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RESUMO 

 

Evaristo, M. O impacto da SARS-CoV-2 na medicina transfusional: avaliação da 
soroprevalência e da carga viral em doadores de sangue. 2023. Dissertação 
(Mestrado) – Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, 
Ribeirão Preto, 2023. 
 
Em dezembro de 2019, um surto de pneumonia de causa desconhecida foi 
identificado em Wuhan, na China. O agente etiológico se tratava de um vírus nomeado 
como Vírus da Síndrome Respiratória Aguda Grave (SARS-CoV-2). Este foi o terceiro 
surto de infecções respiratórias virais causadas por β-coronavírus a nível mundial. 
Esta infecção é predominantemente caracterizada como uma infecção do trato 
respiratório e o contato com gotículas respiratórias e aerossóis de uma pessoa 
infectada é o principal meio de transmissão do vírus, causando a doença denominada 

no COVID‐19 que pode apresentar manifestações clínicas diversas, desde 
assintomáticos até sintomas graves do trato respiratório. Embora não haja evidências 
sobre a replicação viral do SARS-CoV-2 nas células do sangue periférico, este vírus 
pode se disseminar para outros órgãos utilizando a circulação sanguínea, portanto, a 
possibilidade de transmissão transfusional de SARS-CoV-2 pode ocorrer. A 
transfusão de sangue é um procedimento indispensável nos cuidados com a saúde, 
contudo, é uma prática que não está isenta de riscos. Os riscos são multifatoriais e a 
segurança do paciente pode ser comprometida principalmente pelo risco de 
transmissão de agentes infecciosos virais via transfusão. Para detectar a presença de 
vírus transmissíveis por transfusão em doadores de sangue foi implantado os testes 
de ácidos nucleicos (NAT) e testes sorológicos para detecção de anticorpos. Este 
estudo apresenta informações relevantes no contexto da transmissão transfusional, 
uma vez que o objetivo do projeto é determinar a soroprevalência e avaliar a presença 
do RNA de SARS-CoV-2 no plasma de doadores de sangue do Hemocentro de 
Ribeirão Preto do ano de 2020. A análise de soroprevalência apresentou 4,8% 
(31/646) de positividade. Já a análise de detecção de RNA de SARS-CoV-2 por RT-
PCR apresentou positividade de 3,07% (11/358) em amostras de plasma e o cálculo 
do número de cópias genômicas de SARS-CoV-2 (cópias/μL) nestas amostras 
apresentaram quantificação entre 5,1x10³ e 4,1x10⁵  cópias/μL. Nossos achados 
indicam uma baixa prevalência de RNAemia de SARS-CoV-2 no plasma de doação 
de sangue e, quando detectado, o RNA viral está em baixa concentração nesta 
amostras. Mesmo em doadores de sangue que não apresentam alta carga virêmica 
de SARS-CoV-2, conhecer a carga viral, e não somente um resultado detectado/não 
detectado em um teste qualitativo, pode fornecer orientação sobre a transmissão 
transfusional. Embora sejam necessários estudos adicionais sobre a 
transmissibilidade, vários estudos não mostraram infecciosidade por baixa carga viral 
SARS-CoV-2 em doadores de sangue. 
 
Palavras-chave: SARS-CoV-2; Transmissão transfusional; Carga viral; 
Soroprevalência. 
  



 
 

ABSTRACT 

 

Evaristo, M. The impact of SARS-CoV-2 on transfusion medicine: assessment of 
seroprevalence and viral load in blood donors. 2023. Thesis (Master) – Faculty of 
Medicine of Ribeirão Preto, University of São Paulo, Ribeirão Preto, 2023. 
 
In December 2019, an outbreak of pneumonia of unknown cause was identified in 
Wuhan, China. The etiological agent was treated as a virus named Severe Acute 
Respiratory Syndrome Virus (SARS-CoV-2). This was the third outbreak of viral 
respiratory infections caused by β-coronavirus worldwide. This infection is 
predominantly characterized as a respiratory tract infection and contact with respiratory 
droplets and aerosols from an infected person is the main means of transmission of 
the virus, causing the illness related to COVID-19 that can present diverse clinical 
manifestations, from asymptomatic to severe symptoms of tract infections. Although 
there is no evidence of viral replication of SARS-CoV-2 in peripheral blood cells, this 
virus can spread to other organs that use blood circulation, therefore, the possibility of 
transfusional transmission of SARS-CoV-2 may occur. Blood transfusion is an 
essential procedure in health care, however, it is a practice that is not free of risks. The 
risks are multifactorial and patient safety may be compromised mainly by the risk of 
transmission of viral infectious agents via transfusion. To detect the presence of 
transfusion-transmissible viruses in blood donors, nucleic acid tests (NAT) and 
serological tests for antibody detection were implemented. This study presents 
relevant information in the context of transfusional transmission, since the objective of 
the project is to determine the seroprevalence and evaluate the presence of SARS-
CoV-2 RNA in the plasma of blood donors from the Hemocenter of Ribeirão Preto in 
the year 2020. The seroprevalence analysis showed 4.8% (31/646) of positivity. The 
analysis of detection of SARS-CoV-2 RNA by RT-PCR showed positivity of 3.07% 
(11/358) in plasma samples and the calculation of the number of genomic copies of 
SARS-CoV-2 (copies/ μL ) in these samples were quantified between 5.1x10³ and 
4.1x10⁵  copies/μL. Our findings indicate a low prevalence of SARS-CoV-2 RNAemia 
in blood donation plasma and, when detected, viral RNA is in low concentration in 
these samples. Even in blood donors who do not have a high SARS-CoV-2 viremic 
load, knowing a viral load, not just a detected/undetected result in a qualitative test, 
can provide guidance on transfusional transmission. Although additional studies on 
transmissibility are needed, several studies have not demonstrated low viral load 
SARS-CoV-2 infectivity in blood donors. 
 
Keywords: SARS-CoV-2; Transfusion Transmission; Viral load; Seroprevalence. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 ASPECTOS GERAIS 

 

Em dezembro de 2019, um surto de pneumonia de causa desconhecida foi 

identificado em Wuhan, na China (SHEREEN et al., 2020). Os primeiros casos 

confirmados foram epidemiologicamente associados a um mercado local de animais 

vivos e frutos do mar (BURKI, 2020). O agente etiológico em questão se tratou de um 

β-coronavírus, nomeado como Vírus da Síndrome Respiratória Aguda Grave (SARS-

CoV-2, do inglês Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2). 

O SARS-CoV-2 foi descrito pela primeira vez por Zhu e colaboradores (2020) 

mediante análises de metagenômica viral, sequenciamento de genoma completo, 

reação em cadeia de polimerase (PCR) e cultura viral realizados em três amostras de 

lavagem broncoalveolar de pacientes adultos chineses com pneumonia grave.  

Este foi o terceiro surto de infecções respiratórias virais causadas por β-

coronavírus a nível mundial. A primeira foi em 2002 com o Vírus da Síndrome 

Respiratória Aguda Grave - SARS-CoV e a segunda em 2012 com o Vírus da 

Síndrome Respiratória do oriente Médio - MERS-CoV (CHANG; YAN; WANG, 2020). 

As características do SARS-CoV-2 que dão a dimensão de desafio são: alta 

transmissibilidade, elevados casos de assintomáticos circulantes, índice de 

mortalidade, baixa patogenicidade (LU et al., 2020). 

O primeiro caso confirmado da doença do coronavírus (COVID-19, do inglês 

Coronavirus disease) no Brasil, foi relatado em fevereiro de 2020 e desde então, duas 

ondas epidêmicas resultam em um número significativo e preocupante de casos em 

todo o território nacional (OLIVEIRA et al., 2020). Até o presente relatório, o país já 

conta com mais 37 milhões de casos confirmados acumulados e mais de 700 mil 

óbitos registrados pela COVID-19 (BRASIL, 2023). 

 

1.2 ESTRUTURA E MECANISMO DE INFECÇÃO DO SARS-COV-2 

 

A análise filogenética do SARS-CoV-2 classifica-o na ordem Nidovirales, da 

família Coronaviridae e gênero β-coronavírus (SHEREEN et al., 2020; PHAN, 2020). 

Os β-coronavírus apresentam genoma composto por uma molécula de ácido 

ribonucleico (RNA) de fita simples, sentido positivo, com tamanho de 
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aproximadamente 30 mil pares de base. Os vírions são envelopados e apresentam 

seis estruturas de leitura aberta funcionais (ORFs) organizadas em replicases (ORF1a 

/ ORF1b), envelope (E), membrana (M), nucleocapsídeo (N) e proteína S ou proteínas 

spike (S), a qual está projetada na sua superfície externa caracterizando a sua 

morfologia de coroa (PHAN, 2020). 

Para iniciar o processo infeccioso viral no organismo hospedeiro, é necessário 

a ligação de partículas virais a receptores de superfície celular (WANG et al., 2020).  

O SARS-CoV-2 utiliza suas proteínas S para promover esta ligação. Uma vez que 

esta proteína se liga na superfície da célula, através das atividades das proteases 

celulares que clivam as suas subunidades principais: S1 e S2, contribuindo para a 

infecção do vírus nas membranas celulares (HOFFMANN et al., 2020). O receptor 

celular utilizado por SARS-CoV-2 é a enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2) 

(LI et al., 2003) que emprega a serina protease celular TMPRSS2 para o priming da 

proteína S (GLOWACKA et al., 2011).  

O SARS-CoV-2 é predominantemente caracterizado como uma infecção do 

trato respiratório (PATEL et al., 2020), portanto o contato com gotículas respiratórias 

e aerossóis de uma pessoa infectada é o principal meio de transmissão do vírus, 

causando a doença nomeada como COVID‐19, que é semelhante a um resfriado 

comum ou gripe. O período de incubação deste vírus pode variar de 2 a 14 dias para 

o desenvolvimento de sintomas. Devido a sua alta transmissibilidade, se espalha 

facilmente entre pessoas de todas as idades, apresentando manifestações clínicas 

diversas, que vão desde ausência de sintomas (assintomáticos) até sintomas graves 

do trato respiratório (GALANTI et al., 2019; CHANG; YAN;  WANG, 2020; BACKER; 

KLINKENBERG; WALLINGA, 2020). Quando os sintomas são graves, como a lesão 

pulmonar aguda e síndrome do desconforto respiratório agudo, corre-se o risco de 

evolução da doença para insuficiência pulmonar, podendo resultar em óbito 

(SHEREEN et al., 2020).  

 

1.3 INFECÇÕES VIRAIS EM DOADORES DE SANGUE 

 

A transfusão de sangue é um procedimento que se tornou indispensável 

quando se pensa em cuidados com a saúde, contudo, é uma prática que não está 

isenta de riscos. Os riscos apresentados são multifatoriais e a segurança do paciente 

pode ser comprometida principalmente pela mortalidade e morbidade associadas à 
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transfusão em pacientes que recebem o produto sanguíneo (FERREIRA et al., 2007; 

MARTINS; NOBREGA, 2018). 

Os agentes infecciosos virais se tornaram preocupantes nos bancos de sangue 

desde a década de 1980, principalmente pela prevalência de portadores 

assintomáticos, bem como das doações de sangue durante o período de janela de 

infecções. A primeira infecção emergente de grande importância nos bancos de 

sangue foi o vírus da imunodeficiência humana (HIV, do inglês human 

immunodeficiency virus), agente etiológico da síndrome da imunodeficiência adquirida 

(AIDS) (PERKINS; BUSCH, 2010; GOODNOUGH, 2013). 

Um vírus que circule na corrente sanguínea durante a fase assintomática da 

infecção tem um potencial para ser transmitido por transfusão, independente se a fase 

infecciosa seja prolongada, por exemplo vírus da hepatite B (HBV) ou HIV, ou curta, 

como no caso do vírus do Nilo Ocidental (WNV) ou vírus da dengue (DENV). Contudo, 

para que haja suspeita de transmissão transfusional, outros fatores também devem 

ser avaliados, como: o tempo de sobrevivência e persistência do vírus no sangue ou 

componentes sanguíneos durante o período assintomático; o tempo que este 

hemocomponente é transfundido no receptor após a coleta; o mecanismo utilizado 

para causar uma infecção por via sanguínea; o estado imunológico do paciente 

transfundido e por fim se a doença foi identificada tanto no doador quanto no receptor 

do produto sanguíneo (STRAMER et al., 2009). 

Para aumentar a segurança transfusional, foram implantados os testes de 

imunoensaios e os testes de ácidos nucleicos (NAT, do inglês nucleic acid testing) nos 

bancos de sangue. Os testes de  imunoensaios, também chamados de sorológicos, 

apresentam alta sensibilidade para detectar anticorpos ou antígenos virais. Em 

complemento, o NAT detecta o ácido nucleico viral antes da soroconversão, ou seja, 

antes do aparecimento do anticorpo viral no sangue do doador  (BUSCH, 2014; 

FAUCI; MORENS, 2016; STRAMER et al., 2009; ATEF; ATEF, 2019; STRAMER et 

al., 2004; KOSAN et al., 2010). 

 

1.4 TESTES MOLECULARES E SOROLÓGICOS PARA DETECÇÃO DE SARS-

COV-2  

 

Os testes para diagnóstico laboratorial da COVID-19 são uma ferramenta 

essencial para rastrear a propagação da doença. O diagnóstico correto e preciso 
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desempenha um papel importante na contenção da doença, permitindo 

implementações de medidas de controle que limitam a disseminação do vírus através 

da identificação dos casos, isolamento e rastreamento de contactantes (UDUGAMA 

et al., 2020; ZHAO et al., 2020). 

De modo geral, as infecções assintomáticas são confirmadas quando 

realizados testes laboratoriais moleculares, para detecção do agente viral, e testes 

sorológicos, para detecção de anticorpos (NISHIURA et al., 2020). Em testes 

sorológicos, a especificidade dos anticorpos produzidos pode ser usada para 

diferenciar o período de infecção. Os três tipos de anticorpos produzidos são: IgA, IgG 

e IgM, cujo a titulação aumenta ou diminui em diferentes ocasiões. IgM aumenta 

rapidamente com a infecção e diminui logo após a eliminação da infecção, seguida 

pela produção de IgG, empregado na maioria dos testes de anticorpo, por persistir por 

mais tempo e refletir a imunidade de longo prazo, embora seja o último a aumentar 

em uma infecção. Alternativamente, a mudança de classe também pode resultar na 

formação de IgA, que é produzida principalmente por células na superfície das 

mucosas (DEEKS et al., 2020; CHAO et al., 2020). As interpretações dos testes 

sorológicos ajudam na identificação de uma infecção recente ou passada, no controle 

da disseminação da doença, na avaliação das intervenções de saúde pública (como 

isolamento social) e na identificação dos indivíduos com imunidade adquirida, além 

de ser uma ferramenta útil para detectar infecção viral em indivíduos assintomáticos 

(DEEKS et al., 2020; AMANAT et al., 2020). 

Os testes moleculares são baseados na detecção de ácidos nucléicos de 

patógenos específicos. A PCR é uma das técnicas mais utilizadas para este fim, pois 

possibilita a multiplicação de milhares de cópias a partir de uma fita de DNA molde. 

Com o avanço tecnológico, várias metodologias baseadas no princípio da PCR foram 

criadas. A técnica de Transcrição Reversa Seguida de Reação em Cadeia de 

Polimerase (RT-PCR) em tempo real é um exemplo das variações da PCR, e consiste 

na transcrição da fita de RNA em uma fita de DNA complementar (cDNA) seguida de 

amplificação por PCR. Durante o processo de PCR, a sonda hibridiza com uma 

sequência alvo localizada entre os primers direto e reverso. Durante a fase de 

extensão do ciclo de PCR, a atividade da nuclease 5' da Taq polimerase degrada a 

sonda e separa o quencher do corante supressor, gerando um sinal fluorescente. 

Deste modo ocorre a quantificação do material genético a cada ciclo (VALONES et 

al., 2009).  
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A RT-PCR em tempo real apresenta uma grande sensibilidade e especificidade 

analítica para detecção de SARS-CoV-2, sendo considerado o teste padrão ouro para 

diagnóstico laboratorial em amostras de swab nasofaríngeo (BOHN et al., 2020). 

Estudos mostram que é possível detectar o RNA de SARS-CoV-2 em amostras de 

sangue com auxílio deste método, mesmo em amostras de carga viral baixa (CHANG, 

2020). Sabe-se que a carga viral do SARS-CoV-2 no sangue pode variar de 2 a 4 

cópias log por mililitro (mL) antes do início de quaisquer sintomas, confirmando que o 

RNA viral poderia ser detectado no sangue, ainda que em carga muito menor do que 

a observada no trato respiratório ou em amostras de fezes (SUN, 2020). 

A necessidade de estudos adicionais do SARS-CoV-2 não se limita apenas às 

amostras respiratórias, mas se estende ao sangue. Os estudos até o momento têm 

sido prejudicados pela falta de quantificação da carga viral plasmática (FAJNZYLBER 

et al., 2020). Assim, é importante examinar amostras de diferentes fontes para validar 

a infecção. 

 

1.5 APRESENTAÇÃO DA PROPOSTA 

 

Diante do possível impacto que o SARS-CoV-2 poderia causar na segurança 

transfusional, a avaliação do plasma de doadores de sangue e o conhecimento da 

exposição prévia ao vírus se fez necessário. Para a compreensão desta infecção a 

partir do sangue, dois importantes questionamentos foram levantados:  

i) É possível conhecer a exposição prévia do doador de sangue ao SARS-CoV-

2? 

ii) A carga viral de SARS-CoV-2 detectada em doadores de sangue 

assintomáticos desenvolve infecção em receptores de hemocomponentes? 

A fim de responder essas perguntas, o presente estudo buscou determinar a 

soroprevalência e carga viral de SARS-CoV-2 no plasma de doadores de sangue do 

Hemocentro de Ribeirão Preto.   
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Determinar a soroprevalência e avaliar a carga viral do RNA de SARS-CoV-2 

no plasma de doadores de sangue do Hemocentro de Ribeirão Preto.  

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

a) Avaliar os anticorpos anti-SARS-CoV-2 IgG em doadores de sangue por meio de 

testes sorológicos; 

b) Avaliar a presença de RNA viral de SARS-CoV-2 nas amostras de plasma de 

doadores de sangue através do método molecular de RT-PCR em tempo real; 

c) Avaliar a presença de RNA viral de SARS-CoV-2, através do método molecular de 

RT-PCR, em amostras de plasma de doadores de sangue que relataram sintomas 

característicos da COVID-19 (Informação Pós-Doação, PDI); 

d) Quantificar a carga viral das amostras positivas para SARS-CoV-2 por RT-PCR em 

tempo real; 

e) Avaliar o potencial de replicação viral em amostras de plasma sanguíneo positivas 

para SARS-CoV-2. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 CASUÍSTICA 

 

Para o estudo prospectivo da infecção por SARS-CoV-2, foram avaliadas 

amostras de plasma e buffy coat de candidatos a doação de sangue no Hemocentro 

de Ribeirão Preto. O estudo retrospectivo foi realizado a partir de amostras de plasma 

de doadores que efetuaram doação de sangue na instituição nos anos de 2020 a 2022. 

Em paralelo, foram selecionadas amostras de bolsas de plasma sanguíneo de 

doadores que relataram sintomas característicos da COVID-19 após doação de 

sangue (Informação Pós-Doação, PDI), no Hemocentro de Ribeirão Preto e em suas 

unidades. 

 

3.2 ASPECTOS ÉTICOS 

 

Este projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital das 

Clínicas da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo 

(CAAE 36614120.5.0000.5440) (Anexo 1). Como critérios de inclusão foram 

considerados indivíduos adultos, com maioridade civil maior ou igual a 18 anos de 

idade. E como critérios de exclusão, indivíduos menores de idade, pacientes em uso 

de imunossupressores ou insuficiência renal ou hepática, neoplasias ou doenças 

autoimunes. O termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) foi aplicado aos 

participantes incluídos no estudo prospectivo. Para as amostras retrospectivas, a 

aplicação do TCLE foi dispensada e as análises foram realizadas de forma cega, por 

se tratar de amostras arquivadas, onde não houve o contato ou identificação do 

candidato (Anexo 2). 

 

3.3 ESTUDO RETROSPECTIVO - AVALIAÇÃO DA SOROPREVALÊNCIA (ANTI-IGG 

SARS-COV-2) EM DOADORES DE SANGUE NO ANO DE 2020 

 

Para detecção semi-quantitativa de anticorpos IgG específicos para a 

subunidade S1 da proteína spike do SARS-CoV-2, utilizamos o kit Anti-SARS-CoV-2 

ELISA IgG (EUROIMMUN®) de acordo com as instruções do fabricante. O ensaio de 

imunoabsorção enzimática (do inglês Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, ELISA) 
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baseia-se em reações antígeno-anticorpo detectáveis por meio de reações 

enzimáticas. A enzima usada para este ensaio foi a peroxidase, responsável por 

catalisar a reação da água oxigenada (H2O2) em H2O e O2. O teste é dividido em 

duas principais fases: Na primeira fase, o antígeno purificado (domínio S1 expresso 

de forma recombinante na linhagem celular humana HEK293) aderido aos poços da 

microplaca entra em contato com a amostra (100 µL de plasma previamente diluído 

na proporção 1:101) e é incubado por 1 hora a 37ºC. A reação antígeno-anticorpo 

ocorre em amostras que apresentam anticorpos para o SARS-CoV-2. Na segunda 

etapa, inclui-se um segundo anticorpo específico para a imunoglobulina humana (100 

µL de conjugado enzimático: anti-IgG humano marcado com peroxidase), com 

incubação de 30 minutos a 37ºC. Ao adicionar o substrato na reação (100 µL de 

solução de cromógeno) ocorre uma reação de cor após incubação de 30 minutos em 

temperatura ambiente (18°C a 25°C) protegido da luz. A intensidade da cor produzida 

é proporcional à concentração de anticorpos na amostra de plasma. Ao finalizar a 

incubação do substrato, adicionou-se 100 µL de solução de parada (que contém ácido 

sulfúrico) com o objetivo de parar a reação enzimática. A medida fotométrica da 

intensidade da cor foi realizada em um comprimento de onda de 450 nm e um 

comprimento de onda de referência entre 620 nm e 650 nm dentro de 30 minutos após 

a adição da solução de parada. Neste protocolo utilizamos controle positivo e 

negativo, juntamente com o calibrador do próprio kit, para garantir interpretação dos 

resultados. Os resultados foram calculados a partir da Densidade Óptica (DO), onde 

a razão (amostra/calibrador) foi interpretada da seguinte forma: <0,8 não-reagente; 
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≥0,8 a <1,0 inconclusivo; ≥1,1 reagente. Consideramos resultados inconclusivos como 

não-reagentes para as análises estatísticas. 

 

3.4 DETECÇÃO DE RNA DE SARS-COV-2 EM AMOSTRA DE PLASMA PELO 

TESTE DE RT-PCR 

 

Este ensaio foi realizado em quatro modelos de estudo: I- estudo prospectivo 

em doadores de sangue no período de outubro/2020 a abril/2021; II- estudo 

retrospectivo em doadores de sangue com informação pós doação; III- estudo 

retrospectivo em doadores que realizaram doação de sangue no período de 

dezembro/2021 a janeiro/2022; IV- pacientes internados com COVID-19. 

 

3.4.1 Extração do RNA- método automatizado 

 

Para a etapa de extração de RNA viral, utilizamos o protocolo de extração 

automatizada com o equipamento Loccus Extracta 32 e Extracta Kit – RNA e DNA 

Viral (MVXA-P016FAST). A extração do RNA viral se baseia em etapas de lise, 

ligação, lavagem e eluição dos ácidos nucléicos através da camada de dióxido de 

silício que reveste as beads magnéticas e adsorve moléculas negativamente 

carregadas, promovendo a sua ligação com as moléculas de ácidos nucleicos 

presentes na amostra. Na etapa de lise, adicionamos 5 µL de proteinase K e 100 µL 

de amostras de plasma ou buffy coat em aproximadamente 200 µL de tampão de lise 

para iniciar a extração do RNA viral. Posteriormente, ocorre a ligação por afinidade do 

RNA às beads magnéticas. A última etapa compreende a eluição do RNA viral extraído 

em tampão de eluição. O processamento da reação ocorre em 28 minutos. O volume 

de RNA é eluído em aproximadamente 30 µL com > 95% (em 100 cópias) de acurácia 

de purificação.  

 

3.4.2 Extração do RNA - Método manual 

 

Utilizamos o protocolo de extração manual Qiamp Viral Mini kit (QIAGEN) 

conforme instruções do fabricante. Este protocolo promove a extração do RNA viral 

com a combinação das propriedades de ligação seletiva a uma membrana à base de 
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gel de sílica. Inicialmente, 140 µL de plasma é lisado utilizando 5,6 µL do carrier e 560 

µL de AVL Buffer, sob condições altamente desnaturantes para inativar RNAses e 

garantir o isolamento de RNA viral intacto. Em seguida, utilizamos 560 µL de Etanol 

100%  a fim de  fornecer a ligação ideal do RNA à membrana à base de gel de sílica. 

O RNA se liga à membrana e os contaminantes são lavados em duas etapas, usando 

dois tampões de lavagem diferentes: 500 µL de Buffer AW1 e 500 µL de Buffer AW2. 

Por fim, o RNA foi eluído em 60 µL de tampão AVE Buffer, pronto para uso direto ou 

armazenamento em freezer -20 °C. 

 

3.4.3 RT-PCR - método Center for Disease Control and Prevention (CDC) 

 

Realizamos a amplificação do RNA de SARS-CoV-2 seguindo as instruções do 

Center for Disease Control and Prevention (CDC) para análise das amostras de 

plasma e buffy coat. Neste protocolo, os iniciadores e sondas foram desenhados para 

as regiões do nucleocapsídeo do vírus (N1 e N2) e RNAse P (controle endógeno) em 

formato singleplex. Para o preparo da reação foi utilizado GoTaq Probe 1-Step RT-

qPCR System (Promega). Para cada 1 mL de GoTaq Probe qPCR master mix (2X) foi 

adicionado 2 µL de corante de referência carboxi-X-rodamina - CXR. A reação foi 

preparada nos seguintes volumes: 6,3 µL de GoTaq Probe qPCR master mix + CXR; 

0,3 µL de GoScript RT Mix para 1-Step RT-qPCR; 0,2 µL de iniciadores forward e 0,2 

µL de iniciadores reverse; 0,2 µL de sondas. O volume total de mix utilizado foi 7,4 µL 

e o volume de RNA utilizado foi de 5,1 µL. Os seguintes ciclos e temperaturas foram 

utilizados para a amplificação dos genes virais: 30 minutos a 45°C para transcrição 

reversa, seguidos por 45 ciclos a 95°C por 2 minutos, 95°C por 15 segundos e 60°C 

por 1 minuto. Em todas as reações foram adicionados controles negativos e positivos 

para validação dos resultados. As reações foram realizadas no equipamento Applied 

Biosystems 7500. 

 

3.4.4 RT-PCR - método comercial GeneFinderTM COVID-19 plus RealAmp Kit 

(OSANG Healthcare) 

 

A amplificação do RNA de SARS-CoV-2 pela reação de RT-PCR também foi 

realizada de acordo com o kit comercial GeneFinderTM COVID-19 plus RealAmp Kit 

(OSANG Healthcare) em formato multiplex, com iniciadores e sondas específicas para 
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os genes: N (nucleocapsídeo), E (envelope), RdRp (RNA polimerase dependente de 

RNA) e Controle Interno (RNAse P). Para o preparo da reação foi utilizado 10 µL de 

COVID-19 Plus Reaction Mixture, 5 µL de COVID-19 Plus Probe Mixture e 5 µL de 

RNA, com volume final da reação de 20 µL distribuídos em placa óptica de 96 poços. 

Os seguintes ciclos e temperaturas para a amplificação foram utilizados: 50°C por 20 

minutos para transcrição reversa, seguidos por 95°C por 5 minutos e 45 ciclos de: 

95°C por 15 segundos e 58°C por 1 minuto para PCR, totalizando 115 minutos de 

reação. Em todas as reações foram adicionados controles negativos e positivos para 

validação dos resultados. As reações foram realizadas no equipamento Applied 

Biosystems 7500.  

 

3.4.5 Estudo prospectivo de RNA-SARS-CoV-2 em plasma de doadores de 

sangue 

 

Foram selecionados 323 doadores de sangue que realizaram a doação no 

período de outubro de 2020 a abril de 2021 para realização do teste molecular para 

detecção do SARS-CoV-2 em amostras de plasma e buffy coat. Inicialmente, 

amostras de sangue total foram centrifugadas a 2.500 rpm por 10 minutos e, com 

auxílio de uma pipeta pasteur, o plasma e o buffy coat foram coletados e armazenados 

em tubos eppendorf de 1,5 mL. O RNA foi extraído conforme descrito no item 3.4.1 

(método automatizado). Para a amplificação do material genético, utilizamos o 

protocolo descrito no item 3.4.4 (método comercial).  

 

3.4.6 Estudo retrospectivo de RNA-SARS-CoV-2 em plasma de doadores de 

sangue 

 

Selecionamos 358 amostras de plasma para esta análise, referentes a 

doadores de sangue que realizaram doação entre dezembro de 2021 e janeiro de 

2022. Para realizarmos o teste molecular de RT-PCR, o RNA foi extraído conforme 

descrito no item 3.4.1 (método automatizado). Para a amplificação do material 

genético, utilizamos o protocolo descrito no item 3.4.4 (método comercial). 

 

3.4.7 Estudo retrospectivo em doadores de sangue com informação pós-doação 

(PDI) 
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Selecionamos 43 doadores de sangue que relataram a presença de sintomas 

característicos da COVID-19 até 15 após a doação de sangue no período de 2020 a 

2022. As amostras foram coletadas da bolsa de plasma congelado resultante da 

doação de sangue no Hemocentro de Ribeirão Preto e suas unidades. Para 

realizarmos o teste molecular de RT-PCR, o RNA foi extraído conforme descrito no 

item 3.4.1 (método automatizado). Para a amplificação do material genético, 

utilizamos o protocolo descrito no item 3.4.4 (método comercial). 

 

3.5 ANÁLISE DA REPLICAÇÃO VIRAL A PARTIR DE PLASMA POSITIVO PARA 

SARS-COV-2 

 

Para investigar a possibilidade do SARS-CoV-2 replicar-se a partir do plasma 

humano, foram selecionadas três amostras de plasma para isolamento viral em 

células Vero-CCL81. Estas amostras foram obtidas de pacientes internados em 

condição clínica grave de COVID-19, com resultado positivo no teste de detecção do 

SARS-CoV-2 pela técnica de RT-PCR em amostra de plasma de acordo aos critérios 

de interpretação estabelecidos pelo protocolo CDC (item 3.4.3). O isolamento viral em 

amostras de plasma sanguíneo e avaliação do potencial de replicação foi realizado 

conforme descrito por ARAÚJO e colaboradores (2020). Estes experimentos foram 

realizados em colaboração com Prof. Dr. Edison Durigon do Instituto de Biociências 

da Universidade de São Paulo. 

O cultivo for realizado utilizando o meio de cultura DMEM (Gibco) suplementado 

com 10% de soro fetal bovino (do inglês, Fetal Bovine Serum, FBS) (Vitrocell 

Embriolife) em estufa a 37° C em uma atmosfera de 5% de CO2 e 95% de ar úmido. 

Primeiramente, as células foram inoculadas em frasco T 25 cm² (Greiner) a uma 

densidade de 5 × 10⁵  células/mL. As células foram cultivadas por 24 horas e, 

posteriormente, a monocamada foi lavada três vezes com meio DMEM livre de soro. 

O volume de 500 μL das amostras de plasma foi adicionado sobre a cultura de células 

e incubado durante 1 hora. Em seguida, o volume foi completado para 5 mL com 

DMEM suplementado com 2,5% de SFB e 1% de penicilina-estreptomicina. Este 

cultivo foi feito por até 72 horas para análise de efeito citopático (CPE). O 

sobrenadante foi coletado a cada 24 horas para avaliar o potencial de replicação viral 

por RT-PCR e microscopia óptica. 
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3.6 ANÁLISE DA CARGA VIRAL EM AMOSTRAS DE PLASMA POSITIVAS PARA 

SARS-COV-2 

 

A quantificação absoluta da carga viral por RT-PCR foi realizada utilizando um 

material de referência, para definir os melhores parâmetros de  sensibilidade analítica 

e dos limites de detecção dos ensaios de amplificação de testes de ácido nucléico 

(NAT) para SARS-CoV-2. O padrão utilizado trata-se de um isolado de vírus inativado 

da Inglaterra/02/2020 do First WHO International Standard for SARS-CoV-2 RNA, 

comercializado pelo National Institute for Biologicals Standards and Control, Reino 

Unido- NIBSC code:20/146. Este padrão foi preparado para conter 1x10⁸  genomas 

de SARS-CoV-2 por mL e, após reconstituído em 0,5 mL de água ultrapura, obteve-

se a concentração final de 7,70 Log¹⁰  UI/ml, conforme recomendação do fabricante.  

Inicialmente, foi realizada a construção de uma curva padrão para quantificação 

da carga viral de SARS-CoV-2 em amostras de plasma. A extração do padrão foi 

realizada utilizando o método manual Qiamp Viral Mini kit (QIAGEN) (item 3.4.2). Em 

seguida, o RNA foi então quantificado em ng/µL através de um espectrofotômetro 

(NanoVue Plus - Healthcare Life Sciences). O número absoluto de cópias de RNA foi 

inferido a partir do cálculo da constante de Avogadro. Após quantificação do RNA, o 

material foi diluído em água nuclease free, com diluição em série por 10 vezes até o 

número de 314 cópias de RNA. Para a amplificação, utilizamos os conjuntos de 

iniciadores e sondas para os ensaios de RT-PCR em formato singleplex (protocolo 

CDC e como alvo a região N2 do nucleocapsídeo) e multiplex (protocolo 

GeneFinderTM COVID-19 plus RealAmp Kit e como alvo o gene N - nucleocapsídeo) 

descritos nos itens 3.4.3 e 3.4.4, além de 5 μL de cada diluição do padrão. v) Os dados 

de execução foram analisados com o software SDS v2.4 (Applied Biosystems, Thermo 

Fisher Scientific) e o limite do ciclo (Ct, do inglês cycle threshold) foi calculado como 

a interseção entre uma curva de amplificação e a linha de base do sinal de fundo.  
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4 RESULTADOS 

 

4.1 ESTUDO RETROSPECTIVO - AVALIAÇÃO DA SOROPREVALÊNCIA (ANTI-IGG 

SARS-COV-2) EM DOADORES DE SANGUE NO ANO DE 2020  

 

Durante o ano de 2020, o estudo avaliou uma amostragem representativa de 

4,7% (646/13.824) do total de doações no ano de 2020. As análises sorológicas 

representam até 14,30% do número de doações de sangue realizadas no Hemocentro 

(sede) durante o ano de 2020 (143/999 no mês de janeiro). Os resultados sorológicos 

reagentes representam até 25,71% (9/35 no mês de setembro) do ensaio sorológico 

e até 0,78% (9/1145 no mês de setembro) das doações de sangue no ano de 2020 

(Tabela 1). 

 

Tabela 1 – Percentual de amostras de doadores de sangue submetidas à detecção de anticorpos IgG 
anti-SARS-CoV-2 frente ao número total de doações de sangue realizadas no Hemocentro de 

Ribeirão Preto (sede), mês a mês, no ano de 2020. 

Meses 
Doações de 

sangue 

Testes de sorologia 
realizados 

Sorologia IgG reagentes  
% sorologia 

IgG/nº 
doações 

n 
% (por 

doações de 
sangue) 

n 
% (por 
testes 

realizados) 

Janeiro 999 143 14,30 1 0,69 0,10 

Fevereiro 1373 60 4,36 0 0,00 0,00 

Março 1455 55 3,78 0 0,00 0,00 

Abril 1095 33 3,01 1 0,69 0,09 

Maio 953 47 4,93 5 3,03 0,52 

Junho 1253 42 3,35 1 2,38 0,07 

Julho 1213 40 3,29 0 0 0 

Agosto 979 78 7,96 5 6,41 0,51 

Setembro 1145 35 3,05 9 25,71 0,78 

Outubro 1174 31 2,64 4 12,9 0,34 

Novembro 1196 46 3,84 3 6,52 0,25 

Dezembro 989 36 3,64 2 5,55 0,2 

Na Tabela 1, apresentamos o percentual de amostras de doadores de sangue submetidas ao teste 
sorológico para detecção de anticorpos IgG anti-SARS-CoV-2 frente ao número total de doações de 
sangue realizadas no Hemocentro de Ribeirão Preto (sede), mês a mês, no ano de 2020. *% de testes: 
Percentual de testes realizados. Fonte: O próprio autor. 

 

Trinta e uma das 646 amostras de plasma apresentaram resultados reagentes, 

o que representa uma taxa de positividade de 4,8%. Por outro lado, 609 das 646 

amostras de plasma mostraram resultados não reagentes, totalizando 94,3%. Seis 
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(0,9%) amostras foram classificadas como inconclusivas devido aos valores obtidos 

no cálculo da razão de densidade óptica (DO) na leitura da absorbância (Figura 1). 

 

Figura 1 – Gráfico de setores indicando a soroprevalência de anticorpos IgG anti-SARS-CoV-2 em 
doadores de sangue no ano de 2020. 

 
A figura 1 apresenta os resultados da análise sorológica para detecção de anticorpos IgG anti-SARS-
CoV-2 em doadores de sangue do Hemocentro de Ribeirão Preto (sede) no ano de 2020. Dentre os 
resultados, destacados na figura pela cor cinza-claro, 4,8% apresentaram resultados reagentes (n= 31), 
e 94,3% representam o número de amostras que apresentaram o resultado não-reagente (n= 609, 
destacados pela cor cinza-escuro. Os resultados interpretados como inconclusivos estão 
representados pela cor preta (n= 6) e representam 0,9%. Fonte: O próprio autor. 

 

Observamos que o primeiro caso notificado na cidade de Ribeirão Preto 

ocorreu em março de 2020, assim como os casos de COVID-19 notificados por meio 

de diagnóstico molecular em amostras de swab nasofaríngeo. Neste ano, o número 

de casos aumentou gradativamente, atingindo o pico em julho, conforme relatado pela 

Secretaria Municipal de Saúde de Ribeirão Preto (Secretaria Municipal de Saúde, 

2020) (Figura 2).  
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Figura 2 – Distribuição do número de casos de COVID-19 notificados pela Secretaria Municipal de 
Saúde de Ribeirão Preto no ano de 2020 e a soroprevalência observada em doadores de sangue no 

mesmo período. 

 
Na figura 2, o gráfico apresenta em barras listradas o número de casos notificados pela secretaria 
municipal de saúde em cada mês do ano de 2020 na cidade de Ribeirão Preto. O primeiro caso foi 
notificado em março de 2020. A linha em cor preta representa a contagem de resultados reagentes, 
conforme o mês, no teste sorológico anti-SARS-CoV-2-IgG de doadores de sangue que realizaram a 
doação no ano de 2020 no Hemocentro de Ribeirão Preto. Fonte: O próprio autor. 

 

4.2 DETECÇÃO DO RNA DE SARS-COV-2 EM PLASMA DE DOADORES DE 

SANGUE 

 

A análise de detecção molecular de RNA-SARS-CoV-2 foi conduzida em duas 

etapas: estudo prospectivo com 323 amostras analisadas e estudo retrospectivo com 

358 amostras analisadas. Foram analisadas 681 amostras de plasma de candidatos 

aptos à doação. A seguir, estão apresentados os resultados dos estudos. 

 

4.2.1 Estudo prospectivo em doadores de sangue  

 

A detecção de RNA de SARS-CoV-2 no estudo prospectivo foi realizada em 

323 amostras de plasma e buffy coat, referentes a doadores que realizaram a doação 

de sangue no Hemocentro de Ribeirão Preto (sede) entre outubro de 2020 a abril de 

2021.  

A reação de RT-PCR multiplex, tinha os seguintes alvos: E gene: proteína do 

envelope; N gene: proteína do nucleocapsídeo; RdRp gene: RNA polimerase 

dependente de RNA; IC: controle interno (RNAse P). Conforme os resultados obtidos 



31 
 

nesta análise, não houve presença de amplificação dos alvos nesta reação (Tabela 

2). É importante ressaltar que todas as amostras apresentaram amplificação do IC: 

controle interno (RNAse P), o que valida o processo de extração e amplificação. O 

valor médio do Ct para o IC foi de 33,55 nas amostras de plasma e 26,48 nas amostras 

de buffy coat. 

 

Tabela 2 – Valores de cycle threshold (Ct) dos genes virais E, N, RdRp e RNAse P resultantes da 
detecção de SARS-CoV-2 por RT-PCR no plasma e no buffy coat de doadores de sangue, no período 

de outubro de 2020 a abril de 2021. 

 

Nº de 

Doadores 

Detecção de SARS-CoV-2 em RT-PCR 

plasma  (Ct médio) buffy coat (Ct médio) 

E gene N gene RdRp IC E gene N gene RdRp IC 

323 Indetectável Indetectável Indetectável 33,55 Indetectável Indetectável Indetectável 26,48 

Na Tabela 2, apresentamos os resultados observados na detecção de SARS-CoV-2 por RT-PCR, do 
estudo prospectivo, onde os alvos são: E gene: proteína do envelope; N gene: proteína do 
nucleocapsídeo; RdRp gene: RNA polimerase dependente de RNA; IC: controle interno (RNAse P). 
*Ct: limiar do ciclo. Fonte: O próprio autor. 

 

4.2.2 Estudo retrospectivo em doadores de sangue  

 

A detecção de RNA de SARS-CoV-2 no estudo retrospectivo foi realizada em 

358 amostras de plasma de doadores de sangue. Estes doadores realizaram a doação 

de sangue no Hemocentro de Ribeirão Preto (sede) no período de dezembro de 2021 

a janeiro de 2022.  

Nesta análise de detecção multiplex, com os mesmos alvos analisados no item 

anterior, os resultados observados neste grupo de amostras mostraram uma 

positividade de 3,07% (11/358), com valores de Ct entre 24,85 a 39,92 (Tabela 3).  
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Tabela 3 – Valores de cycle threshold (Ct) dos genes virais E gene, N gene, RdRp e do IC:  controle 
interno (RNAse P), resultantes da detecção molecular em 11 doadores de sangue no Hemocentro de 

Ribeirão Preto, no período de dezembro de 2021 a janeiro de 2022. 

Protocolo GeneFinderTM COVID-19 plus RealAmp Kit 

Doadores IC E gene N gene RdRp Resultado 

1 34,94 Indetectável 39,59 Indetectável Positivo 

2 35 Indetectável 39,66 Indetectável Positivo 

3 35,02 Indetectável 39,65 Indetectável Positivo 

4 31,2 Indetectável Indetectável 35,65 Positivo 

5 32,96 41,68 42,45 32,48 Positivo 

6 33,56 Indetectável Indetectável 32,9 Positivo 

7 32,27 Indetectável 37,19 39,92 Positivo 

8 30,54 Indetectável Indetectável 28,76 Positivo 

9 32,4 Indetectável Indetectável 32,62 Positivo 

10 33,41 Indetectável 39,71 Indetectável Positivo 

11 27,05 29,01 Indetectável 24,85 Positivo 

A tabela 3 apresenta os resultados da detecção de SARS-CoV-2 por RT-PCR, do estudo retrospectivo, 
onde os alvos são: E gene: proteína do envelope; N gene: proteína do nucleocapsídeo; RdRp gene: 
RNA polimerase dependente de RNA; IC: controle interno (RNAse P). *Ct: limiar do ciclo. Fonte: O 
próprio autor. 

 

A interpretação dos resultados do ensaio multiplex está baseada no valor de Ct 

obtido na reação. O resultado é considerado positivo quando apresenta valor de Ct 

inferior a 40 em pelo menos um dos genes virais e com valor de Ct inferior a 35 no IC: 

controle interno.  

Com o objetivo de confirmar a positividade dos resultados do teste multiplex, 

realizamos também o ensaio com deteção singleplex - Center for Disease Control and 

Prevention (CDC), onde os alvos são: N1 gene: região N1 da proteína do 

nucleocapsídeo; N2 gene: região N2 da proteína do nucleocapsídeo e IC: controle 

interno (RNAse P). Nesta análise, a positividade foi de 1,4 % (5/358), onde os valores 

de Ct observados apresentaram-se entre 32,78 a 36,34 (Tabela 4). 
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Tabela 4 – Valores de cycle threshold (Ct) dos genes virais N1, N2 e do controle interno (IC) RNAse 
P resultantes da detecção molecular em 5 doadores de sangue no Hemocentro de Ribeirão Preto, 

utilizando protocolo Center for Disease Control and Prevention (CDC). 

Protocolo Center for Disease Control and Prevention (CDC) 

Doadores IC N1 N2 Resultado 

1 31,81 32,78 35,93 Positivo 

2 32,1 34,79 36,34 Positivo 

3 31,77 33,71 33,58 Positivo 

4 30,07 34,45 Indetectável Positivo 

5 32,34 33,27 Indetectável Positivo 

A tabela 4 apresenta os resultados da detecção de SARS-CoV-2 por RT-PCR, do estudo retrospectivo, 
onde os alvos são: N1 gene: região N1 da proteína do nucleocapsídeo;  N2 gene: região N2 da proteína 
do nucleocapsídeo; IC: controle interno (RNAse P). *Ct: limiar do ciclo. Fonte: O próprio autor. 

 

As condições para interpretação dos resultados utilizando este ensaio 

singleplex está baseada no valor Ct obtido na reação. E assim como no protocolo 

mencionado anteriormente, neste protocolo, um resultado positivo é definido quando 

o valor Ct apresenta-se inferior a 40 em pelo menos um dos genes virais e inferior a 

35 na análise do IC: controle interno. Esta interpretação também inclui a presença de 

uma curva de amplificação sigmoidal nos alvos detectados. 

 

4.2.3 Estudo retrospectivo em doadores de sangue com informação pós-doação 

(PDI) 

 

A detecção do RNA de SARS-CoV-2 foi realizada em 43 amostras de plasma 

de doadores de sangue que relataram a presença de sintomas característicos da 

COVID-19 até 15 após a doação de sangue, entre agosto de 2020 a maio de 2021. 

Não houve detecção dos alvos de SARS-CoV-2 nas amostras analisadas (Tabela 5). 

É importante ressaltar que todas as amostras apresentaram amplificação do IC, o que 

valida o processo de extração e amplificação. O valor médio do Ct para o IC foi de 

32,87 (Tabela 5). 
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Tabela 5 – Valores de cycle threshold (Ct) dos genes virais E gene, N gene, RdRp e do IC:  controle 
interno (RNAse P), relativo ao estudo retrospectivo de SARS-CoV-2 no plasma de doadores de 

sangue com informação pós-doação no Hemocentro de Ribeirão Preto. 

Detecção de SARS-CoV-2 em RT-PCR - plasma 
(Ct médio) 

Nº de Doadores E gene N gene RdRp IC 

43 Indetectável Indetectável Indetectável 32,87 
 
A tabela 5 apresenta os resultados observados na detecção de SARS-CoV-2 por RT-PCR, do estudo 
retrospectivo, onde os alvos são: E gene: proteína do envelope; N gene: proteína do nucleocapsídeo; 
RdPd gene: RNA polimerase dependente de RNA; IC: controle interno - RNAse P. *Ct: limiar do ciclo. 
Fonte: O próprio autor. 

 

4.3 ANÁLISE DA REPLICAÇÃO VIRAL DE SARS-COV-2 A PARTIR DE AMOSTRAS 

DE PLASMA SANGUÍNEO 

 

O isolamento do SARS-CoV-2 foi avaliado em três amostras de plasma de 

indivíduos infectados usando uma metodologia similar ao estudo realizado por Cappy 

e colaboradores (2020). As amostras de plasma foram obtidas de pacientes 

internados em estado clínico grave com infecção por SARS-CoV-2, e foram coletadas 

em novembro de 2020.  

Antes de realizar o isolamento em culturas de células, para confirmar a 

positividade das amostras, realizamos a detecção de SARS-CoV-2 por RT-PCR. As 

amostras apresentaram valores de Ct entre 33,47 e 36,96 para os alvos de SARS-

CoV-2 e valores de Ct abaixo de 30 para o alvo IC (Tabela 6). 

 

Tabela 6 – Valores de cycle threshold (Ct) dos genes virais N1, N2 e do controle interno (IC) RNAse 
P das amostras de plasma sanguíneo de indivíduos infectados com SARS-CoV-2, cultivadas em 

células de linhagem Vero-CCL81. 

Detecção de SARS-CoV-2 em RT-PCR - plasma (Ct) 

Amostra N1 gene N2 gene RNAse P 

1 33,47 36,96 24,31 

2 35,89 35,82 28,54 

3 33,71 34,87 27,98 

 
A tabela 6 apresenta os resultados observados na detecção de SARS-CoV-2 por RT-PCR das amostras 
submetidas ao estudo de potencial de replicação viral de SARS-CoV-2 em amostras de plasma, onde 
os alvos são: N1 gene: região N1 da proteína do nucleocapsídeo;  N2 gene: região N2 da proteína do 
nucleocapsídeo; IC: controle interno (RNAse P). *Ct: limiar do ciclo. Fonte: O próprio autor. 
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Estas amostras de plasma foram submetidas ao cultivo em células de linhagem 

Vero-CCL81 e, em cada passagem, foram mantidas por cinco dias em meio DMEM 

com alta glicose e ambiente com CO₂. Embora não houvesse evidência de efeito 

citopático, foram realizadas mais três passagens (T0, T1 e T2) e nova inoculação. Ao 

final, uma reação de RT-PCR foi realizada e, embora os resultados apresentaram 

valores de Ct acima de 37,99, o resultado foi negativo para SARS-CoV-2. A análise 

por microscopia óptica também foi realizada e não foi observada lise celular, uma vez 

que as células mantiveram-se intactas (Figura 3). 

 

Figura 3 – Análise por microscopia óptica para investigar a presença de efeito citopático em células 
Vero-CCL81 cultivadas com amostras de plasma positivas para SARS-CoV-2. 

 
A figura 3 apresenta a microscopia óptica da linha celular Vero CCL81, após T0, T1 e T2 pós-
inoculação, mostrando a ausência de efeitos citopáticos causados pelo SARS-CoV-2 a partir das 
amostras de plasma de 3 pacientes positivos para SARS-CoV-2, representadas pelas figuras A, B e C. 
Ampliações originais 100X. Fonte: O próprio autor. 

 

4.4 CONSTRUÇÃO DA CURVA PADRÃO PARA ANÁLISE DA CARGA VIRAL DE 

SARS-COV-2 

 

A determinação da carga viral das amostras de plasma positivas nos ensaios 

de RT-PCR foi realizada com auxílio do padrão internacional First WHO International 

Standard for SARS-CoV-2 RNA (NIBSC code:20/146), um isolado de vírus inativado 

da Inglaterra/02/2020. Este padrão foi utilizado na construção de uma curva padrão 

de amplificação, onde o valor de Ct está inversamente relacionado à concentração do 

RNA viral na amostra clínica. 

A curva padrão utilizada para calcular a carga viral foi construída a partir de 

uma concentração de 3,1x10⁹  cópias/μL. Os valores de Ct para cada concentração 

foram determinados em duplicata, utilizando dois kits diferentes para detecção. Em 

um dos ensaios realizados utilizamos o conjunto de primers e sonda do kit comercial 

GeneFinderTM COVID-19 plus RealAmp, preparado para reações em formato 

multiplex. O alvo escolhido deste kit foi o N gene: proteína do nucleocapsídeo. Para o 
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outro ensaio realizado, utilizamos o conjunto de primers e sonda do CDC para reações 

em formato singleplex. Os alvos escolhidos deste ensaio são o N1 gene: região N1 da 

proteína do nucleocapsídeo e N2 gene: região N2 da proteína do nucleocapsídeo. Em 

ambas as curvas, a sensibilidade de detecção foi de até 3,14x10⁴  cópias/μL, com 

valor de Ct até 40,21 (Tabela 7). 

 

Tabela 7 – Valores de cycle threshold (Ct) obtidos a partir da diluição seriada do Padrão Internacional 
para o RNA de SARS-CoV-2 da Organização Mundial de Saúde (código NIBSC: 20/146) por RT-PCR 

em tempo real. 

GeneFinderTM COVID-19 plus 
RealAmp Kit 

Center for Disease Control and Prevention (CDC) 

Gene alvo: nucleocapsídeo 
(N) 

Gene alvo: região N1 do 
nucleocapsídeo 

Gene alvo: região N2 do 
nucleocapsídeo 

Diluição cópias/ 
μL 

Ct Diluição cópias/ 
μL 

Ct Diluição cópias/ 
μL 

Ct 

1º 3,1 x 10⁹  22,25 1º 3,1 x 10⁹  17,31 1º 3,1 x 10⁸  17,49 

2º 3,1x 10⁸  24,90 2º 3,1x 10⁸  20,13 2º 3,1 x 10⁷  20,86 

3º 3,1x 10⁷  28,39 3º 3,1x 10⁷  23,76 3º 3,1 x 10⁶  25,12 

4º 3,1 x 10⁶  31,14 4º 3,1 x 10⁶  27,30 4º 3,1 x 10⁵  29,17 

5º 3,1 x 10⁵  35,48 5º 3,1 x 10⁵  31,14 5º 3,1 x 10⁴  33,40 

6º 3,1 x 10⁴  40,21 6º 3,1 x 10⁴  34,86    

 
A Tabela 7 apresenta a validação da curva padrão utilizando o Padrão Internacional para o RNA de 
SARS-CoV-2 da Organização Mundial de Saúde (código NIBSC: 20/146) para quantificação da carga 
viral de SARS-CoV-2 por RT-PCR. A diluição seriada do padrão foi realizada a partir do número de 
cópias virais/μL calculadas a partir da concentração de RNA. Para esta validação utilizamos dois 
ensaios: i) protocolo GeneFinderTM COVID-19 plus RealAmp Kit (OSANG Healthcare) com escolha do 
seguinte alvo: N gene: proteína do nucleocapsídeo. ii) protocolo CDC, onde os alvos são: N1 gene: 
região N1 da proteína do nucleocapsídeo; N2 gene: região N2 da proteína do nucleocapsídeo; IC: 
controle interno (RNAse P). **Ct: limiar do ciclo. ***cópias/μL: número de cópias genômicas virais por 
microlitro. Fonte: O próprio autor. 

 

A reta de regressão linear das curvas padrão para os genes analisados 

apresentaram os seguintes parâmetros: slope: correspondente à eficiência de 

amplificação da reação de PCR com base na inclinação da reta, apresentou valores: 

-3,47, -3,57 e -3,43 para os genes N, N1 e N2, respectivamente. Já o parâmetro Y-

intercept, que corresponde ao limite teórico de detecção da reação, variou entre 49,26 

e 48,76 para o ensaio singleplex e 54,21 para o ensaio multiplex. Na análise do 

parâmetro de coeficiente de correlação (R²), para medir a linearidade da curva, houve 

uma oscilação de 0,998 e 0,989. A Eficiência de amplificação para os conjuntos de 

primers e sonda analisados nos dois protocolos apresentou um percentual de 90,59% 

a 95,69% (Figura 4). Após avaliar a performance dos ensaios, seguimos com o ensaio 
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específico para o alvo N2 da proteína do nucleocapsídeo, por apresentar melhor 

reprodutibilidade. 

 

Figura 4 – Representação gráfica das curvas de amplificação e da curva validadas para a análise de 
carga viral de SARS-CoV-2 por RT-PCR em tempo real. 

 
A figura 4 apresenta as seguintes análises: (A, C, E) curva de amplificação das diluições em série (de 
3,19x10⁹  a 3,19x10⁴  cópias/μL) do padrão utilizado no ensaio com os alvos N1, N2 e N da proteína 
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do nucleocapsídeo, respectivamente. O eixo y representa a intensidade de fluorescência (△Rn) e o 
eixo x o cycle threshold (Ct) de cada diluição. (B, D, F) curva padrão construída pelos valores de Ct 
(eixo y) e valor de cópias/μL (eixo x) de acordo com os parâmetros de coeficiente de correlação (R²) 
dos alvos N1, N2 e N da proteína do nucleocapsídeo, respectivamente. *Ct: limiar de ciclo. ** cópias/μL: 
cópias genômicas virais por microlitro. Fonte: O próprio autor. 

 

4.4.1 Análise da carga viral de SARS-CoV-2 em amostras de plasma sanguíneo  

 

O cálculo do número de cópias genômicas de SARS-CoV-2 (cópias/μL) foi 

realizado em cinco amostras de plasma de doadores de sangue assintomáticos 

(amostras B-F) e em uma amostra de plasma de paciente internado por COVID-19 

(amostra A). As amostras apresentaram um número de cópias/μL entre 5,1x10³ e 

4,1x10⁵ , com média 9,3x10⁴ , desvio padrão de ± 1,6x10⁵  cópias/μL e valores de Ct 

entre 28,73 e 36,38 (Tabela 8).  

 

Tabela 8 – Quantificação da carga viral de SARS-CoV-2 em amostras de plasma de doadores de 
sangue utilizando alvo N2. 

Quantificação da carga 
viral 

Amostra cópias/μL Ct 

A 4,1 x10⁵  28,73 

B 6,2 x10⁴  32,05 

C 5,5x10⁴  32,24 

D 1,2x10⁴  34,83 

E 6,7x10³ 35,92 

F 5,1x10³ 36,38 

A Tabela 8 apresenta o valor obtido na quantificação da carga viral das amostras de plasma com níveis 
detectáveis do RNA de SARS-CoV-2. Este ensaio utilizou como alvo N2 gene: região N2 da proteína 
do nucleocapsídeo. Entre estas amostras, está a amostra A, que pertence a um paciente internado com 
COVID-19, e cinco amostras de plasma de doadores de sangue (B, C, D, E e F). *cópias/μL: cópias 
genômicas de SARS-CoV-2 por microlitro. ** Ct: limiar de ciclo. Fonte: O próprio autor. 

 

Estes dados se aproximam dos seguintes pontos de diluição da curva padrão: 

4º ponto de diluição (3,149 x 10⁵  cópias/μL) e 5º ponto de diluição (3,149 x 10⁵  

cópias/μL), conforme demonstra a figura 5. 
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Figura 5 – Curva padrão utilizada para a quantificação da carga viral de amostras de plasma com 
positividade molecular de RNA de SARS-CoV-2 utilizando protocolo singleplex. 

 
A figura 5 apresenta a curva padrão utilizando como alvo a região N2 da proteína do nucleocapsídeo. 
Esta curva foi construída pelo valor de Ct (eixo y) e o número de cópias por microlitro (cópias/μL) do 
padrão internacional (eixo x). Os pontos de diluição estão simbolizados e enumerados em pontos de 
cor vermelha. Os números de cópias/μL estão distribuídos nos seguintes pontos: O 1º ponto apresenta 
3,1 x10⁸  cópias/μL; o 2º ponto apresenta 3,1 x10⁷  cópias/μL; o 3º ponto, apresenta 3,1 x 10⁶  
cópias/μL; o 4º ponto apresenta 3,1 x 10⁵  cópias/μl e por fim, o 5º ponto de diluição apresenta 3,1 x 
10⁴  cópias/μL. As letras A, B, C, D, E e F representam a posição das amostras de plasmas citadas na 
tabela 8. Os parâmetros de análise desta curva também estão mostrados na figura: Slope= -4,013; Y- 
Intercept=  51,287; R²= 0,998.  Slope: inclinação da reta; Y- Intercept: limite teórico de detecção 
aceitável; R²: Coeficiente de correlação; Standard: pontos da curva padrão; Unknown: pontos 
representando as amostras de plasma. Fonte: O próprio autor. 

 

A reação com alvo no N2 gene, apresentou número de cópias genômicas de 

SARS-Cov-2 inferior a 4,1x10⁵  cópias/μL com detecção mínima de 5.180 cópias/μL. 

O maior número de cópias quantificadas nesta reação foi de 419.000 cópias/μL (e 

valor de Ct 29,0), pertence a uma amostra de paciente sintomático grave e positivo 

para SARS-CoV-2. Enquanto todas as cinco amostras restantes, referente a amostras 

de plasmas de doadores de sangue assintomáticos, apresentaram um número inferior 

a 62.300 cópias/μL (e valor de Ct acima de 32,0) de RNA de SARS-CoV-2. 
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5 DISCUSSÃO 

 

A segurança transfusional em um cenário de pandemia é de alta relevância, 

especialmente quando se trata de um vírus emergente. Para exemplificar, temos a 

pandemia desencadeada pelo HIV, no início da década de 1980. Este vírus 

inicialmente desconhecido apresentou capacidade de transmissão transfusional em 

doadores de sangue inicialmente assintomáticos (Centers for Disease Control and 

Prevention, 1982). Os testes moleculares para detecção de material genético viral 

(denominados como Testes de ácido nucleico - NAT), foram implantados pelos 

Estados Unidos (EUA), em meados de 1999, para detectar os doadores de sangue 

positivos e diminuir o risco de transmissão transfusional. Este cuidado reduziu a 

chance de transmissão transfusional, assim como protegeu a saúde fragilizada dos 

pacientes que receberam os hemocomponentes (Centers for Disease Control and 

Prevention, 2010).  

Os pacientes infectados por SARS-CoV-2 podem apresentar uma variedade de 

manifestações clínicas, desde a ausência de sintomas até doenças críticas (NIH, 

2023). As infecções assintomáticas referem-se àquelas com detecção do RNA de 

SARS-CoV-2 por meio de diagnóstico molecular em amostras clínicas e ausência de 

sintomas ou sinais clínicos. Diversos estudos demonstram que a infecciosidade de um 

indivíduo assintomático e sintomático pode ser equivalente, e o diagnóstico precoce 

auxilia na prevenção e no controle da transmissão da COVID-19 (LAI et al., 2020; 

CHEN et al., 2020). Assim, os indivíduos assintomáticos têm um papel fundamental 

na disseminação viral e por isso representam um possível impacto na segurança 

transfusional.  

Com a rápida disseminação do SARS-CoV-2, o risco de transmissão 

transfusional apresentou-se como desconhecido. A pandemia da COVID-19 trouxe 

grandes desafios para o banco de sangue. Dentre eles estão: à disposição dos 

candidatos à doação voluntária de sangue em meio ao cenário epidemiológico e a 

identificação do doador de sangue quando infectado por SARS-CoV-2 em condição 

assintomática (TO et al., 2020).  

Este estudo analisou a prevalência de anticorpos anti-SARS-CoV-2 em 

doadores de sangue e a presença de RNA do SARS-CoV-2 no plasma de candidatos 

voluntários à doação de sangue. Além disso, foi avaliada a carga viral no plasma e a 

capacidade de replicação do vírus a partir do plasma. Os resultados apontam que a 
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triagem de doadores de sangue para o SARS-CoV-2 não se faz necessária, uma vez 

que não foi identificado viremia no plasma com capacidade de replicação viral.   

 

5.1 AVALIAÇÃO DA SOROPREVALÊNCIA IGG EM DOADORES DE SANGUE 

 

Em nosso estudo, a avaliação da soroprevalência de anticorpos anti-SARS-

CoV-2 IgG em doadores de sangue revelou um índice de 4,79% (31/646). Em estudos 

de soroprevalência em doadores de sangue de países europeus e dos Estados 

Unidos, a detecção de anti-SARS-CoV-2 IgG mostra taxas de soroprevalência 

similares: 0,91% na Alemanha, 1,7% na Dinamarca, 2,7% na Holanda, 0,1% nos 

Estados Unidos, 4 a 5,2% na Itália e 13% no Reino Unido. As análises foram 

realizadas no mesmo período, e o número de amostras variou entre 790 a 24.000 

amostras (FISCHER; KNABBE; VOLLMER, 2020; AMIRTHALINGAM et al., 2021; 

SLOT et al., 2020; KASPERSEN et al., 2022; NG et al., 2020; VALENTI et al., 2021). 

No Brasil, a pandemia da COVID-19 iniciou-se no início de 2020 e evoluiu 

consideravelmente, com 7.465.806 casos confirmados por todo o país neste mesmo 

ano (Ministério da Saúde, 2020). A cidade de Ribeirão Preto, localizada no interior do 

estado de São Paulo, confirmou 38.985 casos neste mesmo período, sendo o seu 

primeiro caso de COVID-19 confirmado em 12 de março de 2020, que se tratava de 

um indivíduo que havia retornado de uma viagem aos Estados Unidos (Secretaria 

Municipal da Saúde, 2020). Desde o início da pandemia, o Brasil adotava medidas 

sanitárias para controle do contágio do vírus, como o isolamento e distanciamento 

social, com a suspensão de atividades não essenciais e restrição de circulação de 

pessoas, denominado lockdown (Conselho Nacional de Saúde, 2020).  

No período de fevereiro a julho de 2020, o Brasil transitava na primeira onda de 

casos notificados. O período entre novembro de 2020 a abril de 2021, considerado da 

segunda onda, foi o mais longo e letal (MOURA et al., 2022). Nos resultados do estudo 

de soroprevalência em doadores, observamos que os meses com maiores taxas na 

detecção de anticorpos anti-SARS-CoV-2 IgG são referentes aos meses de agosto, 

setembro e dezembro de 2020. 

Observamos que houve detecção de anti-SARS-CoV-2 IgG em uma amostra 

referente ao mês de janeiro de 2020. Neste período, ainda não havia notificação de 

casos de COVID-19 no país. Outros autores também relataram a detecção de 

anticorpos anti-SARS-CoV-2 IgG no Brasil no mesmo período utilizando 
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imunoensaios, mas permanecem incertos sobre a entrada do vírus antes do início das 

notificações, em fevereiro de 2020. Entre estes estudos, temos o estudo de Stringari 

e colaboradores (2021) que analisou 210 amostras de soro coletadas entre dezembro 

de 2019 e fevereiro de 2020 de indivíduos residentes no estado do Espírito Santo. Foi 

observada a detecção de anticorpos anti-SARS-CoV-2 IgG em 7 amostras, sendo 

realizado uma segunda análise para confirmação destes resultados e exclusão da 

possibilidade de reação cruzada com outros coronavírus. O estudo de Zucherato e 

colaboradores (2022) também realizou um estudo no Hemocentro de Ribeirão Preto, 

assim como nosso estudo. Em 546 amostras de plasma de doadores de sangue 

analisadas, no período entre outubro e dezembro de 2019, observaram detecção de 

anti-SARS-CoV-2 IgG em seis amostras. No entanto, a confirmação das amostras 

utilizando outro método de detecção (quimioluminescência) apresentou resultados 

negativos em todas as amostras. Os imunoensaios utilizados para detecção de 

anticorpos anti-SARS-CoV-2 IgG apresentam especificidade analítica para proteína 

S1 na família do coronavírus, porém, devido a estreita relação do SARS-CoV e do 

SARS-CoV-2, as reações cruzadas entre esses dois vírus são prováveis (Euroimmun, 

2020).  

Vale ressaltar que o nosso estudo apresenta dados de soroprevalência no 

período anterior ao início da cobertura vacinal no Brasil. Com a rápida disseminação 

do SARS-CoV-2, a doença se espalhou para todos os continentes e, como medida 

para tentar conter a disseminação de COVID-19, houve a aceleração na produção de 

vacinas para uso emergencial. O Brasil recebeu autorização da Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária (Anvisa) para uso emergencial de vacinas em janeiro de 2021. E 

em fevereiro de 2021, as vacinas começaram a ser aplicadas na população brasileira 

(CASTRO, 2021; MOURA et al., 2022). 

A imunidade natural contra o SARS-CoV-2 ocorre com a produção de 

anticorpos específicos e com a atividade de células T citotóxicas. Esta resposta é a 

responsável pela proteção do indivíduo durante a infecção (VILANOVA, 2020). Em 

indivíduos imunocompetentes, o tempo de durabilidade dos anticorpos produzidos por 

uma infecção natural de SARS-CoV-2 pode ser relativamente curto. Porém, em até 

90% desses indivíduos os anticorpos IgG produzidos podem tornar-se persistentes, 

permitindo sua detecção no sangue. Além da detecção, também é possível a 

identificação dos doadores de sangue que estiveram infectadas no passado, 
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recuperadas de doenças e possivelmente imunes antes da doação de sangue 

(VABRET et al., 2020; SHEN et al., 2020).  

O doador de sangue em condições assintomáticas ou subclínicas de uma 

doença pode apresentar-se como saudável durante a seleção, entrevista e triagem 

clínica e, portanto, não ser diagnosticado. O conhecimento sobre os casos 

assintomáticos de COVID-19 é essencial para descrever e interpretar as respostas 

epidêmicas locais, assim como identificar a proporção de doadores que já foi exposta 

ao vírus e desenvolveu anticorpos contra o SARS-CoV-2. E as amostras arquivadas 

de doadores de sangue são cada vez mais reconhecidas como de grande valor para 

monitorar retrospectivamente doenças infecciosas, especialmente doenças 

infecciosas emergentes (BUSCH et al., 2021; PIZZICHINI; PATINO; FERREIRA, 

2020).  

 

5.2 DETECÇÃO DE RNA-SARS-COV-2 EM PLASMA DE DOADORES DE SANGUE 

 

O SARS-CoV-2 infecta principalmente células do sistema respiratório, mas este 

vírus também pode passar pela fase sanguínea para disseminação pelo organismo 

humano. Uma vez presente na corrente sanguínea, o RNA viral pode apresentar-se 

detectável em amostras de plasma (CHANG; YAN; WANG, 2020; GRANT; GARSON; 

TEDDER, 2003). A detecção de RNA de SARS-CoV-2 no sangue é denominada como 

RNAemia e pode ser detectada em indivíduos com diferentes quadro clínicos, 

incluindo assintomáticos (WANG et al., 2020; VEYER  et al., 2020). 

A avaliação do risco transfusional de um patógeno emergente envolve também 

a avaliação dos seguintes critérios: i) a capacidade do patógeno desenvolver a 

infecção em humanos e se espalhar dentro das populações, ii) o indivíduo infectado 

não apresentar manifestações clínicas em sua fase virêmica, iii) a capacidade do vírus 

em se manter intacto durante o processamento e armazenamento do sangue, iv) ser 

passível de transmissão por via intravenosa e (v) estar relacionado a uma doença que 

apresente quadro clínico característico de sua infecção em pacientes que receberam 

o hemocomponente (KIELY et al., 2017). 

O nosso estudo observou uma positividade inicial de detecção de RNA-SARS-

CoV-2 em 1,51% (11/724) amostras de plasma de doadores de sangue testadas. 

Como estes resultados apresentaram valor de Ct próximo ao limite de detecção do 

protocolo utilizado, aplicamos um segundo teste, e a partir da concordância entre os 
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dois testes, a positividade confirmada foi de 0,7% (5/724). No entanto, a detecção do 

material genético não significa necessariamente que o vírus viável esteja presente nas 

amostras, pois se trata de amostra de plasma sanguíneo e de uma infecção 

predominantemente respiratória (SHARFSTEIN; BECKER; MELLO, 2020; SULE; 

OLUWAYELU, 2020). Adicionalmente, não houve relato de informação pós-doação 

de nenhuma natureza destes doadores de sangue, sugerindo que os mesmos 

permaneceram assintomáticos. De acordo com Zheng e colaboradores (2020), no 

início da infecção por SARS-CoV-2, a partir da primeira semana, a carga de RNA viral 

nas amostras de soro está aumentada, e entra em declínio no início da terceira 

semana da doença. Este RNA viral quando detectado em amostras de sangue são de 

cargas virais potencialmente baixas, perto do limite de detecção. Um estudo chinês, 

ao analisar mais de 7.400 doadores de sangue, detectou quatro indivíduos infectados 

com SARS-CoV-2, apresentando carga viral plasmática extremamente baixa: dois 

permaneceram assintomáticos e dois relataram sintomas de febre após a doação 

(CHANG, et al., 2020).  

O diagnóstico laboratorial padrão em amostras respiratórias para confirmar a 

infecção por SARS-CoV-2 são os testes moleculares de RT-PCR. Esta metodologia 

tem como alvo o genoma do patógeno, tornando-o um método específico e confiável 

(ZHOU, et al., 2020). Em ambos os protocolos de RT-PCR utilizados neste estudo, o 

limite de detecção é o valor de Ct <40 nos genes alvo. O kit utilizado foi GeneFinder 

COVID-19 Plus RealAmp kit (teste multiplex), que apresenta uma sensibilidade 

analítica de concentração 0,5 cópias do genoma/microlitro (cópias/µL) de SARS-CoV-

2, que pode ser detectada em amostras respiratórias do trato superior e escarro. O 

protocolo CDC 2019-nCoV Real-Time RT-PCR Diagnostic (teste singleplex) apresenta 

uma sensibilidade analítica de concentração de 10⁰ ˙⁵ RNA/µL. As diferenças nos 

valores de Ct ao comparar os resultados obtidos nos dois protocolos mostraram que 

houve uma variação de -8,09 a -5,26 ciclos para a análise individual do gene-alvo do 

nucleocapsídio. O método singleplex apresentou um valor de Ct menor, enquanto o 

método multiplex apresentou maior número de detecção. Esta discrepância do valor 

Ct também foi observado entre as mesmas amostras analisadas, mostrando que 

houve uma variação de -8,09 a +8,42 ciclos, sem distinção de gene alvo. Nesta 

análise, observamos que o método multiplex apresentou um número maior de 

detecções no gene do RNA polimerase dependente de RNA (RdRp) quando 

comparado ao gene do nucleotídeo.  



45 
 

O ensaio singleplex apresenta uma maior sensibilidade devido à ausência de 

competitividade entre as sondas fluorescentes durante a amplificação do material 

genético. Já nos ensaios em formato multiplex, esta competição entre as sondas de 

diferentes alvos durante a reação é maior. Esse interferente ocorre devido à presença 

de um alvo expresso em níveis mais altos, resultando em baixo desempenho dos alvos 

expresso em níveis mais baixos (HENEGARIU et al., 1997).  

Para a detecção de RNA de SARS-CoV-2, analisamos amostras de plasma de 

doadores de sangue coletadas em diferentes períodos da pandemia de COVID-19 no 

Brasil. Dentre as amostras que apresentaram positividade, observamos que o período 

de coleta era referente ao mês de janeiro de 2022. Neste período ocorria a terceira 

onda de COVID-19 no Brasil. Esta onda de transmissão foi considerada a mais curta 

(de 26 de dezembro de 2021 a 21 de maio de 2022), quando comparada à 1ª e 2ª 

ondas de casos no país (MOURA et al., 2022). O principal motivo pelo qual a 

pandemia por SARS-CoV-2 teve longa duração foi a alta capacidade de transmissão 

e adaptação deste vírus, devido às mutações na proteína S. Embora os efeitos 

decorrentes destas substituições de aminoácidos na entrada viral e nos mecanismos 

de evasão da resposta imune ainda estejam em estudo, sabe-se que algumas destas 

mutações podem afetar a dinâmica de replicação viral na célula hospedeira e, 

consequentemente, formar trocas de várias linhagens dominantes em curto período - 

menos de 2 anos de pandemia, como foi observado (TELENTI et al., 2021; KISSLER  

et al., 2021; WASHINGTON et al.; 2021; LEE et al., 2022). 

Em geral, os vírus que desencadeiam infecções respiratórias são replicados e 

disseminados pelo trato respiratório superior. Quando associados à invasão e 

replicação no trato respiratório inferior, tornam-se uma doença com quadro clínico 

grave. Quando ocorrem as mutações genéticas que otimizam o uso da ACE2 como 

receptor do vírus, como o SARS-CoV-2, favorecendo o aumento da replicação viral 

nos tratos respiratórios superiores e inferiores, o resultado pode ser tanto o aumento 

da transmissibilidade quanto o aumento da virulência, sendo este último responsável 

por tornar a doença clinicamente mais grave (TELENTI et al., 2021; HOFFMAN et al., 

2020; LETKO; MARZI;  MUNSTER, 2020). 

Com as mutações genéticas, o genoma do vírus SARS-CoV-2 passa por 

mudanças constantemente, e com isso surgem as novas variantes. Conforme o vírus 

se espalha, estas variantes podem surgir e desaparecer, ou podem persistir. As 

variantes do vírus SARS-CoV-2 são definidas, segundo a Organização Mundial da 
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Saúde (OMS), como variantes de interesse (VOI) e variantes de preocupação (VOC) 

conforme o seu potencial de transmissão e de virulência (World Health Organization, 

2020). Durante pandemia da COVID-19, as VOCs despertaram grande preocupação 

por possuírem alto potencial de transmissão ou modificações prejudiciais no contexto 

epidemiológico da COVID-19; alto potencial de virulência ou mudanças na 

manifestação clínica da doença; e/ou redução da efetividade das medidas sociais e 

de saúde pública ou dos diagnósticos, vacinas e terapias disponíveis (ZHANG et al., 

2022). A VOC predominante durante a terceira onda de pandemia no Brasil, no mês 

de janeiro de 2022, foi a Ômicron. Esta variante foi a principal responsável pela alta 

taxa de morbidade por COVID-19 no Brasil, enquanto a Gama destaca-se pela alta 

taxa de mortalidade (MOURA et al., 2022).  

A triagem em doadores de sangue para a detecção do RNA de SARS-CoV-2 

em sangue periférico foi ampliada para análise de buffy coat (camada de células 

leucocitárias) obtidas do sangue periférico, diante de estudos como o de Moustafa, 

Khalel e Aziz (2021), onde o RNA viral foi detectado em células mononucleares do 

sangue periférico (PBMC, do inglês peripheral blood mononuclear cell). Assim como 

o estudo de Feng e colaboradores (2020), que observou a presença de antígeno de 

SARS-CoV-2 em monócitos ao analisar o baço e nos gânglios linfáticos post mortem, 

com sinais patológicos de dano. Contudo, não foi esclarecido se houve replicação viral 

ativa ou fagocitose, nem se os monócitos foram infectados antes de atingir os tecidos 

linfóides secundários. Em nosso estudo, o teste molecular do buffy coat não 

apresentou evidências de RNA-SARS-CoV-2 em PBMC. 

 

5.3 CASO DE POSITIVIDADE EM DOADOR ASSINTOMÁTICO 

 

A presença de RNA viral detectado na avaliação molecular por RT-PCR nem 

sempre indica a presença do vírus infeccioso na amostra clínica. Isso é especialmente 

relevante quando os resultados da RT-PCR apresentam sinais fracos, sugerindo 

baixos níveis de RNA. Portanto, é fundamental interpretar os resultados com cautela, 

uma vez que as reações de RT-PCR não confirmam diretamente a presença do vírus 

infeccioso. Além disso, a possibilidade de resultados falso-positivos ou contaminação 

do ensaio não pode ser descartada (LONG et al., 2020; HAGMAN et al., 2021). 

Embora a transmissão predominante do SARS-CoV-2 seja através do contato 

com secreções respiratórias de indivíduos infectados, é importante considerar que 
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esse vírus pode também invadir órgãos além dos pulmões, levando à detecção de 

RNA viral no soro ou plasma de pacientes assintomáticos (LI et al., 2021). Embora 

não haja evidências de transmissão transfusional do SARS-CoV-2, há relatos de 

transfusões de componentes sanguíneos de doadores diagnosticados com COVID-

19. Por exemplo, Cho e colaboradores (2020) descreveram um paciente com anemia 

aplástica grave e em uso de imunossupressores que recebeu plaquetas de um doador 

assintomático com COVID-19. No entanto, nesse caso, não foi observada replicação 

viral que resultasse em infecção no paciente que recebeu a transfusão. 

Em resumo, os testes diagnósticos, incluindo a detecção do material genético 

viral por meio de testes NAT e a identificação de anticorpos, são ferramentas úteis 

para detectar a presença do SARS-CoV-2 em componentes sanguíneos. A avaliação 

de infecções assintomáticas por SARS-CoV-2 geralmente se concentra em indivíduos 

com alto risco de infecção, muitos dos quais são identificados devido ao contato com 

pessoas sintomáticas. Isso pode levar a uma subestimação da verdadeira extensão 

das infecções assintomáticas. Portanto, para uma avaliação mais precisa, a triagem 

em larga escala da população é a abordagem mais adequada, considerando que a 

proporção de infecções assintomáticas pode ser ainda maior nesse contexto 

(GUDBJARTSSON et al., 2020; LONG et al., 2020). 

 

5.4 POTENCIAL DE REPLICAÇÃO VIRAL DE SARS-COV-2 NO PLASMA 

 

A detecção de SARS-CoV-2 no sangue levanta questionamentos sobre a sua 

patogênese, assim como preocupações com a segurança da transfusão sanguínea. 

No contexto da avaliação do risco de transmissão do SARS-CoV-2, nosso estudo se 

propôs a avaliar a capacidade de replicação ativa do vírus obtido do sangue periférico, 

buscando responder à seguinte indagação: Uma vez que a RNAemia é detectada, é 

possível isolar o vírus ativo? O isolamento e a subsequente replicação viral in vitro 

são cruciais para monitorar e compreender a sua habilidade de causar infecção no 

organismo humano. 

Foi empregada a metodologia similar ao estudo de Cappy e colaboradores 

(2020), que investigou a presença de RNA SARS-CoV-2 no plasma sanguíneo de 

doadores de sangue que apresentaram sintomas característicos da COVID-19 após a 

doação de sangue. Em nosso estudo, a capacidade de replicação a partir de plasmas 

positivos para o RNA de SARS-CoV-2 não foi confirmada. É relevante ressaltar que 
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as amostras de plasma utilizadas em nosso estudo foram provenientes de pacientes 

com COVID-19 que exibiram sintomas graves. Embora o RNA de SARS-CoV-2 seja 

detectado no sangue, até o presente estudo, o SARS-CoV-2 infeccioso não foi isolado 

com sucesso do sangue periférico de pacientes com COVID-19.  

Diversos estudos sugerem que a presença do SARS-CoV-2 na corrente 

sanguínea é transitória e com o propósito de disseminação para células-alvo 

secundárias (XIONG et al., 2020; VERAS et al., 2020; PONTELLI et al., 2022). Assim 

como nosso estudo, Andersson e colaboradores (2020) também não obtiveram 

sucesso em cultivar SARS-CoV-2 a partir de soros positivos para o RNA viral, 

utilizando células Vero E6. 

A presença de RNA do SARS-CoV-2 detectável no sangue não 

necessariamente indica a presença de RNA viral livre, uma vez que o RNA viral no 

plasma clínico é suscetível à degradação. A ação das ribonucleases no sangue do 

hospedeiro pode levar à hidrólise do RNA viral livre, contribuindo para sua 

deterioração. Portanto, a ausência de detecção não implica necessariamente na 

ausência de infecção na amostra analisada (NELSON et al., 2004; POMAR, 

NIELSEN-SAINES, BAUD, 2021). 

Ademais, a falta de replicação do SARS-CoV-2 em amostras de plasma 

positivas sugere que a escolha de métodos adequados para o cultivo viral é um fator 

crucial. Considerando que alguns virions apresentam afinidade pelas plaquetas no 

sangue, o uso de plasma rico em plaquetas poderia ser uma alternativa mais eficaz 

para o cultivo do vírus. Contudo, são necessários estudos adicionais para confirmar 

essa hipótese, visto que ainda não há conclusão definitiva quanto à integridade e 

infecciosidade do RNA viral detectado (Jacobs et al., 2022). 

Em conclusão, no presente estudo, o isolamento viral não foi possível em 

amostras de plasma com baixa carga viral estimada. 

 

5.5 QUANTIFICAÇÃO DA CARGA VIRAL EM AMOSTRAS DE PLASMA POSITIVO 

PARA SARS-COV-2 

 

A relação entre a carga viral e a patogenicidade de um patógeno, bem como 

sua influência na gravidade dos sintomas clínicos, é um aspecto fundamental a ser 

considerado. Por isso, a quantificação absoluta da carga viral por RT-PCR é de 

extrema importância na detecção do RNA de SARS-CoV-2 em amostras de plasma 
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de doadores de sangue. Esse parâmetro nos permite entender a dinâmica viral nos 

doadores que testaram positivo para o vírus.  

Os ensaios quantitativos de RT-PCR com auxílio de um padrão de referência, 

fornece um valor de Ct, o qual é inversamente correlacionado à concentração do RNA 

viral alvo na amostra clínica. No entanto, ao estabelecer um valor de Ct ou número de 

cópias de RNA como limite de detecção, não se pode inferir que a carga viral de RNA 

detectada indique necessariamente o início ou o término da infecção (PUHACH; 

MEYER; ECKERLE, 2023). 

Ao comparar a carga viral entre os plasmas avaliados, observamos que o 

ensaio em formato singleplex apresentou maior número de amostras quantificadas e 

a menor carga viral em relação ao ensaio multiplex.  

Uma das grandes limitações a serem consideradas são os valores de Ct. A 

sensibilidade analítica e os limites de detecção em uma reação de RT-PCR 

quantitativo podem variar entre os testes e laboratórios. Sendo assim, ao aplicar o uso 

de padrões de RNA e o cálculo do número de cópias do genoma de RNA com base 

em uma curva padrão, obtém-se maior reprodutibilidade entre laboratórios e testes 

(VAN KASTEREN et al., 2020). Outra limitação importante são as diferenças de 

primers e sondas que apresentam diferentes eficiências de PCR e propriedades de 

ligação, resultando em diferenças nos valores de Ct. Por último, e provavelmente o 

ponto mais importante, é o tipo de amostra analisada. O SARS-CoV-2 é um vírus que 

causa infecções predominantemente respiratórias, mas que apresenta uma fase 

sanguínea para infectar múltiplos órgãos extrapulmonares (LEE, 2021; LI et al., 2021). 

A fase sanguínea de RNAemia foi considerada breve em alguns estudos, com duração 

de 11 a 21 dias, diminuindo ao longo de 10 dias e carga viral apresentando baixos 

níveis (ZHENG  et al., 2020; JACOBS et al. 2022). 

No presente estudo, a carga viral média detectada foi de 9,3x10⁴  cópias/μL 

(intervalo de 5.18x10³ a 4.19 x10⁵ ), com Ct mínimo de 28,73. Esta viremia 

representava cinco doadores de sangue e um paciente com quadro clínico grave. Em 

estudos semelhantes, a carga viral foi semelhante no início da infecção em pacientes 

assintomáticos e sintomáticos infectados com SARS-CoV-2; no entanto, a maioria dos 

estudos demonstrou eliminação viral mais rápida em indivíduos assintomáticos 

(CEVIK et al., 2021). Roedl e colaboradores (2021) relataram a presença de viremia 

em 76,19% dos pacientes sintomáticos analisados, com média de 2,21x10³ cópias/mL 

(intervalo de 0 a 1,30x10⁵ ). Este estudo analisou pacientes com histórico de 
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transplante de células tronco hematopoiéticas ou terapia com receptor de antígeno 

quimérico em células T. Já Olea e colaboradores (2021), com o objetivo de 

caracterizar a cinética da carga de RNA do SARS-CoV-2 no trato respiratório e no 

plasma (RNAemia viral), analisou 340 amostras de plasma e observou uma carga viral 

de 6,5 log¹⁰  cópias/mL (intervalo de 3,03 a 10,6 log¹⁰ cópias/mL).  

A utilização da corrente sanguínea para invadir outros órgãos fora do sistema 

respiratório não é exclusiva do SARS-CoV-2, sendo mais comumente detectada em 

populações gravemente doentes. Isso porque a enzima conversora de angiotensina 2 

é o receptor primário para SARS-CoV-2 e pode ser encontrada além das células do 

sistema respiratório, como as células endoteliais arteriais e venosas e em outras 

células perivasculares. Há também diversos estudos que descrevem a viremia em 

outros vírus respiratórios como o SARS-CoV-1, vírus influenza, vírus sincicial 

respiratório e adenovírus (GRANT; GARSON; TEDDER, 2003; CHOI et al., 2012; 

WAGHMARE et al., 2013; TANIGUCHI  et al., 2012; HAMMING et al., 2004; CHEN et 

al., 2020). 

Os conhecimentos atuais apontam que o SARS-CoV-2 utiliza a via sanguínea 

para atingir tecidos extrapulmonares, mas não se replica nas células sanguíneas 

periféricas. Nesta fase virêmica, ainda permanece incerto se o RNA viral detectado no 

sangue trata-se de um vírus intacto, de componentes virais como proteínas e ácidos 

nucleicos, ou de fragmentos de células infectadas. O estudo de Jacobs e 

colaboradores (2022) detalhou importantes pontos relacionados à RNAemia em 

amostras de plasma. O primeiro ponto é que o RNA viral detectado pode ser referente 

a partículas virais de vírus intactos. O segundo ponto importante de seu estudo é a 

quantificação absoluta de RNA viral a partir do uso de um padrão de RNA SARS-CoV-

2 como melhor abordagem para estimar a carga viral do que pela determinação pelo 

valor Ct obtido de uma reação de RT-PCR. Outro ponto relatado foi que a quantidade 

de RNA viral detectado no pellet da amostra (após centrifugação) foi maior do que o 

RNA viral detectado no sobrenadante da amostra de plasma. Esta observação sugere 

que não se trata de um RNA circulante livre, mas sim associado a uma partícula viral 

ou a células infectadas, uma vez que o RNA circulante livre pode ser rapidamente 

degradado durante o processo de centrifugação. Contudo, não foi possível concluir se 

o RNA viral detectado era de vírus infeccioso. 

Embora observemos uma baixa prevalência de doadores de sangue com carga 

viral detectada, não houve relato de sintomas gripais pós-doação em nenhum destes 
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indivíduos, sugerindo que permaneceram assintomáticos. É importante destacar que 

a detecção de RNA no sangue não é equivalente à infecciosidade, pois não podemos 

confirmar a capacidade do SARS-CoV-2 identificado na amostra de desenvolver uma 

infecção a partir do produto sanguíneo transfundido. Devido à carga viral muito baixa 

e ao limitado volume disponível de RNA identificado, não tentamos sequenciar nossas 

amostras para analisar a possível cepa do vírus. 

Uma característica importante em relação ao RNA viral detectado é a 

estabilidade que esse material genético pode apresentar. Diversos estudos 

detectaram o RNA viral de SARS-CoV-2 em suas análises no sangue, mas não foi 

relatado a estabilidade deste vírus em amostras sanguíneas: um estudo de Chang, 

Yan e Wang (2020), que analisou mais de 7.000 amostras de sangue de doadores de 

sangue, detectou a presença de RNA viral em apenas quatro amostras. Cappy e 

colaboradores (2020) que relataram RNA SARS-CoV-2 positivo em três doadores de 

sangue. Yao com seus colaboradores (2021) observaram a fase virêmica SARS-CoV-

2 em pacientes doentes e detectaram o material genético viral em células 

imunológicas como monócitos, macrófagos e endotélio vascular. Shen e 

colaboradores (2021) sugeriram a infecção de SARS-CoV-2 em plaquetas e 

megacariócitos independente da interação com o receptor ACE2, embora não foi 

totalmente esclarecida essa possibilidade.  

O período e a forma de armazenamento (temperatura de congelamento) da 

amostra de plasma é um requisito importante que pode interferir indiretamente nos 

valores de Ct na reação de amplificação. Contudo, há estudos que sugerem que a 

carga viral de SARS-CoV-2 na análise de viremia em hemocomponentes não mantem-

se intacto durante o processamento e armazenamento do sangue (Centers for 

Disease Control and Prevention, 2021; PUNCHOO; BHOORA,; BANGALEE, 2022; 

KIELY et al., 2022). 

Para todas as análises do nosso estudo, utilizamos amostras arquivadas em 

um período de até um ano após coleta entre as análises. E sugerimos que as amostras 

que não mantiveram suas reprodutibilidades nas análises de detecção de RNA de 

SARS-CoV-2, pode ter perdido a estabilidade do material genético. O nosso estudo 

não tinha como objetivo avaliar a estabilidade do RNA.  

Diante do desconhecimento sobre a disseminação do vírus SARS-CoV-2 nos 

bancos de sangue, os serviços de saúde atenderam as normas e diretrizes 

estabelecidas para prevenir o contágio pelo novo coronavírus. Estas medidas 
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adotadas pelos bancos de sangue durante a pandemia, sem o afastamento do 

candidato, incluíram uma série de intervenções para garantirem o aumento da 

esterilização em todo o processamento do sangue para reduzir a transmissão do vírus 

(CAI; et al., 2020). Além dos processos de triagem do candidato a doação, a 

implementação da seleção e o questionamento de doadores são aplicados para 

identificar e eliminar doadores com fatores de risco conhecidos. Outras medidas 

adotadas pelos centros de coleta de sangue são os procedimentos para obter 

informações após a doação (PDI) e para recuperar produtos sanguíneos não 

utilizados de doadores que manifestem sintomas clínicos, recebam diagnóstico de 

infecção ou relembrem informações de risco pouco tempo após a doação (KWON et 

al.; 2020). 

No atual cenário, após diversos estudos publicados sobre a hemovigilância 

sobre a COVID-19, a relação entre a carga viral de SARS-CoV-2 detectada em plasma 

e a progressão da doença (inflamação sistêmica e aumento do risco de morte) 

especialmente em indivíduos assintomáticos apresenta risco mínimo de transmissão 

transfusional (LEBALNC et al., 2020; KATZ, 2020; OWUSU et al., 2021; BAKKOUR et 

al., 2021; JACOBS et al., 2022; LECAM et al., 2022).  
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6 CONCLUSÃO 

 

Nossos achados indicam uma baixa prevalência de RNAemia de SARS-CoV-2 

no plasma de doação de sangue e, quando detectado, o RNA viral está em baixa 

concentração nestas amostras. Mesmo em doadores de sangue que não apresentam 

alta carga virêmica de SARS-CoV-2, conhecer a carga viral, e não somente um 

resultado detectado/não detectado em um teste qualitativo, pode fornecer orientação 

sobre a transmissão transfusional. Embora sejam necessários estudos adicionais 

sobre a transmissibilidade, vários estudos não mostraram infecciosidade por baixa 

carga viral SARS-CoV-2 em doadores de sangue.  
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Anexo I – Aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa. Este trabalho está vinculado 
ao projeto SARS-CoV-2 e o impacto na transmissão transfusional. 
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Anexo II – Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para coleta e guarda de 
material biológico. 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO E PARA GUARDA  DE 

MATERIAL BIOLÓGICO  

Título da pesquisa: SARS-CoV-2 E O IMPACTO NA TRANSMISSÃO 

TRANSFUSIONAL.  

Pesquisadores responsáveis: Profa. Dra. Simone Kashima Haddad, Dra. Elaine 

Vieira Santos e Mariane Evaristo.  

Telefone para contato: (16) 2101-9300 ramal 9606, 9680 ou 9532.  

O(a) senhor(a) está sendo convidado(a) a participar, como voluntário, em uma 

pesquisa. Após ser esclarecido(a) sobre as informações a seguir, no caso de aceitar 

fazer parte deste estudo, assine ao final deste documento em duas vias. Caso o(a) 

senhor(a) não aceite participar da pesquisa, não será penalizado(a) de forma alguma 

e seu atendimento não será prejudicado na Instituição.  

O objetivo da pesquisa é estudar a infecção causada pelo Coronavírus (COVID-

19) e melhorar os diagnósticos clínicos de indivíduos acometidos por esta doença. 

Caso concorde em participar, o (a) senhor(a) deverá permitir a coleta de uma amostra 

de sangue total. Não haverá nenhuma despesa, nenhum ganho financeiro e nenhum 

prejuízo aos indivíduos que participarem deste estudo.  

Os riscos ou desconfortos da pesquisa são relacionados à coleta de sangue, 

por exemplo, um desconforto passageiro devido a picada da agulha. Para minimizar 

os riscos as coletas serão realizadas por profissionais experientes da área de 

enfermagem com materiais descartáveis e estéreis.  

Os benefícios esperados da pesquisa são de auxiliar-nos a melhorar o 

diagnóstico clínico em indivíduos infectados pelo coronavírus. No entanto, não 

existem benefícios diretos aos participantes do estudo.  

Sua participação nesta pesquisa é voluntária e o(a) senhor(a) tem liberdade 

para deixar de participar a qualquer momento, é só avisar algum dos pesquisadores. 

Caso não aceite participar do seu tratamento no Hospital será o mesmo.  

Será mantido sigilo absoluto dos dados obtidos individualmente neste estudo, 
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para assegurar a privacidade dos participantes. Caso o(a) senhor(a) se sinta 

prejudicado(a) em participar desta pesquisa, o(a)senhor(a) poderá buscar 

indenização de acordo com as normas vigentes no país. 

Os pesquisadores estarão disponíveis para qualquer dúvida a qualquer 

momento durante o estudo e o sr.(a) tem a garantia de acesso aos resultados da 

pesquisa.  Caso tenha dúvidas sobre aspectos éticos desta pesquisa o(a) senhor(a) 

também poderá entrar em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital 

das Clínicas da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto-USP. Um Comitê de Ética 

em Pesquisa (CEP) é composto por um grupo de pessoas que são responsáveis por 

supervisionar pesquisas em seres humanos que são realizadas na instituição e tem 

a função de proteger e garantir os direitos, a segurança e o bem-estar de todos os 

participantes de pesquisa que se voluntariaram a participar da mesma. O CEP do 

Hospital das Clínicas e da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto é localizado no 

subsolo do hospital e funciona de segunda a sexta-feira, das 8:00 às 17:00hs, 

telefone de contato (016) 3602-2228. Esta pesquisa está vinculada ao biorrepositório 

COVID-19 criado no Hospital das Clínicas de Ribeirão Preto ou na Faculdade de 

Medicina de Ribeirão Preto-USP com o objetivo de guardar amostras de células 

sanguíneas, DNA, RNA e plasma para complementação diagnóstica e utilização 

futura em pesquisas. Gostaríamos de convidá-lo (a) a autorizar a coleta, o depósito, 

o armazenamento e a utilização do material biológico humano composto por células 

sanguíneas, DNA, RNA e plasma para fins de pesquisa e análise científica.   

Este material será coletado durante o atendimento no Hemocentro de Ribeirão 

Preto e na Unidade Especial para o Tratamento de Doenças Infecciosas do Hospital 

das Clínicas da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto (UEDTI-HCFMRP). Após 

coletado será guardado em biorrepositório localizado no Laboratório de COVID-19 do 

Hemocentro de Ribeirão Preto, Rua Tenente Catão Roxo, 2501, Ribeirão Preto, São 

Paulo, Telefone (16) 2101-9300 ramal 9606, 9680 ou 9532, onde as amostras serão  

armazenadas por tempo indeterminado. Os pesquisadores responsáveis pela equipe 

se comprometem a identificar as amostras e os dados coletados de modo que garanta 

o seu sigilo e a sua confidencialidade, para isso a sua amostra de células sanguíneas, 

DNA, RNA e plasma será identificada por meio das iniciais COV e números 

sequenciais.  

Quanto ao material, será coletado 5 mL (1 colher de chá) de sangue. Em 

decorrência da coleta pode ocorrer um desconforto passageiro devido a picada da 
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agulha  ou o aparecimento de mancha roxa no local da picada da agulha de coleta 

do material.  Para amenizar os riscos e desconfortos será realizada a compressão 

local e se necessário o uso de compressas frias para atenuar a dor local.  

Sua participação é voluntária, tendo liberdade de aceitar ou não que sua 

amostra seja guardada, sem risco de qualquer penalização ou prejuízo no 

atendimento que lhe for prestado. O (A) Sr. (a) também tem o direito de retirar seu 

consentimento de guarda e utilização do material biológico armazenado a qualquer 

momento.   

Solicitamos também os dados de contato do(a) senhor(a), para que seja 

possível encontrá-lo(a) posteriormente. Através dos contatos, garantimos fornecer as 

informações de seu interesse, além de receber eventuais benefícios provenientes do 

estudo com seu material biológico. Sua autorização será solicitada, se necessário, 

para o descarte do material armazenado em caso de amostras coaguladas ou com 

hemólise.  

Declaramos para os devidos fins que a cada a nova pesquisa o Sr.(a) será 

contatado para a utilização do seu material biológico armazenado neste 

biorrepositório, e também a nova pesquisa será submetida à aprovação do Comitê 

de Ética em Pesquisa (CEP) institucional e, quando for o caso, da Comissão Nacional 

de Ética em Pesquisa (CONEP).  

Solicitamos seus dados de contato e sua assinatura, tendo recebido as 

informações acima, para confirmação de aceitação de participação. Também 

afirmamos que uma via deste documento, devidamente assinada e rubricada, será 

entregue ao senhor (a).  

Dados do participante:  

Nome:______________________________________,RG:________________,  

Endereço:__________________________________________________, 

nº_________,  Bairro ____________________, cidade ______________, telefone 

________________   

Abaixo também seguem os dados de contato do pesquisador responsável, 

caso o(a) senhor(a) tenha alguma dúvida posteriormente.   
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Nome do participante:____________________________________________ 

Assinatura:_______________________________ data:_________________  

Nome do participante:____________________________________________ 

Assinatura:_______________________________ data:_________________  

 

Dados do responsável legal ou testemunha (caso aplicável):  

Nome legível:____________________________________________________ 

Assinatura:____________________________________data: ______________ 


