DIAGNOSTICO DE COVID-19
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INTRODUGAD

O SARS-CoV-2 (fig. 1) € um virus da familia Coronaviridae de B-CoVs associado a infecao Covid-19 [1]. Trata-se de um organismo acelular de pequenas
dimensoes, sendo um parasita intracelular obrigatorio [2]. Apresenta o seu genoma em cadeia simples de RNA desenvolvida no sentido positivo, podendo este atuar
como mRNA, sendo diretamente traduzido em proteinas virais pelos ribossomas dos hospedeiros [1]. Tem efeitos prejudiciais a saude humana, destacando-se uma
série de problemas a nivel respiratorio, intestinal, hepatico e ainda neuroldgico [3].

Dadas as caracteristicas gendmicas do virus, é necessario incluir a técnica do DNA complementar (cDNA), com recurso a transcriptase reversa, para a sintese de
DNA a partir de mRNA [4]. Assim, justifica-se a utilizacdo dessa técnica, em simultaneo com a técnica de amplificacao de cDNA (cDNA) em cadeia, com a técnica de PCR
[5], para inferir a existéncia ou auséncia de particulas virais numa amostra.
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Este trabalho teve como objetivo a compreensao e replicacdao da pratica laboratorial
Hemaglutinina esterase realizada para efeitos de diagnodstico de Covid-19 no IPS Covid LAB.

Envelope viral MATERIAIS E METODOS

Foram replicados, em laboratorio, métodos tais como: a extracao e purificacao de RNA
de amostras nasofaringeas de zaragatoas; conversao de RNA a cDNA com a transcriptase
reversa;, amplificacao em tempo real do DNA por RT- gPCR (Real Time quantitative
Polymerase Chain Reaction- RT qPCR), com o propodsito de amplificar as cadeias de cDNA,

Genoma de RNA possibilitando uma andlise qualitativa e quantitativa).
(nucleocapsideo)
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Fig. 1 — Constituicao do virus SARS-CoV-2; Adaptado de [1]

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

Camara de mistura:

6- Descongelacao de aliquotas de primers e sondas;

7- Aquecimento do DNA de salmao;

8- Adicao dos reagentes aos tubos(agua sem nucleases, one-step RT-
gPCR master mix 2X, DNA de salmao e o mix de primers e sondas);

9- Preparacao do mix reacional e aplicacao de spin para misturar;

10- Transferéncia da master mix para a camara de amostras.

gf Sala de check-in, inativacao de virus e extracao de RNA (fig. 2)
1- Colocacao do equipamento de protecao individual;
2-Desinfecao do equipamento (tubos de meio de transporte inativante)
e do espaco 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 nasofaringeas em meio inativante (30
minutos);
4- |nativacdao térmica (utilizando-se termo blocos a -4°C, por 15
minutos)
5- Extracao e purificacao de amostras de RNA recorrendo ao kit NZYViral
RNA Extraction, a micropipetas e a uma microcentrifuga.

Camara de amostras:

11- Descongelacao dos controlos (positivo, humano e viral);

12- Transferéncia com a pipeta multicanal (fig. 4) - das amostras e
dos controlos, nos respetivos pocos;

13- Higienizacao do espaco e descontaminacao do local;

14- Colocacao da placa no Real Time PCR (termociclador) (fig. 5) e
iniciacao do programa.

Fig. 5 — Real time PCR

Fig. 2 — Sala de check-in, inativacdo de virus e extracdo de RNA do IPS-Covid-Lab
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Apesar de existirem varias opg¢oes validas para a organizagao das salas laboratoriais [6], no IPS Covid-Lab, optou-se RN N e [ | ]|
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RNA de elevada qualidade, reduzindo o tempo de protocolo total e utilizando tecnologia de membranas de silica para
purificacao do RNA [7]. O uso do DNA de salmao é utilizado para conferir maior especificidade as reacdes de hibridacao,
pois reduz ligacoes inespecificas entre a sonda, os primers e o gene N2 do virus[8].

Existem duas possibilidades de resultados apds a reacao de RT-gPCR: positivo (fig. 6) e negativo (fig. 7). Um
resultado é positivo para a COVID-19 quando existe amplificacao do gene de controlo, RP (humano) e dos genes virais,
N1 e N2, sendo negativo quando nao existe amplificacao dos genes virais, havendo, ainda assim, amplificacao do gene
RP (humano). Um teste pode eventualmente ser inconclusivo no caso de auséncia de amplificacao do gene RP, ou numa
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situacao em que existe amplificacao de apenas um gene viral. C e Misbérof cycs
Salienta-se que, por motivos éticos, ndo foram utilizadas amostras reais, pelo que os resultados apresentados Fig. 6 — Resultado positivo para Covid-19
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Fig. 7 — Resultado negativo para a Covid-19
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