
Introdução

Apesar da rRT-PCR ser o método padrão ouro, alguns fatores, como a presença de inibidores
de amplificação acarretam em resultados falsos negativos (ALCOBA-FLOREZ et al., 2020; WANG
et al., 2020). O objetivo foi verificar diferenças entre os resultados de rRT-PCR para SARS-CoV-2
de amostras normais e diluídas, simulando à presença de inibidores de amplificação.

Conclusão

Deve-se atentar para o padrão de resultado após a diluição, já que em amostras com

resultado conhecido e amplificação posterior ao ciclo 28 da rRT-PCR houve falso

negativo.

Diagnóstico molecular falso-negativo de SARS-CoV-2 em 

amostras com inibidores de amplificação

Materiais e Métodos

Foram extraídos RNA viral de swabs de 41

pacientes em internamento, com o

reagente EasyExtract™ DNA-RNA

(Interprise®) (validado com o kit

MagMAX™ Viral/Pathogen), conforme

protocolo do fabricante. A rRT-PCR foi

realizada utilizando o kit OneStep/COVID-

19 (IBMP) com amostras extraidas e
diluídas em 100µl de H₂O RNAse free,

totalizando 82 testes.
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Figura 1 – Amplificação de um amostra positiva

sem diluição (A) e após diluição (B)
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Discussão

Os resultados demonstram que a diluição pode resultar em falsos negativos em

amostras de baixa carga viral (Figura 1). Nos casos onde há presença de inibidores e a

rRT-PCR é prejudicada, a diluição é uma alternativa para evitar recoleta e novo

estresse do paciente, que caso seja positivo com alta carga viral, o resultado será

confiável se a amplificação do CI e GN ocorrer até o ciclo 30 e OF até o 35 (Figura 2).

Resultados

Não houve diferença estatística entre a

diluição proposta pelo fabricante (1:10) e
os 100µl utilizados (ɑ>0,05; N=96). As

comparações entre resultados de

amostras diluídas e não diluídas indicam
que existe variação (ɑ<0,05) entre os

resultados da amplificação do Controle

Interno (CI), Gene N (GN) e ORF-1ab (OF),

de 1,811Ct, 3,840Ct e 3,842Ct,

respectivamente.

Figura 2 – Amplificação de um amostra

com inibidores (C) e após diluição (D)
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