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RESUMO

Introdução: A COVID-19 é uma doença causada pelo Vírus da Síndrome
Respiratória Aguda Grave 2 (SARS-CoV-2), que surgiu na China no final de 2019. A
rápida disseminação viral tornou a doença uma emergência de saúde pública de
preocupação mundial. O padrão ouro para o diagnóstico de SARS-CoV-2 é a
transcrição reversa seguida por reação em cadeia da polimerase em tempo real
qualitativa (RT-qPCR). Este método é capaz de detectar a infecção, porém não
permite mensurar a carga viral do indivíduo. Neste cenário de emergência global, a
escassez de métodos quantitativos disponíveis é um fator limitante no
desenvolvimento de estudos que objetivam investigar a relação entre carga viral e
certas características da doença, do patógeno e a evolução de ambos. Objetivo:
Frente a esta necessidade, o objetivo deste estudo foi desenvolver uma reação
multiplex RT-qPCR one step quantitativa de alta precisão, baseada na detecção
simultânea do alvo viral e de um controle endógeno humano, para monitorar a
qualidade da reação. Métodos: A padronização do ensaio envolveu a construção de
uma curva de quantificação, baseado no método de quantificação absoluta. Para
isto, foi confeccionado um plasmídeo recombinante contendo uma região do gene
da nucleoproteína viral (gene N), específica para SARS-CoV-2. O plasmídeo foi
diluído de forma seriada em uma matriz biológica, constituída de RNA total extraído
de soro humano, para construção da curva padrão e determinação dos limites de
quantificação e detecção. Para análise da sensibilidade e especificidade
diagnóstica, 244 amostras com diagnóstico prévio realizado pelo LACEN/RO,
utilizando um ensaio de RT-qPCR qualitativo registrado pela Anvisa, foram
selecionadas e submetidas ao método quantitativo em questão. Resultados: Os
resultados demonstraram que o ensaio desenvolvido possui 99,99% de eficiência,
com a possibilidade de quantificar a carga viral em até 2,5 cópias/reação, além de
um Limite Óptico de Detecção (LOD ) de até 1,41 cópias/reação. Os resultados
da análise de carga viral das 244 amostras com resultados conhecidos, revelaram
concordância de 100% com o ensaio qualitativo RT-qPCR registrado pela Anvisa.
Nessa população, foi possível quantificar os pacientes com 2,59 a 3,5x10  cópias
por reação e os pacientes previamente detectados como negativos continuaram
apresentando o mesmo resultado. Conclusão: Este ensaio pode ser uma
ferramenta útil para o manejo adequado dos pacientes, uma vez que o nível e a
duração da replicação viral são fatores importantes para avaliar o risco de
transmissão e orientar decisões quanto ao isolamento e liberação de pacientes.
Desta forma, um diagnóstico preciso é fundamental enquanto a atual pandemia de
COVID-19 representar o maior problema de saúde global.
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