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COVID-19: FATORES PRE-ANALITICOS EM RT-PCR DE PROTOCOLO
ALTERNATIVO UTILIZADO NO MUNICIPIO DE JABOTICABAL/SP

RESUMO - Os sintomas da covid-19 séo inespecificos, o que dificulta
seu diagnastico clinico. A técnica molecular (RT-PCR) é a escolha padrao-ouro para
o diagndstico laboratorial. Por meio do diagndstico precoce da doenca € possivel
monitorar o paciente, produzindo progndésticos mais favoraveis, além da importancia
epidemioldgica de rastreamento dos casos positivos com indicacdo de isolamento de
infectados e seus contactantes. Contudo, existem determinados fatores pré-analiticos
que poderiam predizer os resultados de testes e que merecem atencdo. Por esse
motivo, o presente estudo analisou os fatores pré-analiticos da RT-PCR de protocolo
alternativo. Os fatores analisados foram idade, sexo, raga, sintomas relatados,
comorbidades, parametros clinicos, periodo da sintomatologia clinica e qualidade da
colheita da amostra (gene GAPDH). Utilizando 400 prontuéarios de pacientes atendidos
no Centro de Atendimento ao Coronavirus (CAC) no Municipio de Jaboticabal/SP,
determinou-se quais apresentaram associacdo com os resultados dos exames, por
meio da técnica de regressdo logistica simples e multivariavel. As variaveis
significativas foram “alteragdo de olfato e/ou paladar’ e “tosse”, com P < 0,05.
Portanto, sdo sintomas frequentemente presentes, sendo indicativos na triagem para
solicitar exame diagndstico e, em casos de disturbio olfatorio, isolamento precoce e
prolongado do paciente.

Palavras-chave: pandemias, covid-19, diagnéstico, vigilancia epidemioldgica, saude
publica;



COVID-19: PRE-ANALYTICAL FACTORS IN RT-PCR OF AN ALTERNATIVE
PROTOCOL USED IN JABOTICABAL CITY, STATE OF SAO PAULO

ABSTRACT - The symptoms of covid-19 are nonspecific, which makes
its clinical diagnosis difficult. The molecular technique (RT-PCR) is the gold standard
choice for laboratory diagnosis. Through early diagnosis of the disease, it is possible
to monitor the patient, producing more favorable prognoses, in addition to the
epidemiological importance of tracking positive cases with indication of isolation of
infected and their contacts. However, there are certain pre-analytical factors that could
predict test results that deserve attention. For this reason, the present study analyzed
the pre-analytical factors of alternative protocol RT-PCR. The factors analyzed were
age, sex, race, reported symptoms, comorbidities, clinical parameters, period of clinical
symptoms and quality of sample collection (GAPDH gene). Using 400 medical records
of patients treated at the Coronavirus Care Center (CCC) in the city of Jaboticabal,
state of S&o Paulo, it was determined which ones were associated with the test results,
using the simple and multivariate logistic regression technique. The significant
variables were “alteration of smell and/or taste” and “cough”, with P < 0.05. Therefore,
these symptoms are frequently present, being indicative in screening to request a
diagnostic test and, in cases of olfactory disorder, early and prolonged isolation of the
patient.

Keywords: pandemic, COVID-19, diagnosis, epidemiological surveillance, public
health;
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1. INTRODUCAO

A covid-19, doenca de origem zoondtica, surgiu como um novo desafio
a ciéncia, mudando completamente a dindmica da sociedade moderna, inclusive em
como lida-se com os testes de diagndstico. A demanda de diagnésticos para a covid-
19 cresceu de forma exponencial, muito rapidamente, o que nao permitiu preparo e
estudos suficientes para que se criasse uma padronizacdo dos exames. Ao longo do
tempo, foram realizados estudos epidemiolégicos para que se criassem e
planejassem estratégias de acgao direcionadas, com o intuito de conter o nimeros de
infectados nesta terrivel pandemia. Tais medidas, como distanciamento social, uso de
mascaras, higienizacdo constante das maos, entre outros, puderam conter a
expansdo da doenca até um certo ponto. Eram necesséarias vacinas eficazes e
aprovadas pelos 6rgaos de saude, distribuidas e aplicadas de forma igualitaria entre
0s paises, para que se pudesse, de fato, frear a disseminacao da doenca. As vacinas
aprovadas se concentraram em poucos paises e novas variantes do virus foram
surgindo ao redor do globo. O atraso da vacinacdo e o negacionismo de parte da
populacdo quanto ao avanco cientifico das ultimas décadas gerou uma mudanca no
perfil epidemiolégico da covid-19. Por um longo periodo, a unido entre vigilancia
epidemioldgica, com testes de diagndstico confiaveis, e monitoramento de envolvidos
foram os Unicos aliados no combate a pandemia da covid-19. No atual momento, com
a disponibilizacédo de vacinas no Brasil, ganhou-se um grande refor¢co nesta batalha,
mas ndo deve-se abandonar os primeiros combatentes que permanecerao essenciais

até o fim da pandemia.

Diante do exposto e do cenario epidemioldgico precoce do Municipio de
Jaboticabal/SP que desencadeou medidas de controle e prevencédo da COVID-19 de
forma precoce no Municipio, diferentemente dos demais municipios da regidao, o
presente trabalho analisou os fatores pré-analiticos que influenciaram o diagndstico
molecular, protocolo alternativo de RT-PCR, em pacientes atendidos no Centro de
Atendimento ao Coronavirus (CAC) no Municipio de Jaboticabal/SP, no periodo de 29
de Junho a 29 de Outubro de 2020.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 A covid-19

O novo coronavirus foi identificado em Wuhan (China) ao final de 2019
como a causa de um surto de doenca respiratoria (“Severe Acute Respiratory
Syndrome — Related Coronavirus 2” ou SARS-CoV-2), mas em fevereiro de 2020, a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) nomeou a doenca como “Coronavirus
Disease 19” (covid- 19). Sua disseminacgao ocorreu rapidamente no territério chinés,
tornando-se uma epidemia de grande expressédo. Atingiu inUmeros outros paises ao
redor do globo terrestre e, apés espalhar-se por todos os continentes, em 11 de
marco de 2020, a OMS declarou que se tratava de uma pandemia (Mclntosh et al.,
2020; World Health Organization, 2020a; World Health Organization, 2020b). Apds
9 dias do anuncio da OMS, o Ministério da Saude do Brasil reconheceu o estado de
transmissdo comunitaria em todo o territorio nacional (Ministério da Saude, 2020a).

O SARS-CoV-2 foi isolado pela primeira vez em trés lavagens
broncoalveolares de pacientes de Wuhan, no dia 30 de dezembro de 2019. Apds
sequenciamento e analise evolucionaria, o virus foi considerado como parte dos
Bcoronavirus. Sua analise filogenética indica que o SARS-CoV-2 compartilha 79,5%
e 50% de identidade génica com o SARS-CoV e 0 MERS-CoV, respectivamente (Zhu
N et al., 2020). O virus é uma particula de diametro de 60 a 100 nm, sendo redondo
ou oval. Possui RNA+ (diregao 5°3’), envolto em nucleocapsideo proteico fosforilado
(N), e o nucleocapsideo encontra-se dentro de uma membrana de bicamada lipidica.
A membrana lipidica é coberta por duas proteinas spikes diferentes (S e HE), e entre
elas ha a proteina de membrana (M) e a proteina de envelope (E) (Wu F et al., 2020).
O SARS-CoV-2 pode ser inativado por exposi¢gdes a raios UV ou temperaturas de
56°C por 30 minutos, sendo também sensivel a desinfetantes como éter, etanol 75%,

cloro, acido peracético e cloroformio (Wei Pei-Fang, 2020).

Estudos buscaram compreender a patogenicidade da doenca,



sugerindo que o virus entra nas células humanas através do receptor ECA Il (enzima
conversora de angiotensina Il), encontrado com maior expressividade no epitélio
pulmonar e intestinal (Hamming I, 2004). Tal interacao justificaria o fato de um dos
principais sintomas ser respiratorio (Chen J, 2020; Khan S et al., 2020). Como o
receptor ECA Il é abundante também em epitélio intestinal (intestino delgado), foi
evidenciada a presenca de virus viaveis em fezes de pacientes com covid-19,
indicando a possibilidade de transmissé&o por via oral-fecal (Han Y e Yang H, 2020).
A fim de descobrir o potencial de infeccdo do SARS-CoV-2 em humanos, foi
realizada uma analise do sitio de ligacdo ao receptor da proteina S que se conecta
com a ECA Il. A evidéncia biofisica e estrutural sugere que a proteina S
provavelmente se liga ao receptor humano com afinidade 10 a 20 vezes maior do
que o0 SARS-CoV (Wrapp D, 2020).

Um estudo gendmico demonstrou que a origem do virus em humanos
parece ser zoonotica. Em meio a crise de saude publica causada pela covid-19 é
importante saber sua origem, pois entender como o virus ultrapassou os limites
interespécies pode ajudar em futuras prevencdes de novas zoonoses (Andersen KG,
2020). A fase inicial de uma doenca epidémica € o momento ideal para que a
vigilancia molecular possa gerar informagdes sobre o rastreamento e controle do
virus. Além disso, 0s genomas virais podem ajudar a projetar diagnosticos
moleculares eficazes, além de auxiliar no desenvolvimento da vacina (Park DJ et al.,
2015; Gire SK et al., 2014). Os padrbes de transmissdo do virus no Brasil foram
investigados por meio de andlise filogenética dos primeiros seis casos de
coronavirus no pais, concluindo que a passagem anterior foi a Italia (Jesus JG et al.,
2020).

2.2 Medicina veterinaria e as pandemias

O médico veterinario é profissional essencial da area da salde, de
acordo com a resolugdo n° 218 do Ministério da Saude que os reconhece como
profissionais de saude de nivel superior, além da resolucdo n® 287 que relaciona 14
categorias profissionais de saude de nivel superior para fins de atuacdo no CNS

(Conselho Nacional de Saude). O conceito e os principios da “Saude Unica” néo s&o



novos. Na verdade, as ameacas e consequéncias que surgem da indissociabilidade
entre saude animal, satde humana e saude ambiental tém sido, ha muitos anos, a
base de eventos que moldam a histéria. A interface entre ecossistemas, populagfes
animais e as populagcdes humanas sempre existiu (Evans BR e Leighton FA, 2014).
A salude e manutencao sustentavel da vida selvagem nas reservas naturais, através
da observacao, pesquisa e interpretacao de dados resultantes desta visdo holistica do
processo saude-doenca, sdo mutuamente interdependentes com a saude das

comunidades e do gado ao seu redor, por exemplo (Osofsky et al., 2005).

A combinacdo de disturbios ecoldgicos, mudancas na paisagem,
comportamentos humanos e fatores de saude publica contribui para a frequéncia de
contatos entre humanos e animais selvagens, o que representa um risco de exposi¢cao
a virus de animais transfronteiricos (Leroy EM et al., 2020). Os virus podem sofrer
mutacdes facilmente e trocar de hospedeiro, adaptando-se a novas espécies. Para o
controle de doencas infecciosas em populacbes animais, 0s veterinarios sao
profissionais essenciais: aplicam medidas de biosseguranca para evitar a introducéo
dos virus nas populacgées, realizam vigilancia por meio de testes de diagndéstico para
identificar animais infectados, removem animais infectados de populacfes nao
infectadas e os vacinam para controle de longo prazo, promovendo a imunidade (Yoo
HS e Yoo D, 2020). Além disso, muitos dos agentes biolégicos com potencial de
bioterrorismo sdo zoonoses, devendo haver constante vigilancia de saude animal e

publica para a sua deteccao rapida (Kahn LH, 2006).

Desde que o termo “One World One Health™” tornou-se marca
comercial em Winnipeg, Canada em 2009, a “saude unica” tem tomado for¢a na ultima
década com o fomento da conscientizagcdo, do debate cientifico, de programas de
pesquisa, tais quais os existentes no site da organizacao “One Health Commission”
(www.onehealthcommission.org), além das areas de vigilancia em saude, estudos

epidemioldgicos e prestacdo de cuidados de saude (Zinsstag J et al., 2009).

A adocdo de politicas publicas efetivas na prevencdo e controle de

enfermidades, junto a acao conjunta entre diferentes setores, como parcerias publico-


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0167587710002023#bib0090
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0167587710002023#bib0065
http://www.onehealthcommission.org/

privadas inovadoras, € capaz de reunir recursos para a globalizacdo no controle de
doencas animais transfronteiricas, zoonoses e doencas tropicais negligenciadas.
Esses esforcos sdo do interesse ndo apenas dos paises em desenvolvimento, mas
também das nacfes industrializadas, pois reduziriam o risco de introducdo dessas

doencas em todo o mundo (Zinsstag J et al., 2011).

A primeira relagéo entre saude Unica e o profissional médico veterinario
vém da medicina comparativa. Desde a primeira faculdade de veterinaria do mundo,
em Lyon na Franca, criada em 1761, Claude Bourgelat enfatizou sobre a importancia
da comparacéo biopatologica entre animais e humanos. Além disso, a faculdade foi
criada primariamente para combater a epidemia de peste bovina, doenca de grande
preocupacdo da época (Barber-Lomax JW, 1964). Nos séculos 19 e 20 outras
faculdades de veterinaria foram criadas, com grande parte do foco educacional
voltado ao controle de doencas em animais de producéo, cavalos voltados ao trabalho
e prevencdo da transmissao de zoonoses (Gibbs SEJ e Gibbs PJ, 2012). O avanco
das relacdes diretas da medicina veterinaria com a saude publica e as zoonoses,
ocorreu no século 20 através de alguns veterinarios como Karl Meyer, Calvin Schwabe
e James Steele. Foram Schwabe e Steele que utilizaram o termo “One World, One
Medicine, One Health” pela primeira vez para referir-se a este trabalho transdisciplinar
(Monath et al. 2010). Nao ha profissdo mais qualificada para promover a abordagem
da interdisciplinaridade da saude Unica e para liderar a implementacdo de seus
preceitos do que a medicina veterinaria (Gibbs SEJ e Gibbs PJ, 2012).

Apesar das diferentes areas de atuacdo do médico veterinario
atualmente, ndo ha nenhum setor que nao tenha envolvimento com a saude Unica. A
visdo mundial do papel do médico veterinario na saude Unica se resume a promover
bem-estar animal, prevenir surtos de doencgas, aumentar a produgéo animal, aumentar
e apoiar a exportagdo animal, vigilancia, diagnostico e controle de doencas, fornecer
conhecimento clinico e de saude populacional para todos os animais e combater a
resisténcia a antibioticos (Gibbs SEJ e Gibbs PJ, 2012). O médico veterinario deve se
aproximar das pessoas e de seus territorios, de forma que possa identificar e avaliar

hY hY

fatores de risco a saude relativos a interacdo humano-animal-meio ambiente em



domicilios e em areas circunvizinhas, desenvolver acdes de integralidade (conforme
principio do SUS), planejar estratégias multiprofissionais e aplica-las. Portanto,
estruturas de vigilancia a saude multissetoriais sdo necessarias e devem prover
transparéncia de informagcBes para todos os setores, além de responsabilidades
compartilhadas para as tomadas de decisdo (CFMV, 2009). Tais sistemas de
vigilancia devem seguir regulamentos, politicas e diretrizes realistas e
implementaveis, compreender e determinar as fungbes e responsabilidades
especificas, além de fornecer recursos técnicos, humanos e financeiros efetivamente

usados e compartilhados de forma equitativa (Ozili PK e Arun T, 2020).

Os servicos de saude animal contribuiram para uma resposta comum a
pandemia de COVID-19. Mas isso ndo € uma colaboracédo exclusiva da pandemia,
dado que laboratorios de saude animal usam de sua experiéncia e conhecimento em
alta capacidade de realizacdo de testes diagnosticos de doencas infecciosas para
auxiliar na medicina humana. Desta forma, podem engajar em atividades como
triagem de vigilancia e testagem de amostras humanas, oferecendo suporte a
capacidade de diagndstico dos servigos de saude humana (Waltner-Toews D, 2017).
O veterinario é especialmente importante na vigilancia da fauna silvestre, o que se
torna um parametro fundamental no controle das zoonoses emergentes, pois
mudancas ecoldgicas, variacdes moleculares de agentes infecciosos e interacdes
homem-animal silvestres representam o0s principais fatores para o surgimento de
novos patégenos. Para evitar futuras zoonoses emergentes, € necessario estar
preparado. A forma mais eficaz seria manter as barreiras naturais entre 0os animais
gue sao reservatorios e a sociedade humana, aplicando o conceito da salde Unica

nessas acoes (de Melo RT et al., 2020).

Infelizmente o SARS-CoV-2 ndo foi evitado e as investigacdes
epidemioldgicas mostram que a emergéncia dos patdégenos da familia coronavirus se
deu pelo transbordamento zoondtico, no qual estes virus, que anteriormente
infectavam animais silvestres, passaram a infectar humanos, causando doencas
graves de forma epidémica (Mattar S & Gonzalez M, 2018 ; Rodriguez-Morales AJ et

al., 2020). Tais transbordamentos zoonoéticos foram impulsionados por praticas



culturais de utilizacdo de animais silvestres — morcegos, cobras e pangolins — como
parte da dieta asiatica. Como um agravo a esta situacdo, as leis sanitarias e
regulatérias destes paises para a comercializacdo e fiscalizacdo da producéo e venda
de animais silvestres séo frageis (Cui J et al., 2019 ; Mattar S & Gonzalez M, 2018).

Com a origem zoonotica do virus SARS-CoV-2, deve-se relembrar do
relatério Fronteiras 2016 do Programa das Nac6es Unidas para o Meio Ambiente
(PNUMA), intitulado “Fronteiras 2016 sobre questbes emergentes de preocupagao
ambiental”. Em que ressaltou, ainda na época, a necessidade de se discutir
globalmente, com urgéncia, temas que estado interligados como a relacdo entre meio
ambiente, questdes sociais e economia, a degradacdo do meio ambiente e suas
consequéncias (zoonoses), 0 surgimento local destas doencas e suas perspectivas
de disperséo devido a globalizacdo atual (migracdes, imigracdes e turismo) e buscar
alternativas para o crescimento econémico sustentavel, de forma que se possam

resolver as questdes socioambientais e sanitarias (UNEP, 2016).

Nas demandas da COVID-19 no Brasil, a atuacdo do médico veterinario
foi reconhecida no Decreto 10.282/2020 que regulamenta a Lei 13.979 de 2020
dispostas no Art. 3° resguardando o exercicio e funcionamento de servigos publicos e
privados com atividades essenciais indispensaveis a populacdo. Além disso, a
atuacao destes profissionais foram novamente reconhecidas na Portaria 639/2020 do
Ministério da Saude que dispde sobre a Agao Estratégica “O Brasil Conta Comigo —
Profissionais da Saude”, voltada para a capacitacao e cadastramento de profissionais
da area de saude junto ao enfrentamento da pandemia da COVID-19. Tais demandas
est&o inseridas no contexto de Saude Unica propostas pela OMS.

Dado o inicio da pandemia, houve proposta de uso de um protocolo geral
ativo para a formacao dos inquéritos epidemiolégicos com base em amostragem
aleatéria. Frequentemente utilizado na vigilancia de doencas de interesse
veterindrio, tais inquéritos possibilitariam identificar a proporcdo dos casos e a
proporcao da populacgédo livre da doencga, construindo um entendimento do nivel de

infeccdo na populacdo e sua real condicdo epidemiolégica. Segundo os autores,



a adaptacdo do meétodo auxiliaria na determinacdo de areas prioritarias de
vacinacdo, no conhecimento dos niveis imunoldgicos da populacédo, na geracéo de
parametros confiaveis para modelos de simulacdo, na identificagdo da propor¢céo de
casos assintomaticos e na base probabilistica para que as medidas de restricdo sejam

abrandadas ou eliminadas (Foddai et al., 2020).

As zoonoses sdo importantes e devem ser evitadas através de medidas
estratégicas. Conforme citado no relatorio do Programa das Nag¢des Unidas para o
Meio Ambiente (PNUMA) e do Instituto Internacional de Pesquisa Pecuaria (ILRI), 60%
das doencas infecciosas ja conhecidas e 75% daquelas emergentes sédo de carater
zoondtico. Nas Ultimas 2 décadas, antes da covid-19, a perda econGmica por
zoonoses foi de 100 bilhdes de dolares americanos. O relatério identificou 10 acbes
gue os governos podem tomar para evitar novas pandemias: investir em abordagens
interdisciplinares (saude Unica), incentivar pesquisas cientificas sobre doencas
zoonGticas, melhorar as andlises de custo-beneficio das intervengdes para incluir o
custo total dos impactos sociais gerados pelas doencas, aumentar a sensibilizacao
sobre as doencas zoonoticas, fortalecer o monitoramento e a regulamentacdo de
praticas associadas as doencas zoondéticas, inclusive de sistemas alimentares,
incentivar praticas de gestdo sustentavel da terra e desenvolver alternativas para
garantir a seguranca alimentar e meios de subsisténcia que ndo dependam da
destruicdo dos habitats e da biodiversidade, melhorar a biossegurancga, identificando
0s principais vetores das doencas nos rebanhos e incentivando medidas comprovadas
de manejo e controle de doencas zoondticas, apoiar o gerenciamento sustentavel de
paisagens terrestres e marinhas a fim de ampliar a coexisténcia sustentavel entre
agricultura e vida selvagem, fortalecer a capacidade dos atores do setor de salude em
todos os paises, operacionalizar a abordagem da saude Unica no planejamento,
implementagdo e monitoramento do uso da terra e do desenvolvimento sustentavel,
entre outros campos (United Nations Environment Programme & International

Livestock Research Institute, 2020).

Tais afirmagdes sao reforgadas por novos estudos, como o realizado na

Australia, que avaliou as contribuicbes de veterinarios ao longo da pandemia. Os



veterinarios foram os profissionais que identificaram a urgente necessidade de
coordenar mais e maiores acfes de saude Unica, de forma a fortalecer as respostas
as futuras pandemias (Steele et al., 2021). Nesse periodo da pandemia covid-19, as
sociedades e os comportamentos humanos estdo mudando rapidamente e, para
acomodar essas mudancas, os papéis tradicionais dos veterinarios devem evoluir de
acordo. Os veterinarios devem ter um papel significativo na manutencdo de
ecossistemas saudaveis e na protecdo de animais e humanos contra infec¢des

emergentes e transfronteiricas (Yoo HS e Yoo D, 2020).

2.3 Os sintomas clinicos

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS), utilizando dados de um
estudo, sugere que o virus desenvolve a covid-19 de forma leve em cerca de 80%
dos acometidos, e os seus 20% restantes podem necessitar de hospitalizag&o (14%)
ou de tratamento intensivo (6%) (Novel Coronavirus Pneumonia Emergency
Response Epidemiology Team, 2020). O virus iniciou sua jornada pandémica com
um perfil de preferéncias muito marcado. O desenvolvimento da doenca, em sua
forma mais severa, seguia individuos com os seguintes fatores de risco: tabagismo;
idade avancada (65 anos ou mais); pacientes com doencgas cardiovasculares;
diabéticos; pessoas com doenca pulmonar obstrutiva crbnica, asma e outras
doencas respiratdrias crénicas; cancer ou pessoas em estado de fragilidade
imunoldgica; gestantes de alto risco; hipertensos descompensados; pacientes com
obesidade;pessoas com doencas cerebrovasculares, doenca renal crbnica e
doencas hepaticas (Wu Z e McGoogan JM, 2020; Du RH et al., 2020; Wang D et al.,
2020; Liang W et al., 2020; Grasselli G et al., 2020; Silva ALO et al., 2020).

Um estudo utilizou dados da Pesquisa Nacional de Saude e estimou
que um terco (53 milhdes) a quase metade (86 milhdes) de brasileiros adultos
apresentam ao menos um fator de risco para a forma severa da covid-19. Além disso,
observou que adultos com menor grau educacional apresentam o dobro de
prevaléncia de fatores de risco, quando comparados a adultos com ensino superior

(Rezende LFM et al., 2020). Em uma analise intramunicipal da covid-19 no Municipio



10

do Rio de Janeiro, evidenciou-se maior vulnerabilidade a doenca em comunidades
carentes (Santos JPC et al., 2020).

As manifestacdes clinicas de covid-19 s&o variaveis, dado que ha
casos totalmente assintomaticos. Uma revisdo analisou 350 estudos e estimou que
35.1% sao assintomaticos, mas que no momento do teste este numero é de 42.8%
e quando compara-se idosos e criangas, chega-se a numeros como 19.7% e 46.7%,
respectivamente (Sah P et al., 2021). Os sintomas podem iniciar entre 2 a 14 dias
ap0s a exposicdo ao virus, tendo um periodo médio de incubacdo de
aproximadamente 5 dias. Um estudo avaliando sintomaticos observou como 0s
sintomas mais comuns a febre (98%), a tosse (76%) e a mialgia ou fadiga (44%);
assim como 0s menos comuns, sendo producéo de escarro (28%), dor de cabeca
(8%), hemoptise (5%) e diarreia (3%). Mais da metade dos pacientes apresentaram

dispneia em algum momento da doenga (Huang C et al., 2020).

Um aplicativo foi dessenvolvido para estudo de sintomas, o “The Covid
Symptom Study”, com mais de 4 milhdes de usuarios. A equipe de cientistas analisou
dados de cerca de 1,6 mil usuarios positivos, no intuito de entender se sintomas
especificos tém tendéncia a se manifestarem juntos e como isso se relaciona com a
evolucdo da doenca. Através dos dados, identificaram-se 6 "tipos" de covid-19, cada
um caracterizado por um conjunto especifico de sintomas: “gripe" sem febre
(enxagueca, perda de olfato, dor muscular, tosse, dor de garganta, dor no peito, sem
febre); “gripe" com febre (enxaqueca, perda de olfato, tosse, dor de garganta,
rouquiddo, febre, perda de apetite); gastrointestinal (enxaqueca, perda de olfato,
perda de apetite, diarreia, dor de garganta, dor no peito, sem tosse); grave nivel um
— fadiga (enxaqueca, perda de olfato, tosse, febre, rouquid&o, dor no peito, fadiga);
grave nivel dois - confusdo (enxaqueca, perda de olfato, perda de apetite, tosse,
febre, rouquidao, dor de garganta, dor no peito, fadiga, confusdo, dor muscular) e,
por fim, grave nivel trés - abdominal e respiratério (enxaqueca, perda de olfato, perda
de apetite, tosse, febre, rouquiddo, dor de garganta, dor no peito, fadiga, confuséo,
dor muscular, dificuldade respiratoria, diarreia, dor abdominal). Todos aqueles que
relataram sintomas tiveram enxaqueca e perda de olfato, com diferentes
combinagfes de sintomas adicionais em momentos diferentes. Os pacientes dos

altimos trés grupos eram em sua maioria mais velhos e com problemas de saude



11

(propensos a obesidade e a doencas pré-existentes) — 8,6% a 19,8% necessitaram
de assisténcia respiratoria. Quase metade dos pacientes do Ultimo grupo precisou
de atendimento hospitalar, em comparagéo apenas 16% do primeiro grupo precisou
deste mesmo atendimento (Sudre CH et al., 2021).

A covid-19 pode ser persistente e causar sequelas ou outras
complicagBes meédicas que podem durar semanas a meses apds a recuperacao inicial
da doenca. Uma revisao realizou 21 meta-analises, sendo 47.910 pacientes incluidos,
com idades entre 17 e 87 anos, e mostrou que podem haver 55 efeitos a longo prazo.
Os estudos definiram que a covid longa pode durar entre 14 a 110 dias da pés
infecgdo. Cerca de 80% dos pacientes infectados com o0 SARS-CoV-2 desenvolveram
um ou mais sintomas longos, sendo os cinco mais comuns a fadiga (58%), dor de
cabeca (44%), transtorno de atencao (27%), perda de cabelo (25%) e dispneia (24%)
(Lopez-Leon S et al., 2021).

2.4 Epidemiologia e as medidas de controle da covid-19

A epidemiologia é um estudo essencial no controle de doengas, visto
que é capaz de coletar os dados necessarios para realizar a organizacdo das
estratégias de enfrentamento. Ou seja, epidemiologicamente, questdes como a
determinacao das formas de disseminacéo viral (secrecdes e excrecdes respiratorias
veiculadas por espirro, tosse, contato ou fomites) sdo fundamentais. O “Centers for
Disease Control and Prevention” (CDC americano) pondera que o periodo de
incubacédo da covid-19 varia de 2 a 14 dias (Ministério da Saude do Brasil, 2020).
Quanto a distancia a ser tomada de outros individuos para diminuir os riscos de
transmissdo, a OMS considera 1 metro, enquanto que o Ministério da Saude do
Brasil e o CDC americano consideram 2 metros (World Health Organization, 2020d;
Centers for Disease Control and Prevention 2020a). Alguns cientistas da
universidade de Oxford defendem que tais distancias sejam reavaliadas, visto que
as regras atuais de distanciamento ndo estdo atualizadas junto a ciéncia moderna.
Tais regras baseiam-se em um retrato extremamente simplista de transferéncia viral.

As goticulas menores transportadas pelo ar devem ser consideradas, pois podem
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viajar até 8 metros. O risco de transmissdo do SARs-CoV-2 diminui a medida que a
distancia fisica entre as pessoas aumenta, devendo ser considerados os multiplos
fatores de risco para a infeccdo como ventilacdo, ocupacédo e tempo de exposicao
(Jones NR et al., 2020). Além disso, replicacao viral pode comecar 2 ou 3 dias antes
dos sintomas aparecerem; ou seja, pacientes pré-sintomaticos sdo uma grande
preocupacao quanto a disseminacéo da doenca (He X et al., 2020). Adicionalmente,
0 CDC dos EUA estimou, em cenéarios de planejamento, que 40% da transmisséo do
coronavirus estd ocorrendo antes das pessoas ficarem doentes (Centers for Disease
Control and Prevention, 2020b).

Um estudo realizado em Belo Horizonte concluiu que o distanciamento
social vertical de 75% (apenas grupos de risco - idosos) como medida de controle
epidemioldgico da SARS-CoV-2 é quase tao ineficiente quanto nenhuma medida de
distanciamento, através de um modelo matematico (SEIR-Net); enquanto um
distanciamento horizontal de 75% ¢é capaz de achatar a curva de casos, aliviando os
hospitais e reduzindo o numero vitimas fatais (Duczmal LH et al., 2020). No Brasil, a
primeira medida de prevencao e controle adotada ocorreu no Distrito Federal no dia
11 de marco de 2020, por meio de suspensédo de aulas e eventos (distanciamento
social horizontal). Em S&o Paulo, no dia 24 do mesmo més, foi declarada
“‘quarentena” (distanciamento social horizontal) por 15 dias, passivel de prorrogagéo
(Ministério da Saude, 2020c). Contudo, grande parte da populacdo brasileira ndo
entendeu a importancia do respeito ao distanciamento e muitos ndo aderiram as
medidas. Em Belo Horizonte apenas 45% da populacdo em geral adotou o
distanciamento social, ndo sendo suficiente para a diminuir a disseminacgao de casos
(Duczmal LH et al., 2020). O aumento exponencial de casos de covid- 19 e mortes
pelo mesmo virus no Brasil foi um indicativo importante de que houve pouca adeséo
as politicas de distanciamento por parte da populacdo. Outros paises adotaram o
“lockdown” como medida de controle e preven¢ao da doenca e obtiveram resultados
efetivos na reducdo de novos casos, comparado aos paises que ndo adotaram
(Alfano V e Ercolano S, 2020).

A luta contra a pandemia da covid-19 poderia ser subdivida em quatro
fases: contencéo, mitigagao, supressao e recuperagéo. A contencdo ocorre antes do

primeiro registro de caso em um pais ou regido. A mitigacdo inicia quando a
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transmissdo da infeccdo ja esta instalada, nesta fase a finalidade € minimizar os
niveis de transmisséo da doenca para os grupos de risco, além de realizar o maximo
de testes diagnosticos possiveis e isolar os casos positivos. A supressao se faz
necesséaria quando as medidas anteriores ndo séo efetivas ou a reducédo alcancada
na transmisséo é insuficiente para impedir o colapso na atencao a saude. Nesta fase
ha a implantagao de medidas de distanciamento social horizontal ou de “lockdown”.
Por fim ha a fase desejada: a recuperacao; tal fase se da quando ocorre involugao
da epidemia e o numero de casos se torna residual. Demanda muita organizacéo
dos lideres politicos, por, certamente, necessitar de intervencdo do Estado e
consciéncia da populacdo para se reorganizar social e economicamente (Werneck
GL e Carvalho MS, 2020).

A Atencado Priméria a Saude é um componente essencial do Sistema
Unico de Saide (SUS) que tem sido esquecido devido ao elevado foco no
funcionamento dos hospitais, ao longo desta pandemia. Durante o combate a
epidemia de covid-19 no Brasil ndo ha mencdes de investimentos ou fortalecimentos
da Atencdo Priméria a Saude (Ministério da Economia, 2020). Nos ultimos anos, tal
componente do SUS foi enfraquecido por cortes de financiamento do NASF ou
mudancas na execuc¢ao de seus programas (Souza CDF et al., 2020). O Programa
Telessaude foi implantado em 2011 e tem sido um 6timo instrumento no combate ao
novo coronavirus. Trata-se de uma ferramenta de comunicacdo para que
profissionais de salde e seus gestores possam enviar suas duvidas para o
pessoal qualificado e, estes, respondem com informac6es baseadas nas evidéncias
cientificas atuais (Ministério da Saude, 2011). Isso possibilitou que a Atencéo
Primaria a Saude reduza os encaminhamentos desnecessarios de pacientes para

niveis mais especializados.

Entre 2010 e 2016, mais de 23.000 internagdes foram evitadas gracas
a atencdo priméria, gerando uma economia de US$ 6,1 milhdes para os cofres
publicos no Brasil (Organizacdo Pan-Americana Saude, 2018). Com a Atencéo
Primaria a Saude forte, hd a possibilidade de: reducdo de internacdes
desnecessarias, alivio do sistema hospitalar e aumento do numero de leitos

disponiveis para pacientes com covid-19; além de economizar 0S recursos
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financeiros para o préprio sistema de saude, garantindo sua funcionalidade (Kringos
DS et al., 2013). A epidemia de covid-19 encontra a populacéo brasileira em situacao
de extrema vulnerabilidade, com altas taxas de desemprego, cortes profundos nas
politicas sociais e reducdo, também, das politicas de incentivos a saude e a
pesquisa. Precisamente em momentos como este, em meio a uma pandemia, a
sociedade € capaz de perceber a importancia da ciéncia e da saude gratuita
(Werneck GL e Carvalho MS, 2020). No Municipio de Jaboticabal, Estado de S&o
Paulo, foi implantado um Centro de Atendimento ao Coronavirus (CAC). Trata-se de
um centro de triagem para a covid-19 que tem como objetivo atender exclusivamente
aos usuarios que comparecerem a unidade por demanda espontanea ou
encaminhados por outros pontos de atencdo a saude (G1 Ribeirdo Preto e Franca,
2020).

Em contrapartida, hé paises como a Nova Zelandia que apresentou um
namero extremamente baixo de casos confirmados, assim como de mortes por
covid-19. As autoridades de saude do pais fecharam suas fronteiras e declararam
“lockdown” para eliminar o virus SARS-CoV-2 o0 quanto antes; a politica de combate
e controle até o surgimento de vacinas serve como exemplo ao restante do mundo
(Bandyopadhyay G e Meltzer A, 2020). A estratégia inicial de elimina¢cdo do novo
coronavirus possui alguns elementos essenciais, como: controles de fronteira com
quarentena de viajantes que chegam (antes de ocorrer o “lockdown”); deteccgao
rapida de casos por testes generalizados, seguida de isolamento e rastreamento de
contatos (quarentena para contatos); promocao intensiva de higiene e provisao de
instalagbes de higiene das maos em ambientes publicos; distanciamento fisico
intensivo ou “lockdown” (fechamento de escolas e locais de trabalho, restricées de
movimento e viagens); comunicagdo bem coordenada para informar ao publico

sobre medidas de controle e promocédo de saude (Baker M et al., 2020).

Os numeros ao longo destes dois anos comprovam a eficacia no
combate a covid-19 pela Nova Zelandia: 18.936 casos e 53 mortes até 20 de
fevereiro de 2022. O governo escolheu uma estratégia de resposta baseada em
confinamentos, no fechamento de fronteiras e na aplicagdo do plano vacinal

(Agéncia Brasil, 2022). Apo6s a reabertura das fronteiras, que iniciou no dia 27 de
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fevereiro de 2022 (fase 1) e deve continuar até a fase 5, em Outubro de 2022, houve
um significativo aumento de casos, mas com poucas mortes, visto que mais de 80%
da populacdo ja estd completamente vacinada (Johns Hopkins University and
Medicine, 2022).

Um artigo analisou criticamente o indice da Seguranca Sanitaria Global
(ISSG) da Johns Hopkins University, utilizado como um indicador supostamente
efetivo em estimar a capacidade de resposta dos paises durante o primeiro ciclo da
pandemia da COVID-19 do ano de 2020. O artigo observa que, durante o primeiro
ciclo, o setor saude dependeu da cooperacdo dos governos na adocdo do
distanciamento social e 0 ISSG néo considerou o papel das liderangas politicas em
suas analises (Costa, Nilson do Rosério et al., 2022). Desta forma, torna-se evidente
a necessidade de uma boa lideranca governamental em politicas publicas de saude.
O envolvimento completo da sociedade na adocdo consciente de medidas
preventivas contra a covid-19 requer uma mudanca no comportamento individual e
coletivo, prontamente. Com esta pandemia em vigor o Brasil pode aprender que seus
impactos no pais dependem de esforcos colaborativos do governo e de seu povo
(Oliveira AC e Lucas TC,lquiapaza RA, 2020).

2.5 Variantes e seus métodos de neutralizacao

Ha diferentes variantes de preocupacdo do virus SARS-CoV-2 que
surgiram ao longo destes 2 anos de pandemia. Ao final de 2020, no Reino Unido, foi
publicado um artigo sobre a variante Alpha (B.1.1.7). Quando comparada as
variantes anteriores, a Alpha era altamente transmissivel e virulenta, podendo gerar
mais mortes. Esta variante contéem 17 mutacfes no genoma, na qual 8 sdo na
proteina S, alvo antigénico de 3 vacinas aprovadas na Inglaterra (Burki T, 2021).

Outra variante muito infecciosa € a Gamma (P.1) que comecou a
circular no Brasil desde metade de 2020. Esta variante gerou inimeras infec¢cdes em
Manaus, levando o sistema de saude a um colapso iminente (Burki T, 2021). A
linhagem Gamma e a Beta (B.1.351), linhagem esta descrita na Africa do Sul ao final
de 2020, compartilham trés mutacbées em comum na proteina spike, além de
algumas delecbes. As mutacdes e delecdes compartilhadas entre as linhagens P.1,

B.1.1.7 e B.1.351 aparentemente surgiram de forma independente entre elas (Faria
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NR et al., 2021).

A variante delta (B.1.617.2), que surgiu ao final de 2020 na India, possui
23 mutac¢des quando comparada a primeira cepa de covid-19 identificada, a Alfa.
Sendo que 12 dessas muta¢Bes ocorrem na proteina spike (Hodcroft EB, 2022).

Um estudo mostra que a variante delta possui o dobro de risco de
hospitalizagcdes quando comparado a variante alfa, além de sugerir que é mais
comum em populacdes mais jovens e de maior renda (Sheikh A et al., 2021).

De acordo com a OMS, o primeiro caso confirmado da variante
Omicron foi em novembro de 2021, na Africa (World Health Organization, 2021a). A
OMS classificou a B.1.1.529 como variante de preocupacao de forma muito rapida,
trazendo grande atenc&o sobre ela. Poucos dias depois da identificacéo na Africa, a
omicron se espalhou para outros paises. Desde entdo, tal variante se espalhou
rapidamente, aumentando novamente o numero de casos mundialmente, mesmo
com a vacinacao ja avancada, tornando-se dominante nos Estados Unido em apenas
um més (World Health Organization, 2021b).

Os resultados de estudos filogenéticos indicam que a variante Omicron
divergiu anteriormente de variantes mais antigas, ndo tendo sido fruto de mutagoes
das mais recentes variantes de preocupacao (Kupferschmid K, 2021).

Em menos de um ano apés a declaracdo de inicio da pandemia de
covid-19, ja tinham sido aprovadas 6 vacinas. A primeira a ser aprovada para uso
emergencial foi a Sputinik V no dia 11 de agosto de 2020, na Russia, mesmo sem
os testes finais aplicados. As primeiras a completarem os testes finais, o que foi
considerado tempo recorde, foram as vacinas da Pfizer / BioNTech e Moderna
(Pacheco TJA et al.,, 2020). As outras vacinas aprovadas para uso emergencial
foram: Sinopharm, Coronavac e Oxford / AstraZeneca (World Health Organization,
2020e).

A eficécia das vacinas disponiveis varia de 51 a 95% para reducéo da
covid-19 clinica e de 85 a 100% para prevenir infeccdes graves (Abdool Karim SS e
de Oliveira T, 2021). Contudo, variantes como a Omicron tem desafiado a eficacia
das vacinas, dado que algumas novas variantes apresentam mutagdes na proteina
spike. A proteina spike € um alvo importante de muitas das tecnologias das vacinas,

0 que pode levar a evasao do sistema imune (Wang P et al., 2021; Moore JP e Offit
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PA, 2021).

Mesmo com o uso das vacinas, enquanto a covid-19 for prevalente, o
uso combinado de imunomoduladores ou agentes antiinflamatorios e antivirais pode
ser a melhor terapia para a doenga. O surgimento de medicamentos orais eficientes
contra a covid-19 com prec¢os acessiveis e 0 aumento continuo da vacina¢cdo mundial
devera trazer um fim a pandemia (Fan Huahao et al., 2022).

Mas é importante lembrar que até o momento em que foram
desenvolvidas as vacinas e os medicamentos contra a covid-19, a educacdo em
salude publica possuiu um importante papel sobre a prevencdo e o controle dos

efeitos desta doenca no mundo (Sousa MRN et al., 2020).

2.6 Principais métodos de diagnéstico da covid-19 e seus desafios

Os sintomas expressos durante a infeccdo da covid-19 ndo sédo
especificos, logo ndo podem ser utilizados para um diagnéstico preciso. Técnicas
moleculares sdo a melhor escolha para um diagnostico confiavel, quando
comparadas a testes sindrémicos ou tomografias. Isto ocorre porque sdo capazes
de identificar os patégenos especificos. A RT-PCR é o teste molecular considerado
padrdo-ouro, pois identifica a presenca do virus na amostra de pacientes com
sintomas clinicos em fase aguda a doenca. O exame € utilizado em casos suspeitos
de covid-19, sendo parte de diferentes protocolos de triagem, dado que apresenta
95% de sensibilidade ou mais em 97,05% dos 34 testes aprovados pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) (Centers of Disease Control Prevention,
2020c; Verotti MP et al., 2020).

A RT-PCR envolve a transcricdo reversa da fita de RNA em DNA
complementar (cDNA), seguido de amplificacdo de regides especificas do cDNA,
para que possa ser observada a presenca daquele material genético na amostra,
seja através de PCR convencional, com analise em gel ou através da PCR em tempo
real (RT-gPCR) ( Freeman WM et al., 1999; Kageyama T et al., 2003). Ha trés
regides virais com sequéncias conservadas: o gene RdRP, o0 gene E e o0 gene N.
Tanto o RdRP, quanto o E tém alta sensibilidade para deteccdo, enquanto que o

gene N, menor sensibilidade. Podem ser realizados ensaios com dois genes-alvos,
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utilizando um primer para cada gene, aumentando a confiabilidade do exame. Apés
os desenvolvimentos dos primers e das probes (em casos de RT-gPCR), deve-se
otimizar as condicbes para 0 ensaio, como reagentes, tempo de incubacgédo e
temperaturas ideais, para que, assim, possa iniciar os testes de RT-PCR para covid-
19 (Corman V et al., 2020).

Apesar do método padréo-ouro ser a RT-PCR, existem outros métodos
diagnosticos sendo utilizados para a deteccao da covid-19, como os kits de teste
rapido para o antigeno causador da covid-19, feito através de imunocromatografia
(Fenollar F et al., 2021). Quando comparado ao RT-PCR, o teste de antigeno possui
menor tempo para o resultado, podendo ser visto a partir de 15 minutos e informado
dentro de 1 a 2 horas apés a aplicacdo do teste, além de possuir menor custo. A
técnica utilizada para a colheita de amostras é de swab de nasofaringe, assim como
o RT-PCR. O teste rapido de antigeno possui sensibilidade inferior ao teste de RT-
PCR (74-87%), principalmente em individuos assintométicos com cargas virais
baixas. Porém, em pacientes com carga viral elevada, o que costuma ocorrer na fase
pré-sintomatica, de 1 a 3 dias antes dos sintomas, e na fase sintomatica inicial, até
0 5° dia, a sensibilidade é superior a 90% quando comparada ao teste de RT-PCR.
Ja a sua especificidade sofre uma variacao de 96-100%, revelando que os resultados
positivos sdo muito seguros, por se tratar de diagndstico através do antigeno
(Matsuda EM et al., 2021; Takeuchi Y et al., 2021). Contudo, a sensibilidade pode
variar conforme a qualidade do teste utilizado, como no caso do Coris COVID-19 Ag
Respi-Strip test que apresentou 30,2% de sensibilidade em um determinado estudo
(Scohy A et al., 2020).

H4, ainda, o teste sorolégico, que se divide entre “teste soroldgico
convencional’ e “teste rapido”. O primeiro € realizado com ensaios imunoenzimaticos
ou eletroquimioluminescéncia e o segundo utiliza metodologia imunocromatografica.
S&o testes que buscam os anticorpos contra os antigenos do SARS-COV-2, IgG,
IgM e IgA, podendo ser detectados em amostras de sangue total, soro ou plasma. A
acuracia dos testes sorologicos ira depender da metodologia aplicada, do antigeno
utilizado e do momento da colheita (idealmente apos 10° dia para IgM, IgA e
anticorpos totais e, ap6s 15° dia, para IgG) (Centers of Disease Control Prevention,

2020d). Dos testes imunocromatograficos sorolégicos, a sensibilidade IgG/IgM variou
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de 72% até 100% e especificidade de 32% até 100% em estudo baseado nos testes

diagnésticos registrados pela Anvisa (Verotti MP et al., 2020).

Os testes sorologicos para covid-19 tém funcdo principal de auxilio
complementar no diagnostico, quando o RT-PCR fornece resultado negativo. S&o
também usados para pacientes tardios, que se consultam apenas apds duas
semanas do inicio dos sintomas, quando o periodo ideal da coleta de RT-PCR ja
terminou (Sethuraman N et al., 2020). Um outro método de diagndstico que tem sido
amplamente empregado ao longo da pandemia da covid-19 é a Tomografia
Computadorizada em regido de térax. Trata-se de um exame ndo invasivo e com alta
sensibilidade (86%-98%), mas com maiores taxas de falsos negativos quando
comparado ao RT-PCR, dado a baixa especificidade (25%) (Ai T et al., 2020).

O avanco em testes de diagnostico é de extrema importancia, dado que
tais testes auxiliam na epidemiologia (rastreamento de casos e contencao de surtos).
Contudo, existem determinados fatores que influenciam nos resultados dos testes
diagndsticos e que merecem nossa atencdo. As amostras para a analise de RT-PCR
sdo colhidas com suabes nasais e orofaringeos, principalmente; o escarro, a
secrecédo traqueal e a lavagem broncoalveolar sdo colhidos apenas em pacientes
criticos. Todavia, o protocolo da RT- PCR é complexo e requer diversos cuidados,
seja na sua execucao ou em seus fatores interferentes pré-analiticos, como a
colheita, o transporte e 0 armazenamento das amostras. Erros de execucao ao longo
destes fatores pré-analiticos, pode gerar resultados ndo confiaveis em analises
laboratoriais (World Health Organization, 2020e). Portanto, apesar de se tratar de um
exame laboratorial especifico, sua sensibilidade pode variar com tais fatores.

A fase da infeccao e sua carga viral em tecido, secrecoes e excrecoes
contemplam um dos principais fatores que influenciam no diagnaéstico final. Amostras
retiradas do trato respiratorio superior, colhidas com menos de trés dias ou mais de
10 dias do inicio da infec¢ao, possuem menor carga viral, podendo resultar em falsos
negativos (Tang YW et al., 2020). O suabe nasofaringeo e o orofaringeo sao
frequentemente recomendados para o diagnéstico precoce da infec¢cdo, mas a carga
viral estd normalmente mais alta entre o quinto e o sexto dias do inicio dos sintomas
(Pan Y et al., 2020; Zou L et al., 2020).
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A colheita € um passo de muito importante dentro do diagndstico, dado
gue inumeros fatores podem afetar a qualidade do teste, como o local de introducéo
do suabe, o0 manuseio deste, 0 tempo que permanece em contato com o tecido do
paciente, a qualidade do suabe, 0 meio em que este estd sendo alocado, a
temperatura em que permanece até a chegada no laboratorio, entre outros. Com a
situacdo de pandemia houve, ainda, outros problemas como a limitacdo de insumos
para a realizagao dos exames laboratoriais, o que deve ser avaliado com cautela na
hora de se comprometer a realizar os exames, alguns insumos nao podem ser
substituidos por outros semelhantes, devido a qualidade dos materiais (Druce J et
al., 2012).

Além da variacdo cronobiologica da carga viral e fatores de coleta,
transporte e armazenamento de amostras, ha outros fatores pré-analiticos
importantes dentro do processo diagnéstico. Um deles € inerente ao paciente: a
idade. Um estudo identificou que pacientes mais jovens apresentaram mais exames
de RT-PCR negativos (apesar de infectados), além de terem sintomas mais brandos.
Isso se deve a menor carga viral, visto que pacientes com maior idade foram
associados a maiores cargas virais (observadas nos testes de RT-gPCR) (X Hu et
al., 2020). Tais conclusdes refletem os resultados de outro estudo que demonstra
que a idade e a carga viral sdo diretamente proporcionais (KK To et al., 2020).
Contudo, é importante ressaltar que tais estudos foram elaborados no inicio da
pandemia, momento no qual as variantes existentes eram mais brandas e pouco
afetavam os jovens, 0 que atualmente com a variante p1 mudou drasticamente. A
Fundacao Oswaldo Cruz (Fiocruz) divulgou dados de indicam que adultos infectados
com essa variante, jovens ou nao, tém carga viral até 10 vezes maior (BBC News

Brasil em Londres, 2021; Naveca F et al., 2021).

De forma geral, a pandemia tem somado novos fatores influenciadores
do diagndstico aos que normalmente ja ocorrem em tempos normais. A auséncia de
padronizacdo de conduta € um deles e em meio a pandemia tem prejudicado a
confiabilidade e seguranca dos resultados diagnosticos, além de retardar o controle
da disseminacao da doenca. Diante das incertezas do momento vivido, necessitaria

existir uma priorizacdo de coleta sistematica e prospectiva de dados e informagdes
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diagnésticas e terapéuticas por médicos que estdo atuando na atencao basica, de
forma a gerar dados epidemiologicos e novas conclusdes cientificas para criar

condutas padrdes definitivas o quanto antes.

A pandemia da covid-19 institui um bom exemplo para futuras novas
pandemias, ja que o aprendizado tém sido constante, seja com 0s erros ou acertos.
Infelizmente, dado o despreparo das instituicbes de saude de diversos paises,
mudancas de padrdes de conduta decorrem incessantemente, pois novas
informacgdes s&o divulgadas em diferentes canais de informacdes a todo o tempo,
havendo atrasos de informagfes entre diferentes instituicbes e seus respectivos
profissionais. A medida que surgem novas constatacdes, criam-se novos padrdes,
nao sendo necessariamente embasados apenas em conceitos cientificos. O
ambiente da saude publica brasileira sofre crescente politizacdo em decisdes
técnicas, quando a orientacdo para tais decisdes deveria ocorrer apenas por meio
da ciéncia e ética, sem desvios de conduta (Dantas F, 2020). Considerando a
relevancia mundial desta pandemia para a Saude Publica e a necessidade de se
padronizar as condutas em relacdo a essa enfermidade, idealizou-se o presente

estudo.

2.7 Protocolo adaptado de RT-PCR para identificacdo de SARS-Cov-2

A fim de conter a pandemia e isolar as pessoas infectadas, o
diagnéstico do virus SARS-CoV-2 da forma mais precoce possivel foi primordial.
Neste contexto, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) preconizou a detec¢cédo do
virus por RT-PCR em tempo real (CORMAN, et al., 2020; CDC, 2020).

Primeiramente, foram padronizados os kits de extracdo de RNA
mundialmente reconhecimentos e a utilizacdo de sondas fluoromarcadas. No
entanto, paises que utilizam insumos importados, como o caso do Brasil, passaram
a enfrentar o problema de falta de insumos e atrasos nas entregas. Além disso,
ressalta-se o grande montante financeiro requerido para a aquisicdo de kits de
extracdo de RNA que utilizam purificacdo por colunas de silica ou por beads
magnéticas, e de sondas fluoromarcadas. Somado a estas dificuldades, ha o grande
potencial infeccioso do novo coronavirus. Varios profissionais ficaram expostos ao

elevado risco de serem infectados por estarem diariamente em contato com
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amostras potencialmente positivas, inclusive, alguns destes profissionais, mesmo

tomando os devidos cuidados, foram acometidos pela doenca (CEBM, 2020).

Tendo em vista 0s numeros crescentes de infectados e mortes
ocasionadas pelo novo coronavirus no Brasil e as dificuldades supracitadas, a
padronizacdo e validacdo de protocolos de identificacdo molecular que utilizam
insumos de facil acesso, menos onerosos e que oferecam maior protecdo aos
profissionais envolvidos foi de suma importancia. Como alternativa aos kits de
extracdo de RNA que utilizam purificacdo por colunas e beads magnéticas, destaca-
se a utilizagéo do Trizol ou Tri-Reagente, um reagente comercial que substituiu os
tampdes de extracdo de RNA feitos in house. Este reagente é composto
principalmente por isotiocianato de guanidina que € um agente caotropico, ou seja,
um desnaturante protéico usado para lisar células e virus em extrac6es de RNA e
DNA e, além disso, € um impeditivo da acdo enziméatica de RNAses e DNAses,
desnaturando-as; e por fenol que € um efetivo purificador de acidos nucléicos. O
trizol, amplamente utilizado para extracdo de RNA, tem se mostrado eficiente na
inativacdo de varios tipos de virus (KOCHEL et al.,, 2017) e, além disso, pode
preservar a amostra contendo o virus e garantir o rendimento de RNA mesmo em
temperatura ambiente (25°C - 37°C) por até quatro semanas (HOFMANN et al.,
2000). Sendo assim, este reagente € ideal para o transporte de amostras, inativacao
do virus e preservacdo do material genético, além de ser menos oneroso. Uma das
desvantagens do trizol consiste na geracdo de residuos quimicos de fenol e

cloroférmio que necessitam ser descartados de maneira apropriada.

by

Em relacdo a etapa de amplificacdo de RT-PCR, a alternativa as
sondas fluoromarcadas e aos fluoréforos é a utilizacdo da PCR convencional
aplicando-se a etapa de nested-PCR, ou seja, de reamplificacdo dos produtos de
PCR iniciais para aumentar a quantidade de amplicons a um nivel de deteccéo
compativel com aquele obtido em equipamento de PCR em tempo real (PARK et al.,
2020). A unido desses dois meétodos alternativos, utilizacdo de trizol e PCR
convencional consistiu em uma alternativa interessante para acelerar as
identificacbes do virus no Brasil e, inclusive, permitir a utilizacdo de laboratérios NB1
para as analises moleculares, uma vez que juntos, o isotiocianato de guanidina e o

fenol, inativam completamente o virus.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Determinar quais fatores pré-analiticos influenciaram o diagndstico
molecular, realizado com protocolo alternativo de RT-PCR, em pacientes atendidos
no Centro de Atendimento ao Coronavirus (CAC) no Municipio de Jaboticabal/SP,
no periodo de 29 de Junho a 29 de Outubro de 2020.

3.2 Objetivos especificos

- Relacionar idade, sexo, raca, sintomas relatados, comorbidades,
parametros clinicos, periodo da sintomatologia clinica do suspeito no momento da
colheita da amostra e qualidade da colheita (gene GAPDH) com os resultados do
diagndéstico molecular da covid-19 pelo protocolo alternativo;

- Analisar os fatores pré-analiticos que podem influenciar o

diagnéstico molecular da covid-19 na aplicacdo do protocolo proposto;

4. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho € um estudo observacional retrospectivo que
compde um projeto amplo intitulado “Diagndstico molecular de pacientes infectados
por SARS- CoV-2 no Municipio de Jaboticabal/SP: emprego de protocolo seguro e de
baixo custo”. O projeto, sob responsabilidade da Profa. Dra. Adolorata Ap. Bianco
Carvalho, foi inserido na Plataforma Brasil e autorizado de acordo com a legislacao
vigente, com parecer de numero 4.165.106. Neste projeto foi disponibilizado verba
para realizacdo de 400 exames de RT-PCR. As amostras deveriam ser colhidas no
Centro de Atendimento ao Coronavirus (CAC), apds triagem de pacientes suspeitos
de estarem infectados pela doenca. A triagem foi realizada pelos profissionais de
atendimento meédico, sendo préviamente orientados pela equipe do projeto sobre a
necessidade de selecionar pacientes com tempo de sintomatologia minimo de 3 dias

e maximo de 7 dias. Para tanto, foram utilizados os dados dos prontuarios de
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atendimento médico de 400 pacientes submetidos a colheita de amostra no CAC para
diagnéstico molecular, protocolo alternativo, no Laboratério de Epidemiologia
Molecular (LEM) do setor de Medicina Veterinaria Preventiva do Departamento de
Patologia, Reproducéo e Salde Unica da FCAV/Unesp/Jaboticabal/SP, no periodo de
29 de junho a 29 de outubro de 2020.

O diagnodstico molecular, protocolo alternativo, empregado para a
realizacéo dos testes foi a PCR convencional (reagentes Invitrogen™), com extracéo
de RNA por TrizolTM (Thermo Fischer Scientific Inc), Transcriptase Reversa
(SuperscriptlVTM — Thermo Fisher Scientific Inc), Termociclador Veriti (Eppendorf™)
e eletroforese em gel de agarose 2% (Invitrogen™). Foi realizada a deteccéo do gene
E (proteina Envelope) e do gene N (nucleoproteina) (Corman VM et al., 2020) do virus
SARS-CoV-2. Para a deteccdo de células humanas foi utilizado o Gene GAPDH

(poliproteina gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase) (Birkenheuer AJ et al., 2003).

4.1 Caracterizacdo da area de estudo

O Municipio de Jaboticabal localiza-se na regido nordeste do Estado de
Sédo Paulo, na Mesorregido de Ribeirdo Preto, nas coordenadas 21°15'18.00" Sul e
48°19'19.20" Oeste. O Municipio faz parte da Macrorregido de Saude Nordeste do
Estado de Séo Paulo, do Departamento Regional de Saude (DRS) de n° XIII — Ribeirdo
Preto, na regido Horizonte Verde e pertencente ao Grupo de Vigilancia Epidemiol6gica
(GVE) n° XXIV.

O histérico epidemiolégico da covid-19 no municipio teve um inicio
precoce em marco de 2020 (16.03.20) com uma paciente com sindrome gripal que
havia retornado de um cruzeiro com aproximadamente 3.000 passageiros e 1.000
tripulantes. A partir disso, a Secretaria de Saude, por meio da Vigilancia
Epidemiolégica, iniciou a investigacdo epidemiologica, 0 monitoramento dos
municipes envolvidos e, assim, confirmou-se a circulagdo do novo coronavirus
(SARS-Cov-2) no municipio.

Desde entdo, o poder publico procura equilibrar a tripla ameaca que esta
pandemia representa para a salude das pessoas, para o bem-estar social e para a
economia. A Secretaria de Saude implantou medidas para conter o risco de

disseminagéo da covid-19 com envolvimento de toda a sociedade em medidas de
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higiene para reducéo de transmissibilidade; distanciamento social para pessoas acima
de 60 anos; distanciamento social para pessoas abaixo de 60 anos com doencas
cronicas; distanciamento social no ambiente de trabalho (reunides virtuais, trabalho
remoto, extensdo do horario para diminuir densidade de equipe no espaco fisico);
isolamento domiciliar de sintomaticos e contatos domiciliares, exceto profissionais de
servicos essenciais assintomaticos, e proibicdo de qualquer evento de aglomeracéao.

Esse episodio desencadeou medidas de controle e prevencao da covid-
19 de forma precoce no Municipio, diferentemente dos demais municipios da regiao,
o que facilitou o fortalecimento da capacidade de resposta dos servicos de saude.
Diante disso, observou-se um pico precoce com 18 casos confirmados em marco de
2020, seguido por um periodo de transmisséo limitada, com sete casos confirmados
em abril do mesmo ano, consequéncia da adocdo das medidas de controle e
prevencao.

As autoridades de saude ajustaram e coordenaram a resposta com base
nos dados epidemiolégicos, como os oriundos do Centro de Atendimento ao
Coronavirus (covid-19) - CAC. O municipio foi o primeiro da regido a implantar um
centro de triagem com o objetivo atender e monitorar os casos suspeitos de covid-19,
demanda espontanea ou encaminhados pelas unidades basicas de saude. Nesta fase
inicial do enfrentamento o foco das acdes estava na deteccdo precoce de casos
suspeitos, testagem quando indicada, investigacdo epidemioldgica dos contatos e
isolamento domiciliar, além do cumprimento das normas de quarentena do governo
do Estado.

4.2 Caracterizagcdo dos dados

Os dados avaliados nos prontuarios foram: idade, sexo, raca, sintomas
relatados (alteracdo de olfato e/ou paladar, cefaleia, coriza, diarreia, dispneia, dor
abdominal, dor de garganta, fadiga/cansaco, febre/calafrio, mialgia/artralgia,
nausea/vomito, perda de peso excessiva, tosse e urticaria/coceira), comorbidades
(asma/bronquite, diabetes, doenca cardiaca, doenca imunoldgica, doenca hepética,
doenca renal, hipertensdo arterial sisttmica — HAS, obesidade e tabagismo),

parametros clinicos (saturacéo de O2, pulso e temperatura) e tempo de sintomatologia
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no dia da coleta para RT-PCR. Além do gene GAPDH (positivo ou negativo),
conferindo a qualidade da colheita da amostra e relacionando com os resultados do

diagndstico molecular de protocolo alternativo.

As comorbidades relatadas foram perguntadas diretamente aos pacientes,
sendo incluidas doencas compensadas e descompensadas na mesma categoria.
Foram consideradas como doenca cardiaca todas as cardiopatias, exceto HAS. Na
categoria de doencas imunoldgicas foram considerados HIV, doengas reumatoldgicas
e cancer; para doenca renal foi considerada presenca de insuficiéncia renal cronica,
insuficiéncia renal aguda e outras nefropatias que ndao HAS. Foram consideradas
doencas hepaticas as hepatopatias cronicas. Na categoria de tabagista foram
incluidos tanto pacientes tabagistas no momento da consulta quanto ex-tabagistas,

contanto que tivessem mantido esse habito por mais de 1 ano.

4.3 Tabulagéao

A pesquisa buscou tabular os dados epidemiolégicos coletados destes
400 prontuarios dentro de uma planilha de Excel. Durante o preparo dos dados, as
variaveis existentes foram divididas entre potenciais variaveis efeito e potenciais
variaveis causais. As variaveis efeito foram: gene N (PCR N) e gene E (PCR E). As
variaveis causais foram: qualidade da colheita da amostra (gene GAPDH), idade,
sexo, racga, sintomas relatados (alteracdo de olfato e/ou paladar, cefaleia, coriza,
diarreia, dispneia, dor abdominal, dor de garganta, fadiga/cansaco, febre/calafrio,
mialgia/artralgia, ndusea/vémito, perda de peso excessiva, tosse e urticaria/coceira),
comorbidades (asma/bronquite, diabetes, doenca cardiaca, doenca imunologica,
doenca hepatica, doenca renal, hipertensdo arterial sisttmica — HAS, obesidade e
tabagismo), parametros clinicos (saturagdo de O2, pulso e temperatura) e tempo de
sintomatologia no dia da coleta para PCR. Os resultados ndo numéricos destas
variaveis foram codificados com numeros, sendo estes: positivo (1), negativo (0);
feminino (1), masculino (2); raca branca (1), raca amarela (2), raga parda (3), raca
preta (4); sim (1), ndo (0).
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4.4 Analise estatistica

Inicialmente compararam-se os resultados da PCR para deteccédo do
gene E com os resultados da PCR para deteccdo do gene N, o que revelou 100% de
resultados concordantes. Em seguida, investigou-se a associagao entre o resultado
da PCR (positivo ou negativo) e as variaveis explanatérias por meio do teste exato de
Fisher, no caso das variaveis categoricas, utilizando o software Epi Info 7.2.4.0.
Quanto as variaveis explanatorias quantitativas, examinou-se inicialmente a
normalidade dos dados dos dois grupos, e havendo normalidade investigou-se a
igualdade das variancias. Havendo normalidade e igualdade das variancias, a
comparacao entre os dois grupos foi realizada por meio do teste t para comparacéao
de duas médias. Nos casos em que os dados ndo apresentavam distribuicdo normal,
a comparacao entre os grupos foi feita por meio do teste da soma dos ranques de
Wilcoxon com correcgdo de continuidade. Essas analises foram realizadas por meio do
software R. As variaveis com valor de P abaixo de 0,20 foram submetidas a analise
de regressdo logistica simples, ou seja, uma variavel por vez, sendo entdo
selecionadas variaveis explanatérias com valor de P abaixo de 0,10 e cuja direcédo da
associacdo tivesse nexo do ponto de vista bioldégico. A partir das variaveis
selecionadas nesta etapa buscou-se a obtencdo de modelos logisticos multiplos com
variaveis que mantivessem valor de P abaixo de 0,05 no mesmo modelo. Avaliou-se
0 ajuste do modelo logistico por meio do teste de Hosmer-Lemeshow utilizando o

pacote “ResourceSelection” do software R.

5. RESULTADOS

A andlise univariada permitiu observar associagdo significativa
(P<0,05) entre os resultados da PCR e as variaveis “perda de olfato”, “dispneia” e
“tosse”; no entanto, “dispneia” apresentou “odds ratio” (OR) significativamente menor
do que 1, indicando relag&o inversa com o resultado da PCR (Tabela 1), e por isso
essa variavel foi desconsiderada nas analises seguintes. Além de “perda de olfato”

e “tosse”, as variaveis “febre”, “mialgia” e “doencga cardiaca”, que apresentaram valor

de P abaixo de 0,10 na analise de regressao logistica simples, foram selecionadas
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Nenhuma das variaveis

guantitativas apresentou associacao com o resultado da PCR (Tabela 2) e, portanto,

néo foram avaliadas em modelos logisticos multiplos.

Tabela 1 — Analise univariada das variaveis explanatorias categoricas e

sua relacdo com o resultado da PCR para diagnostico de infeccdo por SARS-COV-

2, Jaboticabal, SP, 2020.

Variavel

Categoria Positivos/examinados OR (IC95%) P
i 0,
Sexo Masculino 12/160 (7,50%) 1,0 (0,4679 — 2,1372 1,00
Feminino 18/240 (7,50%)
Branca 20/271 (6,87%)
0,
Etnia Amarela 1/2 (50,00%) 0.1847
Parda 3/49 (6,12%)
Preta 2/19 (10,53%
i 0,
Perda olfato Sim 11/74 (14,86%) 2,812 (1,2755— 6,1994)  0,0133
Néo 19/325 (5,85%)
i 0,
Cefaleia Sim 11/176 (6,25%) 0,7193 (03329 — 1,5541)  0,4486
Néo 19/224 (8,48%)
i 0,
Coriza Sim 13/129 (10,08%) 0,6678 (0,784 — 3,548) 0,2227
Néo 17/270(6,30%)
i 0,
Diarreia Sim 4/64 (5,88%) 0,7332 (0,2473-2,1733)  0,8007
NZo 23/331 (4,85%)
i 0,
Dispneia Sim 2/86 (2,33%) 0,2415 (0,0564 — 1,0348)  0,0382
NZo 28/284 (8,97%)
Dor Sim 1/29 (3,45%) 0,42 (0,0551 — 3,1988) 0,7123
abdominal NZo 29/370 (7,84%)
i 0,
D;’rr (::na Sim 11/119 (8,46%) 1,2114 (0,5586 — 2,627)  0,6865
garg Nzo 19/268 (7,09%)
i 0,
Fadiga Sim 9/108 (8,33%) 1,1688 (0,5178 — 2,6383)  0,6744
Néo 21/291 (7,22%)
i 0,
Febre Sim 12/100 (12,00%) 21136 (0,9799 — 45593)  0,0772
Néo 18/297 (6,06%)
i 0,
Mialgia Sim 15/138 (10,87%) 1,0019 (0,943 —4,2073)  0,0745
Néo 15/260 (5,77%)
i [0)
Nausea Sim 5/46 (10,87%) 1,5951 (0,5789 —4,3955)  0,3705
Néo 25/352 (7,10%)
i 0,
perda de Sim 0/12.(0,00%) 0,0 (indefinido) 0,6117
P Nzo 30/386 (7,77%)
i 0,
Tosse Sim 19/175 (10,86%) 23584 (1,0911 —5,0975)  0,0342
N&o 11/224 (4,91%)
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Urticéaria Sim 2/11 (18,18%) 2,8492 (0,587 — 13,829) 0.1977
NZo 28/387 (7,24%)
i 0,
Asma Sim 0/26 (0,00%) 0,00 (indefinido) 0,2428
NZo 30/3740(8,02%)
i 0,
Diabetes Sim 4150 (8,00%) 1,0803 (0,3606 — 3,2358)  0,7795
NZo 26/349 (7,45%)
Doenca Sim 5/30 (16,67%) 2,79 (0,9731-7,8281)  0,0626
cardiaca N&o 25/370 (6,76%)
i 0,
.[r):e:cﬁg - Sim 18/ (12,50%) 1,7882 (0,2127 — 15,0351) 04671
imunolog N&o 29/392 (7,40%)
Egegt‘i?fa Sim 1/3 (33,33%) 6,3448 (0,5585 — 72,0762)  0,2090
P N&o 29/397 (7,30%)
Doenca renal Sim 1/4 (25,00%) 4,2184 (0,4252 — 41,8473) 0,2688
NZo 20/396 (%7,32)
Has Sim 9/81 (11,11%) 1,7738 (0,7795 - 4,0363)  0,1636
NZo 21/319 (6,58%)
Obesidade Sim 1/39 (2,56%) 0,3004 (0,0398 — 2,2678)  0,3393
NZo 29/360 (8,06%)
Tabagismo Sim 1/54 (1,85%) 0,2056 (0,0274 — 1,5415)  0,1008
NZo 26/345 (8,41%)

Tabela 2 — Analise univariada das variaveis explanatérias quantitativas
e sua relacdo com o resultado da PCR para diagnostico de infec¢cdo por SARS-COV-
2, Jaboticabal, SP, 2020.

Variavel PCR Média Mediana P
Positivos 42,90 39,5
Idade (anos) ] 0,7401
Negativos 41,05 39,0
. Positivos 97,00 97,5
Saturacao (%) ] 0,2139
Negativos 96,37 97,0
Positivos 99,31 98
Pulso _ 0,2686
(n° batimentos) Negativos 95,67 94
Positivos 36,52 36,4
Temperatura (°C) . 0,3013
Negativos 36,66 36,3
i Positivos 4,93 5
Tempo sintomas . 09188
(dias) Negativos 4,92 5

Na analise de regressao logistica multipla foi possivel obter um modelo
com duas variaveis explanatérias significativas (Tabela 3). Esse modelo mostra que

aqueles que apresentaram perda de olfato tiveram 2,64 vezes a chance de serem
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positivos na PCR em relacdo aos que ndo apresentaram esse sintoma; mostra ainda
gue agueles que apresentaram tosse tiveram 2,20 a chance de serem positivos em

comparacao com aqueles que néo apresentaram.

Tabela 3 — Modelo logistico multivariavel final das variaveis explanatérias
associadas com o resultado da PCR para diagnéstico de infeccdo por SARS-COV-2,
Jaboticabal, SP, 2020.

Variavel explanatoria OR (IC 95%) P
Perda olfato 2,6393 (1,1529 — 5,7898) 0,0174
Tosse 2,2022 (1,0248 — 4,9444) 0,0470
Significancia geral do modelo 0,04303
Teste de Hosmer-Lemeshow de ajuste do modelo 1,00

6. DISCUSSAO

Apbs a andlise estatistica dos dados foi possivel concluir que os fatores
pré-analiticos com influéncia significativa sobre os resultados dos exames de RT-
PCR de protocolo alternativo realizados na presente pesquisa foram os sintomas
“alteracao de olfato e/ou paladar’ e “tosse”. Cientistas e médicos de um grupo de
pesquisa da Europa estudaram a alteragcéo do olfato em 2.579 pacientes tratados ou
internados em 18 hospitais, e observaram que 84% tinham sintomas leves, 5,6%
moderados e 10,4% com sintomas severos a criticos. Do numero total de pacientes,
74,2% apresentavam anosmia ou hiposmia (alteracdo de olfato), colocando este
sintoma como o mais prevalente, a frente, por exemplo, da tosse, presente em 40 a
50% dos casos (Lechien JR et al., 2021). Tais dados corroboram aqueles analisados
nesta pesquisa, uma vez que a variavel "olfato" apresentou associacao ligeiramente

maior com o resultado positivo do que a variavel "tosse".

O trabalho ainda mostrou haver relacdo entre o grau de gravidade da
covid-19 e a alteracédo olfatéria, pois tal sintoma estava presente em 85,9% dos
casos leves e apenas 7% entre pacientes moderados, graves ou criticos (Lechien
JR et al., 2021). O que foi confirmado por um estudo de meta-analise realizado

pouco tempo depois, em que pacientes sem disfuncao olfativa tiveram 5.3 vezes
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mais hospitalizacbes, 7 vezes mais submissfes a intubacdes ou ventilacdes e 7
vezes mais mortes (Goshtasbi K et al., 2021). Quanto a explicacéo para esta relacao,
a hipétese seria a de que, em pacientes de quadro leve, o virus ndo passa da area
do trato respiratério superior, alocando-se principalmente em mucosas olfatorias,
gerando destruicdo de neurdnios olfativos (Lechien JR et al., 2021). As causas de
tais disfuncBes decorrentes da covid-19 estdo ainda sendo investigadas, mas tudo
aponta para a sequéncia logica de que o epitélio olfatério da cavidade nasal
apresente tropismo aumentado para a ligagdo do SARS-CoV-2, dado que as células
desse local expressam grande quantidade de dois receptores importantes para a
ligacdo e replicacdo do virus: a Enzima Conversora de Angiotensina 2 (ECA2) e a
serina protease transmembranar 2 (TMPRSS2) (Butowt R e Bilinska K, 2020;
Giacomelli A et al., 2020).

Os resultados de uma pesquisa conduzida no Instituto Pasteur na
Franca corrobora estas hipéteses e adicionam mais uma preocupacao ao controle
de transmissdo da doenca: foi identificada, através de RT-qPCR de amostras
citolégicas, a presenca do virus em mucosa olfatéria mesmo apds a fase aguda da
doenca e resultados negativos de amostras nasofaringeas de RT-gPCR (de Melo
GD et al., 2021). Portanto, de acordo com os resultados da presente pesquisa e
outras apontadas como embasamento cientifico, o sintoma denominado como
“alteracédo de olfato/paladar” pode ser o Unico ou o primeiro sintoma a surgir ou a
permanecer. Desta forma, deve-se utiliza-lo como um guia de suspeita diagnostica,
juntamente com o sintoma de “tosse”. Estes sintomas devem ser tratados como
indicativos na triagem para pedido de exame diagndéstico e, em casos de disturbio
olfatério, para solicitar isolamento precoce e prolongado do paciente, enquanto
persistirem os sintomas. O que reforga a conclusdo de uma revisao narrativa sobre
anosmia e disgeusia em pacientes com coronavirus, realizada em 2020 (de Carvalho
Cardoso M et al., 2020).

O trabalho apresentou alguns achados nao légicos, como pacientes
gue apresentam dispneia terem menores chances de serem positivos, o que pode

estar relacionado a qualidade do banco de dados e ao tamanho da amostra. E
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importante ressaltar que houve orientagdo aos profissionais médicos e enfermeiros
sobre a selecéo de pacientes para a colheita de amostra de RT-PCR. Foi orientado
que os 400 exames disponiveis fossem realizados em pacientes que estivessem
dentro do periodo de sintomatologia adequado, conforme estudos ja recomendavam.
Apesar disto, foram colhidas amostras de pacientes com uma extensa faixa de tempo
de sintomatologia: desde assintomaticos até pacientes com 17 dias de sintomas. A
conduta escolhida por alguns profissionais médicos pode ter influenciado os
resultados deste trabalho, de forma que a carga viral se apresenta baixa em

pacientes fora do periodo de sintomatologia indicado para o exame.

O estudo realizado foi de grande importancia local e regional, de forma
a auxiliar no processo diagnéstico da covid-19 e em seu monitoramento
epidemioldgico na cidade de Jaboticabal, o que também influenciou positivamente
no controle da doenca na regido. Além disso, o presente trabalho evidencia a
importancia de equipes multiprofissionais na area da saude publica, dado que com
a aplicacdo conjunta dos vastos conhecimentos das diferentes areas de estudo, cria-

se uma melhor e maior estrutura em vigilancia epidemiolégica.

7. CONCLUSAO

A presente dissertacdo sugere uma alternativa valida a paises com
menor estrutura politica e econdmica, ao apresentar um protocolo alternativo de RT-
PCR eficiente, com praticas de biosseguranca e biosseguridade laboratoriais
economicamente viaveis e sustentaveis. O protocolo surgiu como uma alternativa
para o municipio de Jaboticabal, em um momento em que os laboratérios oficiais
encontravam-se sobrecarregados. Apesar de ser um protocolo mais trabalhoso,
possui uma o6tima relacdo custo-beneficio, apresentando resultados confiaveis. O
trabalho contribuiu com a ciéncia e a sociedade brasileira ao utilizar um protocolo
alternativo e de baixo custo de RT-PCR para covid-19 e evidenciar resultados
similares a outros estudos que utilizaram RT-PCR convencional, sendo seu uso
plausivel, mesmo que em menor escala. A pandemia continua, novas variantes

surgem e devem permanecer surgindo, e a aplicacdo do protocolo alternativo deve



ser adaptavel conforme as mudancas que ocorrerem.
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