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INTRODUÇÃO 

 O SARS-CoV-2 (fig. 1) é um vírus da família Coronaviridae de β-CoVs associado à infeção Covid-19 [1]. Trata-se de um organismo acelular de pequenas 
dimensões, sendo um parasita intracelular obrigatório [2]. Apresenta o seu genoma em cadeia simples de RNA desenvolvida no sentido positivo, podendo este atuar 
como mRNA, sendo diretamente traduzido em proteínas virais pelos ribossomas dos hospedeiros [1]. Tem efeitos prejudiciais à saúde humana, destacando-se uma 
série de problemas a nível respiratório, intestinal, hepático e ainda neurológico [3]. 
 Dadas as características genómicas do vírus, é necessário incluir a técnica do DNA complementar (cDNA), com recurso à transcriptase reversa, para a síntese de 
DNA a partir de mRNA [4]. Assim, justifica-se a utilização dessa técnica, em simultâneo com a técnica de amplificação de cDNA (cDNA) em cadeia, com a técnica de PCR 
[5], para inferir a existência ou ausência de partículas virais numa amostra. 

OBJETIVO 

 Este trabalho teve como objetivo a compreensão e replicação da prática laboratorial 
realizada para efeitos de diagnóstico de Covid-19 no IPS Covid LAB. 

MATERIAIS E MÉTODOS 
  Foram replicados, em laboratório, métodos tais como: a extração e purificação de RNA 
de amostras nasofaríngeas de zaragatoas; conversão de RNA a cDNA com a transcriptase 
reversa; amplificação em tempo real do DNA por RT- qPCR (Real Time quantitative 
Polymerase Chain Reaction- RT qPCR), com o propósito de amplificar as cadeias de cDNA, 
possibilitando uma análise qualitativa e quantitativa).  
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           Sala de check-in, inativação de vírus e extração de RNA (fig. 2) 
1- Colocação do equipamento de proteção individual; 
2-Desinfeção do equipamento (tubos de meio de transporte inativante) 
e do espaço de trabalho, com etanol a 99,5%(v/v) e recurso a dietil 
pirocarbonato e Spray RNase Cleaner (para inativar RNAses); 
3- Repouso das amostras nasofaríngeas em meio inativante (30 
minutos); 
4- Inativação térmica (utilizando-se termo blocos a  -4°C, por 15 
minutos) 
5- Extração e purificação de amostras de RNA recorrendo ao kit NZYViral 
RNA Extraction, a micropipetas e a uma microcentrífuga. 

 Apesar de existirem várias opções válidas para a organização das salas laboratoriais [6], no IPS Covid-Lab, optou-se 
pela instalação de uma sala de check-in e outra de check-out.  Em termos dos materiais a utilizar no diagnóstico do 
COVID-19, estes podem variar. No IPS-Covid-Lab, recorre-se ao Kit NZY Viral RNA Extraction, que permite a obtenção de 
RNA de elevada qualidade, reduzindo o tempo de protocolo total e utilizando tecnologia de membranas de sílica para 
purificação do RNA [7]. O uso do DNA de salmão é utilizado para conferir maior especificidade às reações de hibridação, 
pois reduz ligações inespecíficas entre a sonda, os primers e o gene N2 do vírus[8]. 
  Existem duas possibilidades de resultados após a reação de RT-qPCR: positivo (fig. 6) e negativo (fig. 7). Um 
resultado é positivo para a COVID-19 quando existe amplificação do gene de controlo, RP (humano) e dos genes virais, 
N1 e N2, sendo negativo quando não existe amplificação dos genes virais, havendo, ainda assim, amplificação do gene 
RP (humano). Um teste pode eventualmente ser inconclusivo no caso de ausência de amplificação do gene RP, ou numa 
situação em que existe amplificação de apenas um gene viral. 
 Salienta-se que, por motivos éticos, não foram utilizadas amostras reais, pelo que os resultados apresentados 
correspondem a amostras não manuseadas pelo grupo (fig. 8). 

 

           Sala de check-out e RT-qPCR (fig. 3) 
 

Câmara de mistura: 
6- Descongelação de alíquotas de primers e sondas; 
7- Aquecimento do DNA de salmão; 
8- Adição dos reagentes aos tubos(água sem nucleases, one-step RT-
qPCR master mix 2X, DNA de salmão e o mix de primers e sondas); 
9- Preparação do mix reacional e aplicação de spin para misturar; 
10- Transferência da master mix para a câmara de amostras. 
 
Câmara de amostras: 
11- Descongelação dos controlos (positivo, humano e viral); 
12- Transferência com a pipeta multicanal (fig. 4) - das amostras e 
dos controlos, nos respetivos poços; 
13- Higienização do espaço e descontaminação do local; 
14- Colocação da placa no Real Time PCR (termociclador) (fig. 5) e 
iniciação do programa. 

RT-qPCR (ciclo) 
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Fig. 7 – Resultado negativo para a Covid-19 
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Fig. 3 – Sala de check-out e de RT-qPCR do IPS-Covid-Lab 

Fig. 6 – Resultado positivo para Covid-19 

Fig. 1 – Constituição do vírus SARS-CoV-2; Adaptado de [1] 
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Fig. 4 – Pipeta multicanal 

Fig. 5 – Real time PCR 

Fig. 2 – Sala de check-in, inativação de vírus e extração de RNA do IPS-Covid-Lab 

Fig. 8 – Trabalho no IPS-Covid-Lab 
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