INFORMATIVO DE PRODUTO
TESTE MOLECULAR +COVID-19

10/09/2020 Detect SARS-CoV-2 (RT-PCR) Ref. 804

A Labtest lanca em seu portfélio um produto especifico para o diagnéstico molecular do
novo coronavirus, SARS-CoV-2, que causa a doenca denominada pela OMS de
COVID-19.1

O SARS-CoV-2, coronavirus da sindrome respiratéria aguda severa 2, € um
betacoronavirus de RNA fita simples positivo (+ssRNA). E um virus envelopado que
possui quatro proteinas estruturais: S (spike), E (envelope), M (membrana) e N
(nucleocapsideo). A proteina S é a responsavel pela ligacao do virus a célula
hospedeira permitindo a incorporac@o do material genético viral, viabilizando o processo
de replicagéo do virus.

Embora estudos recentes sugiram que o tempo médio de incubacéo do virus seja de 5
dias, este periodo, que compreende o0 momento da infecgéo até o aparecimento de
sintomas, pode variar.?
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Figura 1. Representacédo esquematica da estrutura do virus SARS-CoV-2.

O produto Detect SARS-CoV-2 (RT-PCR) Ref. 804 emprega a metodologia de RT-PCR
em tempo real (reacdo em cadeia da polimerase em tempo real precedida de transcricdo
reversa). Considerada atualmente, a metodologia “padrao-ouro” para diagnéstico da
COVID-19, este é 0 método de escolha para diagnéstico nos estagios iniciais da
doenca, conforme mostrado na Figura 2.
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Figura 2. Resposta imunoldgica apés a infeccao pelo novo coronavirus (SARS-CoV-2).
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PCR em Tempo Real
Aplicagoes e Protocolos para SARS-CoV-2

A reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (PCR em tempo real) foi descrita em
1992 por Higuchi e colaboradores?® e é empregada na deteccéo e quantificacdo de
acidos nucleicos presentes no material genético de diferentes organismos. Na PCR em
tempo real, os processos de amplificacéo e deteccédo ocorrem de maneira simultanea,
diferente da PCR convencional, em que estes processos ocorrem de forma separada.
Entre as vantagens da técnica de PCR em tempo real destacam-se: alta sensibilidade,
boa reprodutibilidade e menor probabilidade de contaminacéo, pois ndo precisa de
pbés-processamento.

Se o0 material a ser avaliado for constituido de DNA, a PCR pode ser utilizada
diretamente. Contudo, se o material a ser avaliado for constituido de RNA, como no
caso do material extraido de amostras de pacientes infectados com SARS-CoV-2, a
reagdo em cadeia da polimerase deve ser precedida de transcrigéo reversa, RT-PCR.

A transcrigdo reversa € o processo no qual o acido ribonucleico (RNA) é convertido em
acido desoxirribonucleico complementar (cDNA). Desta maneira, a primeira etapa que
ocorre na técnica de RT-PCR é a conversédo do RNA extraido da amostra, previamente
selecionada, em cDNA. A partir da presenca do cDNA, decorrem simultaneamente 0s
processos de amplificacdo e deteccdo do material genético amplificado.

A escolha dos genes a serem amplificados é uma etapa fundamental para garantir a
especificidade do protocolo. Esta escolha deve ser baseada no sequenciamento
genético do organismo a ser identificado.

O processo de deteccao é feito por meio de sondas que contém fluoroforos. Os
fluoroforos séo moléculas capazes de emitir um sinal fluorescente, permitindo a
deteccédo do produto de PCR - copias do gene que foi amplificado de maneira
exponencial.

Entre as sondas mais utilizadas esta a TagMan™, uma sonda de hidrélise que contém
oligonucleotideos ligados a um fluoréforo (repérter) na extremidade 5’ e a um quencher
na extremidade 3’. A fungdo do quencher é absorver a fluorescéncia do reporter,
enguanto estes estiverem ligados ao oligonucleotideo. Esse tipo de sonda se liga de
forma especifica ao produto de PCR e, quando a polimerizagédo encontra a sonda,
ocorre a clivagem da mesma, pela acdo da enzima Taq polimerase. O resultado da
clivagem da sonda ¢ a liberacdo do fluor6foro e consequente emissao de luz, detectada
em um comprimento de onda especifico.

A cada ciclo de PCR em tempo real ocorrem as etapas de desnaturacéo, anelacéo e
extensdo. Na desnaturacdo ocorre o rompimento das ligagdes de hidrogénio na fita de
DNA com perda de sua estrutura tridimensional. Durante a anelagéo tem-se o
reconhecimento dos iniciadores (primers) e sondas ao segmento do gene a ser
amplificado e detectado. J& na extenséo ocorre a polimerizagédo da nova fita de DNA,
no sentido 5’-3’, com a obtenc¢ao do produto de PCR e deteccao deste por
fluorescéncia. Este processo é mostrado na Figura 3.
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Figura 3. Sequéncia de processos de um ciclo de PCR em Tempo Real - Método

TagMan™.
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Os protocolos para identificagdo do SARS-CoV-2 foram desenvolvidos logo apés o
sequenciamento genético do virus. Os protocolos aprovados pela WHO (World Health
Organization) e pelo CDC (Central for Disease Control) tém sido utilizados em diversas
partes do mundo.

No protocolo do CDC séo identificadas duas regides diferentes do gene N, denominadas
N1 e N2, e este utiliza como controle interno o gene RP (RNAse P humano). O
fluoréforo empregado para deteccao € o FAM™.4 Ja o protocolo adotado pela WHO,
também conhecido como protocolo de Charité ou Europeu, identifica os genes RdRp, E
e N. Este recomenda 0 gene E como triagem e o gene RdRp como confirmatério. O
protocolo Charité foi avaliado em diferentes virus e bactérias causadores de doencas
respiratorias como: influenza, parainfluenza e outros coronavirus humanos, ndo sendo
observadas reagdes cruzadas.®

Apesar de ser considerada metodologia “padrao-ouro” para diagnéstico da COVID-19, a
técnica de RT-PCR apresenta algumas limitacées: o material genético do virus (RNA) é
muito labil e se degrada facilmente, portanto, a coleta e armazenamento da amostra
devem ser realizados de forma adequada para minimizar os erros na fase pré-analitica.
Também é importante evitar a contaminac¢@o dos materiais utilizados no ensaio com
RNAses (enzimas capazes de degradar o RNA). Ademais, cabe ressaltar que a
sensibilidade da RT-PCR é dependente do tipo de amostra, conforme mostrado por
Wang e colaboradores® (Figura 4).
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Figura 4. Grafico da sensibilidade da técnica de RT-PCR para SAR-CoV-2 em fungéo
do tipo de amostra.
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Solugao Labtest para detecgao do
SARS-CoV-2 por PCR em Tempo Real

O produto Detect SARS-CoV-2 (RT-PCR) Ref. 804 identifica trés genes do
SARS-CoV-2: RdRp, E e N. O sistema conta com sondas especificas, tipo TagMan™,
marcadas com os fluoréforos FAM™ Texas Red™ e JOE™, e uma sonda marcada com
o fluoréforo Cy5™, para controle interno. O produto pode ser utilizado com RNA extraido
de amostras do trato respiratério inferior (lavado bronco-alveolar e escarro humano) e do
trato respiratério superior (swab de nasofaringe e swab de orofaringe).

O sistema é composto de: Mix de Reac¢do, Mix de Sonda, Controle Positivo e Controle
Negativo. Para cada reacao sao necessarios 5 pL de RNA e 15 uL de Master Mix, que é
preparado a partir do Mix de Reacgédo e do Mix de Sonda. Os resultados podem ser
obtidos em cerca de 120 minutos e a amostra é considerada positiva se forem
identificado, pelo menos, um dos seguintes genes: RdRp ou N.

O comparativo foi realizado com RNA extraido de 120 amostras, sendo 60 positivas e 60
negativas, e o produto apresentou sensibilidade e especificidade de 100%.

Nenhuma reatividade cruzada foi observada com os seguintes agentes etiol6gicos: virus
influenza A (H1IN1/09, H3N2 e H5N1), virus influenza B, rinovirus, virus sincicial
respiratorio (A/B), virus da parainfluenza 1, virus da parainfluenza 2, virus da
parainfluenza 3, virus da parainfluenza 4, adenovirus, bocavirus humano, sarampo e
Mycoplasma spp.
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Figura 5. Imagem ilustrativa do produto Detect SARS-CoV-2 (RT-PCR) Ref. 804.

O produto possui a seguinte apresentacdo comercial para 100 testes — Mix de Reacdo: 1
x 1050 pL; Mix de Sonda: 1 x 550 pL; Controle Positivo: 1 x 50 pL e Controle Negativo: 1
x 50 pL.
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Para novas informac¢des sobre o produto e a realizacdo dos testes, conte com a
exceléncia da Assessoria Técnico-Cientifica Labtest:

SAC: 0800 031 3411
sac@labtest.com.br
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