar areatividade do RBD-ELISA IgG e do RBD-ELISA IgM ao soro de individuos
vacinados contra 0 SARS-CoV-2;

e Avaliar areatividade do RBD-ELISA IgG e do RBD-ELISA IgM ao soro de individuos
assintomaticos infectados pelo SARS-CoV-2,;

e Desenvolver e avaliar um teste sorologico para detec¢do conjunta do IgG e IgM: RBD-
ELISA 1gG + IgM;

e Aumentar o numero amostral de pacientes com acompanhamento clinico para
estabelecimento da dindmica de producdo de anticorpos anti-SARS-CoV-2;

e Avaliar a reatividade cruzada do RBD-ELISA I1gG e do RBD-ELISA IgM ao soro de
individuos positivos para outras doencas infecciosas: Zika, Chikungunya, febre

amarela, influenza e outros coronavirus humanos.
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Apéndice A

INTERVALO RECARACTERIZACAO IN-HOUSE

AMOSTRAS DA COLETA GOLD El El RBD RBD
AIS . 1gG? IgV® 1gG* IgMm®

LIBCOV_PL-001 0-7 dias 0,27 0,05 0,04 0,65 1,03
LIBCOV_PL-002 0-7 dias 0,27 0,06 0,05 0,47 0,09
LIBCOV_PL-003 0-7 dias 0,27 0,04 0,09 0,41 0,52
LIBCOV_PL-004 0-7 dias 0,26 0,04 0,05 0,44 0,23
LIBCOV_PL-006 8-14 dias 0,23 0,05 0,05 0,25 0,46
LIBCOV_PL-007 8-14 dias 0,30 0,11 0,08 0,59 0,27
LIBCOV_PL-008 22-mais dias 5,37 4,02 2,25 16,83 0,98
LIBCOV_PL-009 22-mais dias 5,18 4,93 2,75 16,71 0,80
LIBCOV_PL-010 22-mais dias 5,31 5,64 3,37 16,77 0,84
LIBCOV_PL-011 22-mais dias 5,57 7,53 2,95 18,53 0,66
LIBCOV_PL-012 22-mais dias 5,39 5,36 1,99 18,27 0,73
LIBCOV_PL-013 8-14 dias 0,21 0,08 0,19 0,45 0,85
LIBCOV_PL-014 8-14 dias 0,22 0,02 0,15 0,63 0,63
LIBCOV_PL-015 8-14 dias 0,25 0,14 0,58 0,65 1,02
LIBCOV_PL-019 8-14 dias 0,27 0,1 0,12 0,65 0,38
LIBCOV_PL-020 15-21 dias 4,63 6,37 9,83 10,16 0,55
LIBCOV_PL-021 8-14 dias 4,04 3,24 3,17 5,21 0,23
LIBCOV_PL-022 0-7 dias 3,25 2,18 1,28 3,54 0,30
LIBCOV_PL-023 15-21 dias 2,85 1,16 0,24 2,30 0,62
LIBCOV_PL-024 8-14 dias 0,67 0,27 4,48 0,57 1,03
LIBCOV_PL-025 0-7 dias 3,62 2,91 1,46 4,57 0,16
LIBCOV_PL-026 22-mais dias 5,13 5,53 9,48 7,79 0,34
LIBCOV_PL-027 8-14 dias 4,47 4,86 1,49 6,27 0,55
LIBCOV_PL-028 8-14 dias 0,97 0,58 2,31 0,93 0,60
LIBCOV_PL-029 0-7 dias 0,21 0,07 0,06 0,47 0,46
LIBCOV_PL-030 0-7 dias 0,22 0,05 0,05 0,69 0,20
LIBCOV_PL-031 0-7 dias 0,26 0,09 0,13 0,53 0,57
LIBCOV_PL-032 8-14 dias 1,54 0,96 2,94 1,17 0,80
LIBCOV_PL-033 8-14 dias 0,27 0,08 0,03 0,43 1,41
LIBCOV_PL-034 8-14 dias 2,59 1,94 5,57 1,26 0,93
LIBCOV_PL-035 8-14 dias 0,29 0,07 0,05 0,37 0,98
LIBCOV_PL-036 0-7 dias 0,22 0,07 0,07 0,47 0,69
LIBCOV_PL-037 8-14 dias 3,28 3,35 6,42 1,68 0,48
LIBCOV_PL-038 8-14 dias 0,24 0,04 0,32 0,32 1,00
LIBCOV_PL-039 8-14 dias 2,47 1,64 3,28 2,31 3,82
LIBCOV_PL-040 8-14 dias 0,31 0,08 0,06 0,35 0,19
LIBCOV_PL-041 8-14 dias 3,86 3,44 5,47 571 5,17
LIBCOV_PL-042 0-7 dias 0,24 0,05 0,08 0,73 0,29
LIBCOV_PL-043 8-14 dias 0,25 0,01 0,82 0,24 0,09

LIBCOV_PL-044 8-14 dias 4,17 4,25 6,25 4,21 2,17
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LIBCOV_PL-045 8-14 dias 450 629 861  7.60 276
LIBCOV_PL-046 8-14 dias 443 515 769 742 5,59
LIBCOV_PL-047 8-14 dias 025 006 227 028 0,18
LIBCOV_PL-048 20-mais dias 542 647 091 944 219
LIBCOV_PL-050 22-maisdias 550 741 015 801 150
LIBCOV_PL-053 22-maisdias 7,03 592 6,65 1441 0,22
LIBCOV_PL-056 15-21 dias 289 27 1435 330 238
LIBCOV_PL-057 15-21 dias 358 429 1452 555 453
LIBCOV_PL-058 15-21 dias 372 472 253 322 171
LIBCOV_PL-059 0-7 dias 021 004 009 035 0,46
LIBCOV_PL-060 8-14 dias 019 006 012 031 0,55
LIBCOV_PL-061 0-7 dias 256 19 141 087 238
LIBCOV _PL-069 8-14 dias 168 506 026 861 0,76
LIBCOV_PL-070 8-14 dias 023 004 005 042 0,30
LIBCOV_PL-071 22-mais dias 5,84 5,08 0,03 1,81 0,83
LIBCOV _PL-072 22-mais dias 540 485 008 435 0.78
LIBCOV _PL-077 0-7 dias 131 014 031 051 0,36
LIBCOV PL-078 0-7 dias 045 009 016 027 0,30
LIBCOV_PL-079 0-7 dias 080 01 017 041 0.31
LIBCOV_PL-080 0-7 dias 037 01 018 035 0,40
LIBCOV_PL-081 0-7 dias 331 254 101 273 0,92
LIBCOV_PL-082 0-7 dias 323 344 137 472 0,94
LIBCOV_PL-083 0-7 dias 161 215 055 447 2,08
LIBCOV_PL-084 8-14 dias 386 593 129 1364 3,19
LIBCOV _PL-085 8-14 dias 433 536 101 1562 3,62
Lﬂ?;gg’f;%%%/ 0-7 dias 026 006 007 04l 0,18
LIBCOV_PL-087 0-7 dias 026 006 005 038 0,14
LIBCOV_PL-088 0-7 dias 025 006 005 039 0,16
LIBCOV_PL-090 8-14 dias 025 006 007 033 0,18
LIBCOV_PL-091 0-7 dias 116 008 011 047 0,33
LIBCOV PL-092 0-7 dias 286 024 065 082 0,72
LIBCOV_PL-093 0-7 dias 327 041 117 105 0,96
LIBCOV _PL-094 8-14 dias 275 089 127 144 214
LIBCOV_PL-095 15-21 dias 358 207 078 203 3,18
LIBCOV_PL-096 15-21 dias 454 408 095 507 158
LIBCOV _PL-097 15-21 dias 522 589 128 811 3.30
LIBCOV_PL-098 15-21 dias ags 537 122 336 3,07
LIBCOV _PL-100 8-14 dias 374 35 042 252 213
LIBCOV_PL-101 2o-maisdias 657 442 576 241 267
LIBCOV PL-102 22-mais dias 628 473 730 242 4,16
LIBCOV PL-104 20-maisdias 639 519 812 232 418
LIBCOV_PL-105 8-14 dias 742 168 760 251 212
LIBCOV PL-106 8-14 dias 405 505 1083 178 2.80
LIBCOV _PL-107 8-14 dias 524 496 966 253 2,97
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LIBCOV_PL-108 8-14 dias 5,43 5,83 4,70 2,90 -

LIBCOV_PL-109 8-14 dias 5,67 6,85 5,65 3,77 4,10
LIBCOV_PL-110 8-14 dias 5,73 6,96 5,99 3,94 4,12
LIBCOV_PL-118 0-7 dias 4,00 0,75 0,38 0,85 1,98
LIBCOV_PL-119 8-14 dias 4,59 1,52 0,45 1,04 1,25
LIBCOV_PL-120 8-14 dias 4,70 1,97 0,56 1,19 1,43
LIBCOV_PL-121 8-14 dias 4,49 - - 1,20 1,36
LIBCOV_PL-122 8-14 dias 1,27 0,83 2,61 1,24 1,53
LIBCOV_PL-123 8-14 dias 1,90 1,46 2,18 1,50 1,69
LIBCOV_PL-124 8-14 dias 3,82 5,17 1,74 2,58 2,90
LIBCOV_PL-125 15-21 dias 4,26 5,55 2,04 2,52 2,14
LIBCOV_SR-001 0-7 dias 2,44 0,23 0,37 0,89 2,58
LIBCOV_SR-002 0-7 dias 0,28 0,13 0,10 0,39 0,30
LIBCOV_SR-004 8-14 dias 0,27 0,25 0,06 0,64 0,35
LIBCOV_SR-005 0-7 dias 3,39 0,33 1,14 1,27 2,04
LIBCOV_SR-006 0-7 dias 0,25 0,26 0,11 0,37 0,31
LIBCOV_SR-007 8-14 dias 0,26 0,29 0,04 0,50 0,42
LIBCOV_SR-008 8-14 dias 0,26 0,17 0,10 0,39 0,44
LIBCOV_SR-009 0-7 dias 4,59 0,94 2,23 1,74 3,79
LIBCOV_SR-010 8-14 dias 0,23 0,11 0,09 0,27 0,57
LIBCOV_SR-012 0-7 dias 541 2,32 4,94 7,05 3,41
LIBCOV_SR-013 8-14 dias 0,36 0,34 0,07 0,69 1,09
LIBCOV_SR-014 8-14 dias 2,25 0,56 0,60 1,77 3,13
LIBCOV_SR-015 8-14 dias 1,95 0,88 0,35 5,37 4,96
LIBCOV_SR-016 8-14 dias 7,01 6,52 10,43 18,69 5,97
LIBCOV_SR-017 8-14 dias 6,85 6,94 10,38 19,12 3,99
LIBCOV_SR-018 15-21 dias 5,23 4,15 1,41 13,45 4,33
LIBCOV_SR-019 8-14 dias 5,05 5,42 8,05 18,16 5,23
LIBCOV_SR-020 0-7 dias 0,22 0,27 0,06 0,38 0,62
LIBCOV_SR-021 15-21 dias 6,95 7,37 10,59 18,86 4,65
LIBCOV_SR-022 15-21 dias 5,51 591 1,74 16,20 3,85
LIBCOV_SR-023 8-14 dias 5,45 7,51 7,86 20,16 4,77
LIBCOV_SR-027 15-21 dias 6,91 0,04 9,44 19,69 3,69
LIBCOV_SR-029 15-21 dias 4,80 3,66 1,52 10,08 2,14
LIBCOV_SR-031 0-7 dias 0,26 0,19 0,13 0,41 0,20
LIBCOV_SR-033 0-7 dias 0,24 0,28 0,19 0,27 0,09
LIBCOV_SR-035 0-7 dias 0,55 0,38 0,06 0,54 0,30
LIBCOV_SR-036 0-7 dias 0,23 0,31 0,55 0,43 0,68
LIBCOV_SR-037 8-14 dias 0,94 0,26 0,99 0,54 1,07
LIBCOV_SR-039 8-14 dias 2,12 0,52 2,31 1,46 1,45
LIBCOV_SR-044 8-14 dias 5,35 5,51 5,49 14,93 5,67
LIBCOV_SR-048 0-7 dias 0,25 0,39 0,21 0,31 0,29
LIBCOV_SR-049 8-14 dias 6,23 6,42 4,47 17,03 3,15
LIBCOV_SR-050 0-7 dias 0,25 0,09 0,17 0,29 0,22
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LIBCOV_SR-052 15-21 dias 6,09 6,55 3,97 17,36 3,01
LIBCOV_SR-053 0-7 dias 0,26 0,13 0,20 0,30 0,29
LIBCOV_SR-054 8-14 dias 0,33 0,07 0,29 0,26 0,31
LIBCOV_SR-055 8-14 dias 0,71 0,08 0,31 0,28 0,24
LIBCOV_SR-057 0-7 dias 0,26 0,09 0,20 0,34 0,21
LIBCOV_SR-059 8-14 dias 1,86 0,09 1,46 0,41 0,53
LIBCOV_SR-060 8-14 dias 2,79 0,14 2,78 0,53 0,76
LIBCOV_SR-061 8-14 dias 0,70 0,02 0,16 0,35 0,54
LIBCOV_SR-062 8-14 dias 2,28 0,44 3,72 1,36 1,70
LIBCOV_SR-063 15-21 dias 6,50 6,34 2,87 16,27 4,02
LIBCOV_SR-064 0-7 dias 0,23 0,06 0,16 0,44 0,45
LIBCOV_SR-065 0-7 dias 0,22 0,06 0,13 0,28 0,79
LIBCOV_SR-066 0-7 dias 0,22 0,08 0,16 0,23 0,66
LIBCOV_SR-068 0-7 dias 0,26 0,06 0,16 0,53 0,16
LIBCOV_SR-069 0-7 dias 0,21 0,05 0,24 0,36 0,53
LIBCOV_SR-070 0-7 dias 0,25 0,07 0,16 0,31 0,34
LIBCOV_SR-071 0-7 dias 0,54 0,05 0,13 0,46 0,34
LIBCOV_SR-072 0-7 dias 0,81 0,07 0,17 0,38 0,29
LIBCOV_SR-073 0-7 dias 1,08 0,07 0,13 0,49 0,42
LIBCOV_SR-074 0-7 dias 1,18 0,1 0,27 0,41 1,46
LIBCOV_SR-075 8-14 dias 1,95 0,12 1,04 0,54 1,72
LIBCOV_SR-076 0-7 dias 1,65 0,07 0,18 0,52 0,80
LIBCOV_SR-077 0-7 dias 2,33 0,06 0,26 0,64 1,75
LIBCOV_SR-078 8-14 dias 0,23 0,07 0,63 0,68 0,23
LIBCOV_SR-079 8-14 dias 0,27 0,08 0,54 0,77 0,70
LIBCOV_SR-080 0-7 dias 0,21 0,08 0,35 0,41 0,71
LIBCOV_SR-081 8-14 dias 3,29 0,28 4,70 1,28 3,11
LIBCOV_SR-082 0-7 dias 0,20 0,09 0,25 0,71 0,48
LIBCOV_SR-083 0-7 dias 0,22 0,07 0,13 0,36 0,45
LIBCOV_SR-084 0-7 dias 0,22 0,08 0,30 0,31 0,57
LIBCOV_SR-085 0-7 dias 0,33 0,06 1,89 0,46 0,79
LIBCOV_SR-086 0-7 dias 0,22 0,09 1,14 0,52 0,73
LIBCOV_SR-087 0-7 dias 2,81 0,15 7,88 0,65 1,20
LIBCOV_SR-088 8-14 dias 0,25 0,14 0,21 0,87 1,94
LIBCOV_SR-089 0-7 dias 2,15 0,26 11,82 1,15 3,63
LIBCOV_SR-090 8-14 dias 0,88 0,24 1,15 1,41 2,93
LIBCOV_SR-091 0-7 dias 0,22 0,1 1,44 0,63 0,74
LIBCOV_SR-092 8-14 dias 2,09 0,78 3,25 3,84 4,26
LIBCOV_SR-093 8-14 dias 2,26 1,92 6,20 9,03 5,49
LIBCOV_SR-094 8-14 dias 0,56 0,11 1,30 0,72 0,92
LIBCOV_SR-095 8-14 dias 1,75 0,19 571 1,90 1,18
LIBCOV_SR-096 0-7 dias 0,23 0,13 3,28 0,67 2,81
LIBCOV_SR-097 8-14 dias 4,23 6,29 7,64 13,72 5,78
LIBCOV_SR-098 22-mais dias 1,32 0,94 10,30 3,40 1,17
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LIBCOV_SR-100 0-7 dias 0,20 0,04 0,39 0,31 1,54
LIBCOV_SR-101 0-7 dias 0,22 0,02 0,19 0,36 1,19
LIBCOV_SR-103 8-14 dias 0,23 0,1 0,49 0,19 1,07
LIBCOV_SR-104 8-14 dias 0,22 0,03 0,07 0,48 0,81
LIBCOV_SR-105 8-14 dias 0,24 0,1 0,12 0,70 1,24
LIBCOV_SR-106 0-7 dias 0,25 0,03 0,13 0,74 0,84
LIBCOV_SR-107 8-14 dias 2,03 0,06 0,98 0,32 0,55
LIBCOV_SR-108 0-7 dias 0,23 0,07 0,47 0,20 0,64
LIBCOV_SR-109 8-14 dias 0,38 0,08 0,15 0,48 0,88
LIBCOV_SR-110 0-7 dias 0,76 0,08 2,77 0,33 0,61
LIBCOV_SR-111 8-14 dias 2,78 0,32 1,30 0,48 0,64
LIBCOV_SR-112 8-14 dias 0,30 0,07 0,16 0,59 0,82
LIBCOV_SR-113 0-7 dias 0,25 0,1 0,05 0,35 0,41
LIBCOV_SR-114 8-14 dias 2,08 0,5 1,35 0,61 0,64
LIBCOV_SR-115 0-7 dias 0,24 0,08 0,05 0,48 0,47
LIBCOV_SR-116 0-7 dias 0,20 0,07 0,07 0,48 0,71
LIBCOV_SR-117 8-14 dias 2,56 2,72 13,08 4,36 3,06
LIBCOV_SR-118 0-7 dias 2,59 0,23 8,06 0,92 1,39
LIBCOV_SR-119 15-21 dias 4,00 3,44 15,75 11,03 2,21
LIBCOV_SR-120 8-14 dias 0,81 0,24 0,18 1,09 1,17
LIBCOV_SR-121 0-7 dias 0,24 0,01 0,05 0,32 0,77
LIBCOV_SR-122 8-14 dias 0,21 0,09 0,08 0,33 0,41
LIBCOV_SR-123 15-21 dias 4,47 4,08 17,04 11,16 2,33
LIBCOV_SR-124 8-14 dias 1,00 0,29 0,23 1,06 1,27
LIBCOV_SR-125 0-7 dias 3,57 0,72 5,85 1,64 1,33
LIBCOV_SR-126 0-7 dias 0,25 0,08 0,06 0,34 0,61
LIBCOV_SR-127 8-14 dias 0,24 0,08 0,32 0,38 0,47
LIBCOV_SR-128 8-14 dias 5,03 1,06 5,65 4,72 1,26
LIBCOV_SR-130 8-14 dias 0,22 0,09 1,50 0,38 0,31
LIBCOV_SR-131 8-14 dias 0,28 0,14 4,73 0,47 0,71
LIBCOV_SR-133 15-21 dias 2,97 3,93 13,66 10,31 3,28
LIBCOV_SR-135 8-14 dias 0,32 0,2 0,38 0,35 0,81
LIBCOV_SR-138 0-7 dias 0,22 0,19 0,06 0,16 0,35
LIBCOV_SR-139 0-7 dias 2,77 3,08 1,99 7,09 2,79
LIBCOV_SR-140 8-14 dias 1,68 0,47 8,29 2,32 1,64
LIBCOV_SR-142 8-14 dias 4,86 591 16,25 16,02 3,94
LIBCOV_SR-143 8-14 dias 5,38 7,58 7,47 18,25 4,96
LIBCOV_SR-144 8-14 dias 3,45 1,47 17,73 4,23 4,17
LIBCOV_SR-145 8-14 dias 5,51 5,32 15,68 16,80 3,60
LIBCOV_SR-146 0-7 dias 6,39 8,85 7,49 19,17 10,40
LIBCOV_SR-147 8-14 dias 5,37 6,56 16,37 16,79 2,24
LIBCOV_SR-149 22-mais dias 2,08 1,32 3,07 1,38 1,35
LIBCOV_SR-150 8-14 dias 1,23 0,45 0,29 2,82 1,45
LIBCOV_SR-151 8-14 dias 0,27 0,23 0,11 0,52 0,91
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LIBCOV_SR-152 8-14 dias 2,34 0,66 6,26 1,08 1,28
LIBCOV_SR-153 0-7 dias 1,85 0,31 0,13 0,79 2,56
LIBCOV_SR-154 0-7 dias 0,27 0,08 0,59 0,41 1,03
LIBCOV_SR-155 0-7 dias 0,25 0,04 0,07 0,41 2,72
LIBCOV_SR-156 8-14 dias 0,36 0,44 0,22 0,60 1,21
LIBCOV_SR-157 8-14 dias 2,42 1,79 7,64 4,23 2,27
LIBCOV_SR-158 0-7 dias 2,10 0,92 0,27 2,46 2,40
LIBCOV_SR-159 8-14 dias 1,86 3,58 0,74 12,43 3,93
LIBCOV_SR-160 0-7 dias 1,03 0,17 4,81 0,57 2,78
LIBCOV_SR-161 8-14 dias 1,99 0,95 0,36 1,53 1,77
LIBCOV_SR-162 0-7 dias 0,28 0,05 0,07 0,39 2,01
LIBCOV_SR-163 0-7 dias 3,55 2,34 0,39 4,70 4,63
LIBCOV_SR-164 8-14 dias 3,90 4,21 8,40 7,50 2,34
LIBCOV_SR-165 0-7 dias 0,30 0,04 0,10 0,45 3,37
LIBCOV_SR-166 0-7 dias 4,38 4,02 0,45 9,34 6,13
LIBCOV_SR-167 0-7 dias 0,25 0,09 0,08 0,35 0,65
LIBCOV_SR-168 8-14 dias 4,26 511 6,60 11,04 3,65
LIBCOV_SR-169 8-14 dias 2,50 491 1,34 13,75 5,27
LIBCOV_SR-170 8-14 dias 1,11 0,41 1,71 0,75 0,42
LIBCOV_SR-171 15-21 dias 5,45 6,93 6,81 13,56 4,37
LIBCOV_SR-172 0-7 dias 2,17 0,14 0,40 0,99 5,78
LIBCOV_SR-173 8-14 dias 5,22 6,56 0,65 5,88 3,48
LIBCOV_SR-174 0-7 dias 2,01 0,27 1,14 1,40 5,06
LIBCOV_SR-175 0-7 dias 0,27 0,16 0,11 0,36 0,91
LIBCOV_SR-176 8-14 dias 2,61 3,94 4,34 1,93 1,97
LIBCOV_SR-177 0-7 dias 0,41 0,35 0,39 0,51 0,38
LIBCOV_SR-178 15-21 dias 1,29 0,65 0,95 0,86 1,82
LIBCOV_SR-180 0-7 dias 0,22 0,06 0,08 0,23 0,25
LIBCOV_SR-182 22-mais dias 8,63 10,22 0,15 12,78 0,66
LIBCOV_SR-183 22-mais dias 2,63 0,99 0,74 0,69 1,88
LIBCOV_SR-184 0-7 dias 0,46 0,34 0,12 0,40 1,04
LIBCOV_SR-186 8-14 dias 2,63 0,92 0,24 1,02 2,00
LIBCOV_SR-188 15-21 dias 7,68 8,89 20,14 10,37 2,03
LIBCOV_SR-191 0-7 dias 0,21 0,06 0,05 0,44 0,37
LIBCOV_SR-192 22-mais dias 5,88 5,35 9,07 3,45 2,94
LIBCOV_SR-195 0-7 dias 0,32 3,76 0,03 0,39 0,13
LIBCOV_SR-196 8-14 dias 0,21 3,59 0,13 0,39 1,01
LIBCOV_SR-197 0-7 dias 0,37 4,41 0,06 0,45 0,28
LIBCOV_SR-200 0-7 dias 0,24 3,48 0,04 0,32 0,21
LIBCOV_SR-201 0-7 dias 6,31 6,48 9,97 11,20 2,64
LIBCOV_SR-202 0-7 dias 6,78 6,66 9,24 10,76 2,20
LIBCOV_SR-203 0-7 dias 1,00 4,1 2,03 0,48 0,85
LIBCOV_SR-204 0-7 dias 0,22 3,3 0,13 0,34 0,39
LIBCOV_SR-205 0-7 dias 0,25 3,79 0,05 0,34 0,08
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LIBCOV_SR-206 0-7 dias 0,31 2,1 0,09 0,34 0,63
LIBCOV_SR-207 0-7 dias 0,81 1,4 0,21 0,48 0,17
LIBCOV_SR-208 8-14 dias 0,26 0,65 0,16 0,45 0,58
LIBCOV_SR-209 0-7 dias 1,39 0,6 1,71 0,71 1,23
LIBCOV_SR-211 0-7 dias 0,49 0,72 0,43 0,52 0,92
LIBCOV_SR-212 15-21 dias 5,50 6,48 5,24 3,34 1,32
LIBCOV_SR-213 0-7 dias 0,25 1,94 0,06 0,25 0,27
LIBCOV_SR-215 8-14 dias 0,54 0,01 0,16 0,82 =

LIBCOV_SR-216 0-7 dias 0,27 0,05 0,06 0,34 0,13
LIBCOV_SR-217 0-7 dias 7,17 7,35 7,64 9,21 1,82
LIBCOV_SR-220 0-7 dias 0,29 0,07 0,05 0,34 0,17
LIBCOV_SR-221 0-7 dias 6,88 7,72 7,33 13,14 2,52
LIBCOV_SR-224 0-7 dias 1,06 0,19 0,99 0,57 1,13
LIBCOV_SR-225 0-7 dias 0,27 0,07 0,08 0,35 0,71
LIBCOV_SR-226 0-7 dias 0,95 0,23 1,05 0,79 1,49
LIBCOV_SR-228 0-7 dias 0,73 0,09 0,18 0,41 0,17
LIBCOV_SR-229 0-7 dias 1,90 0,44 1,59 1,08 1,21
LIBCOV_SR-230 8-14 dias 0,49 0,07 0,29 0,57 2,21
LIBCOV_SR-231 0-7 dias 2,65 0,68 11,54 1,02 2,78
LIBCOV_SR-232 0-7 dias 0,31 0,16 0,13 0,41 0,36
LIBCOV_SR-233 8-14 dias 1,65 0,1 2,11 0,29 0,56
LIBCOV_SR-235 0-7 dias 0,37 0,09 0,10 0,64 0,17
LIBCOV_SR-236 8-14 dias 3,13 1,22 9,25 1,55 3,78
LIBCOV_SR-237 0-7 dias 2,25 0,56 1,66 1,19 2,06
LIBCOV_SR-238 0-7 dias 2,13 0,74 2,10 1,29 2,39
LIBCOV_SR-239 8-14 dias 0,78 0,29 6,51 0,42 0,17
LIBCOV_SR-240 0-7 dias 0,51 0,11 0,18 0,43 0,57
LIBCOV_SR-242 0-7 dias 6,30 0,2 0,11 10,17 3,82
LIBCOV_SR-245 15-21 dias 8,31 6,48 8,01 18,37 2,46
LIBCOV_SR-247 22-mais dias 6,64 8,58 15,82 9,50 1,39
LIBCOV_SR-248 15-21 dias 6,43 6,86 6,72 7,73 2,95
LIBCOV_SR-250 15-21 dias 7,74 7,73 15,52 16,85 1,82
LIBCOV_SR-251 8-14 dias 5,80 6,23 7,03 11,13 3,30
LIBCOV_SR-258 0-7 dias 0,27 0,05 0,04 0,31 0,13
LIBCOV_SR-259 0-7 dias 2,07 2,11 0,36 2,64 1,15
LIBCOV_SR-262 8-14 dias 1,45 0,19 0,87 0,91 1,64
LIBCOV_SR-263 0-7 dias 0,29 0,11 0,20 0,31 0,19
LIBCOV_SR-266 8-14 dias 4,02 3,56 4,76 6,22 3,38
LIBCOV_SR-268 0-7 dias 0,21 0,09 0,19 0,28 0,76
LIBCOV_SR-270 0-7 dias 1,06 0,19 4,50 0,86 4,15
LIBCOV_SR-271 0-7 dias 0,34 0,15 0,18 0,45 0,73
LIBCOV_SR-272 0-7 dias 3,26 0,39 3,63 0,49 1,07
LIBCOV_SR-273 15-21 dias 3,66 0,6 5,66 0,75 1,31
LIBCOV_SR-274 0-7 dias 0,53 0,11 0,60 0,54 0,89
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LIBCOV_SR-275 15-21 dias 3,07 1,36 8,06 1,00 1,07
LIBCOV_SR-276 0-7 dias 0,24 0,04 0,05 0,43 0,25
LIBCOV_SR-277 0-7 dias 0,35 0,08 0,16 0,48 0,63
LIBCOV_SR-280 15-21 dias 0,23 0,03 0,68 0,22 0,26
LIBCOV_SR-281 0-7 dias 0,26 0,08 0,09 0,23 0,44
LIBCOV_SR-283 0-7 dias 5,58 6,65 17,72 12,95 5,31
LIBCOV_SR-285 8-14 dias 0,66 0,33 0,74 0,59 0,36
LIBCOV_SR-289 8-14 dias 0,20 0,06 0,06 0,24 0,07
LIBCOV_SR-291 8-14 dias 0,24 0,05 7,95 0,31 0,32
LIBCOV_SR-292 8-14 dias 0,27 0,07 15,45 0,35 0,50
LIBCOV_SR-295 0-7 dias 3,28 1,88 0,10 1,06 0,84
LIBCOV_SR-302 22-mais dias 0,27 0,05 0,15 0,34 0,13
LIBCOV_SR-303 22-mais dias 0,25 0,02 0,07 0,17 0,23
LIBCOV_SR-304 22-mais dias 7,14 9,48 3,41 16,26 1,53
LIBCOV_SR-305 15-21 dias 6,93 9,5 4,06 19,80 1,78
LIBCOV_SR-306 22-mais dias 6,79 9,48 3,60 16,67 1,26
LIBCOV_SR-307 15-21 dias 6,07 7,84 2,50 12,85 1,88
LIBCOV_SR-308 8-14 dias 6,36 7,64 3,54 11,07 3,74
LIBCOV_SR-309 15-21 dias 6,58 7,64 3,57 10,97 2,64
LIBCOV_SR-310 8-14 dias 6,37 5,81 3,45 9,54 3,99
LIBCOV_SR-311 8-14 dias 1,73 0,31 8,66 0,63 1,81
LIBCOV_SR-312 8-14 dias 2,84 1,16 12,52 1,15 2,02
LIBCOV_SR-313 22-mais dias 0,90 0,11 0,17 0,29 0,67
LIBCOV_SR-314 22-mais dias 2,74 0,94 11,38 1,10 1,82
LIBCOV_SR-319 22-mais dias 7,07 9,3 0,20 9,21 0,47
LIBCOV_SR-320 22-mais dias 7,36 9,89 0,17 5,85 0,35
LIBCOV_SR-321 22-mais dias 748 10,43 0,20 8,87 0,64
LIBCOV_SR-322 22-mais dias 7,58 9,8 0,19 8,86 0,47
LIBCOV_SR-323 22-mais dias 7,46 8,91 6,57 11,21 2,04
LIBCOV_SR-324 22-mais dias 7,67 10,39 5,92 11,62 1,79
LIBCOV_SR-325 22-mais dias 7,32 10,77 7,15 19,22 1,79
LIBCOV_SR-326 0-7 dias 7,55 10,04 1,10 18,38 0,88
LIBCOV_SR-327 0-7 dias 7,86 9,89 1,07 18,75 1,03
LIBCOV_SR-331 0-7 dias 2,21 0,05 0,10 0,45 0,36
LIBCOV_SR-332 8-14 dias 4,38 3,08 1,11 3,29 0,77
LIBCOV_SR-349 8-14 dias 2,20 0,82 1,21 2,58 1,83
LIBCOV_SR-350 22-mais dias 6,33 6,94 0,53 6,54 1,04
LIBCOV_SR-351 0-7 dias 0,76 0,46 3,25 0,89 1,71
LIBCOV_SR-353 0-7 dias 6,09 7,96 4,84 15,16 3,37
LIBCOV_SR358 0-7 dias 1,24 0,07 0,13 0,38 0,35
LIBCOV_SR359 0-7 dias 0,31 0,06 0,06 0,41 0,13
LIBCOV_SR-362 15-21 dias 0,24 0,02 0,11 0,25 0,19
LIBCOV_SR-367 22-mais dias 0,25 0,05 0,50 0,31 0,33
LIBCOV_SR-368 22-mais dias 6,66 9,63 0,47 20,08 1,69
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LIBCOV_SR-369 22-mais dias 6,05 6,44 0,40 5,93 1,20
LIBCOV_SR-370 22-mais dias 5,78 5,92 0,38 4,31 0,65
LIBCOV_SR-371 22-mais dias 5,75 6,13 0,38 6,74 1,16
LIBCOV_SR-372 0-7 dias 571 5,42 0,30 4,71 0,83
LIBCOV_SR-373 22-mais dias 5,58 6,35 0,48 6,06 0,76
LIBCOV_SR-386 0-7 dias 1,25 0,29 2,29 0,55 1,36
HEMOBA-2542 - - - - 0,14 0,69
HEMOBA-2543 = = = = 0,61 0,23
HEMOBA-2544 - - - - 0,03 0,10
HEMOBA-2545 = = = = 0,24 0,67
HEMOBA-2546 - - - - 0,14 0,40
HEMOBA-2547 = = = = 0,11 0,68
HEMOBA-2548 - - - - 0,22 0,16
HEMOBA-2549 = = = = 0,1 0,59
HEMOBA-2550 - - - - 0,08 0,18
HEMOBA-2551 - - - - 0,29 0,28
HEMOBA-2552 - - - - 0,22 0,17
HEMOBA-2553 - - - - 0,45 0,45
HEMOBA-2554 - - - - 0,03 0,29
HEMOBA-2555 - - - - 0,08 0,14
HEMOBA-2556 - - - - 0,02 0,14
HEMOBA-2557 = = = = -0,07 0,29
HEMOBA-2558 - - - - 0 0,24
HEMOBA-2559 = = = = 0,18 0,62
HEMOBA-2560 - - - - 0,33 0,70
HEMOBA-2561 = = = = 0,1 0,71
HEMOBA-2562 - - - - -0,03 0,10
HEMOBA-2563 - - - - -0,01 0,13
HEMOBA-2564 - - - - 0,02 0,57
HEMOBA-2565 - - - - 0,06 0,21
HEMOBA-2566 - - - - 0,23 0,14
HEMOBA-2567 - - - - 0,01 0,35
HEMOBA-2568 - - - - 0,09 0,19
HEMOBA-2569 = = = = 0,05 0,18
HEMOBA-2570 - - - - 0,07 0,20
HEMOBA-2571 = = = = 0,18 0,49
HEMOBA-2572 - - - - -0,03 0,12
HEMOBA-2573 = = = = 0 0,77
HEMOBA-2574 - - - - 0,1 0,40
HEMOBA-2575 - - - - 0,26 0,34
HEMOBA-2576 - - - - 0,22 0,36
HEMOBA-2577 = = = = 0,58 0,22
HEMOBA-2578 - - - - 0,04 0,70
HEMOBA-2579 = = = = -0,02 0,65
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HEMOBA-2580 - - - 0,06 0,62
HEMOBA-2581 = = = 0,16 0,30
HEMOBA-2582 - - - 0,06 0,45
HEMOBA-2583 = = = 0,18 0,22
HEMOBA-2584 - - - 0,38 0,46
HEMOBA-2585 = = = 0,04 0,32
HEMOBA-2586 - - - -0,1 0,03
HEMOBA-2587 = = = -0,02 0,77
HEMOBA-2588 - - - 0,21 0,42
HEMOBA-2589 = = = 0 0,38
HEMOBA-2590 - - - 0,12 0,33
HEMOBA-2591 = = = 0,06 0,29
HEMOBA-2592 - - - 0,16 0,20
HEMOBA-2593 = = = 0,27 0,50
HEMOBA-2594 - - - 0,02 0,57
HEMOBA-2595 - - - 0,28 0,78
HEMOBA-2623 0,27 0,07 0,08 0,55 0,51
HEMOBA-2624 0,28 0,08 0,12 0,35 0,62
HEMOBA-2625 0,29 0,13 0,16 0,43 0,42
HEMOBA-2626 0,23 0,09 0,12 0,46 0,37
HEMOBA-2627 0,23 0,14 0,29 0,46 0,16
HEMOBA-2628 0,23 0,1 0,14 0,15 0,51
HEMOBA-2629 0,24 0,08 0,11 0,17 0,26
HEMOBA-2630 0,25 0,09 0,17 0,42 0,54
HEMOBA-2631 0,22 0,07 0,04 0,16 0,20
HEMOBA-2632 0,32 0,15 0,16 0,34 0,46
HEMOBA-2633 0,26 0,11 0,07 0,21 0,48
HEMOBA-2634 0,24 0,1 0,2 0,49 0,43
HEMOBA-2635 0,23 0,09 0,16 0,17 0,66
HEMOBA-2636 0,23 0,13 0,18 0,16 0,35
HEMOBA-2637 0,31 0,1 0,12 0,29 0,16
HEMOBA-2638 0,28 0,16 0,54 1,36 0,73
HEMOBA-2639 0,24 0,09 0,13 0,69 0,39
HEMOBA-2640 0,23 0,13 0,05 0,16 0,34
HEMOBA-2641 0,22 0,11 3,27 0,20 0,55
HEMOBA-2642 0,29 0,1 0,04 0,17 0,19
HEMOBA-2643 0,24 0,12 0,16 0,28 0,17
HEMOBA-2644 0,23 0,1 1,09 0,23 0,85
HEMOBA-2645 0,23 0,17 0,72 0,49 0,66
HEMOBA-2646 0,23 0,08 0,22 0,26 0,47
HEMOBA-2647 0,21 0,08 0,2 0,28 0,88
HEMOBA-2648 0,25 0,08 0,29 0,30 1,21
HEMOBA-2649 0,28 0,1 0,12 0,31 0,52
HEMOBA-2650 0,23 0,09 0,18 0,14 0,27
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HEMOBA-2651 0,23 0,12 0,21 0,31 0,75
HEMOBA-2652 0,24 0,18 0,59 0,49 0,11
HEMOBA-2653 0,22 0,13 0,57 0,20 0,11
HEMOBA-2654 0,22 0,1 0,36 0,31 1,14
HEMOBA-2655 0,21 0,08 0,11 0,53 0,46
HEMOBA-2656 0,27 0,24 0,06 0,31 0,21
HEMOBA-2657 0,23 0,07 0,53 0,08 0,47
HEMOBA-2658 0,23 0,15 0,8 0,22 0,30
HEMOBA-2659 0,27 0,13 0,35 0,69 1,61
HEMOBA-2660 0,23 0,11 0,21 0,46 0,39
HEMOBA-2661 0,20 0,09 0,1 0,19 0,99
HEMOBA-2662 0,24 0,12 0,12 0,24 0,60
HEMOBA-2663 - - - 0,78 1,93
HEMOBA-2664 = = = 0,81 0,09
HEMOBA-2665 0,26 0,08 0,37 0,26 0,40
HEMOBA-2666 0,24 0,36 0,12 0,45 1,32
HEMOBA-2667 0,24 0,09 0,15 0,24 0,52
HEMOBA-2668 0,23 0,14 0,15 0,64 0,32
HEMOBA-2669 0,22 0,14 0,32 0,54 0,67
HEMOBA-2670 0,34 0,15 0,15 0,24 0,22
HEMOBA-2671 0,22 0,12 0,15 0,17 0,56
HEMOBA-2672 0,26 0,09 0,21 0,53 0,29
HEMOBA-2673 0,22 0,08 0,32 0,29 0,52
HEMOBA-2674 0,22 0,11 0,09 0,14 1,09
HEMOBA-2675 0,21 0,1 0,25 0,14 1,08
HEMOBA-2676 0,21 0,08 0,38 0,11 0,47
HEMOBA-2677 0,20 0,12 0,26 0,37 0,90
HEMOBA-2678 0,22 0,12 0,23 0,21 0,11
HEMOBA-2679 0,23 0,27 0,3 0,44 0,82
HEMOBA-2680 0,22 0,12 0,08 0,20 0,01
HEMOBA-2681 0,26 0,1 0,09 0,22 0,68
HEMOBA-2682 0,23 0,14 0,18 0,12 0,53
HEMOBA-2683 0,22 0,07 2,69 0,63 0,41
HEMOBA-2684 0,23 0,08 0,08 0,79 0,37
HEMOBA-2685 0,24 0,11 0,25 0,20 0,68
HEMOBA-2686 0,23 0,14 0,52 0,35 0,82
HEMOBA-2687 0,18 0,12 0,2 0,70 0,42
HEMOBA-2688 0,23 0,07 0,12 0,15 0,25
HEMOBA-2689 0,25 0,12 0,27 0,45 0,88
HEMOBA-2690 0,22 0,09 0,19 0,33 0,17
HEMOBA-2691 0,22 0,07 0,54 0,14 0,33
HEMOBA-2692 0,26 0,2 0,15 0,17 0,88
HEMOBA-2693 0,21 0,07 0,04 0,13 0,64
HEMOBA-2694 0,25 0,15 0,08 0,27 0,16
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HEMOBA-2695 0,23 0,13 0,18 0,18 0,91
HEMOBA-2696 0,23 0,13 0,08 0,71 0,56
HEMOBA-2697 0,23 0,12 0,35 0,67 0,81
HEMOBA-2698 0,54 0,08 0,12 0,13 0,60
HEMOBA-2699 0,25 0,12 0,3 0,24 0,94
HEMOBA-2700 0,24 0,1 0,15 0,30 0,60
HEMOBA-2701 0,27 0,09 0,07 0,28 0,18
HEMOBA-2702 1,37 0,16 0,2 0,57 0,57
HEMOBA-2703 0,26 0,11 1,06 0,14 0,57
HEMOBA-2704 0,22 0,09 0,21 0,16 0,44
HEMOBA-2705 0,25 0,1 0,04 0,17 0,25
HEMOBA-2706 0,27 0,21 0,03 1,29 0,36
HEMOBA-2707 0,27 0,08 0,15 0,23 0,63
HEMOBA-2708 0,23 0,08 0,18 0,26 0,78
HEMOBA-2709 0,23 0,1 0,4 0,47 0,62
HEMOBA-2710 0,23 0,11 0,26 0,25 0,28
HEMOBA-2711 0,22 0,08 0,78 0,44 1,01
HEMOBA-2712 0,17 0,07 0,37 0,45 0,37
HEMOBA-2713 0,23 0,11 0,06 0,43 0,59
HEMOBA-2714 0,24 0,09 0,11 0,16 0,27
HEMOBA-2715 0,30 0,05 2,33 0,27 0,72
HEMOBA-2716 0,24 0,13 0,11 0,78 0,21
HEMOBA-2717 0,23 0,08 0,20 0,31 0,40
HEMOBA-2718 0,22 0,05 0,28 0,20 0,35
HEMOBA-2719 0,24 0,27 0,23 0,21 0,46
HEMOBA-2720 0,17 0,07 0,28 0,23 0,44
HEMOBA-2721 0,24 0,06 0,22 0,15 0,31
HEMOBA-2722 0,23 0,07 0,07 0,16 0,20
HEMOBA-2723 0,23 0,13 2,40 0,56 1,23
HEMOBA-2724 0,24 0,10 0,22 0,52 0,38
HEMOBA-2725 0,24 0,11 0,13 0,54 0,10
HEMOBA-2726 0,22 0,16 0,84 0,79 1,38
HEMOBA-2727 0,21 0,07 0,26 0,32 0,35
HEMOBA-2728 0,22 0,05 0,14 0,51 0,25
HEMOBA-2729 0,22 0,07 0,19 0,34 1,03
HEMOBA-2730 0,24 0,10 0,05 0,47 0,49
HEMOBA-2731 0,23 0,05 0,09 0,25 0,57
HEMOBA-2732 0,23 0,06 0,06 0,37 0,29
HEMOBA-2733 0,22 0,06 0,07 0,26 0,21
HEMOBA-2734 0,24 0,09 0,48 0,52 0,60
HEMOBA-2735 0,24 0,11 0,14 0,92 0,66
HEMOBA-2736 0,24 0,08 0,08 0,64 0,53
HEMOBA-2737 0,20 0,06 0,11 0,19 0,66
HEMOBA-2738 0,23 0,09 0,15 0,69 1,38
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HEMOBA-2739 0,19 0,10 0,09 0,67 0,45
HEMOBA-2740 0,21 0,08 0,05 0,21 0,39
HEMOBA-2741 0,21 0,06 0,07 0,45 0,74
HEMOBA-2742 0,20 0,05 0,11 0,35 0,53
HEMOBA-2743 0,21 0,07 0,05 0,22 0,40
HEMOBA-2785 0,31 0,10 0,04 0,78 0,42
HEMOBA-2786 0,28 0,07 0,08 0,13 0,64
HEMOBA-2787 0,24 0,08 0,15 0,03 1,32
HEMOBA-2788 0,23 0,05 0,07 0,02 0,75
HEMOBA-2789 0,24 0,15 0,15 0,15 0,74
HEMOBA-2790 0,27 0,07 0,06 0,04 0,47
HEMOBA-2791 0,31 0,22 0,07 0,12 0,53
HEMOBA-2792 0,38 0,10 0,11 0,25 1,44
HEMOBA-2793 0,32 0,13 0,11 0,28 0,61
HEMOBA-2794 0,24 0,06 0,13 0,21 0,76
HEMOBA-2795 0,25 0,08 0,16 0,05 0,77
HEMOBA-2796 0,24 0,05 0,08 0,04 0,55
HEMOBA-2797 0,26 0,14 0,11 0,08 0,76
HEMOBA-2798 0,24 0,12 0,33 0,04 0,61
HEMOBA-2799 0,24 0,08 0,09 0,03 0,70
HEMOBA-2800 0,28 0,09 0,05 0,09 0,66
HEMOBA-2801 0,23 0,06 0,05 0,08 0,54
HEMOBA-2802 0,23 0,05 0,41 0,05 0,63
HEMOBA-2803 0,29 0,08 0,13 0,04 0,75
HEMOBA-2804 0,25 0,55 0,29 0,14 1,06
HEMOBA-2805 0,45 0,24 0,31 0,14 1,33
HEMOBA-2806 0,24 0,07 0,06 0,03 0,80
HEMOBA-2807 0,21 0,08 0,11 0,06 0,39
HEMOBA-2808 0,24 0,09 0,20 0,01 0,58
HEMOBA-2809 0,26 0,55 0,18 0,23 0,52
HEMOBA-2810 0,27 0,07 0,08 0,13 0,29
HEMOBA-2811 0,28 0,06 0,53 0,01 0,83
HEMOBA-2812 0,23 0,09 0,28 0,01 0,93
HEMOBA-2813 0,36 0,43 0,28 0,24 0,35
HEMOBA-2814 0,22 0,08 0,25 0,01 1,55
HEMOBA-2815 0,26 0,08 0,04 0,06 0,11
HEMOBA-2816 0,37 0,25 0,32 0,18 0,33
HEMOBA-2817 0,47 0,09 0,10 0,09 0,37
HEMOBA-2818 0,24 0,05 0,10 0,09 0,17
HEMOBA-2819 0,24 0,06 0,22 0,02 0,56
HEMOBA-2820 0,23 0,05 0,21 0,05 0,58
HEMOBA-2821 0,22 0,04 0,07 0,10 0,26
HEMOBA-2822 0,26 0,09 0,05 0,04 0,30
HEMOBA-2823 0,24 0,13 0,15 0,13 1,11
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HEMOBA-2824 0,26 0,12 0,12 0,10 0,56
HEMOBA-2825 0,31 = = 0,09 0,40
HEMOBA-2826 - - - 0,33 0,28
HEMOBA-2827 = = = 0,11 0,49
HEMOBA-2828 - - - 0,18 0,29
HEMOBA-2829 = = = 0,28 0,22
HEMOBA-2830 - - - 0,14 0,22
HEMOBA-2831 = = = 0,11 0,17
HEMOBA-2832 - - - 0,16 0,21
HEMOBA-2833 = = = 0,18 0,30
HEMOBA-2834 - - - 0,80 0,38
HEMOBA-2835 = = = 0,34 0,29
HEMOBA-2836 - - - 0,22 0,09
HEMOBA-2837 = = = 0,20 0,38
HEMOBA-2838 - - - 0,26 0,34
HEMOBA-2839 - - - 0,13 0,40
HEMOBA-2840 - - - 0,08 0,25
HEMOBA-2841 - - - 0,21 0,38
HEMOBA-2842 - - - 0,31 0,04
HEMOBA-2843 - - - 0,08 0,21
HEMOBA-2844 - - - 0,20 0,67
HEMOBA-2845 = = = 0,25 0,28
HEMOBA-2846 - - - 0,25 0,15
HEMOBA-2847 = = = 0,22 0,25
HEMOBA-2848 - - - 0,28 0,23
HEMOBA-2849 = = = 0,95 0,15
HEMOBA-2850 - - - 0,36 0,43
HEMOBA-2851 - - - 0,13 0,47
HEMOBA-2852 - - - 0,30 0,49
HEMOBA-2853 - - - 0,30 0,31
HEMOBA-2854 - - - 0,41 0,20
HEMOBA-2855 0,62 - - 0,44 0,44
HEMOBA-2856 - - - 0,40 0,39
HEMOBA-2857 = = = 0,30 0,23
HEMOBA-2858 - - - 0,32 0,54
HEMOBA-2859 = = = 0,14 0,42
HEMOBA-2860 - - - 0,24 0,15
HEMOBA-2861 = = = 0,26 0,37
HEMOBA-2862 - - - 0,47 0,31
HEMOBA-2863 - - - 0,26 0,28
HEMOBA-2864 - - - 0,30 0,32
HEMOBA-2865 = = = 0,25 0,43
HEMOBA-2866 - - - 0,07 0,25
HEMOBA-2867 = = = 0,25 0,35
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HEMOBA-2868

0,21

0,24

HEMOBA-2869

0,25

0,39

HEMOBA-2870

0,20

0,17

HEMOBA-2871

0,37

0,35

HEMOBA-2872

0,57

0,09

HEMOBA-2873

0,26

0,19

HEMOBA-2874

0,18

0,61

HEMOBA-2875

0,54

0,46

HEMOBA-2876

0,27

0,20

HEMOBA-2877

0,27

0,47

HEMOBA-2878

0,24

0,14

HEMOBA-2879

0,75

0,31

HEMOBA-2880

0,26

0,19

HEMOBA-2881

0,31

0,58

HEMOBA-2882

0,30

0,99

HEMOBA-2883

0,30

0,56

HEMOBA-2884

0,24

0,38

HEMOBA-2885

0,51

0,28

HEMOBA-2886

0,27

0,68

HEMOBA-2887

0,33

0,72

HEMOBA-2888

0,76

0,20

HEMOBA-2889

0,60

0,48

HEMOBA-2890

0,69

0,48

HEMOBA-2891

0,46

0,77

HEMOBA-2892

0,92

0,09

HEMOBA-2893

0,30

0,52

HEMOBA-2894

0,54

0,23

HEMOBA-2895

1,00

0,46

HEMOBA-2896

0,37

0,27

HEMOBA-2897

0,81

0,55

HEMOBA-2898

0,41

0,50

HEMOBA-2899

0,40

0,75

HEMOBA-2900

0,37

0,37

HEMOBA-2901

0,23

0,12

HEMOBA-2902

0,45

0,45

HEMOBA-2903

0,85

0,38

HEMOBA-2904

0,42

0,75

HEMOBA-2905

0,37

0,38

HEMOBA-2906

0,24

0,55

HEMOBA-2907

0,23

0,23

HEMOBA-2908

0,34

0,30

HEMOBA-2909

0,18

0,62

HEMOBA-2910

0,29

0,87

HEMOBA-2911

0,37

0,16
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HEMOBA-2912

0,77

0,34

HEMOBA-2913

0,65

0,55

HEMOBA-2914

0,66

0,60

HEMOBA-2915

0,30

0,46

HEMOBA-2916

0,23

0,20

HEMOBA-2917

0,31

0,57

HEMOBA-2918

0,28

0,60

HEMOBA-2919

0,63

1,15

HEMOBA-2920

0,30

0,58

HEMOBA-2921

0,33

0,89

HEMOBA-2922

0,77

0,69

HEMOBA-2923

0,36

0,48

HEMOBA-2924

0,54

0,41

HEMOBA-2925

0,53

0,65

HEMOBA-2926

0,56

0,44

HEMOBA-2927

0,31

0,41

HEMOBA-2928

0,19

0,35

HEMOBA-2929

0,25

0,65

HEMOBA-2930

0,77

0,20

HEMOBA-2931

0,52

0,96

HEMOBA-2932

0,59

0,84

HEMOBA-2933

0,56

0,23

HEMOBA-2934

0,45

0,23

HEMOBA-2935

0,42

0,33

HEMOBA-2936

0,17

0,48

HEMOBA-2937

0,39

0,34

HEMOBA-2938

0,36

0,48

HEMOBA-2939

0,42

0,73

HEMOBA-2940

0,44

0,48

HEMOBA-2941

0,53

0,36

HEMOBA-2942

0,43

0,46

HEMOBA-2943

0,37

0,16

HEMOBA-2944

0,24

0,28

HEMOBA-2945

0,48

0,63

HEMOBA-2946

0,44

0,22

HEMOBA-2947

0,28

0,56

HEMOBA-2948

0,14

0,50

HEMOBA-2949

0,47

0,60

HEMOBA-2950

0,51

0,23

HEMOBA-2951

0,59

0,59

HEMOBA-2952

0,31

0,70

HEMOBA-2953

0,51

0,50

HEMOBA-2954

0,59

0,45

HEMOBA-2955

0,78

0,66
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HEMOBA-2956 - - - - 0,33 0,19
HEMOBA-2957 = = = = 0,58 0,46
HEMOBA-2958 - - - - 0,59 0,26
HEMOBA-2959 = > > > 0,46 0,62
HEMOBA-2960 - - - - 0,67 0,09

Nota: !GOLD ELISA COVID-19 IgG+IgM; 2Euroimmun Anti-SARS-CoV-2 1gG ELISA; *Anti-SARS-CoV-2

NCP ELISA (IgM); “RBD-ELISA 1gG; SRBD-ELISA IgM.

Fonte: Elabora pela autora.



Apéndice B

RBD-ELISA RBD-ELISA

AMOSTRA DOENCA e IgM SOROLOGIA
DEN-01 Dengue 0,60 0,19 NEGATIVO
DEN-02 Dengue 0,72 1,72 NEGATIVO
DEN-03 Dengue 0,73 0,67 NEGATIVO
DEN-04 Dengue 2,04 0,83 POSITIVO
DEN-05 Dengue 0,67 0,48 NEGATIVO
DEN-07 Dengue 0,36 0,16 NEGATIVO
DEN-06 Dengue 0,69 0,45 NEGATIVO
DEN-09 Dengue 0,79 0,21 POSITIVO
DEN-10 Dengue 0,47 0,23 NEGATIVO
DEN-11 Dengue 0,57 0,28 NEGATIVO
DEN-08 Dengue 0,53 0,21 NEGATIVO
DEN-12 Dengue 0,83 0,34 NEGATIVO
DEN-14 Dengue 0,60 0,11 NEGATIVO
DEN-15 Dengue 0,40 0,55 NEGATIVO
DEN-13 Dengue 0,43 0,26 NEGATIVO
DEN-17 Dengue 0,77 0,44 NEGATIVO
DEN-16 Dengue 0,72 0,12 NEGATIVO
DEN-19 Dengue 0,81 0,07 NEGATIVO
DEN-18 Dengue 0,47 0,68 NEGATIVO
DEN-20 Dengue 0,57 0,14 NEGATIVO

HEMOBA-5223 Chagas 0,82 0,09 NEGATIVO
HEMOBA-5240 Chagas 0,63 0,56 NEGATIVO
CHAG-42 Chagas 0,84 0,36 NEGATIVO
CHAG-53 Chagas 0,97 0,19 NEGATIVO
CHAG-54 Chagas 0,46 0,39 NEGATIVO
Fil-06 Filariose 0,61 0,54 NEGATIVO
Fil-11 Filariose 0,35 0,18 NEGATIVO
Fil-12 Filariose 0,47 0,40 NEGATIVO
Fil-13 Filariose 0,57 0,23 NEGATIVO
Fil-16 Filariose 0,38 0,62 NEGATIVO
HBV-02 HBV 0,54 0,81 NEGATIVO
HBV-04 HBV 0,48 0,39 NEGATIVO
HBV-05 HBV 0,34 0,21 NEGATIVO
HBV-06 HBV 0,76 0,16 NEGATIVO
HBV-07 HBV 0,47 0,21 NEGATIVO
HBV-09 HBV 0,57 0,08 NEGATIVO
HBV-10 HBV 0,58 0,15 NEGATIVO
HBV-11 HBV 0,57 0,48 NEGATIVO
HBV-12 HBV 0,85 0,52 NEGATIVO
HBV-13 HBV 0,55 0,13 NEGATIVO

HBV-14 HBV 0,81 0,32 NEGATIVO
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HBV-15 HBV 0,54 0,44 NEGATIVO
HBV-16 HBV 0,61 0,55 NEGATIVO
HBV-18 HBV 0,80 0,28 NEGATIVO
HBV-19 HBV 0,68 0,11 NEGATIVO
HBV-20 HBV 0,48 0,79 NEGATIVO
HBV-21 HBV 0,56 0,48 NEGATIVO
HBV-22 HBV 0,68 0,33 NEGATIVO
HBV-23 HBV 0,52 0,40 NEGATIVO
HBV-24 HBV 0,56 0,47 NEGATIVO
HCV-01 HCV 0,46 0,25 NEGATIVO
HCV-03 HCV 0,89 0,46 NEGATIVO
HCV-04 HCV 0,46 0,69 NEGATIVO
HCV-06 HCV 0,72 0,48 NEGATIVO
HCV-07 HCV 0,71 0,49 NEGATIVO
HCV-09 HCV 0,58 0,54 NEGATIVO
HCV-10 HCV 0,73 0,38 NEGATIVO
HCV-11 HCV 0,57 1,03 NEGATIVO
HCV-12 HCV 0,43 0,68 NEGATIVO
HCV-14 HCV 0,52 0,21 NEGATIVO
HCV-16 HCV 0,78 0,46 NEGATIVO
HCV-18 HCV 0,54 0,71 NEGATIVO
HCV-19 HCV 0,77 0,44 NEGATIVO
HCV-20 HCV 0,83 0,61 NEGATIVO
HCV-22 HCV 0,45 0,61 NEGATIVO
HCV-26 HCV 0,39 0,58 NEGATIVO
HCV-27 HCV 0,82 0,30 NEGATIVO
HCV-28 HCV 0,54 0,50 NEGATIVO
HCV-29 HCV 0,50 0,16 NEGATIVO
HCV-30 HCV 0,40 0,26 NEGATIVO
HIV-87 HIV 0,98 0,26 NEGATIVO
HIV-89 HIV 0,76 0,68 NEGATIVO
HIV-92 HIV 0,56 0,40 NEGATIVO
HIV-93 HIV 0,72 0,65 NEGATIVO
HIV-109 HIV 0,33 0,25 NEGATIVO
HIV-110 HIV 0,40 0,29 NEGATIVO
HIV-111 HIV 0,63 0,51 NEGATIVO
HIV-112 HIV 0,93 0,42 NEGATIVO
HIV-113 HIV 0,69 0,40 NEGATIVO
HIV-114 HIV 0,66 0,19 NEGATIVO
HIV-115 HIV 0,70 0,21 NEGATIVO
HIV-116 HIV 0,79 0,51 NEGATIVO
HIV-117 HIV 1,59 0,29 NEGATIVO
HIV-119 HIV 0,41 0,79 NEGATIVO
HIV-120 HIV 0,45 0,18 NEGATIVO
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HIV-123 HIV 0,16 0,06 NEGATIVO
HIV-124 HIV 0,88 0,14 NEGATIVO
HIV-127 HIV 0,89 0,22 NEGATIVO
HIV-128 HIV 0,72 0,04 NEGATIVO
HIV-131 HIV 0,58 0,15 NEGATIVO
HEMOBA-02 HTLV 0,46 0,26 NEGATIVO
HEMOBA-03 HTLV 0,38 0,44 NEGATIVO
HEMOBA-59 HTLV 0,73 0,28 NEGATIVO
HEMOBA-62 HTLV 0,45 0,29 NEGATIVO
HEMOBA-63 HTLV 0,66 1,80 NEGATIVO
HEMOBA-64 HTLV 0,50 0,16 NEGATIVO
HEMOBA-65 HTLV 0,35 0,39 NEGATIVO
HEMOBA-66 HTLV 0,61 0,83 NEGATIVO
HEMOBA-67 HTLV 0,55 0,19 NEGATIVO
HEMOBA-68 HTLV 0,48 0,48 NEGATIVO
HTLV-29 HTLV 0,75 0,31 NEGATIVO
HTLV-32 HTLV 0,56 0,33 NEGATIVO
HTLV-33 HTLV 0,63 0,33 NEGATIVO
HTLV-46 HTLV 0,50 0,19 NEGATIVO
HTLV-51 HTLV 0,80 0,14 NEGATIVO
HTLV-56 HTLV 0,23 0,10 NEGATIVO
HTLV-58 HTLV 0,67 0,14 NEGATIVO
HTLV-0OD61 HTLV 0,85 0,16 NEGATIVO
HTLV-0OD62 HTLV 0,86 0,75 NEGATIVO
HTLV-OD78 HTLV 0,65 0,19 NEGATIVO
LEISH-01 Leishmaniose 1,07 0,16 NEGATIVO
LEISH-02 Leishmaniose 0,80 0,31 NEGATIVO
LEISH-03 Leishmaniose 2,01 0,14 POSITIVO
LEISH-04 Leishmaniose 1,32 0,08 POSITIVO
LEISH-05 Leishmaniose 1,59 0,10 POSITIVO
FACFAR_4735 Sifilis 0,36 0,20 NEGATIVO
FACFAR_5114 Sifilis 0,74 0,17 NEGATIVO
FACFAR_5416 Sifilis 0,64 0,37 POSITIVO
FACFAR_5591 Sifilis 0,46 0,18 NEGATIVO
FACFAR_5602 Sifilis 0,43 0,62 NEGATIVO
FACFAR_5683 Sifilis 0,50 0,31 NEGATIVO
FACFAR_5755 Sifilis 0,74 0,38 POSITIVO
FACFAR_5993 Sifilis 0,68 0,15 POSITIVO
FACFAR_6148 Sifilis 0,68 0,35 POSITIVO
FACFAR_6278 Sifilis 0,52 0,32 NEGATIVO
FACFAR_6509 Sifilis 0,58 2,04 NEGATIVO
FACFAR_6671 Sifilis 0,46 0,25 NEGATIVO
FACFAR_6708 Sifilis 0,59 0,39 POSITIVO
FACFAR_6802 Sifilis 0,52 0,12 NEGATIVO
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FACFAR_6858 Sifilis 0,41 0,82 NEGATIVO
FACFAR_7022 Sifilis 0,45 1,34 NEGATIVO
FACFAR_9526 Sifilis 0,58 0,64 NEGATIVO
FACFAR_10073 Sifilis 0,46 0,76 NEGATIVO
FACFAR_10151 Sifilis 0,28 0,33 NEGATIVO
FACFAR_10204 Sifilis 0,53 0,17 NEGATIVO

Fonte: Elaborado pela autora



