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Detect SARS-CoV-2 (RT-PCR) Fast
Instruções de Uso

Ref.: 806

3. Mix de Sondas – Armazenar em temperatura igual ou            

inferior a - 20 °C e protegido da luz.

Contém iniciadores e sondas específicas para os genes RdRp, E e N de 

SARS-CoV-2 e o gene RNaseP para Controle Interno.

4. Controle Positivo – Armazenar em temperatura igual ou         

inferior a -20 °C.

Contém tampão Tris-EDTA < 1 M, fragmentos para os genes RdRp, E e N 

de SARS-CoV-2 e o gene RNaseP para Controle Interno. 

5. Controle Negativo - Armazenar em temperatura igual ou       

inferior a -20 °C.

Contém água ultrapura. 

6. Água DEPC – Armazenar em temperatura igual ou inferior a -20 °C.

Contém água destilada autoclavada tratada com Dietil Pirocarbonato     

< 1%.

Os reagentes não aber tos, quando armazenados nas condições 

indicadas, são estáveis até a data de expiração impressa no rótulo. Os 

componentes do Detect SARS-CoV-2 (RT-PCR) Fast – Ref. 806, após 

abertos, são estáveis por até 6 meses. Durante o manuseio, os reagentes 

estão sujeitos a contaminações de natureza química e microbiana que 

podem provocar redução da estabilidade. 

 

Leia as instruções de uso cuidadosamente antes de processar as 

amostras.
 

Os cuidados habituais de segurança devem ser aplicados na 

manipulação dos reagentes. Use sempre luvas protetoras descartáveis 

sem pó quando manusear os componentes do produto. Use hipoclorito 

de sódio 0,1 % (v/v) ou outro agente descontaminante para limpar a área 

de manipulação do produto e das amostras. 
 

O produto deve ser armazenado em local onde não haja fonte de 

contaminação por ácidos nucléicos, especialmente DNA amplificado. 

Evite contaminação microbiana e por nucleases (DNase/RNase) dos 

componentes do produto.
 

Alterações na aparência física dos componentes do kit podem indicar 

instabilidade ou deterioração. Não misture reagentes de diferentes lotes 

do produto. 
 

Resultados inexatos podem ser obtidos se o produto for armazenado em 

temperatura ambiente por um longo período de tempo e se repetidos 

ciclos de congelamento e descongelamento forem realizados.
 

Como nenhum teste conhecido pode assegurar que amostras biológicas 

não transmitem infecções, todas elas devem ser consideradas como 

Precauções e cuidados especiais

Finalidade . Sistema para detecção qualitativa baseado na tecnologia 

de Transcrição Reversa seguida da Reação em Cadeia da Polimerase em 

Tempo Real (RT-PCR) para detecção do ácido ribonucleico (RNA) de 

SARS-CoV-2 previamente extraído de amostras respiratórias, 

preferencialmente de swab nasofaríngeo, swab orofaríngeo, lavado 

bronco-alveolar e escarro humano.
 

Uso profissional.
 

[Somente para uso diagnóstico in vitro].
 

Princípio . O ensaio de RT-PCR se utiliza de uma transcriptase reversa 

para converter RNA em DNA complementar (cDNA), seguido da Reação 

em Cadeia da Polimerase (PCR) para amplificar as sequências alvo dos 

genes RdRp, E e N, específicas do SARS-CoV-2. Para confirmar a eficácia 

da etapa pré-analítica, o Detect SARS-CoV-2 (RT-PCR) Fast – Ref. 806 

inclui um Controle Interno que permite a amplificação de um gene 

constitutivo humano. As sondas específicas estão marcadas com os 

fluoróforos FAM, Texas Red/ROX e VIC/JOE e a sonda de Controle Interno 

está marcada com o fluoróforo Cy5.
 

Características do sistema . O produto Detect SARS-CoV-2 (RT-

PCR) Fast - Ref. 806 é um teste de diagnóstico in vitro baseado na 

tecnologia de Transcrição Reversa seguida da Reação em Cadeia da 

Polimerase em Tempo Real (RT-PCR) que permite a detecção de material 

genético do Coronavírus 2 da Síndrome Respiratória Aguda Grave 

(SARS-CoV-2), causador da doença do Coronavírus de 2019 (COVID-
119)  em amostras de RNA extraído de lavado bronco-alveolar, swab 

2nasofaríngeo, swab orofaríngeo e escarro humano .
 

A RT-PCR é considerada o método de escolha pelo Centro de Controle e 

Prevenção de Doenças (CDC) para detecção precoce do vírus antes da 

formação de anticorpos imuno-específicos. O Detect SARS-CoV-2 (RT-

PCR) Fast – Ref. 806 possui sondas para três diferentes genes: RNA 

polimerase dependente de RNA (RdRp), de envelope (E) e de proteína do 

nucleocapsídeo (N) que asseguram a acurácia na detecção do agente 

patogênico em até 50 minutos. 
 

Metodologia . PCR em tempo real.
 

Reagentes
 

1. Tampão de Reação – Armazenar em temperatura igual ou     

inferior a - 20 °C.

Contém tampão Tris-HCl 0,5 a 1 M, cloreto de potássio < 500 mM, 

cloreto de magnésio < 25 mM, dNTP 0,1 a 1,4 M. 
  

2. Mix de Enzimas – Armazenar em temperatura igual ou          

inferior a -20 °C.

Contém transcriptase reversa < 50 U/µL, Taq polimerase < 10 U/µL, 

Inibidor de RNase < 10 U/µL, Uracil-DNA glicosilase < 1 U/µL.
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potencialmente infectantes. Portanto, ao manuseá-las, devem-se seguir 

as normas de biossegurança. 
 

Para descartar os reagentes e o material biológico, sugerimos aplicar as 

normas locais, estaduais ou federais de proteção. Recomenda-se que 

todo material que vier a ter contato com amostra biológica seja 

descontaminado antes do descarte.

Material necessário e não fornecido
 

- Micropipetas.

- Ponteiras descartáveis com filtro barreira.

- Luvas sem pó.

- Microtubos de 1,5 mL.

- Microtubos ou placa de 96 poços para PCR.

- Centrífuga de bancada.

- Produto para isolamento de RNA.

- Termociclador de RT-PCR.
 

 

RNA extraído de amostras biológicas de vias aéreas respiratórias, 

preferencialmente de swab nasofaríngeo, swab orofaríngeo, lavado 

bronco-alveolar e escarro humano.
 

O RNA extraído é o material biológico para uso do produto Detect SARS-

CoV-2 (RT-PCR) Fast – Ref. 806. Os erros na fase pré-analítica são 

responsáveis por aproximadamente 70% dos resultados de exames 

incoerentes. Portanto, a qualidade do RNA extraído tem impacto no 

resultado. É necessário assegurar que o sistema utilizado para a extração 

de ácidos nucleicos seja compatível com a tecnologia de PCR em tempo 

real. Para sugestões de fornecedores, consultar nosso Serviço de Apoio 

ao Cliente (SAC).
 

O RNA extraído deve ser armazenado em temperatura igual ou        
3inferior a -80 °C ou conforme indicações do kit utilizado para extração . 

Este analito é particularmente sensível a nucleases, que são abundantes 

e ubíquas. A manutenção da integridade do RNA é possível por manuseio 
3em ambiente livre de ribonucleases (RNases) . As amostras coletadas 

podem ser armazenadas de 2 a 8 °C por até 72 horas ou em temperatura 
4inferior a -70 °C até o momento da extração . Adicionalmente, deve-se ter 

cuidado quanto ao recipiente primário para a coleta das amostras e 

aqueles utilizados no processo de extração, pois podem afetar 

diretamente a qualidade do material extraído. É recomendável o uso de 

recipientes livres de RNases para todos os passos de manuseio de 
3amostras de RNA . 

 

Assegurar que as amostras estejam descongeladas e homogeneizadas 

antes da sua utilização.
 

As amostras não devem ser inativadas pelo calor, pois podem produzir 

resultados incorretos.
  

Não usar amostras com sinais de contaminação ou amostras congeladas 

e descongeladas repetidas vezes. 
  

Deve ser criado um Procedimento Operacional Padrão (POP) que 

estabeleça procedimentos adequados para coleta, preparação e 

armazenamento da amostra. Enfatizamos que os erros devidos à amostra 

podem ser muito maiores que os erros ocorridos durante o procedimento 

analítico.

Nenhuma interferência foi observada para amostras de swab contendo 

mucina até 10%, NaCl até 5%, sangue até 20%, vírus respiratório sincicial 

A até 2.000 cópias/µL e PBS 1X. Adicionalmente, nenhuma interferência 

foi observada para amostras de RNA extraído contendo mucina até 1%, 

vírus respiratório sincicial A até 2.000 cópias/µL e PBS 1X. 
 

Reatividade Cruzada . Não foi observada reatividade cruzada com 

os seguintes agentes etiológicos: Coronavírus humano 229E, 

Coronavírus humano OC43, Coronavírus humano HKU1, Coronavírus 

humano NL63, SARS-CoV, MERS-CoV, Adenovírus, Metapneumovírus 

humano, Vírus da Parainfluenza, Influenza A, Influenza B, Enterovírus, 

Vírus sincial respiratório, Rinovírus, Haemophilus influenzae, Legionella 

pneumophila, Mycobacterium tuberculosis, Streptococcus 

pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Bordetella pertussis, 

Mycoplasma pneumoniae, Pneumocystis jirovecii, Candida albicans, 

Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus epidermis, Streptococcus 

salivarius.
 

Limitações
Os resultados dependem da coleta apropriada da amostra e da ausência 

de inibidores. A presença de inibidores de PCR na amostra pode gerar 

resultados incorretos.

Mutações na região alvo do SARS-CoV-2 podem afetar a ligação do 

iniciador e/ou da sonda, resultando na falha na detecção da presença do 

vírus.

 

1. Preparação da amostra

O produto Detect SARS-CoV-2 (RT-PCR) Fast – Ref. 806 deve ser usado 

com RNA de lavado bronco-alveolar, swab nasofaríngeo, swab 

orofaríngeo, e escarro humano.

  

2. Extração de RNA

O produto deve ser usado com um produto de extração disponível 

comercialmente. Realize a extração de RNA de acordo com as instruções 

do fabricante. Para sugestões de fornecedores, consultar nosso Serviço 

de Apoio ao Cliente (SAC).

  

3. Preparação de reagentes

Descongele completamente todos os componentes do produto à 

temperatura ambiente (15 - 25 °C) antes de usá-los. Homogeneíze-os 

delicadamente e centrifugue por 5 segundos (spin) para que todo o 

conteúdo vá para o fundo do tubo. Utilizá-los imediatamente.

  

3.1. Prepare o Master Mix para RT-PCR de acordo com os volumes 

descritos na Tabela 1, obedecendo a ordem dos reagentes. Prepare 

volume suficiente para todas as reações com quantidade extra para 

contornar possíveis falhas de pipetagem.

  
Nota: Cálculo do volume total do Master Mix = n amostras + 1 controle 

positivo + 1 controle negativo + 1 extra

 

Amostra

Procedimento

Interferência
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TABELA 3 – Configuração da fluorescência

 

Análise de dados
 

1. Selecione o gráfico de amplificação no modo de análise.
 

2. Selecione Configurações de Análise.
 

3. Defina os critérios de Threshold e Baseline para cada alvo conforme 

tabela 4, a seguir:
 

TABELA 4 – Critérios de Threshold e Baseline

Interpretação dos resultados . Usar os dados da tabela 5, a 

seguir, para interpretação dos resultados com base nos valores de Ct 

(Cycle Threshold):

TABELA 5 – Interpretação dos resultados

*Quando o RNA alvo é detectado em uma reação de amplificação da 

amostra, o Controle Interno (C.I.) pode gerar o resultado como Ct 

indetectado (U.D. ou N/A). De fato, a reação de amplificação de baixa 

eficiência para o C.I. pode ser deslocada pela competição com a reação 

de amplificação de alta eficiência para o gene alvo. Nesse caso, deve ser 

determinado como positivo.

TABELA 1 – Modo de preparo do Master Mix 

 
Importante: O Controle Positivo (R4) e o Controle Negativo (R5) devem 

ser usados em cada teste para garantir resultados confiáveis.

 
Nota: Homogeneíze o Master Mix gentilmente de modo a evitar formação 

de bolhas. A homogeneização insuficiente do Master Mix pode levar a 

resultados inexatos.

 
3.2. Coloque 15 mL do Master Mix em cada microtubo ou poço da placa 

de 96 poços para PCR.

 
3.3. Adicione 5 mL do RNA extraído da amostra ao microtubo ou poço da 

placa para PCR correspondente para amplificação e homogeneíze 

suavemente por pipetagem.

 
3.4. Coloque 5 mL de Controle Positivo (R4) no microtubo ou poço da 

placa para PCR indicado.

 
3.5. Coloque 5 mL de Controle Negativo (R5) no microtubo ou poço da 

placa para PCR indicado.

 
3.6. Após pipetar todas as amostras, feche os tubos ou vede a placa de 96 

poços para PCR com selo apropriado. Caso haja bolhas nos tubos ou 

poços da placa, estes devem ser centrifugados (spin).

 
3.7. Transfira o tubo ou placa para PCR para o termociclador e inicie os 

ciclos para a amplificação.

 
4. Condições da RT-PCR:

4.1. Ajuste os parâmetros do termociclador de acordo com as 

informações contidas nas tabelas 2 e 3 a seguir:

 
Volume total da reação: 20 mL por teste.

 
TABELA 2 – Configuração dos ciclos da RT-PCR 

*Coleta de dados
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3 Testes 5 Testes
Volume total de

Master Mix
Reagente 1 Teste

20 mL12 mL 4 mL x (n+3)Água DEPC 4 mL

20 mL12 mL 4 mL x (n+3)

5 mL x (n+3)

2 mL x (n+3)

15 mL x (n+3)

Tampão de
Reação

25 mL

10 mL

75 mL

15 mL

6 mL

45 mL

Mix de Sondas

Mix de Enzimas

Total
(Master Mix)

4 mL

5 mL

2 mL

15 mL

ABI 7500 Fast QuantStudio 5 CFX96

Tempo
CiclosEtapa Temperatura

5 minutos 5 minutos 5 minutos 1 ciclo

1 ciclo

45

ciclos

1 50 ºC
Transcrição

reversa

Pré-desnaturação

Desnaturação

Anelamento e 
extensão*

20 segundos 20 segundos 20 segundos2

1 segundo 1 segundo 1 segundo

30 segundos 20 segundos 5 segundos
3

95 ºC

95 ºC

58 ºC

Alvo

Fluorescência

Reporter

ABI 7500 Fast QuantStudio 5 CFX96
Quencher

FAMFAM NoneGene RdRp FAM

Texas RedROX None

None

None

Gene E

VIC

Cy5

VIC

Cy5

Gene N

Controle Interno

Texas Red

JOE

Cy5

Alvo
Threshold

ABI 7500 Fast QuantStudio 5 CFX96 Inicial Final

Baseline

1.00075.000 3 15Gene RdRp 100.000

50050.000 3 15

3 15

3 15

Gene E

500

100

50.000

10.000

Gene N

Controle
Interno

50.000

50.000

10.000

Valor de Ct

Gene NGene RdRp Gene E Controle Interno
Resultado

£35*

£35 Positivo para
SARS-CoV-2.

Repita o teste. Se na
repetição RdRp ≤40, positivo

para SARS-CoV-2.

Repita o teste. Se na
repetição N ≤40, positivo

para SARS-CoV-2.

Sarbecovírus.

Negativo.

Inválido (retestar).

£35

£35

£35

£35

£35

£35

U.D.

£40

U.D.

£40

£40

U.D.

U.D.

£40

U.D.

U.D.

£40

£40

U.D.

£40

U.D.

£40

U.D.

U.D.

U.D.

£40

£40

£40

U.D.

£40

U.D.

U.D.

U.D.

U.D.



Nota: É recomendável ensaiar novamente se:

1. No caso de o valor Ct do Controle Interno ser indetectado (U.D. ou 

N/A).

2. No caso de resultado inválido.

5Controle interno da qualidade  . O laboratório deve manter um 

programa de controle interno da qualidade que defina claramente os 

regulamentos aplicáveis, os objetivos, procedimentos, critérios para 

especificações de qualidade e limites de tolerância, ações corretivas e 

registro de atividades. 
 

Intervalo de Ct dos Controles Positivo e Negativo devem ser os seguintes:

É recomendável validar todo o procedimento de análise (de cada etapa de 

extração e amplificação, processando uma amostra negativa e uma 

amostra positiva ou um material de referência). 

6Características de desempenho

Estudos de Comparação

Os estudos de comparação foram realizados testando-se RNAs extraídos 

de 600 amostras sendo 200 de amostras positivas e 400 de amostras 

negativas para SARS-CoV-2, obtendo-se os resultados apresentados nas 

tabelas a seguir:

Sensibilidade relativa: 100% (IC* 95%: 98,2% a 100%)

Especificidade relativa: 100% (IC* 95%: 99,1% a 100%)

Acurácia: 100% (IC* 95%: 99,4% a 100%) 

*IC = Intervalo de confiança

Repetibilidade - imprecisão intraensaio . A imprecisão 

intraensaio foi verificada pela avaliação de duas replicatas de três 

amostras positivas e um Controle Negativo. A variabilidade dos 

resultados obtidos com três repetições de cada amostra por ensaio e 

avaliadas duas vezes por dia (dois ensaios por dia) durante 12 dias. Os 

resultados negativos e positivos encontrados demonstraram 100% de 

concordância com os resultados esperados.  

Reprodutibilidade - Imprecisão interensaio . A imprecisão 

interensaio foi verificada pela avaliação entre lotes do produto e entre 

operadores usando três amostras positivas e um Controle Negativo. Os 

resultados negativos e positivos encontrados demonstraram 100% de 

concordância com os resultados esperados.

Sensibilidade analítica . A sensibilidade analítica foi verificada 

pela avaliação de vinte replicatas de três amostras positivas em diferentes 

concentrações e um Controle Negativo em três lotes do produto. Os 

resultados encontrados demonstram que o limite detectável é de 5 

cópias/µL do gene alvo. 

Significado clínico . O coronavírus 2 da síndrome respiratória 

aguda grave (SARS-CoV-2) é o agente causador da doença do 
1coronavírus de 2019 (COVID-19) . Estudos epidemiológicos sugerem 

que o surto inicial da COVID-19 estava associado a um mercado de frutos 
7do mar em Wuhan, província de Hubei, na China . A cinética da carga viral 

do SARS-CoV-2 indica que a carga máxima do vírus é observada no 

momento do início dos sintomas ou na primeira semana da doença, com 

declínio subsequente, o que indica o maior potencial de infecciosidade 

imediatamente antes (um a dois dias) até os primeiros cinco dias do início 
8dos sintomas . Os sintomas mais comuns da COVID-19 são febre, fadiga 

e tosse seca e os menos comuns são produção de escarro, dor de 

cabeça, hemoptise, diarreia, anorexia, dor de garganta, dor no peito, 
9calafrios, náuseas e vômitos . Ao ligar-se às células epiteliais no trato 

respiratório, o SARS-CoV-2 começa a se replicar, migra para as vias 
9aéreas e entra nas células epiteliais alveolares nos pulmões . A rápida 

replicação do SARS-CoV-2 nos pulmões pode desencadear uma forte 
9resposta imunológica . A tempestade de citocinas causa a síndrome do 

desconforto respiratório agudo (SDRA) e insuficiência respiratória, que é 
9considerada a principal causa de morte em pacientes com COVID-19 . A 

primeira etapa para o manejo eficaz do SARS-CoV-2 é a detecção rápida e 

precisa do vírus pela Transcrição Reversa seguida da Reação em Cadeia 

da Polimerase em Tempo Real (RT-PCR), que detecta o RNA viral 

presente em amostras de lavado bronco-alveolar, swab nasofaríngeo, 
10,11swab orofaríngeo e escarro . A RT-PCR é uma metodologia 

amplamente utilizada no diagnóstico viral e é frequentemente um dos 

métodos de diagnóstico laboratorial mais rapidamente estabelecidos em 
12,13pandemias virais . De acordo com a Organização Mundial da Saúde 

(OMS), a confirmação das infecções causadas por SARS-CoV-2 é 

baseada na detecção do material genético do vírus por testes de 

amplificação de ácidos nucléicos (NAATs), como a RT-PCR. Esses alvos 
14devem incluir como alvo os genes virais E, RdRp, N e S . A OMS 

recomenda que qualquer caso suspeito de infecção por SARS-CoV-2 seja 

testado por metodologia molecular, como a RT-PCR, e o Centro de 

Controle e Prevenção de Doenças (CDC) recomenda o NAAT como sendo 
14,15padrão ouro no diagnóstico da COVID-19 . Um estudo realizado nos 

Estados Unidos com 22.338 pacientes revelou que a sensibilidade clínica 

da RT-PCR no diagnóstico do SARS-CoV-2 pode chegar a 94,6% em um 

primeiro teste e 96% em um segundo teste (realizado de um a dois dias 

após o resultado negativo do primeiro teste), demonstrando que 

indivíduos com suspeita clínica ou que foram expostos ao vírus devem 

realizar o teste molecular e ser retestados caso o primeiro resultado seja 
16negativo . Mallett e colaboradores (2020) realizaram uma revisão 

sistemática de estudos longitudinais no qual foi avaliada a sensibilidade 

clínica da RT-PCR em amostras de swab nasofaríngeo e orofaríngeo com 

amostras coletadas nos tempos 0 a 4 dias após o início dos sintomas, 0 a 

4 dias após internação hospitalar, de 10 a 14 dias após o início dos 

sintomas, de 10 a 14 dias após a internação hospitalar e após o desfecho 

dos sintomas de 1.023 pacientes. Os resultados mostraram que 89% das 

amostras de swab nasofaríngeo e 90% das amostras de swab 

orofaríngeo obtiveram resultados positivos no período de 0 a 4 dias após 
17o início dos sintomas .
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Controle Positivo

Controle Negativo

FAM

£35 £35 £35 £35

U.D. U.D. U.D. U.D.

JOE/VIC Texas Red/ROX Cy5

Detect SARS-CoV-2
(RT-PCR) Fast - Ref. 806 Positivos Negativos

Controle Positivo

Controle Negativo

200

0 400

0

Método comparativo
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Informações ao consumidor
 

[Termos e condições de garantia]

A Labtest Diagnóstica garante o desempenho deste produto, dentro das 

especificações, até a data de expiração indicada nos rótulos, desde que 

os cuidados de utilização e armazenamento indicados nos rótulos e 

nestas instruções sejam seguidos corretamente.

Apresentação 

Detect SARS-CoV-2
(RT-PCR) Fast

Produto Ref.

806-100

Conteúdo

1 x 0,200 mLMix de Enzimas

1 x 0,050 mLControle Positivo

1 x 0,050 mLControle Negativo

1 x 0,400 mLÁgua DEPC

1 x 0,400 mLTampão de Reação

1 x 0,500 mLMix de Sondas
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