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RESUMO

Introducdo: Embora a reacio em cadeia da polimerase de transcricao reversa (rRT-PCR) seja o método padréo-ouro para detecgdo de
coronavirus da sindrome respiratdria aguda grave 2 (SARS-CoV-2), alguns fatores como a presenca de inibidores de amplificacdo levam a
resultados falso negativos. Objetivo: Descrevemos as diferencas entre os resultados de rRT-PCR para infeccao por SARS-CoV-2 em amostras
normais e diluidas, simulando a necessidade de diluicao devido a presenca de inibidores de amplificacao. Material e método: A extracio
de 4cido ribonucleico (RNA) viral de amostras de suabes nasofaringeos de 20 pacientes previamente detectados como “negativos” e 21
pacientes detectados como “positivos” para SARS-CoV-2 foi realizada com Aif o EasyExtract DNA-RNA (Interprise®). A rRT-PCR foi realizada
com o it OneStep/COVID-19 (IBMP), com amostras normais e diluidas (80 pl de H,0 RNAse-free), totalizando 82 testes. Resultados:
0s resultados indicam que existe uma variagio média (o < 0,05) atrasando o Cq entre os resultados de amplificacio do controle interno (CI),
gene NV (GN) e ORF1ab (OF) de 1,811 Cq, 3,840 Cq e 3,842 Cq, respectivamente. Discussdo: O ki de extracio ndo purifica completamente
os compostos inibidores, portanto, pode ocorrer nao amplificagdo. Obtivemos um diagndstico falso negativo de 19,04% ap6s a diluicdo da
amostra, esse processo reduz a eficiéncia da rRT-PCR para 29,8% na deteccdo de SARS-CoV-2. Conclusdo: Conhecer os padrdes da rRT-
PCR de amostras diluidas pode auxiliar na identificacéo de casos falso negativos e, consequentemente, evitar um diagnostico incorreto.

Unitermos: COVID-19; rRT-PCR; diluico; diagndstico viral; extragdo de RNA.

ABSTRACT

Introduction: Although reverse transcription-polymerase chain reaction (rRI-PCR) is the gold standard method for detecting severe
acule respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2), some factors, such as the presence of amplification inhibitors, lead to
Jalse-negative results. Objective: Here we describe the differences between rRT-PCR resulls for SARS-CoV-2 infection in normal and
diluted samples, simulating the need for dilution due to the presence of amplification inhibitors. Material and method: Viral
ribonucleic acid (RNA) from samples of nasopharyngeal swabs from 20 patients previously detected as “Negative” and 21 patients
detected as “Positive” for SARS-CoV-2 was performed with the EasyExtract DNA-RNA kit (Interprise®). The rRT-PCR was performed
with the OneStep/COVID-19 kit (IBMP), with normal and diluted (80 pl of H,0 RNAse free) samples, totaling 82 fests. Results: The
results indicate that there is an average variation (o < 0.05) delaying the Cq between the results of amplification of the internal
control (IC), N gene (NG), and ORFlab (OF), 1.811 (g, 3.840 Cq, and 3.842 Cq, respectively. Discussion: The extraction kit does
not completely purify the inbibitor compounds; therefore, no amplified product result may occur. In this study, we oblained a
19.04% false-negative diagnosis after sample dilution, this process reduces the efficiency of rRT-PCR to 29.8% in delecting SARS-
CoV-2. Conclusion: Knowing the rRI-PCR standards of diluted samples can assist in the identification of false-negative cases and,
consequently, avoid incorrect diagnosis.

Key words: COVID-19; rRT-PCR; dilution; viral diagnosis; RNA extraction.
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RESUMEN

Introduccion: Aunque la reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa reversa en tiempo real (rRT-PCR) sea el método
de referencia para deleccion del coronavirus tipo 2 del sindrome respiratorio agudo grave (SARS-CoV-2), algunos factores como la
presencia de inhibidores de amplificacion conducen a resultados falsos negativos. Objetivo: Describimos las diferencias entre los
resultados de rRT-PCR para infeccion por SARS-CoV-2 en muestras normales y diluidas, simulando la necesidad de dilucion debido
a la presencia de inbibidores de amplificacion. Material y método: La extraccion de dcido ribonucleico (ARN) viral de muestras
de hisopos nasofaringeos de 20 pacientes previamente deteclados como “negativos” y 21 pacientes delectados como “positivos” para
SARS-CoV-2 se realizd con el kit Easy Extract DNA-RNA (Interprise®). La rRT-PCR se realizd con el kit OneStep/COVID-19 (IBMP),
con muestras normales y diluidas (S0 ul de H 0 libre de ARNasa), totalizando 82 pruebas. Resultados: Los resultados indican
que hay una variacion media (o < 0,05) retrasando el ciclo de cuantificacion (Cq) entre los resultados de amplificacion del
control interno (CI), gen N (GN) y ORFlab (OF) de 1,811 Cq, 3,840 Cq y 3,842 Cq. Discusion: El kit de extraccion no purifica
completamente los compuestos inhibidores; por lo tanto, puede ocurrir no amplificacion. Obtuvimos un diagnostico falso negativo
de 19,04% después de la dilucion de la muestra; ese proceso reduce la eficiencia de la rRT-PCR hacia 29,8% en la deteccion de
SARS-CoV-2. Conclusion: Conocer los patrones de la rRT-PCR de muestras diluidas puede ayudar en la identificacion de casos
Jalsos negativos v, por consiguiente, evitar un diagnastico equivocado.

Palabras clave: COVID-19; ¥RT-PCR; dilucion; diagnostico virologico; extraccion de ARN.

INTRODUCAO ou serem introduzidos no transporte, no processamento ou na
extracdo do RNA das amostras, causando inibicdo parcial da

- e . amplificagdo, levando a diminuicao da sensibilidade do PCR ou a
0 primeiro caso confirmado de infecco pelo novo Coronavirus

inibici -0
2019 (COVID-19) na América Latina ocorreu no Brasil em 25 inibicdo total e, consequentemente, a resultados falso negativos®.

de fevereiro de 2020, Desde entdo, até agosto de 2020, o Brasil 0s kits de extracdo sem purificacdo de RNA precisam otimizar
registrou cerca de 4,1 milhdes de casos e aproximadamente 126 a rRT-PCR por diluicdo de amostra quando houver problemas
mil mortes devido a COVID-19. com a amplificagdo da rRT-PCR, minimizando assim a presenga

o inibi ificacio? iti ificaci
A detecgdio precoce de individuos infectados com testagem em de inibidores da amplificacao”, permitindo a amplificacio

grande escala, o isolamento de casos rastreados, o autoisolamento
preventivo de contatos proximos e o tratamento imediato de
casos graves sdo medidas essenciais para reduzir a disseminacio Contudo, € necessdrio conhecer os padroes de amplificacao diluida

da sindrome respiratoria aguda grave do coronavirus 2  Paraevitar diagndsticos falso negativos.
(SARS-CoV-2)9.,

mesmo que haja inibidores ou alguma degradacio da amostra,
evitando a necessidade de solicitacio de nova amostra ao paciente.

Devido a gravidade da pandemia, os &ifs de testes foram e

Portanto, para diagnosticar rapidamente as infeccoes e mitigar ~ €stdo sendo desenvolvidos e aprovados rapidamente, para atender
a transmissao da SARS-CoV-2, a reaciio em cadeia da polimerase @ demanda mundial por testes em grande escala; isso gera a
de transcricdo reversa em tempo real (rRT-PCR) é utilizada como ~ necessidade de informagdes sobre dados reais sobre o uso desses
método de escolha em laboratorios de pesquisa e de hospitais para  &ifs em laboratorios de diagndstico®. Neste estudo, descrevemos as
identificar o virus em amostras respiratGrias, como esfregacos de  diferengas entre os resultados da rRT-PCR para infecgao por SARS-
escarro ou nasal, de garganta e nasofaringeo®. CoV-2 em amostras normais e diluidas, simulando a necessidade

0s testes rRT-PCR normalmente levam de 4 a 6 horas para de diluicao devido a presenca de inibidores de amplificacdo.

serem concluidos, com extracio, amplificacdo e deteccao de dcido
ribonucleico (RNA)®. Considerando o fornecimento limitado de
reagentes de extracdo e ks de teste em todo 0 mundo, os &ifs de
extracdo sem purificagio de RNA visam solucionar essa limitacaoe
encurtar o tempo de extracdo, diminuindo o tempo de resposta”.  Amostras de suabe nasofaringeo de extracio de RNA

MATERIAL E METODO

Porém, inibidores de amplificacdo, substdncias orgdnicas Quarenta e uma amostras de suabes nasofaringeos foram
e inorgdnicas, podem estar presentes nas amostras originais  selecionadas de 41 pacientes internados no Hospital Ministro Costa
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Cavalcanti em Foz do Iguagu, Parand, Brasil. Desses pacientes,
20 foram previamente detectados como negativos e 21, como
positivos para infeccdo por SARS-CoV-2 no diagndstico por rRT-
PCR. Os suabes foram armazenados em tubos com solucéo salina
tamponada com fosfato 1x (PBS 1x), a -20°C, até a extragdo.

O kit EasyExtract de 4cido desoxirribonucleico (DNA)-
RNA (Interprise®), lote ITBR0720, foi validado comparando os
resultados encontrados no ki Applied Biosystems™ MagMAX™
Viral/Pathogen Nucleic Acid Isolation (Thermo Fisher Scientific®),
lote 200312, com nivel de significAncia de 1% (2 = 96). Para
a extragdo do RNA viral, 20 pl do reagente EasyExtract DNA-
RNA (Interprise®) foram misturados com 20 pl de PBS 1x das
amostras de suabes em tubos eppendorf de 1,5 ml. Os tubos foram
agitados em um misturador vortex (Kasvi, K45-2810) a 1,05 rpm
por 15 segundos, incubados a 95°C por 5 minutos e refrigerados a
-20°C para estabilizagdo do RNA®.

Diluicdo de amostras e rRT-PCR para SARS-CoV-2

As amostras foram diluidas em 80 pl de UltraPure® H,0
RNAse free (1:2), totalizando 82 testes (41 amostras normais e 41
amostras diluidas).

0 ensaio rRT-PCR foi realizado com o ki Biomol OneStep/
COVID-19™ (IBMP), lote 200399Z074; 15 pl da reacdo rRT-PCR
Mix e 5 pl da amostra de RNA purificado (da extracao de RNA)
ou controle negativo purificado foram pipetados para cima e para
baixo para homogeneizar e, para o controle positivo, 15 pl da
reacdo Mix foram misturados com 5 pl do controle positivo®.

A andlise foi realizada no equipamento QuantStudio™
5 Real-Time PCR Systems (Thermo Fisher Scientific®), nas
seguintes condicdes: i) fase de espera — 50°C por 15 minutos (um
ciclo), 95°C por 3 minutos (um ciclo); ii) etapa de PCR — 95°C
por 15 segundos e 55°C por 40 segundos (40 ciclos); iii) fase de
espera — 25°C por 10 segundos (um ciclo). Os valores limiares
do controle interno (ROX), ORFlab (FAM) e gene N (HEX/VIC)
foram 20.000, 30.000 e 40.000, respectivamente, com parimetro
de 5 a 15, de acordo com o protocolo do IBMP®.

Os resultados foram avaliados pelos padrdes de amplificagio
tRT-PCR e pelos valores de amplificacdo e foram submetidos a
analise descritiva, teste de normalidade e analise de variancia
(Anova), para detectar as diferencas entre os resultados antes e apis
a diluicdo.

A eficiéncia da rRT-PCR

Aseficiéncias analiticas para deteccao da SARS-CoV-2 a partir da
metodologia normal e apds diluicao foram realizadas por diluicdo
em série nas seguintes proporges: 1, 1:2, 1:4, 1:8 e 1:10 (veja o Teste
de eficiéncia a seguir). Os resultados foram avaliados por graficos de

dispersdo, e os valores de eficiéncia, a partir do R? da regressao linear
(veja o Teste de eficiéncia apresentado a seguir).

RESULTADOS

0Os resultados estdo descritos na Tabela. As comparagdes
entre os resultados da amostra diluida e ndo diluida indicam
que hd uma variacio média (o < 0,05) atrasando o Cq entre os
resultados de amplificacéo do controle interno (CI), gene V (GV)
e ORF1ab (OF) de 1,811 Cq, 3,340 Cq e 3,842 Cq, respectivamente.

As médias Cq do CI foram 29,423 para as amostras originais
e 31,280 para as diluidas; para GNV, o Cq médio do valor original
foi 25,816 e 29,848 para amostras diluidas; para ORFlab, os
resultados Cq médios para amostras sem diluicio foram 27,104
contra 31,138 para amostras diluidas.

Antes da diluigao, as amostras 25, 26, 39 e 40 apresentaram
valores inferiores ao ponto de corte estipulado para ORF1ab, sendo
consideradas positivas. Apos a diluicdo, todas elas deslocaram
os valores de ORFlab Cq para a direita e foram consideradas
negativas devido a nao amplificacio dentro dos pardmetros de
corte (Figura 1).

0 teste de normalidade considerou valores normais para CI e
GV (0. > 0,05), porém, para ORF1ab, os valores foram considerados
fora do normal (o < 0,05). Ao remover os outliers, os dados voltam
a0 normal, indicando que os valores de amplificacao das amostras
25,26, 39 e 40 ndo estdo dentro da faixa esperada e que hd grande
variacao com as demais amostras (o > 0,05).

A eficiéncia de amplificacdo para a amostra normal foi de
99,79% para CI, 99,51% para GN e 97,09% para OF Para a amostra
diluida, a eficiéncia de amplificagdo foi de 98,88% para CI, 78,33%
para GN e 67,29% para OF, indicando diminui¢ao de 21,18% para
deteccio de GV e de 29,8% para deteccdo de OF.

DISCUSSAO

0 controle positivo apresentou amplificacdo para os trés alvos
avaliados em todos os testes (Cq < 35), e o controle negativo nao
apresentou amplificacio para os trés alvos avaliados, conforme
protocolo do fabricante da Mix, validando os resultados.

Os testes realizados para demonstrar diluigoes 1:2 foram de
interesse para a obtencio de uma amplificacio confidvel em
amostras com inibidores, conforme mostrado na Figura 2. No
entanto, € importante atentar-se aos padroes da curva de resultado
apos a diluicio.
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No exemplo apresentado na Figura 2A, a amostra sem
diluico ndo obteve amplificacdo dos padrdes CI (Cq = valor
indeterminado) e OF (Cq = valor indeterminado); o GV (Cq =
29,995) ndo foi definido e ndo apresentou curvatura exponencial

Resultado falso negativo no diagndstico molecular de SARS-CoV-2 em amostras com inibidores de amplificagao

TABELA — Resultados da amplificagio rRT-PCR ACq de amostras normais e diluidas

perfeita. Aps a diluicao (b), percebe-se perfeita amplificacdo dos
trés marcadores, indicando uma qualidade superior da amostra
e auséncia de inibidores. Os valores Cq das amplificacdes foram
29,951 para CI, 25,444 para GN e 27,579 para OF

Diagnéstico  ID da amostra Cl cr GN GV OF OF ACI AGN AOF
Negativo 1 26,224 28376 - - - 2,152
2 28,941 31,024 - - - -2,083 -
3 29,585 31,871 - -2,286 -
4 29,436 30,428 - - -0,992
5 32,186 34,128 - - - - -1,942
6 30,660 32,673 - - 2,013 -
7 27,193 29,721 - - -2,528
8 29451 31,800 - - - 2,439
9 29,092 31,230 - - - -2,138 -
10 25364 27,492 - 2,128 -
11 30,608 32,700 - - - -2,092
12 29,246 31,522 - - - -2,276 -
13 30,690 32,037 - - -1,347 -
14 28,590 30,194 - - -1,604
15 27,598 28,500 - - - -0,902 -
16 27,651 29,382 - - - -1,731 -
17 28,691 30,320 - -1,629
18 25,980 27,693 - - - -1,713
19 28,382 31,124 - - - -2,742 -
20 27813 29,600 - - - -1,787 - -
Positivo 21 28941 30,974 21,011 24,046 19,121 21320 2,033 3,035 2,199
22 27,536 29,633 19,276 22,270 24,767 27,180 -2,097 -2,994 2,413
23 29,052 31,038 22,909 24,030 27,013 29,706 -1,086 1,121 2,693
2% 29,668 31,944 17,969 23,490 25,689 28211 2276 5,521 2522
25 29,488 32,191 21,520 35,000 28,990 40,000 -2,703 -13,480 -11,010
26 30,437 32,970 20,175 32,377 28,299 40,000 -2,533 -12,202 -11,701
27 28,067 29,983 23,868 28,955 24,136 26,759 -1916 -5,087 2,623
28 22,793 23,674 24,278 25,226 25,345 26,093 0,881 -0,948 -0,748
29 23,423 25,454 21,491 24937 21,280 25,490 -2,031 -3,446 -4,210
30 26,926 28,030 17,773 21417 17,873 21,780 -1,104 3,644 -3,907
31 30,772 30,907 31,018 31312 29,833 31,767 0,135 0,294 1934
32 28,332 30,406 24,273 27,285 23,178 25,684 2,074 -3,012 -2,506
33 27,453 28,774 28912 30,416 27939 29,197 -1,321 -1,504 -1,258
34 20475 30,981 24,052 25287 23,684 24918 -1,506 1,235 1,234
35 32,237 32,427 27,702 31,440 27,225 30,644 -0,190 -3,738 3,419
36 26,155 28,695 27,684 31,167 27,783 30,702 -2,540 -3,483 2919
37 29219 31453 27,088 30,406 26,308 29,036 2234 3318 2,728
38 28 364 30,639 24,162 28913 24,462 27,117 2275 4751 2,655
39 31,006 32,548 32,500 35,380 32,914 40,000 -1,542 -2,880 -7,086
40 31,776 32,410 34,074 35,756 32,333 40,000 -0,634 -1,682 -7,667
41 32,434 34,160 24,577 27,840 23,906 27,165 -1,726 -3,263 -3,259

As variagoes foram calculadas considerando os valores das amostras originais como o Cq verdadeiro.

‘amostras diluidas em 80 ul; CI: controle interno Cq; GN: gene N Cq; OF: ORFlab Cg; A: variacdo Cq. Em negrilo estdo as amostras Jalso negativas apos diluicdo.
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FIGURA 1 — Amplificagio do ORF1ab das amostras 25 (a), 26 (b), 39 (¢) e 40 (d) antes (.1) e apos (.2) diluicdo
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FIGURA 2 — Diferengas nos padroes de amplificagdo de uma amosira com inibidores antes (a) e apos (b) diluigdo
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Em casos como na Figura 2, apenas a diluicao € suficiente
para diagnosticar a amostra como positiva, 0 que evita novo
estresse para o paciente ao refazer a coleta e nova exposicao do
profissional de satide; o paciente infectado serd encaminhado para
o local correto de tratamento em um curto periodo de tempo entre
acoleta e o diagnostico. Porém, nos casos em que o resultado apos
a diluicdo € negativo, uma série de cuidados deve ser tomada ao
liberar o diagndstico, como as caracteristicas da curva; o grafico
deve ser avaliado por completo e ndo apenas os valores que
ultrapassaram o Cq.

De acordo com o manual Thermo Fisher®, considerando uma
eficiéncia de processo de 100%, existe uma variacao conhecida no
Cq quando a amostra é diluida, sendo varivel de acordo com a
proporcdo da diluicdo. Essa variacao de diluicdo pode ser ACq =
1de 1:2, ACq = 2 de 1:4, ACq = 3 a 1:8 e ACq = 3,3 de 1:10.
No entanto, esses valores variam de acordo com a eficiéncia do
processo e a presenca de inibidores"”, o que pode resultar em
diagnéstico falso negativo em amostras de baixa carga viral,
dependendo do valor utilizado como pardmetro para distinguir
entre positivo e negativo.

As amostras positivas testadas que apresentaram resultados
divergentes apds a diluicéo obtiveram valores de ACq entre 28 e 33,
0 que nao deve tornd-las negativas apds a diluicdo, mesmo com
baixa eficiéncia no processo de amplificagdo, visto que houve uma
variacdo entre 8 e 12 Cq (Figura 1). Considerando a progressdo
da ACq de acordo com as diluicdes maiores, a diluicdo proposta
pelo fabricante do it de extragdo de RNA viral (1:10) ndo seria de
interesse, pois, teoricamente, 1:10 faria com que os valores de Cq
fossem ainda mais tardios. Testes maiores que envolvem diluicdes
menores podem ser realizados, verificando em qual propor¢ao néo
haveria diferencas significativas nos valores de Cq e eficicia na
diluicéo dos inibidores de rRT-PCR.

Aimportancia da realizacio de rRT-PCR em kifs que fornecem
marcacdo CI ja foi relatada por Kim e al. (2016)"”, gerando
resultados conclusivos sobre o processo de extragdo, evitando
a liberacdo de resultados falso negativos em amostras que no
foram amplificadas com precisdo, uma vez que a interpretacio
dos resultados nem sempre é simples. A sensibilidade da rRT-PCR
¢ afetada negativamente por compostos presentes na amostra
clinica que podem inibir parcial ou completamente a quimica da
rRT-PCRI,

Os protocolos com etapas de purificacio podem evitar a
presenca de inibidores da amplificaco, removendo potenciais
inibidores endgenos da rRT-PCR, como detergentes, compostos
quelantes e guanidina-HCIM" 13119 A eficiéncia da remocdo de
inibidores em amostras de pacientes pode estar relacionada com

as propriedades intrinsecas do método utilizado para extrair
0 RNA®?| o que ndo ocorre com o kit utilizado neste estudo.
0 kit Easy Extract™ ndo purifica completamente os compostos
inibidores, o que reduz significativamente o tempo de extracao; no
entanto, pode ocorrer nao amplificacdo por inibidores.

Um erro de diagnostico pode levar pacientes infectados para
areas de ndo COVID-19, com risco subsequente de infeccio
para outras dreas; ou levar pacientes SARS-CoV-2 negativos para
areas de COVID-19%Y, gerando uma possivel contaminagio de
individuos nfo infectados e também a disseminacao de virus
nas dreas desinfectadas de hospitais e centros de tratamento,
contaminando os profissionais de sadde. Conhecer os padroes da
tRT-PCR de amostras diluidas pode auxiliar na identificacao de
casos falso negativos e, consequentemente, evitar um diagndstico
incorreto.

CONCLUSAO

A diluigdo 1:2 da amostra com inibidores em UltraPure® H,0
RNAse free gerou amplificagio em 100% dos casos testados, sendo
uma alternativa para evitar nova coleta de amostra do paciente.
No entanto, ressaltamos que neste estudo obtivemos 19,04%
de diagnostico falso negativo apds a diluicao da amostra; esse
processo reduz a eficiéncia da rRT-PCR para 29,8% na deteccio
de SARS-CoV-2. E possivel inferir que a diluicdo auxilia nos casos
em que uma nova coleta de amostra no € viavel, mas é preciso
cautela na avaliacio do resultado da rRT-PCR.

E importante avaliar o padrdo das curvas de amplificacdo
apos a diluico para evitar diagnosticos imprecisos. Se a amostra
com inibidores for positiva com carga viral elevada, o resultado
serd confiavel se a amplificacao de CI e GV ocorrer até Cq 30 e
ORF1ab até Cq 35. No caso de nao amplificacao da curva GV
e ORF1ab apds diluicao, recomendamos avaliar a necessidade de
coleta de nova amostra e nova analise.
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