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Padronizac¢ao do ensaio RT-PCRq para detec¢ao de SARS-CoV-2 em
diferentes amostras clinicas: desafios e interferentes.

Standardization of RT-PCRq assay for SARS-CoV-2 detection in various
clinical samples: challenges and interferences.

Kédina Rafaela Santana' Fabio Juliano Negrao'

RESUMO

Objetivo: Descrever a padronizagdo do teste RT-PCRq em diferentes amostras clinicas, os
desafios e interferentes para detecgao de SARS-CoV-2. Metodologia: Coletou-se amostras de
suabe do trato respiratorio superior, soro e urina de 138 pacientes positivos e suabe de 67
pacientes negativos. Foram incluidos pacientes maiores de 18 anos, no primeiro atendimento,
com febre e/ou sintomas respiratorios com menos de 7 dias de sintomatologia e diagndstico
para COVID-19 confirmados pela equipe de vigilancia. As amostras foram submetidas a
extragdo de RNA pelo método de colunas de silica, seguido por RT-PCRq. Resultados:
Suabe obteve 65 resultados positivos (< 38 Ct), seguido por urina (17) e soro (12). O estudo
revelou porcentagem razoavel de sensibilidade (47%) em amostras de suabe do trato
respiratorio quando comparadas ao padrao ouro e diferenca significativa (p<<0,0001) entre
estes. Em contrapartida, das amostras de suabe dos pacientes negativos, a especificidade foi
de 100%, sugerindo que o teste forneceu resultados negativos precisos na auséncia da doenca.
Conclusao: Tais resultados destacam a importancia de praticas de controle de qualidade e
padronizacdo para se evitar resultados falsos, além da a juncdo da técnica com testes
beira-leito e recursos clinicos para um diagnostico preciso e eficaz da COVID-19.

Palavras-chave: RT-PCRq, SARS-CoV-2, Detec¢do, Amostras clinicas.
ABSTRACT

Objective: To describe the standardization of the RT-PCRq test in different clinical samples,
the challenges, and interferences for SARS-CoV-2 detection. Methodology: Upper
respiratory tract swab, serum, and urine samples were collected from 138 positive patients,
along with swab samples from 67 negative patients. Patients over 18 years old, presenting
with fever and/or respiratory symptoms within 7 days of onset, and confirmed COVID-19
diagnosis by the surveillance team were included. The samples underwent RNA extraction
using the silica column method, followed by RT-PCRq. Results: The swab samples yielded
65 positive results (< 38 Ct), followed by urine (17) and serum (12). The study revealed a
reasonable sensitivity percentage (47%) in upper respiratory tract swab samples when
compared to the gold standard, with a significant difference (p<0.0001) between them.
Conversely, for swab samples from negative patients, specificity was 100%, suggesting that
the test provided accurate negative results in the absence of the disease. Conclusion: These
findings underscore the importance of quality control practices and standardization to prevent
false results, in addition to integrating the technique with point-of-care tests and clinical
resources for accurate and effective COVID-19 diagnosis.

Keywords: RT-PCRq, SARS-CoV-2, Detection, Clinical samples.
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INTRODUCAO

A Doenca do Coronavirus (COVID-19) ¢ uma infeccdo cujo agente etioldgico € o
virus de acido ribonucleico (RNA) de fita simples com sentido positivo, SARS-CoV-2,
pertencente ao género Betacoronavirus [1, 2]. A infec¢do ocorre por meio das ligacdes entre
a unidade de superficie (S1) da proteina spike do virus com os receptores ECA2, enzima
conversora de angiotensina tipo 2 [3]. Uma vez ligados, a proteina spike € entdo iniciada pela
serina protease celular TMPRSS2 e funde-se a membrana citoplasmatica das células-alvo do
hospedeiro [4,5]. J& nas células do hospedeiro, o virus passa a se replicar e migrar para varios
tecidos e orgdos. Nesse sentido, Terpos et al. [6] aponta que os sintomas mais graves incluem
predilecao a o6rgaos com maiores receptores da SARS-CoV-2 que possuem relagdo com a
ECA2.

A propagacdao da COVID-19 ocorre principalmente através de goticulas respiratorias
e as manifestagdes clinicas, de acordo com Hu et al. [2], incluem sintomas de pneumonia
viral, incluindo febre, tosse e desconforto tordcico, e em casos graves dispnéia e infiltragao
pulmonar bilateral. Em virtude da possibilidade de agravamento do quadro clinico e da rapida
disseminagdo do virus, medidas de controle foram implementadas em todo o mundo a fim de
mitigar tal problematica. Ilustrando esse cenario, sob recomendagdo do Ministério de Saude,
o ensaio de RT-PCRq, do inglés reverse transcriptase-quantitative polymerase chain
reaction, foi apontado como teste padrdo ouro para a deteccdo de SARS-CoV-2 em pacientes
sintomaticos e contactantes no Brasil [7].

Nesse sentido, o RT-PCRq ¢ uma técnica para deteccdo e quantificagdo do RNA.
Segundo Zaha et al. [8], o RNA ¢, primeiramente, transcrito em DNA complementar (cDNA)
que, por sua vez, ¢ utilizado como modelo para reagdo de PCR em tempo real, na qual ha a
observagdo e registro da quantidade de produto de amplificagdo que ¢ medida em cada ciclo
de PCR, por meio de sensores que detectam fluorescéncia [9,10]. O método possui uma série
de vantagens quando comparado ao PCR convencional e métodos soroldgicos, entre as quais,
elencam-se a possibilidade de coleta de dados na fase exponencial e rapidez da analise, além
de maior sensibilidade, precisdo, reprodutibilidade e acurécia do ensaio [9].

Embora uma ferramenta poderosa no diagnodstico da COVID-19, a técnica ndo ¢
isenta de limitagdes, uma vez que existem interferentes que podem afetar a precisdo e a
sensibilidade do método. De acordo com Menezes et al. [11], a técnica requer pessoal com
conhecimento e treinamento técnico especializado para operar sofisticados instrumentos, sdo

de alto custo e o laboratorio deve atender aos requisitos de nivel 2 ou mais de biosseguranca.



Ainda, Trindade e Fortes [12] apontam erros analiticos que incluem varia¢ao na sequéncia do
RNA viral, exame realizado fora da janela diagnostica, m& harmonizagdo de iniciadores
(primers) ou sondas e anelamento ndo especifico.

A vista disso, o presente estudo tem por objetivo a descri¢do da padronizacio do teste
RT-PCRq em diferentes amostras clinicas coletadas em pacientes com COVID-19 residentes
da Grande Dourados, Mato Grosso do Sul, bem como revisar e discutir os desafios e

interferentes para detec¢ao de SARS-CoV-2 pelo ensaio.

MATERIAIS E METODOS

Foram coletadas amostras de 205 pacientes, pela equipe de vigilancia no Posto de
Assisténcia Médica (PAM), localizado em Dourados, Mato Grosso do Sul. Foram incluidos
pacientes maiores de 18 anos, no primeiro atendimento, com quadro de febre e/ou sintomas
respiratorios com menos de 7 dias de sintomatologia e diagnostico para COVID-19
confirmado pela equipe de vigilancia.

Ainda, como critério de inclusdo, os pacientes recrutados eram residentes da Grande
Dourados e capazes de consentir no Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e
cumprir os procedimentos do estudo. Além disso, coletou-se amostras clinicas de diferentes
espécimes no estagio DO da doenga, que incluem suabe, urina e soro que, por sua vez, foram
processadas no Laboratorio de Pesquisa em Ciéncias da Saude da Universidade Federal da
Grande Dourados (LPCS/UFGD). Os pacientes foram recrutados entre outubro de 2020 e
maio de 2022.

Extracao de RNA

O RNA foi extraido de 200 puL. de cada amostra clinica viral usando o kit QIAamp
Viral RNA (QIAGEN, Hilden, Alemanha) pelo método de colunas de silica. Um total de 50
pL de RNA foram eluidos de cada coluna de extragdo para cada amostra. A eficiéncia da
extracdo foi aferida por espectrofotometria de densidade Optica a 260nm e 280nm com o
equipamento NanoDrop (Thermo Fisher, Massachusetts, EUA), sendo a concentracio
calculada em pg.mL™. Foram considerados sem contaminagdo que interferisse na realizacao
da amplificagdo, eluido com coeficiente entre 1,8 ¢ 2,0 na razdo entre as duas densidades

oticas.



Reacio em cadeia pela polimerase

Realizou-se RT-PCRq pelo kit Allplex™ 2019-nCoV Assay (Seegene, California,
EUA) cujos analitos eram E gene, N gene ¢ RARP gene; 8 uL de RNA extraido foram
adicionados em 17 pL da mistura de reacdo. Cada mistura de reagdo de 17 puL continha 5 pl
de reagente 2019-nCoV MOM, 5 uL. de RNase-free Water, SuL de 5X Real-time One-step
Buffer que continha dNTPs e 2 puL de Real-time One-step Enzyme. A reagdo foi incubada a
50°C por 20 minutos e 95°C por 15 minutos, seguidas de 45 ciclos a 95°C por 15 segundos e
58°C por 30 segundos, acompanhados de 44 ciclos de 94° por 15 segundos. O processo de
amplificacdo foi realizado em um termociclador C1000 (Bio-Rad, Califérnia, EUA) com
modelo optico CFX96 de reag@o. Os resultados foram interpretados de acordo com o manual
do kit, na qual um valor de ciclo limiar (valor Ct) menor ou igual a 38 foi definido como um

resultado positivo, e um valor de Ct maior que 38 foi definido como um resultado negativo.

Analise Estatistica

Para a avaliagdo dos dados a sensibilidades e intervalos de confianga de 95% (IC)
foram calculados a partir de tabelas dois por dois. A sensibilidade foi calculada em
comparagdo com um padrao-ouro composto, que incluia qualquer resultado positivo por
RT-PCR(q no laboratério ou no Laboratério Central do Estado de qualquer tipo de espécime.
As sensibilidades foram comparadas usando qui-quadrado. Valores de p < 0,05 foram
considerados estatisticamente significativos. Data analise foi realizada usando o Programa R,

com a interface Rstudio.

Etica
Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal

da Grande Dourados (N° CAAE: 32874720.8.2007.5160).

RESULTADOS

Foram coletadas 481 amostras provenientes de 205 pacientes, 138 com diagnostico
positivo e 67 negativos para COVID-19 pela técnica de RT-PCRq, com idade acima de 18
anos e que atendiam todos os critérios de inclusdo. Os resultados obtidos (tabela 1), apontam
que o suabe, das demais, foi a espécime que obteve maior numero de resultados positivos
(65), seguida por urina (17) e soro (12). Quando comparadas ao padrao ouro, o suabe obteve

47% de sensibilidade com valor razoavel de intervalo de confianga (38.55-55.78). A



sensibilidade apresentou-se baixa nas amostras de urina (12.32%) e soro (8.70%), com
intervalos de confianga indicando a faixa de incerteza desses valores. Além disso, os valores
baixos de p (<0.0001) indicam que ha diferenca estatisticamente significativa entre as
espécimes e o padrdo ouro comparado, o que sugere que as diferengas observadas entre os

grupos sao muito improvaveis de ocorrerem ao acaso.

Tabela 1. Detecgio de SARS-CoV-2 em amostras clinicas pelo ensaio de RT-PCRq.

. Total de Resultados Sensibilidad IC 95% Qui-quadra  Valor de P?
Tipo de o 5
Testes, n Positivos, n e! do
amostra o
Suabe 138 65 47.10 38.55-55.78 19.1088 <0.0001
Urina 138 17 12.32 7.34-18.99 69.1429 <0.0001
S 138 12 8.70 4.57-14.70 78.3704 <0.0001
oro

Fonte: Santana et al. 'Sensibilidade, a probabilidade de um resultado de teste ser positivo quando a doenga esta
presente (taxa de verdadeiros positivos) foi calculada em comparagdo com padrio-ouro. Os casos padrio ouro
incluiram qualquer resultado positivo por rRT-PCR de suabe nasal coletado na investigagdo epidemiologica,
foram consideradas amostras elegiveis amostras de pacientes com até 7 dias de sintomas.

2Sensibilidade do suabe nasofaringeo executado no laboratorio central estatal (padrdo ouro), em comparagdo
com as amostras de suabe, urina e soro. Todas as amostras foram coletadas do mesmo paciente € no mesmo
momento e testadas usando o mesmo método de teste de diagnostico.

Abreviacdes: IC, intervalo de confianga;

Nota: Especificidade, a probabilidade de um resultado de teste ser negativo quando a doenga ndo esta presente
(taxa de verdadeiros negativos), foi calculada utilizando os resultados obtidos no suabe nasofaringeo realizado
central (prova ouro) em comparacdo a outras amostras de suabe, usando o mesmo método de teste de
diagnoéstico. Nesse processo foram avaliadas 67 amostras negativas. E, a especificidade foi de 100% (IC 95%
79.4-100%).

Outrossim, das 67 amostras de pacientes com resultados negativos que foram
analisadas, o teste demonstrou uma especificidade de 100%. Dessa forma, de todas as
amostras negativas avaliadas, o teste foi capaz de identificar corretamente todas elas como
negativas. Ainda, o intervalo de confianca de 95% para a especificidade foi de 79.4% a
100%, o que sugere que os resultados sdo confiaveis e que a probabilidade da especificidade
real estar dentro desse intervalo ¢ alta. Tal resultado ¢ uma boa indicacdo de que o teste
possui uma alta capacidade de fornecer resultados negativos precisos quando a doenga nao

esta presente.
DISCUSSAO

Apesar de baixa, a deteccdo de SARS-CoV-2 em amostras de soro no estudo, de
acordo com Chan ef al. [13], pode indicar um transbordamento do virus do pulmao infectado

mais gravemente para a circulagdo sistémica. Ainda, mesmo que a taxa de deteccdo em



amostras de urina ndo seja tdo alta, o percentual se difere dos estudos de Chan et al. [13],
Wang et al. [14] e Lo et al. [15], em que ndo houve deteccdo em nenhum dos testes com urina
utilizando a técnica de RT-PCRq. Em vista disso, embora as células pulmonares, intestinais e
renais tenham maior expressao de ECA 2, a expressao do receptor foi também observada em
células uroteliais e tornam tais células suscetiveis a infeccdo por SARS-CoV-2 [16].
Entretanto, a deteccdo do RNA viral na urina ndo indica necessariamente que o virus esteja se
replicando ativamente no trato urindrio, tendo em vista que ainda fazem-se necessarias
pesquisas que esclaregam os mecanismos envolvidos no processo.

Outrossim, a maior deteccdo do virus nas amostras de suabe do trato respiratério
superior estdo de acordo com a grande maioria dos estudos, devido a alta presenca de
receptores ECA2. Segundo Bwire et al. [17], a espécime ¢ preferivel uma vez que ¢ menos
invasiva que as demais. No entanto, tendo em vista a ampla utilizacdo no diagnostico da
COVID-19 com amostras de suabe, a sensibilidade apresentada foi baixa, visto que os
resultados falso-negativos podem contribuir para a disseminagdo do virus no entorno do
paciente.

Nesse sentido, o principal desafio em relacdo ao ensaio de RT-PCRq se da pela
possibilidade de se obter resultados falso-negativos ou falso-positivos. Esses falsos resultados
podem ser consequéncia de erros na amostragem clinica, no que se refere a amostragem
incompleta ou restrigdes de transporte e armazenamento, bem como multiplos ciclos de
congelamento e descongelamento, tendo em vista que a molécula de RNA ¢ 1abil e carece
baixas temperaturas para evitar a sua degradagao [18]. Além disso, as variagdes na sequéncia
de RNA viral podem afetar os resultados, mesmo que a maioria dos ensaios tenham sido
padronizados a partir de regides conservadas dos genomas virais. Nesse mesmo
entendimento, Tahamtan e Ardebili [19] apontam que resultados falso-negativos podem
ocorrer por mutagdes no primer e nas regides-alvo da sonda no genoma do SARS-CoV-2.

Ademais, a baixa carga viral em pacientes assintomdticos e pouco sintomaticos pode
interferir na sensibilidade do método, especialmente em pacientes na fase inicial da doenga
ou aqueles cuja infeccdo ja foi controlada pelo sistema imunologico, como destaca Ramirez
et al. [20]. Da mesma forma, os erros humanos no processamento podem influenciar na
precisdo do ensaio. Sule et al. [21] salienta a importancia do treinamento adequado dos
profissionais e inclusdo de inibidores de RNase para evitar a contaminagdo durante a
conducdo do método, juntamente a adogdo de boas praticas laboratoriais e treinamento para o

trabalho em laboratorio de biosseguranca nivel 2 (NB-2).



Dessa forma, de acordo com Tahamtan e Ardebili [19], o ensaio ndo deve ser utilizado
como critério Unico para a escolha do tratamento e manejo de pacientes suspeitos. Gupta et
al. [22], por sua vez, evidencia a importancia dos testes beira-leito, pelo método de
imunocromatografia para a deteccdo de antigeno ou anticorpo, nas unidades de atendimento
como complemento a técnica, pois, embora tenham menor sensibilidade, sd3o pouco
laboriosos, t€ém baixo custo e boa acuracia [7]. Em concordancia, Wang et al. [23] sugere que
a técnica deve ser acompanhada de recursos clinicos para facilitar o gerenciamento de surtos

da doenga.

CONCLUSAO

O estudo apresentou uma deteccao relativamente baixa de RNA viral em amostras de
soro e amostras de urina pelo ensaio RT-PCRq, embora menos frequente que em amostras
respiratorias, difere dos resultados de alguns estudos anteriores e sugere que as células
uroteliais também podem ser suscetiveis a infeccdo pelo SARS-CoV-2. Ademais, a maior
taxa de deteccdo do virus em amostras de suabe do trato respiratério superior estd em
consonancia com a maioria dos estudos devido a elevada expressdo de receptores ECA2 nesta
regido. Entretanto, o estudo revelou uma porcentagem alta de resultados negativos em
amostras de suabe de pacientes positivos. Assim, o teste apresenta desafios em relagdo a
possibilidade de resultados falso-negativos, em virtude de diversos fatores. Dessa forma, ¢
importante que o ensaio de RT-PCRq ndo seja usado como tnico critério para o diagnostico e

manejo de pacientes suspeitos.Todavia, a especificidade em 100% nas amostras de pacientes

negativos indica que o teste nos fornece resultados negativos precisos.
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