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Uso da citometria de fluxo no diagnóstico sorológico da COVID-19
The use of flow cytometry for the serological diagnosis of COVID-19
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Resumo
A pandemia da COVID-19 tem tido um impacto devastador em todo o mundo e levou ao 
rápido desenvolvimento de testes diagnósticos. Diferentes tecnologias vêm sendo utili-
zadas para a detecção de imunoglobulinas frente à infecção por SARS-CoV-2. Ensaios 
imunoenzimáticos (ELISA), quimioluminescentes e imunocromatográficos estão disponí-
veis e, no geral, apresentam poder diagnóstico limitado, principalmente para a detecção 
de IgA. A citometria de fluxo tem surgido como alternativa para o desenvolvimento de 
métodos sensíveis e específicos para a COVID-19 aplicados para diagnóstico, triagem e 
estratificação da doença. A citometria de fluxo é uma tecnologia óptica baseada em laser 
que detecta características físico-químicas de células ou partículas em um fluido hetero-
gêneo. O artigo explora a citometria de fluxo para o diagnóstico da COVID-19 em duas 
estratégias para a detecção de anticorpos no soro ou plasma, uma utilizando antígenos 
virais expressos na superfície de células de mamíferos e outra com estes elementos 
imobilizados em microesferas (beads). A possibilidade de detecção rápida de múltiplos 
anticorpos simultaneamente, com pequeno volume de amostra e elevada sensibilidade e 
especificidade, torna a citometria de fluxo uma metodologia promissora para o laboratório 
clínico, como ferramenta de referência para auxiliar na contenção do processo pandêmico 
da COVID-19 e futuros eventos similares.
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INTRODUÇÃO

A COVID-19 é uma síndrome respiratória aguda, 
causada pelo SARS-CoV-2 (Síndrome Respiratória Aguda 
Grave-Coronavírus 2) que se converteu em um processo 
pandêmico global, com os primeiros casos identificados 
no final de 2019. Após cerca de 20 meses, mais de 200 
milhões de casos e 4 milhões de mortes por COVID-19 foram 
relatados no mundo. O Brasil registrou 10% do número de 
casos e 14% do número de óbitos.(1)

A elevada taxa de transmissão e agressividade da 
COVID-19 aumentou a taxa de internação hospitalar de 
infectados, em particular nas Unidades de Terapia Intensivas 
(UTIs), que levaram ao colapso o Sistema de Saúde em 
muitos locais. Entre os processos para conter a expansão da 
COVID-19 a testagem em massa, identificando os infectados, 
é uma premissa essencial para o planejamento e as ações 
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da Infectologia. Neste contexto, o desenvolvimento de testes 
diagnósticos rápidos, sensíveis e de baixo custo é essencial 
entre as ferramentas de combate ao processo pandêmico.(2)

As metodologias que utilizam a transcrição reversa 
seguida de reação em cadeia da polimerase em tempo real 
(Real time reverse transcription polymerase chain reaction 
- RT-qPCR), bem como testes sorológicos que detectam 
anticorpos e antígenos associados ao vírus, estão dispo-
níveis ao laboratório.(2)

A RT-qPCR segue como padrão-ouro para diagnóstico 
de casos de infecção por SARS-CoV-2.(3) A detecção de 
anticorpos é uma abordagem importante para o monitora-
mento da resposta imunológica e para acompanhamento da 
soroconversão, relevância mais acentuada, num contexto 
de vacinação em massa.

Os métodos de detecção de anticorpos anti-SARS-
-CoV-2 devem ser aplicados durante o processo epidêmico 
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do Coronavírus. Após cerca de uma semana desde as 
primeiras manifestações clínicas, a sensibilidade do diag-
nóstico molecular (RT-qPCR) diminui gradualmente para 
infecções por SARS-CoV-2, devido à redução da quantidade 
de partículas de vírus no trato respiratório. Nesses casos, 
os pacientes podem apresentar resultados falsos negativos, 
apesar da infecção em curso.(4)

CARACTERÍSTICAS IMUNOLÓGICAS DA 
INFECÇÃO POR SARS-COV-2

Estruturalmente, o vírus SARS-CoV-2 é formado pela 
proteína nucleocapsídeo ou nucleoproteína (N), proteína de 
membrana (M), proteína do envelope viral (E) e proteína 
Spike (S). A primeira é responsável pelo empacotamento 
de RNA viral formando uma estrutura helicoidal que se 
liga às proteínas de membrana. A proteína do envelope e 
a Spike interagem para formar o envelope viral, ligando-se 
às proteínas de membrana. A proteína S é a responsável 
pela entrada do vírus na célula do hospedeiro através da 
interação com um receptor celular, a enzima conversora de 
angiotensina-2 (ECA-2). Esta interação acontece através 
do domínio de ligação no domínio RBD (do inglês recep-
tor-binding domain), que se encontra na subunidade S1.(5,6)

A proteína S, mais especificamente o domínio RBD, 
é considerada o melhor alvo para terapias e anticorpos 
neutralizantes. A detecção de anticorpos neutralizantes 
anti-S pode ser utilizada como estratégia de triagem para 
o tratamento através de soro convalescente. A proteína N 
também é altamente imunogênica e comumente utilizada 
na identificação de anticorpos.(5)

A resposta imune clássica a patógenos virais envolve 
a produção de IgM no início do processo, frequentemente 
acompanhada pela emergência de IgA, e então seguida a 
produção de IgG.(7) Na COVID-19, a evidência atual é con-
flitante, sendo descrito em algumas pesquisas que a IgM 
é produzida primeiro(8) e, em outras, que as produções de 
IgM e IgG ocorrem simultaneamente, semelhante ao que 
foi observado em outras SARS associadas a outros coro-
navírus.(9) O teste para a identificação da IgA associado à 
COVID-19 fornece uma alternativa clinicamente útil, pois 
estes anticorpos são secretados na superfície das mucosas 
e sua detecção e títulos no soro ou plasma podem refletir 
uma função imunológica das membranas mucosas.(10) A 
soroconversão para IgM e IgG ocorre sete dias após infec-
ção sintomática em 50% dos pacientes (14 dias em todos), 
mas não é seguida por declínio rápido na carga viral.(11-13) 
Em geral, se considera que a soroconversão acontece no 
período de 20 dias após início dos sintomas para IgG e IgM, 
com aumento persistente por três semanas com variações 
na ordem de aparecimento das imunoglobulinas.(3) Também, 
estudos apontam que a IgA pode desempenhar uma função 
importante na proteção contra infecção por SARS-CoV-2, 

uma vez que IgA está presente em mucosas, na sua forma 
dimérica e o trato respiratório superior é a principal porta de 
entrada para o vírus.(14) O perfil do aparecimento de IgA é 
semelhante às outras imunoglobulinas.(8) A determinação do 
perfil sorológico tem função relevante na epidemiologia da 
COVID-19 e na determinação do status imune dos pacientes 
assintomáticos.(3,13)

Em relação à metodologia para testagem da COVID-
19, inicialmente, diferentes métodos imunoenzimáticos e 
imunocromatográficos foram desenvolvidos, devido ao baixo 
custo e flexibilidade de adaptação dos testes para uso em 
ambientes com pouca infraestrutura.(15) Entretanto, muitos 
destes testes apresentam limitações, como a dificuldade de 
aplicação em larga escala e resultados inconsistentes.(16–18)

MÉTODOS DE DETECÇÃO DE ANTICORPOS NA 
COVID-19

Os testes sorológicos para COVID-19 podem ser 
realizados através das várias metodologias comercialmente 
disponíveis, a citar: ensaios imunoenzimáticos (ELISA), imu-
noensaios fluoroenzimáticos, imunoensaios quimiolumines-
centes e imunocromatografia de fluxo lateral. Na essência, 
estes ensaios detectam duas classes de anticorpos, IgM e 
IgG. De uma forma geral, os testes sorológicos apresentam 
alta sensibilidade no período de três semanas após o início 
dos sintomas da doença (3,12). Com relação à especificidade 
dos testes, é considerada elevada para a detecção de IgM e 
IgG (maior ou igual a 95%). Entretanto, para a detecção de 
IgA a especificidade é inferior (84%, considerando o teste 
da EUROIMMUN Anti-SARS-CoV-2 ELISA).(19) Por isso, 
ainda existe necessidade do desenvolvimento de outras 
metodologias para o diagnóstico sorológico da COVID-19.

Entre os princípios metodológicos para identificação e 
monitoramento da COVID-19, a citometria de fluxo tem se 
mostrado como uma alternativa relevante.(18,20–23)

A citometria de fluxo é uma técnica capaz de detectar 
múltiplos parâmetros em uma única célula ou em amostras 
biológicas como soro ou plasma. Devido à capacidade de 
analisar células individualizadas ou “beads” (micropartículas 
ligadas com elementos de interesse, no caso proteínas virais) 
e com marcações fluorescentes específicas, a citometria de 
fluxo sempre esteve muito relacionada ao uso de anticorpos 
conjugados a fluorocromos para pesquisa de marcadores 
celulares específicos. Por conta da flexibilidade e do uso 
consolidado de citômetros de fluxo para uso diagnóstico, é 
previsível e imperativo o desenvolvimento de metodologias 
baseadas em citometria de fluxo no diagnóstico imunológico 
da COVID-19. 

As estratégias metodológicas baseadas em citometria 
de fluxo podem ser divididas em duas grandes categorias: 
sistemas baseados no uso de células e sistemas livre de 
células (Figura 1).
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Métodos baseados em células 
Estes métodos foram desenvolvidos a partir da trans-

fecção de células com vetores contendo o gene da proteína 
Spike, permitindo a expressão desta proteína na membrana 
plasmática das células eucarióticas. Uma das linhagens 
celulares utilizadas neste tipo de abordagem foram as 
células HEK293T. Estas células foram transfectadas com 
um plasmídeo contendo o gene que codifica para a proteína 
Spike. Assim, as células passaram a expressar a proteína 
Spike nativa na sua membrana plasmática, possibilitando 
o reconhecimento de imunoglobulinas no soro do paciente. 
Depois de incubar com o soro, uma segunda etapa de 
incubação com anticorpo secundário fluorescente foi reali-
zada, possibilitando a detecção por citometria de fluxo.(20,24) 
Células Jurkat também foram avaliadas como “suporte” para 
a expressão da proteína Spike. A grande vantagem neste 
caso é que estas células são cultivadas em suspensão, 
tornando o teste mais prático.(22,23)

De maneira geral, os métodos baseados em citometria 
de fluxo usando células foram eficazes na detecção de imu-
noglobulinas no soro, sendo considerados superiores aos 
ensaios de ELISA, com alta sensibilidade/especificidade e 
diminuindo o limite de detecção.(18) A expressão da proteína 
nativa permite a ligação de anticorpos que reconhecem dife-
rentes epítopos na proteína Spike e não apenas a cadeia S1 

ou o domínio RBD, como acontece em alguns kits comerciais.
(20) Uma grande desvantagem desta estratégia é a neces-
sidade de infraestrutura para cultivo celular, que pode não 
ser uma realidade para laboratórios clínicos em geral. Outro 
problema é a padronização e execução de procedimentos 
de transfecção transiente, que geralmente apresentam alta 
variabilidade na expressão de proteínas na membrana celular, 
impactando diretamente os resultados obtidos.

Métodos livres de células 
Uma alternativa aos métodos baseados no uso de célu-

las é o uso de beads ou microesferas para imobilização de 
proteínas. As beads são esferas poliméricas com superfície 
quimicamente modificada que possibilita a conjugação de 
um anticorpo/antígeno. Elas funcionam como um suporte 
sólido para a captura do analito em uma matriz líquida.(25) 
Uma vez feita a conjugação, as beads são incubadas com a 
amostra biológica. O sistema é revelado através do uso de 
anticorpos conjugados com fluoróforos específicos para o 
analito, formando uma espécie de sanduíche. Quanto maior 
a ligação do anticorpo conjugado, maior a concentração 
do analito e maior o sinal emitido pelo equipamento.(26,27) 
Outra forma de marcação é através do uso do complexo 
biotina-streptavidina, que proporciona um aumento na sen-
sibilidade do ensaio. Neste caso, o analito capturado ou o 

Figura 1. Representação das duas estratégias experimentais do uso da citometria de fluxo para detecção de anticorpos anti-SARS-CoV-2. Em 
amarelo está representado beads (microesferas) recobertas com proteínas do vírus. Em verde está representada uma célula que foi transfectada 
para expressar em sua superfície as proteínas do vírus. Para ambas as estratégias são utilizadas amostras biológicas, como soro, para investigação 
de diferentes tipos de imunoglobulinas. A reação é revelada com anticoporpos anti-imunoglobulinas humanas conjugadas com fluorocromos 
(fluoróforos) por citometria de fluxo.
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anticorpo secundário deve ser biotinilado, permitindo o uso 
da streptavidina conjugada com o fluoróforo.(28)

As beads comercialmente disponíveis usualmente 
possuem fluorescência intrínseca e podem variar em tama-
nho e intensidade de fluorescência. Esta variabilidade de 
características possibilita a personalização do painel analítico 
permitindo uma análise multiparamétrica, conhecida como 
multiplex. É possível conjugar, em beads de tamanho e inten-
sidade de fluorescência diferentes, antígenos/anticorpos de 
interesse para avaliação de diferentes fatores, como presença 
de diferentes classes de imunoglobulinas e mediadores 
inflamatórios/citocinas ligadas à resposta imunológica.(25,27)

Esta metodologia vem sendo utilizada no desenvol-
vimento de testes baseados em citometria de fluxo para o 
diagnóstico da COVID-19. Egia-Mendikute et al. e Fong et 
al.(16,18) utilizaram beads funcionalizadas com streptavidina 
para ligação de antígenos biotinilados (S1 Spike, RBD e 
Nucleocapsídeo). As beads foram incubadas com soro para 
posterior marcação com anticorpos secundários anti-IgM e 
anti-IgG com diferentes fluorocromos. Para Egia-Mendikute 
et al.,(18) a combinação de três antígenos proporcionou um 
teste mais específico e rápido para detecção de anticorpos, 
além de diminuir o limite de detecção quando comparado a 
um ensaio de ELISA. As duas metodologias foram superiores 
ao ELISA em sensibilidade e especificidade. Fong et al.(16) 
apontam que testes com beads são superiores aos testes 
imunocromatográficos devido à facilidade de interpretação 
do teste (resultados fracamente positivos no teste imunocro-
matografico podem gerar dúvidas de interpretação), além 
de fornecerem resultados quantitativos, possibilitando o 
acompanhamento da soroconversão. 

De maneira original, Zattoni et al.(29) desenvolveram 
uma estratégia baseada em beads para a ligação covalente 
da proteína do nucleocapsídeo através da reação de conju-
gação sulfo-SMCC. O teste foi capaz de detectar anticorpos 
no soro do paciente usando uma diluição de 1:1000. O uso 
de um conjunto de três anticorpos secundários comerciais 
permitiu a detecção simultânea de IgG, IgM e IgA. De fato, 
a detecção de IgA foi realizada através do uso de anti-
corpo secundário biotinilado, com posterior incubação com 
streptavidina conjugada com fluorocromo, aumentando a 
sensibilidade da detecção. Importante ressaltar que este é o 
primeiro ensaio descrito na literatura que usa beads comer-
ciais conhecidas como CBA (BD™ Cytometric Bead Array), 
possibilitando a detecção simultânea de IgG, IgM e IgA. 

Testes para a identificação de anticorpos neutralizantes 
são outra possibilidade para o uso da estratégia baseada no 
uso de beads. O RBD é a porção da proteína Spike capaz 
de ligar na ECA-2 para infectar os tecidos. A ligação desta 
sequência proteica nas beads e incubação com ECA-2 bio-
tinilada permite a avaliação da competição entre anticorpos 
neutralizante anti-RBD e ECA-2. Na ausência de anticorpos 
neutralizantes, as beads são marcadas pela formação do 

complexo RBD-ECA-2-biotina-streptavidina, gerando sinal 
fluorescente pela streptavidina. Na presença de anticorpos 
neutralizantes, ocorre competição pela ligação na sequência 
RBD entre ECA-2 e anticorpo neutralizante e verifica-se a 
diminuição da marcação por streptavidina, portanto, quanto 
maiores os títulos de anticorpos neutralizantes, menor a 
fluorescência apresentada pela streptavidina.(30)

CONSIDERAÇÕES FINAIS

A detecção de novos casos de infecções por SARS-
-CoV-2 no contexto pandêmico atual continua vital para a 
contenção da propagação viral, ainda mais com o surgimento 
de novas variantes com potencial infectante maior. Por 
outro lado, a vacinação em massa também demanda testes 
confiáveis para acompanhamento da imunidade coletiva. 

A citometria de fluxo é uma técnica consolidada no 
diagnóstico laboratorial e utilizada como ferramenta com 
capacidade de triagem em grande escala e elevada con-
fiabilidade. Diferentes testes com matrizes poliméricas e 
celulares para pesquisa de anticorpos foram desenvolvidos, 
porém as possibilidades de avanços tecnológicos se ampliam 
rapidamente. A estratégia baseada em beads, especialmente, 
permite a conjugação de diferentes proteínas e possibilita a 
pesquisa de vários antígenos simultaneamente, ampliando 
o espectro do resultado com inúmeras vantagens diagnós-
ticas. No contexto, a inclusão de antígenos de outros vírus 
respiratórios pode permitir a pesquisa multiparamétrica para 
diferentes agentes infecciosos e a criação de painéis diagnós-
ticos bastante completos, realizados em uma única análise.

Em síntese, a citometria de fluxo para uso diagnóstico 
tem potencial para se tornar uma ferramenta relevante no curso 
da pandemia da COVID-19 e futuros processos similares.

Abstract
The COVID-19 pandemic has had a devastating impact around the 
world and has led to the rapid development of diagnostic tests. Different 
technologies have been used to detect immunoglobulins produced against 
SARS-CoV-2 infection. Immunoenzymatic (ELISA), chemiluminescent 
and immunochromatographic assays are available and, in general, they 
have limited diagnostic accuracy, especially for the detection of IgA. Flow 
cytometry has emerged as an alternative for the development of sensitive 
and specific methods for COVID-19 applied for diagnosis, screening 
and stratification of the disease. Flow cytometry is a laser-based optical 
technology that detects physicochemical characteristics of cells or 
particles in a heterogeneous fluid. The article explores flow cytometry 
for the diagnosis of COVID-19 in two strategies for detecting antibodies 
in serum or plasma, the first one using viral antigens expressed on the 
surface of mammalian cells and the other one with these elements 
immobilized on microspheres (beads). The possibility of rapid detection of 
multiple antibodies simultaneously, with a small sample volume and high 
sensitivity and specificity, makes flow cytometry a promising methodology 
for the clinical laboratory, as a reference tool to help stop the COVID-19 
pandemic process and similar future events.
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