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RESUMO

O SARS-CoV-2 (Sindrome Respiratéria Aguda Severa Coronavirus 2),
agente etiolégico da COVID-19 (Doenca Coronavirus 2019), é um virus de
grande relevancia em saude publica devido aos impactos ocasionados no
mundo durante a pandemia, com danos sanitarios, sociais e econémicos. A
deteccdo de seu RNA por RT-gPCR em amostras de swab nasofaringeo
conservadas em solucéo fisioldgica € considerada o padrdo ouro para o
diagnéstico da doenca e, se tornou de grande importancia no manejo da
pandemia e no controle da disseminacgéo do virus. Durante a pandemia um
dos grandes problemas enfrentados por muitos servicos de saude foi o
armazenamento das amostras, as quais precisavam ser mantidas de 2 a
8°C até o processamento das mesmas, 0 que deveria ocorrer em no
maximo 72 horas devido a degradacdo do RNA. Se o material ndo fosse
processado nesse periodo 0 mesmo deveria ser armazenado a -80°C para
preservacao do RNA, o que cria um outro problema de gestao pois a maioria
dos servigcos nao dispbe de tal equipamento. Opg¢des conhecidas para
conservar o material viral sdo o etanol 70%, o TRIzol™ e o Beta-
mercaptoetanol adicionados a solucdo fisiolégica na qual o material
biolégico é coletado. Neste cenério, a finalidade do presente estudo foi
avaliar comparativamente a carga viral do SARS-CoV-2 em Swab
nasofaringeo conservado em etanol 70% e em solugdo fisiolégica em
diferentes temperaturas de armazenamento e intervalos de tempo a fim de
fornecer subsidios aos gestores de sistemas de saude para tomada de
decisbOes estratégicas no contexto de transporte e armazenamento de
amostras. Secrecdo naso e orofaringeas foram submetidas a diferentes
condicbes de temperatura e, diferentes solugdes preservantes de RNA.
Seguiu-se a extracdo de RNA viral automatizada utilizando metodologia
baseada em beads magnéticas. A Reacdo em Cadeia da Polimerase em
Tempo Real (RT-gPCR) foi realizada utilizando o kit Gene Finder™ 2019-
nCoV Assay. Os resultados mostraram que o0 armazenamento das



amostras ao longo de 12 dias em solucdo fisiolégica a temperatura
ambiente ndo causou nenhum impacto na quantificacdo viral, mas
prejudicou a eficiéncia na amplificacdo do controle interno. Isso néo foi
observado quando o armazenamento foi realizado em 2 a 8°C ou pela
adicao de etanol 70% na amostra. Os resultados mostraram também que o
TRIzol™ e o Beta-mercaptoetanol atuaram de forma a proteger as
particulas virais em decorréncia de congelamento e descongelamento
sucessivos. Sabendo que o transporte e 0 armazenamento das amostras
podem influenciar na deteccdo do SARS-CoV-2, podemos concluir que os
resultados encontrados poderao contribuir na otimizacao desta logistica em

locais onde estes aspectos sdo comprometidos por diversos motivos.

Palavras-chave: COVID-19; SARS-CoV-2; Carga Viral;, Swab

nasofaringeo; Etanol 70%; Solucéo Fisioldgica.



ABSTRACT

SARS-CoV-2 (Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2), the eti-
ological agent of COVID-19 (Coronavirus Disease 2019), is a virus of great
importance in public health due to the impacts caused in the world during
the pandemic, with health damage, social and economic. The detection of
its RNA by RT-gPCR in nasopharyngeal swab samples preserved in saline
solution is considered the gold standard for the diagnosis of the disease and
has become of great importance in the management of the pandemic and
in the control of the spread of the virus. During the pandemic, one of the
major problems faced by many health services was the storage of samples,
which had to be kept at 2 to 8°C until processing, which should take place
within a maximum of 72 hours due to RNA degradation. If the material was
not processed during this period, it would have to be stored at -80°C for RNA
preservation, which creates another management problem as most services
do not have such equipment. Known options for conserving viral material
are 70% ethanol, TRIzol™ and Beta-mercaptoethanol added to the saline
solution in which the biological material is collected. In this scenario, the
purpose of the present study was to comparatively evaluate the viral load of
SARS-CoV-2 in nasopharyngeal swab conserved in 70% ethanol and in sa-
line solution at different storage temperatures and time intervals in order to
provide subsidies to managers of delivery systems. health for making stra-
tegic decisions in the context of transport and storage of samples. Naso and
oropharyngeal secretions were subjected to different temperature condi-
tions and different RNA preservative solutions. Automated viral RNA extrac-
tion using a methodology based on magnetic beads followed. Real-time Pol-
ymerase Chain Reaction (RT-gPCR) was performed using the Gene
Finder™ 2019-nCoV Assay kit. The results showed that the storage of the
samples over 12 days in saline solution at room temperature did not have
any impact on viral quantification, but it impaired the efficiency in the ampli-
fication of the internal control. This was not observed when storage was



performed at 2 to 8°C or by adding 70% ethanol to the sample. The results
also showed that TRIzol™ and Beta-mercaptoethanol acted to protect viral
particles from successive freezing and thawing. Knowing that the transport
and storage of samples can influence the detection of SARS-CoV-2, we can
conclude that the results found may contribute to the optimization of this
logistics in places where these aspects are compromised for several rea-

sons.

Keywords: COVID-19; SARS-CoV-2; Viral load; Nasopharyngeal Swab;

70% Ethanol; Physiological solution.
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1. Introducéo

A Doenca Coronavirus 2019 (COVID-19) se tornou um desafio ndo
s6 para os 6rgaos sanitarios, mas também para laboratorios de diagnostico
molecular no sentido do estabelecimento de estratégias de conservacao e
processamento de amostras num momento em que existia uma caréncia de
produtos no mercado nacional. Originada em Wuhan, na provincia de
Hubei, China, a COVID-19 se tornou de grande importancia em nivel
mundial por conduzir a casos quadros graves de pneumonia (1). A etiologia
foi atribuida a um novo coronavirus, um virus de RNA de polaridade positiva
que pertence a familia Coronaviridae, género Betacoronavirus, o SARS-
CoV-2 (Sindrome Respiratéria Aguda Severa Coronavirus 2) (2).

Devido a alta transmissibilidade, o SARS-CoV-2, disseminou-se
rapidamente para todos os continentes, atingindo mais de 200 paises em
poucos meses. Em 11 de Marco de 2020, a Organizacao Mundial da Saude
(OMS) anunciou que o surto iniciado na China, havia se tornado uma
pandemia (3).

Até o dia 26 de fevereiro de 2022 foram confirmados 434.247.399
casos de Covid-19 no mundo, sendo que o maior numero de casos tinha
sido registrado nos Estados Unidos (78.931.739), seguido pela india
(42.916.117) e pelo Brasil com 28.744.050 casos. Foram confirmados
5.944.313 Obitos em todo o mundo. Os Estados Unidos foi o pais com maior
namero de 6bitos (948.215), sequido do Brasil (648.913), india (513.724),
Russia (343.178) e México (318.014) (4).

Estudos sugerem que eventos de recombinacdo entre o0s
coronavirus deram origem ao SARS-CoV-2, linhagem que circula em
morcegos ha décadas (5).

A estrutura da particula viral (figura 1) é composta pelas proteinas
Spike (S), Envelope (E), Nucleocapsideo (N), Membrana (M) e pelo material
genético do virus, o RNA (Acido Ribonucleico) (6).

A proteina do nucleocapsideo (N) forma o capsideo que é envolto
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por um envelope que esta associado as proteinas estruturais: membrana
(M), spike (S) e do envelope (E) (7).

Entre as proteinas estruturais, a proteina S possui papel chave na
infecgdo, pois se liga ao receptor ACE2 (Enzima Conversora de
Angiotensina 2) da célula hospedeira e inicia 0 processo de infec¢do. A
proteina S possui duas subunidades, a S1 e a S2, subunidade S1 é
responsavel pela ligagdo ao receptor celular e a subunidade S2 pela
entrada viral (8,9). A proteina M é essencial para formacao de novos virions,
incorporando componentes virais essencias e direcionando o0
empacotamento viral. A proteina E participa da montagem viral e forma um

canal idnico na membrana (10).

Figura 1. Estrutura do SARS-CoV-2, evidenciando o RNA viral (roxo escuro), as

proteinas do envelope (azul), de membrana (amarelo), do nucleocapsideo (lilas) e de

superficie (vermelho).

Spike (S)

g

Envelope (E)

Membrana (M)

RNA Nucleocapsideo (N)

Fonte: Adaptado de PEREIRA; TOME DA CRUZ; SOUSA LIMA, 2021

O genoma do SARS-CoV-2 (figura 2) € um RNA fita simples de

polaridade positiva (+ssRNA), de aproximadamente 29,9 kb (11) e codifica
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quatro proteinas estruturais (figura 2): S (Spike), E (Envelope), M
(Membrana) e N (Nucleocapsideo) e dezesseis proteinas ndo estruturais
(Nsp 1-16). As proteinas néo estruturais atuam em diferentes processos do
ciclo viral, por exemplo, a Nspl inibe a traducdo da proteina lider do
hospedeiro e atua na mediacao do processamento e a replicacdo do RNA.
Ja a Nsp2 modula a via de sinalizacdo de sobrevivéncia da célula
hospedeira. A Nsp3 funciona como uma protease que separa a poliproteina
traduzida em suas proteinas distintas. A Nsp4 contém dominio
transmembranar 2 (TM2) e modifica as membranas do Reticulo
Endoplasmatico. Nsp5 participa do processo de poliproteina durante a
replicagdo. Nsp6 desempenha um papel na indugéo inicial de
autofagossomos do reticulo endoplasmatico do hospedeiro. Nsp7 é RNA
polimerase dependente de RNA. Nsp8 &€ RNA polimerase multimérica,
replicase. Nsp9 funciona como uma proteina de ligacdo ao ssRNA. A Nsp10
€ critica para a metilagdo cap de mRNAs virais. Nspll permanece de
funcdo desconhecida. Nsp12 contém a RNA polimerase dependente de
RNA (RdRp), que é responsavel pela replicacdo e transcricdo do RNA do
coronavirus. O Nspl13 liga-se ao ATP e o dominio de ligacdo do zinco e
participa do processo de replicacdo e transcricdo. Nsp14 é um dominio de
exoribonuclease de revisdo. Nspl5 tem atividade de endoribonuclease
dependente de Mn (2 +). Nsp16 é uma metiltransferase 2'-O-ribose (12).
Para infectar as células epiteliais brénquicas, pneumdcitos e células
do trato respiratorio superior, a glicoprotéina spike do SARS-CoV-2 se liga
ao receptor celular Enzima Conversora de Angiotensina 2 (ACE2) e a
enzima Serino Protease Transmembrana tipo 2 (TMPRSS2) da superficie
da célula-alvo, clivando e ativando a proteina spike, que permite a entrada
na célula hospedeira por endocitose ou fusdo direta do envelope viral (figura
3) (13). H4 também uma porta de entrada alternativa, o receptor de

neuropilina-1 no sistema nervosa (14-16).



17

Figura 2: Esquema representativo do genoma do SARS-CoV-2, evidenciando duas
regides abertas de leitura (em azul, ORFla e ORF1b) que codifica proteinas nédo
estruturais e, a regido codificadora das proteinas estruturais (em vermelho S, E, M e N)

Al SARS-CoV-2 genome
!

ORF1a ORF1b

8) 55 I LSt M NGRS

Non-structural proteins (1-16)

v h
}-mll ol T ol I s lv:oalv»ml-un'lmu[vr.:e}muﬂ "o 22 l p— l mp 34 I mp 13 l"“ 14
‘\Q& ; §_\P‘° i q_b‘s ‘b«"’ va*' ‘.‘_fo ‘b\‘f“
& & +®
PP1a &

S
PP1ab

Fonte: ROMANO et al., 2020.

O RNA viral atua como um RNA mensageiro (RNAm) que é traduzido
em enzimas replicativas. O genoma do virus possui um cap na regiao 5’ e
uma cauda poli A na regido 3’, além disso ha em ambas extremidades
regido nao traduzida (UTR) que sdo responsaves pela regulacdo da
replicacdo e transcricdo do RNA. O genoma viral contém 14 fases de leitura
aberta (ORFs), sendo as duas principais unidades de transcricdo, a ORFla
que codifica a poliproteina 1la (PP1a) da replicase e ORF1ab que codifica a
poliproteina 1ab (PPlab) que incorpora as proteinas nao estruturais (Nsp1l-
16) que formam a maquinaria da replicase (figura 1). A extremidade 3' do
genoma codifica as proteinas estruturais (spike, envelope, membrana e
nucleocapsideo) (Figura 2), ha também nove ORFs intercaladas nas
regides estruturais para fatores acessorios. Um conjunto de RNAs
subgendémicos irdo originar, apos traducdo, proteinas estruturais e
acessorias a partir de um RNA fita negativa o qual é regulado pelas
Sequéncias Regulatérias Transcricionais (TRS) (Figura 3). A fita negativa
também funciona de molde para sintezar a fita positiva que sera genoma
de nova particula viral. Os RNAs subgendmicos serédo expressos no reticulo
endoplasmatico rugoso (RER) formando as proteinas virais em sua
membrana que migram para o complexo de Golgi e o RNA fita positiva, ja
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com o nucleocapsideo vai ser encapsulado no Golgi, originando, assim,

novas particulas virais (virions) que serdo exocitadas para o citoplasma

(10,13,17).

Figura 3: Esquema representativo da replicacdo do SARS-CoV-2, evidenciando ligacéo e
entrada do virus por endocitose ou fusdo de membranas (1), traducdo do RNA de
polaridade positiva (2), clivagem da poliproteina gerada e producédo das proteinas nao
estruturais (3), formacdo do RNA subgendmico de polaridade negativa, transcricdo e
replicacdo do RNA (4), formacg&o do RNA subgendmico de polaridade positiva, replicacédo
e transcricdo (5), traducdo do RNA subgendmico de polaridade positiva e sintese das
proteinas estruturais (6), formacédo do nucleocapsideo (7), formacg&o do virion, liberacéo

dos virions por exocitose (8)
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Fonte: HARTENIAN et al., 2020.

Quando se considera os quadros clinicos as infec¢cdes por SARS-
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CoV-2 podem variar de assintomatico, a sintomas leves, moderados,
graves ou criticos, podendo evoluir para 6bito (18). Os sintomas podem ser
febre, tosse, coriza, cansaco, dor de garganta, dor de cabeca, falta de ar,
diarreia, vOmitos, perda do paladar e/ou olfato (19,20). Sintomas
inespecificos também foram relatados (21).

O SARS-CoV-2 tem se adaptado bem ao hospedeiro, encontrando
vérias formas de escapar da resposta imune através de mutacdes ao longo
das replicacdes. No decorrer da pandemia, algumas variantes foram
consideradas de preocupacdo pela OMS por terem alta capacidade de
transmissdo ou viruléncia, reducdo na neutralizacdo por anticorpos
adquiridos por infeccdo natural ou vacinagdo, capacidade de evitar a
deteccdo ou diminuicdo da eficacia terapéutica ou da vacinacéo,
apresentando um impacto em saude publica. As variantes que sao
consideradas de preocupacao sao: a Alfa (B.1.1.7) descoberta no Reino
Unido, a Beta (B.1.351) na Africa do Sul, a Gamma (P.1) no Brasil, a Delta
(B.1.617.2) na india, e, a Omicron (B.1.1.529) na Africa do Sul (22).

No presente momento, varias vacinas estdo sendo aplicadas
massivamente em todo o mundo e, como consequéncia quedas
significativas no numero de mortes, casos graves e sintomaticos estao
sendo observados (23).

No contexto de diagnéstico do SARS-CoV-2, o virus pode ser
encontrado em diferentes tipos de amostras, como urina, sangue (baixa
sensibilidade), aspirado bréonquico, secre¢cdo anal, na secrecdo nasal e
orofaringea e na saliva. Apesar de ser encontrado na urina ndo causa
sintomas no trato urinario (24,25).

Atualmente para o diagnéstico laboratorial sao utilizadas diferentes
técnicas: (a) baseadas na detec¢cdo do RNA do SARS-CoV-2 como a RT-
gPCR (amplificacdo de regibes gendmicas virais precedida de transcricéo
reversa), a RT-LAMP (amplificacédo isotérmica de regides genémicas do
virus mediada por loop com transcriptase reversa), as quais S&ao

consideradas padrdo ouro; (b) baseadas na deteccao de anticorpos
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formados contra proteinas virais, as quais detectam anticorpos IgM, IgA
elou 1gG, podendo diagnosticar doenca ativa ou pregressa por metodologia
de ensaio imunoenzimatico (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay —
ELISA) revelado por Quimioluminescéncia (CLIA) ou
Eletroguimioluminescéncia (ECLIA); (c) baseadas em imunocromatografia
de fluxo lateral que constituem os testes rapidos que detectam antigenos
na fase aguda (26).

Com a alta transmissibilidade do SARS-CoV-2 e a necessidade de
deteccao do virus na fase de replicacao ou infecciosa, esta indicado realizar
o teste diagnostico para a deteccdo do virus sempre que houver casos
suspeitos.

Durante a pandemia a demanda por testes diagnésticos que
detectassem o RNA viral por RT-gPCR se elevou acima da capacidade
laboratorial existente no pais naquele momento. A grande limitacédo
consiste na necessidade de laboratdrios de nivel de seguranca NB2 com
toda infraestrutura fisica e de equipamentos necessarios a execu¢ao do
exame instalados e certificados além de recursos humanos especializados
na area de Biologia Molecular Diagndstica capazes de executar e
interpretar os resultados individualmente.

Embora ao longo da pandemia tenha ocorrido uma elevacéo
gradativa do numero de laboratorios capazes de executar o exame, esse
namero sempre se manteve inferior a necessidade real existente. A isso
soma-se o fato de que o virus atingiu todas as regifes do pais, muitas das
quais afastadas dos grandes centros de diagnaostico.

Assim, criou-se a necessidade de armazenar e transportar a amostra
para laboratorios credenciados e habilitados na realizagcdo dos ensaios
moleculares para detec¢do do virus. Para realizacdo da RT-gPCR é
necessario que a amostra seja conservada a 2-8°C e processada em 72h
apos a coleta. Essas recomendacdes do Centro de Controle e Prevencao
de Doencgas (CDC) e da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)

criaram um problema logistico principalmente considerando a extenséo do
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territdrio nacional que fazia com que o transporte nestas condicfes em téo
pouco tempo fosse extremamente dificil (27). A isso soma-se o fato que
muitos centros de coleta de amostras ndo dispdem de refrigerador para
conservacao da amostra até o momento da coleta (28).

Considerando todas essas dificuldades enfrentadas para viabilizar o
diagnoéstico do SARS-CoV-2, a utilizacdo de outro meio para conservacao
do material genético do virus torna-se fundamental na viabilizacdo do
diagnostico de SARS-CoV-2.

Alguns poucos estudos avaliaram a acdo de preservantes de RNA
com o objetivo de resolucdo dessas questbes. Um estudo avaliou a
capacidade do DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium), PBS
(Phosphate Buffered Saline), solucao salina (NaCl) 0,9% e etanol absoluto
como forma de preservar o RNA viral pelo periodo de 72 horas e concluiu
gue o etanol absoluto foi 0 que melhor preservou o virus, mantendo os
niveis de RNA viral por mais de 72 horas (29). Um outro estudo demonstrou
gue o RNA humano e o0 SARS-CoV-2 foram preservados em etanol 95%
mesmo na presenca de RNAseA, uma enzima que degrada RNA (30).

No entanto, o estudo de GARNETT et al. 2020 utilizou virus oriundo
de cultura celular, condicdo muito distante da situacao fisiol6gica real de um
virus em uma amostra bioldgica oriunda do paciente infectado e MINICH et
al. 2020, por sua vez, nao avaliaram a capacidade do etanol para preservar
a amostra em temperatura ambiente, o que seria extremamente relevante
considerando que a maioria dos centros de coleta indispde de
refrigeradores ou camaras frias para preservar a amostra até 0 momento
do transporte.

Considerando a caréncia de estudos que tragam informagdes sobre
a preservagdo da amostra na condigdo fisiolégica real a proposta deste
estudo foi avaliar a capacidade do etanol para preservar amostras de
secrecdo naso e orofaringea coletadas por swab de pacientes por

diferentes intervalos de tempo, armazenadas a temperatura ambiente.
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2. Objetivos

v'Avaliar comparativamente a carga viral do SARS-CoV-2 em secre-
cdo nasofaringeo conservado em etanol 70% e em solucéo fisiol6-
gica em diferentes intervalos de tempo.

v Avaliar se a adi¢gao de TRIzol™ e Beta-mercaptoetanol amenizam os
impactos de congelamento e descongelamento da amostra na quan-
tificacdo viral.

v' Comparar a eficiéncia para quantificacdo do RNA viral utilizando mé-
todos de extracao por kit comercial e desenvolvido “in house” no La-
boratério de Biologia Molecular do Hospital das Clinicas da Facul-

dade de Medicina de Botucatu.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Preparacéao das aliquotas de SARS-CoV-2

Foram selecionadas amostras de secrecdo nasofaringea que
passaram pelo comité de ética com dispensa do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE) e apresentavam RNA do SARS-CoV-2
detectadas por RT-gPCR armazenadas no repositorio de amostras de
Rotinas Diagnésticas em Infeccdes Virais do Laboratério de Biologia
Molecular do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu,
UNESP. As amostras foram divididas em trés grupos: Grupo 1 (G1)
amostras que apresentavam Cycle Threshold (CT) abaixo de 20 (carga viral
alta); Grupo 2 (G2) amostras que apresentaram CT entre 20 e 30 (carga
viral media) e; Grupo 3 (G3) amostras que apresentavam CT acima de 30
(carga viral baixa). Esta divisdo buscava contemplar grupo de amostras
com carga viral alta, media e baixa inferida pelo CT.

Foi entédo realizado um pool (mistura de amostras) com aquelas
amostras pertencentes ao grupo 1 (Pool 1), um segundo pool constituido
por amostras do grupo 2 (Pool 2) e um terceiro pool formado pelas amostras
do grupo 3 (Pool 3). Depois de constituidos os pools os mesmos foram
quantificados para o RNA do SARS-CoV-2 por RT-gPCR para garantir que
os CTs se mantinham depois da constituicao dos pools.

Cada pool foi subdividido e testado em trés condic¢des: (a) usando
etanol 70% como conservante; (b) usando salina fisiologica 0,9% mantido
a temperatura de 2 a 8°C e; (c) usando salina fisiolégica 0,9% mantido a
temperatura ambiente de 25°C. Cada amostra em cada condicdo a que foi
submetida foi avaliada depois de 0 horas, 2, 4, 6, 8, 10 e 12 dias.

Todas as amostras foram preparadas em triplicata.

3.2 Extrac&o do RNA viral do SARS-CoV-2
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Todas as aliquotas foram submetidas a dois procedimentos extrati-
vos: (1) extracdo de RNA foi realizada com o kit de extracdo por beads
magnéticas EXTRACTA KIT FAST — DNA e RNA Viral MVXA-P096 FAST
(Loccus do Brasil, LTDA, SP, Brasil) seguindo as especificagdes do fabri-
cante, e, (2) extracado “In house” baseada em solidphase reversible immo-
bilization (SPRI), ambas semiautomatizadas utilizando o equipamento Ex-
tracta 96 Loccus (Loccus do Brasil, LTDA, SP, Brasil).

3.3 Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (RT-
gPCR)

A RT-gPCR foi realizada utilizando o kit diagnostico GeneFinder™
COVID-19 Fast RealAmp (Instituto Butanta, SP, Brasil), conforme especifi-
cacoes do fabricante. A reacdo de qPCR foi realizada no equipamento
CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System (BioRad, USA) utilizando
configuracbes padrées recomendados pelo fabricante. Para obtencédo dos
valores de CT foi utilizado threshold em 50 para o controle interno e, 30.000
para os genes virais (E, N, RdRp). O gene considerado para a anélise dos
dados foi o gene E (envelope). E os valores de CT obtidos foram converti-

dos em copias/mL.

Figura 4: Esquema ilustrativo do experimento realizado com etanol 70% e solucao
fisiolégica
“Pool”

Secregdo
nasofaringea

SARS-CoV-2

210 pL etanol absoluto N 1 L
30 uL+virus - Ambiente \__’__",’,
:> - Geladeira :>
(2-8°C) \

N

210 pL solugdo fisiologica
+

N =

IC(<20 | | Ct20-20 | | Ct>30 |

30 pL virus

Fonte: Elaborado pelo(a) autor(a)
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Diante dos resultados obtidos optou-se por testar solucfes preser-
vantes de RNA, realizando-se experimento com TRIzol™ e Beta-mercap-

toetanol.

3.4 Preparacdao das aliqguotas de SARS-CoV-2

Para este experimento o Pool 3, constituido de amostras com CT
maior que 30 foi aliguotado em nove tubos, sendo (a) Tubo 1: aliquota do
pool 3 e conservacdo em temperatura de 2 a 8°C; (b) Tubo 2, 3, 4 e 5:
aliquota do pool 3, adicionado Beta-Mercaptoetanol e TRIzol™ e congela-
mento a -80°C; (c) Tubo 6, 7, 8 e 9: aliquota do pool 3, sem adi¢édo de Beta-
mercaptoetanol e TRIzol™ e congelamento a -80°C. O tubo 1 funcionou
como controle do experimento, o tubo 2 foi congelado-descongelado uma
Unica vez para depois ser processado, o tubo 3 foi congelado-descongelado
duas vezes para depois ser processado, o tubo 4 foi congelado-desconge-
lado trés vezes antes de ser processado, o tubo 5 foi congelado-desconge-
lado quatro vezes antes de ser processado. O tubo 6 foi congelado-descon-
gelado uma Unica vez para depois ser processado, o tubo 7 foi congelado-
descongelado duas vezes para depois ser processado, o tubo 8 foi conge-
lado-descongelado trés vezes antes de ser processado, o tubo 9 foi conge-
lado-descongelado quatro vezes antes de ser processado (tabela 1). Todas

as amostras foram preparadas em triplicata.
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Tabela 1: Representacdo dos tubos do experimento com TRIzol™ e Beta-Mercaptoeta-
nol e suas respectivas formas de armazenamento e o nimero de vezes em que houve

congelamentos e descongelamentos

Numero de Congelamento/

Tubo Armazenamento
descongelamento

1 Controle (Salina/2-8°C) -

2 Beta-Mercaptoetanol/-80°C 1X
3 Beta-Mercaptoetanol/-80°C 2X
4 Beta-Mercaptoetanol/-80°C 3X
5 Beta-Mercaptoetanol/-80°C 4X
6 Salina/2-8°C 1X
7 Salina/2-8°C 2X
8 Salina/2-8°C 3X
9 Salina/2-8°C 4X

3.5 Extrac&do do RNA viral do SARS-CoV-2

As aliquotas de SARS-CoV-2 depois de passarem por diferentes
condi¢cbes foram submetidas a extracdo de RNA realizando um passo inicial
com TRIzol™ e cloroférmio para obtengdo do sobrenadante, seguido do
processo de extracao baseado em silica utilizando o kit Bio Gene Extracao

de DNA/RNA Viral (Bioclin, MG, Brasil), seguindo o protocolo do fabricante.

3.6 Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (RT-
gPCR)

A RT-gPCR foi realizada utilizando o kit diagnostico GeneFinder™
COVID-19 Fast RealAmp (OSANG Healthcare Co., Ltd, Korea) fornecido
pelo Instituto Butantan, SP, Brasil, conforme especifica¢cdes do fabricante.
A reacao de gPCR foi realizada no equipamento CFX96 Touch Real-Time
PCR Detection System (BioRad, USA) utilizando configuracdes padrdes re-
comendados pelo fabricante. Para obtencéo dos valores de CT foi utilizado
threshold em 50 para o controle interno e, 300 para os genes virais (E, N,
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RdRp). O gene considerado para a analise dos dados foi o gene E (enve-

lope), e os valores de CT obtidos foram convertidos em copias/mL.

Figura 5: Esquema ilustrativo do experimento realizado com TRIzol™ e Beta-
mercaptoetanol.

“Pool”
Secregido
nasofaringea

SARS-CoV-2

/.\'quuota do “pool”

Congelamento: -80°C

Aliquota do “pool Descongelamento:
Temperatura ambiente

&

+
TRizol™+Beta -
Mercaptoetanol

Fonte: Elaborado pelo(a) autor(a).

3.7 Curva-padréo

Os valores de CT foram convertidos para numero de copias/mL, a
partir de uma amostra com valor do niumero de copias conhecido por PCR
digital fornecido pela Universidade de Sao Paulo (USP). Para a construcéo
da curva-padrao, foram realizadas diluicdes seriadas e subsequente obten-
cao dos valores de CT no equipamento de PCR em tempo real Biorad
CFX96. A relagéao entre CT e concentragao viral foi estabelecida com base
no volume de amostra usada inicialmente (200 yL para extragao “In house”
e 100 pyL para extragao comercial - Loccus), ou seja, os valores obtidos
foram copias para cada 200 uL de amostra para extragdo “In house” e co6-
pias para cada 100 puL de amostra para a extracdo Loccus. Ao final, para
os valores convertidos em coépias/mL, foi aplicado um fator de correcéo:
para 200 pL foi multiplicado por 5 e para 100 uL multiplicado por 10.
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4. Analise estatistica

Os dados foram apresentados como média + desvio padrao ou me-
diana e a homogeneidade das amostras testada para escolha de anélise de
variancia parameétrica ou ndo parameétrica seguida do pos-teste especifico
usando o programa SigmaPlot 11.0. Diferengas significativas foram consi-

deradas quando p < 0,05.
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5. Resultados e Discussoes

As figuras 6, 7 e 8 demonstram curvas construidas para conversao
do Cycle Threshould (CT) em numero de coépias/mL utilizando diluicbes
seriadas a partir de amostras de concentracbes conhecidas. A figura 6
utilizou amostra extraida com protocolo in house (baseado em solidphase
reversible immobilization - SPRI), a figura 7 utilizando extracédo
automatizada (EXTRACTA KIT FAST — DNA e RNA Viral MVXA-P096
FAST) e a figura 8 utilizando o protocolo com Beta-Mercaptoetanol e
TRIzolI™. Os pontos gerados que correlacionam CT e nimero de copias
foram utilizados para a obtencdo de uma reta, deduzir a equacao da reta e
o valor do R2 que representa o quao proximo os valores de CT estdo da
linha de regresséo ajustada.

A eficiéncia da reacdo de amplificagcdo de acordo com a equacao
E=107(-1/slope) — 1, para o protocolo de extracdo in house (figura 6) foi de
0,91, para o protocolo EXTRACTA KIT FAST (figura 7) foi de 0,96, para o

protocolo com Beta-Mercaptoetanol e TRIzol™ (figura 8) foi de 0,85.

Figura 6: Curva que correlaciona CT e quantificacdo do RNA do SARS-CoV-2 (Log) para
amostras de concentra¢gdes conhecidas extraidas utilizando o protocolo in house com
solidphase reversible immobilization - SPRI

y = -3,5685x% + 40,058
R*=0,9972

Cycle Threshold [CT)
[
]

0 2 = # 2]
Quantificagdo do RNA do SARS-CoV-Z (Log)
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Figura 7: Curva que correlaciona CT e quantificacdo do RNA do SARS-CoV-2 (Log) para
amostras de concentra¢des conhecidas extraidas utilizando o protocolo automatizado
com 0 EXTRACTA KIT FAST — DNA e RNA Viral MVXA-P096 FAST

y = -3,4116x + 39,92
RZ = 0,9896
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Ln

0 2 4 B 8
Quantificagio do ANA do SARS-CoV-2 (Laog)

Figura 8: Curva que correlaciona CT e quantificacdo do RNA do SARS-CoV-2 (Log) para
amostras de concentragfes conhecidas extraidas utlizando o protocolo Beta-
Mercaptoetanol e TRIzol™ seguido da extracdo baseado em silica utilizando o kit Bio Gene
Extracdo de DNA

y=-3,7276x + 41,186
R*=0,9983
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Todas as analises realizadas utilizaram como parametro estas
curvas de calibracé@o obtidas a partir de amostras biolégicas em condicdo
fisiologica real, o que tornam mais fidedignas as analises realizadas.
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A tabela 1 mostra a carga viral de amostras armazenadas somente
em solucdo fisiologica, ao longo de 12 dias em temperatura ambiente com
CTs para gene E viral em intervalos especificos (<20, 20-30 e >30), com
extracdo do material genético automatizada realizada pelo EXTRACTA KIT
FAST — DNA e RNA Viral MVXA-P096 FAST utilizando o equipamento
Extracta 96 Loccus (Loccus do Brasil, LTDA, SP, Brasil).

Tabela 2. Carga viral para amostras armazenadas em salina fisiologica por até 12 dias
em temperatura ambiente em diferentes intervalos de CT.

CT Controle 2d ad 6d 8d 10d 12d
<20 2581799+ 2619222+ 2215931+ 2491558+ 2250369+ 2281241+ 2142977+
30287 140090 397499 227251 183875 363390 194506

20-30  365319+2  293322+4 403421+ 274135+ 375945+59 279153+ 289032+
9280 5631 34057 25901 555 86570 22000

>30  1720+#399 2085+596  1775+186 21274265  1685+480  1599+313  1733+250
Trés replicatas; Valores sdo média de carga viral em copias/mL + desvio padrdo. Nao

h& diferenca estatistica com relagdo aos controles. Controles: amostras armazenadas em
salina fisiol6gica a 2-8°C. CT= cycle threshold.

Estes resultados mostram que, pelo periodo de tempo avaliado neste
estudo (12 dias), ndo houve diferenca significativa na quantificacdo do RNA
do SARS-CoV-2 quando comparado ao controle (amostras conservadas
segundo protocolo oficial para armazenamento de amostras destinadas ao
diagnéstico de SARS-CoV-2).

Diante desses resultados pode-se sugerir que as amostras
destinadas ao diagnoéstico de SARS-CoV-2 podem ser mantidas a
temperatura ambiente sem prejuizo na deteccdo da carga viral,
independentemente da concentracdo de particulas virais na amostra,
inclusive nos limites inferiores de deteccéo.

Uma avaliacdo para verificar se a temperatura apresentava alguma
influéncia na conservacado também foi realizada e os resultados estdo
apresentados nas tabelas 2, 3 e 4. Esta analise também foi realizada com
base em intervalos de CTs para o gene viral E. As comparag¢des foram entre
0s grupos “ambiente” a 25°C e “geladeira” a 2 a 8°C, decorrido 0 mesmo

intervalo de tempo (12 dias).
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Tabela 3. Carga viral para amostras conservadas em salina, com CT menor que 20,
armazenadas por até 12 dias em temperatura ambiente e de geladeira (2-8°C).

Temperatura  Controle 2d 4d 6d 8d 10d 12d
2619222+ 2215931+ 2491558+ 2250369+ 2281241+ 2142977+
Ambiente 140090 397499 227251 183875 363390 194506
2581799+
30287
Geladeira 2236343+ 2011873+ 2851466+ 2984470+  2419783% 2146649+
525686 722043 97189 380136 649992 488081

Trés replicatas; Valores sdo média de carga viral em cépias/mL + desvio padrdo. Ndo ha
diferenca estatistica entre os grupos. Controle: amostras armazenadas em salina
fisioloégica a 2-8°C. CT= cycle threshold.

Tabela 4. Carga viral para amostras conservadas em salina, com CT entre 20 e 30,
armazenadas por até 12 dias em temperatura ambiente e de geladeira (2-8°C).

Temperatura  Controle 2d 4d 6d 8d 10d 12d
293322+ 403421+ 274135+ 375945+ 279153+ 289032+
Ambiente 45631 34057 25901 59555 86570 22000
365319+
. 29280
Geladeira 367861+ 367153+ 307508+ 321409+ 316929+ 345119+
31544 13729 29959 71455 35191 70970

Trés replicatas; Valores sdo média de carga viral em copias/mL + desvio padrdo. Ndo ha
diferenca estatistica entre os grupos. Controle: amostras armazenadas em salina
fisioloégica a 2-8°C. CT= cycle threshold.

Tabela 5. Carga viral para amostras conservadas em salina, com CT maior que 30,
armazenadas por até 12 dias em temperatura ambiente e de geladeira (2-8°C).

Temperatura Controle 2d 4d 6d 8d 10d 12d
2085+ 1775+ 2127+ 1685+ 1599+ 1733+
Ambiente 596 186 265 480 313 250
1720+
. 399
Geladeira 2805+ 1932+ 2028+ 2373+ 1512+ 2318+
531 284 162 733 395 350

Trés replicatas; Valores sdo média de carga viral em copias/mL + desvio padrdo. Ndo ha
diferenca estatistica entre os grupos. Controle: amostras armazenadas em salina
fisiolégica a 2-8°C. CT= cycle threshold.

Estes achados mostraram que a temperatura de armazenamento por
um periodo de até 12 dias ndo teve impacto na preservagdo da amostra
destinada a detec¢cdo do SARS-CoV-2 com relagdo a quantificacdo de
particulas virais inclusive nos limites inferiores de deteccdo. Estes
resultados permitem sugerir que pode ser uma op¢ao do servico armazenar
as amostras a temperatura ambiente ou em geladeira até o momento do
processamento.

Durante a pandemia, o0s obstaculos como a necessidade de
aquisicdo de camaras frias para conservacdo das amostras no local de

coleta até o momento do processamento, transporte a baixa temperatura
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(necessidade de gelo reciclavel ou outras formas de refrigeracdo), o que
poderia dificultar a testagem sugeriram a possibilidade de armazenamento
de amostras para deteccdo de SARS-CoV-2 em temperatura ambiente o
que poderia solucionar alguns obstaculos observados nos servicos de
saude.

A decisao sobre o melhor emprego de recursos, considerando todos
0s aspectos relacionados ao diagnostico do SARS-CoV-2, cabe ao gestor
de saude local e, diante dos resultados aqui apresentados pode-se fornecer
informacdes relevantes para a tomada de decisdes estratégicas no contexto
do sistema unico de saude local, regional e nacional.

Por outro lado, os resultados mostram que o material genético viral
se mantém estavel na amostra mesmo a temperatura ambiente. Embora a
viabilidade desses virus de produzir nova infeccdo durante esse periodo
nao tenha sido avaliada, a necessidade de grande rigor nos critérios de
biosseguranca durante o armazenamento e transporte destas amostras €
reforcada.

Com o intuito de verificar se o etanol apresenta algum impacto na
preservacdo da amostra para fins de diagnostico, foi realizado o
experimento com adicdo de etanol 70% conforme descrito na sec¢ao
material e métodos e, os resultados foram avaliados sobre a carga viral
obtida em intervalos de CTs para gene E, ao longo de 12 dias em

temperatura ambiente e de geladeira (Tabelas 5, 6 e 7).

Tabela 6. Carga viral para amostras conservadas em etanol, com CT menor que 20,
armazenadas por até 12 dias em temperatura ambiente e de geladeira (2-8°C).

Temperatura Controle 2d 4d 6d 8d 10d 12d
1424933+ 1695931+ 1519064+ 2145872+ 1511714+ 1663444+
Ambiente 156890 282263 253347 520122 48574 408373
2581799+
Geladeira 30287 1547625+ 1396563+ 1573486+ 1647489+ 1768875+ 1940607+
279249 267237 480366 498404 312792 919811

Trés replicatas; Valores sdo média de carga viral em copias/mL + desvio padrdo. Nao ha
diferenca estatistica com relacéo ao controle. Controle: amostras armazenadas em salina
fisiolégica a 2-8°C. CT= cycle threshold.
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Tabela 7. Carga viral para amostras conservadas em etanol, com CT entre 20 e 30,
armazenadas por até 12 dias em temperatura ambiente e de geladeira (2-8°C).

Temperatura Controle 2d 4d 6d 8d 10d 12d
197394+ 256611+ 204866+ 223969+ 146495+ 185242+
Ambiente 10557+ 36769* 32184* 13775* 71391* 89590*
365319+
] 29280
Geladeira 266811+ 277870+ 257904+ 195102+ 237782+ 259491+

61343*  14004*  62686* 7687+ 7479* 20956*
Trés replicatas; Valores sédo média de carga viral em cépias/mL * desvio padrao.
Controle: amostras armazenadas em salina fisiologica a 2-8°C. *representa diferenca
significativa com relacdo ao controle (P = <0,001). CT= cycle threshold.

Tabela 8. Carga viral para amostras conservadas em etanol, com CT maior que 30,
armazenadas por até 12 dias em temperatura ambiente e de geladeira (2-8°C).

Temperatura Controle 2d 4d 6d 8d 10d 12d
Ambiente 1408+227 7791128 1056+35 15024303 11004491 1717335
1720+399
Geladeira 14974458 1048+354 15264331 13554359 11064355 1442+542

Trés replicatas; Valores sdo média de carga viral em copias/mL + desvio padrdo. Ndo ha
diferenca estatistica com rela¢@o ao controle. Controle: amostras armazenadas em salina
fisiolégica a 2-8°C. CT= cycle threshold.

Os dados encontrados mostram que o etanol prejudica a
guantificacdo viral para amostras com CT do gene E entre 20 e 30, levando
a uma subquantificacdo, mas nao afetando o diagnéstico, uma vez que o
exame utilizado € qualitativo (presenca ou auséncia do RNA do SARS-CoV-
2 na amostra). Os resultados observados nas tabelas 5 e 7 mostram que
os limites inferior e superior de deteccéo nao foram afetados, sugerindo que
o etanol pode ser utilizado para conservacdo da amostra desde que 0s
resultados sejam apresentados de forma qualitativa. A investigacao dos
mecanismos envolvidos nesta subquantificacdo do SARS-CoV-2 gerada
pelo etanol 70% para CTs entre 20 e 30 pode ser realizada com
experimentos envolvendo exposi¢cdo do virus ao etanol em diferentes
concentracbes e avaliacdo subsequente de parédmetros virais e do
hospedeiro, o que nédo foi objeto de estudo no presente trabalho.

Um estudo demonstrou a inativagdo do SARS-CoV-2 por etanol a
partir de uma concentragao de 30%, mudando apenas o tempo de espera
para inativacdo com eficiéncia (31) e além disso, um outro estudo mostrou
que o etanol 70% nao tem efeito no genoma do SARS-CoV-2 (32), ndo
acarretando problemas para o diagndstico molecular.

Resultados discordantes aos aqui obtidos ja foram reportados, um
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estudo mostrou que o uso de etanol absoluto ao longo de 72 horas em
temperatura ambiente acarretou uma melhor recuperagcdo Vviral
provavelmente devido aos efeitos desnaturantes deste &lcool sobre o virus
(29). O outro estudo mostrou, ainda, que para o diagnostico molecular, o
material genético do virus influenza é preservado durante seis meses em
temperatura ambiente quando adicionado a amostra etanol absoluto (33).
No entanto, nenhum destes estudos utilizaram método de extracdo
baseado em beads magnéticas, o que pode justificar os resultados
discordantes dos aqui observados, sendo possivel que o etanol usado
como conservante possa estar influenciando de alguma forma no processo
de extracao para amostras com carga viral em concentracdes especificas.

Os resultados obtidos, considerando o contexto de diagndstico do
SARS-CoV-2, sugerem que em casos de necessidade, principalmente em
locais onde os centros de diagnostico sdo afastados dos pontos de coleta,
0 uso do etanol pode ser considerado para preservar o material viral.

O armazenamento do SARS-CoV-2 em solucéo fisioldgica por até 12
dias em temperatura ambiente em diferentes intervalos de CTs para o gene
viral, no método de extragao “In house” também foi verificado (Tabela 8), e
assim como para o método de extracdo comercial, ndo houve diferencas
estatisticas com relacédo aos controles. Isso mostra que, para este método
de extracdo, as amostras também podem ser mantidas a temperatura
ambiente por até 12 dias sem prejuizo na carga viral, independentemente
da concentragdo de particulas virais na amostra, inclusive nos limites de

deteccéao.

Tabela 9. Carga viral para amostras conservadas em salina, armazenadas por até 12
dias em temperatura ambiente em diferentes intervalos de CT, para método de extracdo

“in house”.
CT Controle 2d 4d 6d 8d 10d 12d
<20 875015+ 1247117+ 941251+ 1006137+ 763587+ 980613+ 567652+
27606 358874 20904 20982 318099 156602 147912

20-30 135844+ 145573+ 138912+ 117449+ 119782+ 130432+  101838*
5259 7219 8794 23779 31148 12200 19342

>30 026246 1055152 1198+139 946+ 46 1014338 1118+39 80873
Trés replicatas; Valores sdo média de carga viral em copias/mL + desvio padrao. Nao ha
diferenca estatistica com relagéo aos controles. Controle: amostras armazenadas em
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salina fisiol6gica a 2-8°C. CT= cycle threshold.
Adicionalmente, foi feita uma comparacao com relacdo a métodos de

extracdo “in house” e comercial (Loccus) e os resultados estao

demonstrados nas tabelas 9, 10 e 11.

Tabela 10. Carga viral para amostras conservadas em salina, com CT menor que 20,
armazenadas por até 12 dias em temperatura ambiente para métodos de extragao
Loccus e “In house”.

Extracdo  Controle 2d 4d 6d 8d 10d 12d
Loccus 2581799+ 2619222+ 2215931+ 2491558+ 2250369+ 2281241+ 2142977+
30287 140090 397499 227251 183875 363390 194506
(21,46) (21,44) (21,70) (21,51) (21,66) (21,65) (21,74)

Inhouse 875015+ 1247117+ 941251+ 1006137+ 763587+ 980613+ 567652+
27606* 358874* 20904* 20982*  318099* 156602+ 147912*
(21,32) (21,04) (21,21) (21,14) (21,23) (21,12) (22,00)
Trés replicatas; Valores sdo média de carga viral em copias/mL + desvio padrédo. Entre
parénteses esté o valor da média ou mediana do CT. *representa diferenca estatistica
entre os métodos de extracdo para um mesmo grupo (tempo de armazenamento).
Controle: amostras armazenadas em salina fisiologica a 2-8°C. CT= cycle threshold.

Tabela 11. Carga viral para amostras conservadas em salina, com CT entre 20-30,
armazenadas por até 12 dias em temperatura ambiente para métodos de extragdo
Loccus e “In house”.

Extracdo Controle 2d 4d 6d 8d 1od 12d
365319+ 203322+ 403421+ 274135+ 375945+ 279153+ 289032+

Loccus
29280 45631 34057 25901 59555 86570 22000
(24,36) (24,69) (24,21) (24,78) (24,32) (24,81) (24,70)
In house 135844+ 145573+ 138912+ 117449+ 119782+ 130432+ 101838+

5259+ 7219* 8794+ 23779*  31148* 12200  19342*

(24,23) (24,12) (24,19)  (24,47)  (24,46)  (24,29)  (24,69)

Trés replicatas; Valores sdo média de carga viral em cépias/mL + desvio padrdo. Entre
parénteses esta o valor da média do CT. *representa diferenca estatistica entre os
métodos de extracdo para um mesmo grupo (tempo de armazenamento). Controle:

amostras armazenadas em salina fisiologica a 2-8°C. CT= cycle threshold.

Tabela 12. Carga viral para amostras conservadas em salina, com CT maior que 30,
armazenadas por até 12 dias em temperatura ambiente para métodos de extragao
Loccus e “In house”.

Extracdo  Controle 2d 4d 6d 8d 10d 12d
Loccus  1720+399 2085+596 1775+186 2127+265 1685+480  1599+313  1733%250
(32,32) (32,04) (32,25) (31,98) (32,37) (32,42) (32,29)

Inhouse  926#46  1055+152 1198+139*  046+46* 10144338  1118+39  808+73*
(31,93) (31,85) (31,49) (31,91) (31,85) (31,64) (32,10)

Trés replicatas; Valores sdo média de carga viral em copias/mL + desvio padrédo. Entre

parénteses esta o valor da média ou mediana do CT. *representa diferenca estatistica

entre os métodos de extragdo para um mesmo grupo (tempo de armazenamento). CT=
cycle threshold.
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Amostras armazenadas em salina fisiolégica e, conservadas a
temperatura ambiente que tiveram a extracdo de RNA realizada pelo kit
comercial quando comparada a extragao “in house” mostraram diferengas
significativas na quantificagdo do RNA do SARS-CoV-2 em todos os tempos
avaliados (tabelas 9, 10 e 11). Estes resultados se reproduziram para todas
as faixas de carga viral avaliadas.

Uma provéavel explicagdo para o fato pode residir na diferenca de
beads disponiveis para ligacdo do RNA em cada método. O kit comercial
nao especifica em sua bula os seus componentes, mas, sabe-se que estes
kits devem garantir o melhor desempenho possivel, 0 que explica sua
melhor performance. A metodologia “In house” empregada neste trabalho
foi desenvolvida no Laboratério de Biologia Molecular do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP com base nos
principios moleculares para extracdo de acidos nucleicos: romper as
membranas celulares ou envoltérios virais, linearizar proteinas, inibir as
nucleases e manter o pH da reacéao (protocolo sob sigilo de registro).

Os resultados aqui obtidos mostram que para protocolo qualitativo o
método “in house” pode ser utilizado garantindo os mesmos resultados
obtidos quando se usa o kit comercial. A utilizacdo de metodologias “in
house” trazem uma redugdo no custo do exame, embora para seu
desenvolvimento e utilizacdo seja necessario investimento em recursos
humanos especializados.

Para além da necessidade de preservacdo do material genético
viral, contribuindo para um diagnostico adequado, € importante também a
quantificacdo do material genético humano, utilizado como um controle
interno. De acordo com as especificacbes do kit de amplificacéo
GeneFinder™ COVID-19 Fast RealAmp, o CT do controle interno é valido
quando o valor € igual ou abaixo de 35. O controle interno € um RNA
humano que necessariamente deve ser detectado, pois representa a
presenca de células do individuo. A detec¢do do controle interno garante

que os procedimentos pré-analiticos como coleta, transporte e conservacao
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do material a ser analisado foram realizados de forma adequada. As tabelas
12,13 e 14 mostram os CTs do controle interno para amostras conservadas
tanto em salina quanto em etanol em temperaturas ambiente e de geladeira,
quando intervalos especificos de CTs para o gene E viral foram

estabelecidos.

Tabela 13. CTs do controle interno para amostras conservadas em salina e etanol, em
temperatura ambiente ou de geladeira, para CTs do gene E (viral) menor que 20,
armazenadas por até 12 dias. Método de extracdo comercial.

Conservante/ Controle 2d 4d 6d 8d 10d 12d
Temperatura
Salina/ 31,73t 32,89+ 34,93+ 36,69+ 38,55+ 39,37+ 40,60+
Ambiente 0,18 0,13 0,36* 0,05* 0,21* 0,97* 1,24*
Etanol/ 31,57+ 31,71+ 31,25+ 31,05+ 31,10+ 31,14+ 31,72+
Ambiente 0,21 0,23 0,05 0,32 0,32 0,44 0,3
Salina/ 31,73t 32,03+ 32,60+ 31,88+ 32,19+ 32,76t 33,64+
Geladeira 0,18 0,54 0,32* 0,09 0,21 0,18* 0,12*
Etanol/ 31,69 31,62 32,06 31,55 31,58 31,64 31,70
Geladeira

Trés replicatas; Valores séo médias + desvio padrdo ou medianas do CT do controle
interno. *representa diferenca estatistica com relagdo ao controle. CT= cycle threshold.

Tabela 14. CTs do controle interno para amostras conservadas em salina e etanol, em
temperatura ambiente ou de geladeira, para CTs do gene E (viral) entre 20-30,
armazenadas por até 12 dias. Método de extracdo comercial.

Conservante/ Controle 2d 4d 6d 8d 10d 12d
Temperatura
Salina/ 32,76+ 33,56t 34,56+ 35,63+ 3597+ 36,89+ 36,99+
Ambiente 0,38 0,31 0,16* 0,19* 0,33* 0,78* 0,08*
Etanol/ 32,42+ 32,88+ 32,61+ 32,80+ 32,52+ 34,00+ 3324%
Ambiente 0,14 0,26 0,36 0,40 0,43 1,01 0,58
Salina/ 32,76% 33,03+ 32,99+ 33,31+ 33,49+ 33,90+ 34,22+
Geladeira 0,38 0,04 0,27 0,09 0,33 0,40* 0,29*
Etanol/ 32,42+ 32,86+ 32,55+ 32,78+ 33,28+ 32,96+ 32,87+
Geladeira 0,14 0,08* 0,11 0,10 0,18* 0,29* 0,28*

Trés replicatas; Valores sdo médias * desvio padrao do CT do controle interno.
*representa diferenca estatistica com relagédo ao controle. CT= cycle threshold.
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Tabela 15. CTs do controle interno para amostras conservadas em salina e etanol, em
temperatura ambiente ou de geladeira, para CTs do gene E (viral) maior que 30,
armazenadas por até 12 dias. Método de extracdo comercial.

Conservante/ Controle 2d 4ad 6d 8d 10d 12d
Temperatura
Salina/ 33,54+ 34,78+ 35,91+ 36,47+ 37,26t  40,03%
Ambiente 33?? 033 0,39 0,38* 0,63*  021*  1,43*
Etanol/ 32 62+ 32,16+ 33,16% 32,27+ 32,05+ 32,76t 32,34+
Ambiente 0’37‘ 0,17 0,34 0,24 0,29 0,83 0,28
Salina/ 32 55+ 32,25+ 33,03% 33,08+ 33,17+ 33,80+ 33,56+
Geladeira 0,18_ 0,19 0,32 0,10 0,56 0,24* 0,30*
Etanol/ 32,62+ 32,33+ 32,51+ 32,13+ 32,36+ 32,61+ 32,40+
Geladeira 0,37 0,36 0,52 0,05 0,24 0,08 0,73

Trés replicatas; Valores sdo médias * desvio padrao do CT do controle interno.
*representa diferenca estatistica com rela¢éo ao controle. CT= cycle threshold.

Ap6bs dois dias, 0 armazenamento da amostra conservada em salina
a temperatura ambiente leva a uma reducdo na deteccdo do controle
interno para quantificacdo por PCR em tempo real através do Kit
GeneFinder™ COVID-19 Fast RealAmp, pelo fato do material genético
humano estar sendo degradado por condicdes ambientais. Para as
mesmas amostras conservadas em salina, o armazenamento em geladeira
pode ser feito por até 8 dias, sem prejudicar a analise do controle interno.
A adicao de etanol para armazenamento tanto em temperatura ambiente,
quanto em temperatura de geladeira, preserva a amostra por 12 dias ou até
mais, quanto o intuito é a andlise do controle interno. Diante detes
resultados para utilizagédo destes métodos de preservacao da amostra novo
limiar de CT para o controle interno deve ser definido.

Considerando todos os resultados obtidos por este estudo a
preservacdo da amostra em salina fisiol6gica a temperature ambiente pode
ser uma estratégia de escolha para o diagnéstico do SARS-CoV-2,
definindo-se um novo limiar de CT para o controle interno. Um estudo
avaliou nos periodos de 8, 16 e 24 horas amostras de secrecao coletada
usando swab nasofaringeo e orofaringeo de SARS-CoV-2 nas
temperaturas de 30°C e 37°C e apoés esse periodo foi demonstrado que
houve pouca degradacdo do RNA viral (34), corroborando nossos

resultados. Estes resultados podem trazer impactos importantes no
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diagnoéstico de SARS-CoV-2, uma vez que o protocolo atual do ministério
da saude exige acondicionamento em temperatura de 2 a 8°C até o
processamento.

Um outro ponto importante é que em locais onde os sistemas de
transporte e armazenamento sdo precarios, os resultados deste estudo
asseguram a qualidade da amostra e oferecem uma alternativa ao protocolo
atualmente utilizado.

O protocolo do Ministério da Saude recomenda o congelamento das
amostras caso o processamento destas ndo ocorra em 72 horas. A tabela
15 mostra os resultados da quantificacéo da carga viral de SARS-CoV-2 em
amostras congeladas e descongeladas sucessivamente e também o
resultado do uso do TRIzol™ e Beta-mercaptoetanol no mesmo processo.

Tabela 16: Carga viral do SARS-CoV-2 obtida apds descongelamento das amostras por
até 4 vezes, conservadas em solucéo salina 0,9% e em trizol e beta-mercaptoetanol.

Controle Salina Trizol + Beta Descongelamento
67521673 3579+238* 5510+870* 1X
(29,58) (30,54) (29,86)
3349+174* 5625+1212 %
(30,65) (29,84)
2688+454* 6465476 ax
(31,02) (29,59)
2316+215%* 6855310 ax
(31,25) (29,49)

Trés replicatas; Valores sdo média de carga viral em copias/mL + desvio padréo. Entre
parénteses, valores da média de CTs. Controle: amostra armazenada em salina fisiol6fica
a 2 a 8°C *representa diferenca significativa com relacdo ao controle (P = <0,001). CT=
cycle threshold.

Estes resultados mostram que o congelamento da amostra leva a
perdas na quantificacdo quando comparado ao processamento da amostra
fresca e isso se intensifica a medida que este congelamento ocorre
sucessivas vezes. Uma explicagdo para este fenbmeno € que o
congelamento rompe a membrana das células e dos virus, liberando as
endonucleases (RNAses), que degradam o material genético a ser
quantificado (35,36). A adicdo de TRIzol™ e Beta-mercaptoetanol se

mostrou eficaz na preservacdo da amostra, reduzindo as diferencas
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significativas com relacdo a quantificacdo quando estas sdo congeladas,
pois estes reagentes tém a capacidade de manter a integridade do RNA por
inibir a atividade de RNAses.

Como mostrado neste estudo, a conduta de congelamento nao se
configura como melhor op¢cdo para o armazenamento da amostra por um
periodo mais longo, principalmente quando ha a necessidade de se fazer
uma analise quantitativa, havendo outras op¢bes mais adequadas como
somente 0 armazenamento em temperatura de geladeira ou ainda a adi¢cao
de etanol 70%.

Para a rotina diagndstica quantitativa, onde a carga viral é de
extrema importancia para 0 manejo/monitoramento do paciente,
congelamentos sucessivos de amostras em solugéo fisiolégica prejudicam
uma quantificacdo mais fidedigna. Por outro lado, para uma andlise
qualitativa (presenca ou auséncia do virus), o congelamento pode ser
realizado, ainda que, com 0s nossos resultados o congelamento das
amostras tem se mostrado uma op¢do menos adequada do que o
armazenamento da amostra no frasco de coleta original a temperatura

ambiente.
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6. Conclusdes

v A opcao mais adequada para a detec¢cdo do RNA do SARS-CoV-2 é
realizar a conservacdo em salina fisiolégica em temperatura ambi-
ente.

v" A adigao de TRIzol™ e Beta-mercaptoetanol amenizam os impactos
na quantificacao viral acarretados pelo congelamento e descongela-
mento da amostra, podendo ser utilizado quando se fizer necessario
ciclos de congelamento-descongelamento de amostras.

v" O método “in house” desenvolvido no Laboratério de Biologia Mole-
cular do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu

se mostrou equivalente ao comercial para analises qualitativas.

Em termos gerais, este estudo pode levar a modificacdes
importantes nas condutas de transporte e armazenamento de amostras de
secrecdo naso-orofaringea para o diagnéstico de SARS-CoV-2 por meio de
PCR em tempo real, contribuindo para a otimizacdo desta logistica em

locais onde estes aspectos sdo comprometidos por diversos motivos.
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CODIGO PADRAO N°: LBM001

LABORATORIO DE BIOLOGIA
MOLECULAR ROTINAS

DIAGNOSTICAS
NOTA TECNICA COVID-19
NOTA TECNICA Laboratério de Biologia Molecular N°eo1

Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu

31/03/22

ASSUNTO: ACONDIONAMENTO E TRANSPORTE DE AMOSTRAS PARA O
DIAGNOSTICO VIROLOGICO DE SARS-CoV-2

1-AMOSTRA: Secrecéo Naso e Orofaringea.

2-Volume: em dois mL de salina fisioldgica 0,9% acondicionar os trés swabs de

rayon utilizados para coleta da secrecéo, sendo dois nasais e um da orofaringe.

3-Acondicionamento e Transporte: Acondicionar os tubos de coleta em uma

caixa de transporte de paredes rigidas e identificada como material de risco

biologico a temperatura de 25°C e, transportar ao laboratério executor em até

cinco dias.

Elaboragéo: Lia Ayumi Umezawa

Laboratério de Biologia Molecular do HCFMB

Revisao: Rejane Maria Tommasini Grotto
Laboratério de Biotecnologia Aplicada
Nucleo de Pesquisa — HCFMB
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