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Resumo

Durante a pandemia de COVID-19, a detecção da infecção por SARS-CoV-2 por meio de ensaios de amplificação de ácidos nucleicos foi uma ferramenta 
crucial para a vigilância epidemiológica e para as estratégias de controle. Análises prospectivas e retrospectivas do genoma viral podem revelar informações 
importantes sobre a adaptação e a evolução do vírus em diferentes períodos epidemiológicos, e a qualidade das amostras virais armazenadas é fundamental 
para esse tipo de análise. Neste estudo, a estabilidade de amostras de RNA do SARS-CoV-2 armazenadas após extração de swabs nasofaríngeos humanos 
foi avaliada ao longo de um período de dois anos. Amostras de RNA do SARS-CoV-2 foram selecionadas aleatoriamente para avaliar a detecção dos 
genes ORF1ab e N após longos períodos de armazenamento em água livre de DNase/RNase a −80 °C. Foi realizado um ensaio de RT-qPCR multiplex para 
determinar os valores de Ct dos genes N e ORF1ab após diferentes períodos de armazenamento (seis, 12, 18 ou 24 meses) e compará-los com o valor de 
Ct obtido antes do armazenamento (tempo zero). Os valores de Ct não diferiram após seis e 12 meses em comparação com o tempo zero para todos os 
alvos. O gene N apresentou aumento nos valores de Ct aos 18 e 24 meses quando comparado ao tempo zero, enquanto o gene ORF1ab foi o alvo mais 
estável, não apresentando diferenças significativas nos valores de Ct mesmo após 24 meses de armazenamento. Em conjunto, os resultados sugerem 
uma redução na estabilidade do RNA do SARS-CoV-2 após 12 meses de armazenamento e fornecem informações relevantes sobre a estabilidade de 
amostras de RNA viral armazenadas por longos períodos para vigilância genômica retrospectiva.
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Abstract

During the COVID-19 pandemic, the detection of SARS-CoV-2 infection by nucleic acid amplification assays was a crucial tool for epidemiological 
surveillance and control strategies. Prospective and retrospective analyses of viral genomes may reveal important information about viral adaptation and 
evolution across different epidemiological periods, and the quality of stored viral genome samples is critical for such analyses. In this study, the stability 
of SARS-CoV-2 RNA samples stored after extraction from human nasopharyngeal swab specimens was evaluated over a two-year period. SARS-CoV-2 
RNA samples were randomly selected to assess the detection of the ORF1ab and N genes after long-term storage in DNase/RNase-free water at −80 °C. A 
multiplex RT-qPCR assay was performed to determine Ct values for the N and ORF1ab genes after different storage periods (six, 12, 18, or 24 months) and 
compared with the Ct values obtained before storage (time zero). Ct values did not differ after six and 12 months compared with time zero for all targets. 
The N gene showed increased Ct values at 18 and 24 months compared with time zero, whereas the ORF1ab gene was the most stable target, showing 
no significant differences in Ct values even after 24 months of storage. Collectively, our results suggest a slight reduction in SARS-CoV-2 RNA stability 
after 12 months of storage and provide useful insights into the stability of viral RNA samples stored long-term for retrospective genomic surveillance.
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INTRODUÇÃO

Desde 2020, o mundo enfrenta a pandemia da doença 
do coronavírus 2019 (COVID-19), uma doença respiratória 
grave causada pelo coronavírus da síndrome respiratória 
aguda grave 2 (SARS-CoV-2). O SARS-CoV-2, um vírus per-
tencente à espécie Betacoronavirus pandemicum e ao gênero 
Betacoronavirus, foi isolado pela primeira vez em Wuhan, 
China.(1) Houve ampla mobilização científica e sanitária vol-
tada ao controle e tratamento da COVID-19, e o diagnóstico 
rápido da infecção viral tem sido crucial para uma resposta 
emergencial eficaz.(2)

O diagnóstico laboratorial de infecções virais pode ser 
realizado por diferentes métodos, incluindo a detecção do 
genoma viral por meio de testes de amplificação de ácidos 
nucleicos (NAATs). Também podem ser utilizados ensaios imu-
nológicos para detecção de antígenos virais ou da presença 
de anticorpos específicos do paciente, além de abordagens 
menos comuns, como a visualização do vírus por microscopia 
eletrônica e a detecção por métodos de cultura celular.(3,4) Os 
NAATs apresentam maior sensibilidade e especificidade em 
comparação com os ensaios imunológicos, além de serem 
mais rápidos e menos complexos do que os métodos de 
cultura celular e a microscopia eletrônica.(5,6)

O SARS-CoV-2 possui um genoma de RNA de fita sim-
ples de sentido positivo, com aproximadamente 29,9 kb, 
que codifica 13 quadros de leitura abertos (Open Reading 
Frames — ORFs).(7) A detecção do RNA viral em amostras 
de pacientes por RT-qPCR, uma metodologia de NAAT, tem 
sido universalmente utilizada como método padrão-ouro 
para confirmar a infecção viral. Um elemento fundamen-
tal do método de RT-qPCR é a etapa inicial de extração e 
purificação do ácido nucleico viral a partir das amostras do 
paciente. Diversas amostras do trato respiratório (como saliva, 
swabs nasofaríngeos, escarro e fluido brônquico) têm sido 
utilizadas para a extração de RNA.(2,8) Como o genoma viral 
é uma molécula de RNA, a detecção envolve uma etapa de 
transcrição reversa (RT) para sintetizar DNA complementar 
(cDNA) a partir do genoma de RNA e, subsequentemente, 
uma reação em cadeia da polimerase em tempo real para 
amplificar sequências específicas de cDNA utilizando primers 
específicos para os genes e sondas fluorescentes.(9)

As principais limitações da RT-qPCR estão relacionadas 
a problemas na coleta das amostras, no armazenamento das 
amostras e nas etapas iniciais de extração/purificação do RNA, o 
que pode levar à potencial degradação do RNA e à contaminação 

por inibidores da PCR. Além disso, mutações genômicas podem 
resultar em redução da sensibilidade do método.(10) Ademais, 
a qualidade e a estabilidade do RNA genômico viral consti-
tuem fatores críticos para estudos retrospectivos de vigilância 
genômica após longos períodos de armazenamento.(11-18) 
A estabilidade de produtos biológicos durante o congelamento 
em temperaturas ultrabaixas pode ser influenciada por diversos 
fatores, como o volume da amostra, que afeta diretamente a 
velocidade e o tempo de congelamento. Além disso, os efeitos 
da crioconcentração e do estresse mecânico associados ao 
processo de congelamento desempenham papel importante 
na estabilidade do material biológico.(12)

Considerando a importância da manutenção da integri-
dade das amostras para estudos retrospectivos de vigilância 
genômica, este trabalho teve como objetivo avaliar a estabili-
dade do RNA do SARS-CoV-2 armazenado em água ultrapura 
a -80°C por até 24 meses utilizando RT-qPCR.

MATERIAL E MÉTODOS

O RNA genômico do SARS-CoV-2 foi extraído e purificado 
a partir de amostras de swabs nasofaríngeos utilizando o 
sistema automatizado Maxwell Rapid Sample Concentrator Ins-
trument (Promega®, Estados Unidos) e o RSC Viral Total Nucleic 
Acid Purification Kit (Promega®, Estados Unidos), resultando 
em um eluato final de 75 µL de água ultrapura livre de DNase/
RNase, de acordo com as instruções do fabricante. Após a 
extração/purificação, as amostras foram imediatamente 
submetidas à detecção do RNA viral, para fins diagnósticos 
no tempo zero, e posteriormente armazenadas a -80°C em 
um ultrafreezer ULT (Indrel Scientific®, Brasil).

Para este estudo, amostras contendo RNA do SARS-CoV-2 
detectado por RT-qPCR, provenientes de pacientes sintomáti-
cos, sem ciclos prévios de congelamento-descongelamento, 
com valor de cycle threshold (Ct) < 35, e armazenadas por seis, 
12, 18 ou 24 meses a -80°C foram selecionadas aleatoriamente 
(n = 20 por período). A detecção dos alvos N e ORF1ab do 
SARS-CoV-2 foi realizada por RT-qPCR utilizando o One Step/
COVID-19-IBMP Kit (Instituto Brasileiro de Biologia Molecular 
do Paraná, Brasil), de acordo com as instruções do fabricante, 
em um termociclador QuantStudio 3 (ThermoFisher Scienti-
fic®, Estados Unidos). As sondas empregadas foram FAM para 
ORF1ab, HEX/VIC para o gene N, e ROX para o controle interno 
da extração de RNA (IC). Controles positivos e negativos para 
os alvos gênicos avaliados foram incluídos em todos os ensaios 
de RT-qPCR para garantir a confiabilidade dos resultados.
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Os valores de Ct foram avaliados quanto à normalidade 
pelo teste de Anderson–Darling, seguido de teste t pareado. 
O coeficiente de variação (CV) dos valores de Ct foi avaliado 
para os alvos do SARS-CoV-2 (N e ORF1ab) e para o controle 
interno (IC) no tempo zero e após seis, 12, 18 ou 24 meses de 
armazenamento. Adicionalmente, as amostras foram analisa-
das em duplicata, em duas placas independentes de RT-qPCR.

Foi adotado nível de significância de p < 0,05 para 
as análises. A análise estatística foi realizada utilizando o 
software GraphPad Prism versão 9.0.0 (Inc., San Diego, CA, 
Estados Unidos). Este estudo foi aprovado pelo Comitê de 
Ética em Pesquisa da Universidade Federal da Paraíba (UFPB) 
(número 4.026.905).

RESULTADOS

Conforme apresentado na Tabela 1, não houve diferença 
significativa entre o valor médio de Ct do alvo de controle 

interno humano (IC) no tempo zero quando comparado 
aos intervalos de seis, 12 e 18 meses. Entretanto, após 24 
meses de armazenamento (28,00 ± 0,33 para 29,22 ± 0,70), 
observou-se aumento significativo no Ct médio para o IC.

Nas análises dos alvos do SARS-CoV-2, observou-se um 
aumento no valor de Ct para o gene N após 18 meses (22,35 
± 4,40 para 23,45 ± 4,23) e 24 meses (24,20 ± 3,7 para 25,75 ± 
3,38) quando comparado ao tempo zero. Além disso, a detec-
ção do gene ORF1ab não apresentou variação significativa 
ao longo de dois anos; não houve diferença significativa no 
valor médio de Ct para ORF1ab após 24 meses em compa-
ração ao tempo zero.

Todos os alvos do SARS-CoV-2 apresentaram aumento do 
coeficiente de variação médio. Entre os alvos do SARS-CoV-2, 
o menor CV médio foi 2,64% (gene N após seis meses) e o 
maior foi 4,19% (ORF1ab após seis meses). O controle interno 
(IC) também apresentou aumento no CV médio, com 3,46% 
(após 18 meses) e 6,16% (após seis meses).

Tabela 1
Análise da estabilidade do RNA do SARS-CoV-2 em diferentes períodos de armazenamento.

Alvo Períodos de armazenamento (Média ± DP) (n = 20 por período) Valor de p* Coeficiente de variação (Média ± DP)

  Tempo zero 06 meses    

Controle interno 25,40 ± 6,80 27,40 ± 4,24 0,317 6,16% ± 8,40%

N 22,90 ± 3,43 22,40 ± 3,89 0,056 2,64% ± 3,11%

ORF1ab 22,65 ± 4,73 21,58 ± 3,76 0,250 4,19% ± 3,32%

Tempo zero 12 meses    

Controle interno 28,35 ± 3,23 26,22 ± 2,21 0,050 4,47% ± 7,48%

N 23,10 ± 4,49 23,00 ± 3.92 0,803 3,15% ± 3,32%

ORF1ab 22,10 ± 3,71 22,30 ± 3,72 0,463 3,23% ± 2,10%

Tempo zero 18 meses    

Controle interno 27,10 ± 2,42 26,95 ± 6,92 0,491 3,46% ± 3,45%

N 22,35 ± 4,40 23,45 ± 4,23 0,012* 4,06% ± 4,96%

ORF1ab 22,80 ± 4,51 22,55 ± 4,45 0,675 4,37% ± 6,62%

Tempo zero 24 meses    

Controle interno  28,00 ± 0,33 29,22 ± 0,70 0,0479* 4,92% ± 1,24%

N 24,20 ± 3,70 25,75 ± 3,38 0,004** 3,83% ± 3,02%

ORF1ab 23,40 ± 4,07 24,05 ± 3,79 0,389 3,74% ± 5,46%

DP: Desvio padrão.
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DISCUSSÃO

Um estudo anterior demonstrou que amostras respirató-
rias positivas para RNA do SARS-CoV-2 podem ser mantidas 
por seis meses em temperaturas iguais ou inferiores a -70°C, 
sem comprometer a integridade das amostras.(19,20) No pre-
sente estudo, a avaliação de amostras de RNA do SARS-CoV-2 
extraídas/purificadas e armazenadas por diferentes períodos 
demonstrou que, após 12 meses de armazenamento a -80°C, 
a detecção do RNA permanece sem diferenças significativas 
na RT-qPCR, corroborando os achados de De Oliveira (2022)
(11) sobre a qualidade do RNA do SARS-CoV-2. Entretanto, o 
presente estudo demonstrou que, após 18 e 24 meses, ocor-
reram aumentos significativos no valor médio de Ct do alvo N.

Neste trabalho, o valor de Ct do alvo N apresentou 
aumento de 1,1 após 18 meses e 1,55 após 24 meses. Uma 
possível explicação para esse aumento no valor de Ct é que 
ciclos de congelamento e descongelamento (freeze-thaw) 
podem reduzir a qualidade do RNA e, consequentemente, 
aumentar o Ct. Foi relatado que múltiplos ciclos de con-
gelamento-descongelamento aumentam em 0,08 o valor 
de Ct dos alvos do SARS-CoV-2.(18) Adicionalmente, Dzung 
et al. (2020),(12) ao avaliarem a detectabilidade do RNA do 
SARS-CoV-2 em amostras de swab submetidas a ciclos de 
congelamento-descongelamento, observaram um aumento 
nos valores de Ct de 0,10 a 0,19 por ciclo para três alvos 
do SARS-CoV-2 (S, N e ORF1ab). Em outro estudo, Li et al. 
(2020)(13) relataram que ciclos de congelamento-descon-
gelamento impactaram a detecção do RNA do SARS-CoV-2 
extraído de amostras de swab nasofaríngeo, resultando em 
um aumento de 0,41 no valor de Ct do gene ORF1ab após 
um ciclo e 0,82 após dois ciclos.(13) Em contraste, no presente 
estudo, os ciclos de congelamento-descongelamento não 
constituíram variável neste estudo, uma vez que as amostras 
de RNA em água ultrapura foram testadas para SARS-CoV-2 
e armazenadas a -80°C, sendo descongeladas apenas uma 
vez ao final do período de armazenamento para avaliação 
da estabilidade do RNA.

Neste estudo, as amostras apresentaram CVs entre 2,6% 
e 4% para os alvos do SARS-CoV-2. Pesquisas anteriores 
demonstraram que amostras com valores elevados de Ct 
apresentam CVs mais altos em comparação com uma segunda 
RT-qPCR.(11,20) Amostras com Ct inicial em torno de 36 apresen-
taram CV médio de 10%, enquanto amostras com Ct inicial em 
torno de 27 apresentaram CV entre 2% e 3%.(20) No presente 
estudo, observou-se aumento do coeficiente de variação para 

os alvos N, ORF1ab e IC nas amostras com valores médios de 
Ct em todos os tempos avaliados em comparação ao tempo 
zero, conforme previamente relatado para os genes N1 e N2 
do SARS-CoV-2 após 12 meses de armazenamento.(11)

Em todos os períodos avaliados, os valores de Ct dos alvos 
gênicos do SARS-CoV-2 permaneceram abaixo de 30 ciclos, 
indicando que, mesmo com a redução da estabilidade do alvo 
N após 18 e 24 meses, os valores de Ct das amostras perma-
necem adequados para análise por sequenciamento, uma vez 
que estudos de sequenciamento do SARS-CoV-2 consideram 
Ct < 30 para alvos virais como critério de inclusão, a fim de 
obter maior rendimento de sequenciamento.(21,22) Assim, 
mesmo após longos períodos de armazenamento a -80°C em 
água, as amostras extraídas/purificadas permanecem viáveis 
para uso em estudos retrospectivos de sequenciamento do 
SARS-CoV-2 e vigilância genômica, especialmente aquelas 
inicialmente armazenadas com valores de Ct mais baixos. 
Estudos de sequenciamento do genoma do SARS-CoV-2 são 
fundamentais para fornecer informações sobre a dinâmica 
evolutiva e epidemiológica do vírus.(23,24) Além disso, a vigi-
lância genômica é necessária para monitorar a evolução e a 
disseminação do vírus, além de contribuir para a otimização 
de testes moleculares e vacinas.(25)

Este estudo apresenta limitações. A análise baseou-se 
exclusivamente nos valores de Ct obtidos por RT-qPCR, 
sem avaliações complementares da integridade do RNA. 
Além disso, o tamanho da amostra por grupo foi relativa-
mente modesto, e as condições de armazenamento podem 
não refletir condições mais variáveis, como transporte das 
amostras ou descongelamentos repetidos. Estudos futuros 
que incorporem diferentes tampões de armazenamento, 
métricas quantitativas de integridade do RNA e estratifica-
ção por carga viral poderão fornecer validação mais ampla 
desses achados.

CONCLUSÃO

Este estudo avaliou a estabilidade de amostras de RNA 
do SARS-CoV-2 armazenadas por longos períodos em água 
ultrapura a -80°C e demonstrou que permanecem adequadas 
para análise por RT-qPCR por até 24 meses, com pequenos 
aumentos nos valores de Ct após 18 meses. Esses achados 
sustentam o uso de amostras armazenadas por longos 
períodos em estudos retrospectivos de vigilância genômica e 
reforçam a importância do armazenamento em temperaturas 
ultrabaixas para biobancos de RNA viral.
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