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RESUMO: INTRODUGAO: A Covid 19
é causada pelo retrovirus SARS-Cov-19
cujos principais sintomas bem como
achados laboratoriais s&o comuns a outras
viroses respiratoria. O diagnoéstico definitivo
baseia-se na identificagdo do RNA viral
ou antigenos em amostras de secrecao
respiratoria e saliva. A identificagcdo de
anticorpos no sangue apresenta padréo
peculiar que ndo garante o diagnostico da
doenca ativa. Em marco de 2020, a UFPA
criou o Programa de Vigilancia da Covid-19
na UFPA para atender aos trabalhadores da
instituicdo no momento critico da pandemia
em que nao havia padrbes bem definidos
para a organizagao do fluxo de atendimento
para o diagnoéstico molecular da Covid-19.
OBJETIVO: Propor um esquema de
organizagdo do servico de diagnostico
laboratorial de SARS-CoV-2 por RT-qPCR
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em amostra de saliva no laboratério de
analises clinicas e no laboratério de
genética humana e médica do ICB/ UFPA.
MATERIAL E METODOS: Foram atendidos
1.313 trabalhadores da UFPA, dos quais
1.153 realizaram a pesquisa de RNA viral
pelo método de RT-gPCR, 710 realizaram
a pesquisa de IgG no soro e 586 realizaram
ambos os testes. O fluxo de atendimento
foi sendo organizado de acordo com a
demanda do servico no esforgo conjunto
dos profissionais envolvidos no projeto.
A Ouvidoria da UFPA realizou enquete
com usuarios do servico estimando o grau
de satisfacdo dos individuos atendidos.
RESULTADOS: 98 (8,5%) dos sujeitos
foram positivos nos testes de RT-gPCR
e 161(22,7%) foram positivos para IgG.
Foram identificados 35 (3,04%) resultados
de RT-gPCRinconclusivos e 54 (7,6%) IgG
indeterminados. As andlises de correlagéao,
OddsRatio e Risco Relativo, revelaram que
ha a chance 3,5 vezes aumentadas de
individuos RT-qPCR positivos apresentarem
também IgG positivo (p< 0,0001), o que
indica que o IgG nado deva ser especifico
do quadro crbnico da doengca ou que
esses pacientes ja tenham tido entrado em
contato com o virus e permanecido com o
titulo detectavel no momento da coleta. O
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servico foi avaliado com nota 9,02; o seu grau de importancia foi classificado com nota 9,55; a
satisfacdo com o atendimento ficou com nota 7,84 e nenhum usuario encontrou dificuldades
em acessar o servico. CONCLUSAO: A realizacdo do RT-gPCR nas amostras de saliva
mostrou-se pratica e agil, Os resultados mostraram que a dosagem do IgG néo é exclusiva
dos casos cronicos. O servigco foi muito bem avaliado pelos usuérios o que demonstra que
a experiéncia do programa de vigilancia da Covid-19 na UFPA foi bem-sucedida em sua
proposicédo e execucao.

PALAVRAS-CHAVE: Covid-19; SARS-Cov-2; RT-gPCR; diagnostico.

ORGANIZATION OF THE SARS-COV2 LABORATORY DIAGNOSIS SERVICE:
THE EXPERIENCE OF THE COVID-19 SURVEILLANCE PROGRAM AT UFPA

ABSTRACT: INTRODUCTION: Covid 19 is caused by SARS-Cov-19 retrovirus whose main
symptoms as well as laboratory findings are common to other respiratory viruses. Definitive
diagnosis is based on viral RNA or antigens identification in respiratory secretions and saliva
samples. Antibodies identification in blood presents a peculiar pattern that does not guarantee
active disease diagnosis. In March 2020, UFPA created the Covid-19 Surveillance Program
at UFPA to assist workers at the critical moment of the pandemic when there were no well-
defined standards for the flow of care for molecular diagnosis of Covid-19. AIMS: To propose
an organization scheme for the SARS-CoV-2 laboratory diagnosis service using RT-qPCR
in saliva samples in the clinical analysis laboratory and in the human and medical genetics
laboratory at ICB/UFPA. MATERIAL AND METHODS: 1,313 asymptomatic workers at UFPA
were attended, of which 1,153 performed the viral RNA test using the RT-gPCR method,
710 performed the serum IgG test and 586 performed both tests. Service flow was being
organized according to the service demand by professionals involved in the project. UFPA
Ombudsman carried out a survey with 50 users of the service, estimating the degree of
satisfaction. RESULTS:98 (8.5%) subjects were positive in RT-gPCR tests and 161 (22.7%)
were positive for IgG. We identified 35 (3.04%) inconclusive RT-gPCR results and 54 (7.6%)
indeterminate IgG results.Correlation analysis, Odds Ratio and Relative Risk, revealed that
there is a 3.5 times greater chance of RT-qPCR positive individuals also presenting positive
IgG (p< 0.0001), which indicates IgG should not be specific for chronic condition of disease or
these patients have already come into contact with virus and remained with a detectable titer
at time of sample collect. The service was rated 9.02; its degree of importance was rated 9.55;
satisfaction with the service reached a score of 7.84 and no user found it difficult to access
the service. CONCLUSION: RT-qPCR performed on saliva samples were a practical and agile
method. Results have shown IgG measurement is not exclusive to chronic cases. The service
was very well evaluated by users, demonstrating the experience of the Covid-19 surveillance
program at UFPA was successful in its proposal and execution.

KEYWORDS:Covid-19; SARS-Cov-2; RT-gPCR; diagnosis.
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INTRODUCAO

A Covid 19 é causada por um retrovirus descoberto em Whuan, cidade da China,
em dezembro de 2019. Desde 1a, o coronavirus SARS-CoV-2 teve grande visibilidade por
meio da descoberta deste novo virus capaz de causar grave pneumonia. O surto da doenga
causada pelo novo coronavirus, a Covid-19, foi considerado como emergéncia de saude
publica internacional, sendo ela considerada uma pandemia em marco de 2020 (OPAS,
2020).

O coronavirus € um virus de RNA e, dentre sete cepas capazes de causar patologias
em humanos, trés deles séo responsaveis por surtos de pneumonia neste século: SARS-
CoV-2 (Covid-19), MERS CoV (causa sindrome respiratéria do Oriente Médio) e SARS-
CoV: que causa sindrome respiratoria aguda grave. Em relacdo ao genoma, codificam 16
proteinas néo estruturais e 4 proteinas estruturais: glicoproteina de envelope (E), proteina
de membrana (M), proteina de nucleocapsideo (N) e glicoproteina de superficie “Spike”
(MAGALHAES, S., 2020).

Segundo Guoet al., os coronavirus contém um numero variavel de quadros de leitura
aberta (ORF’s). Na primeira ORF, dois tercos do RNA viral traduzem duas poliprotreinas
(ppla e pplab) e codificam 16 proteinas ndo estruturais (NSP), enquanto as ORFs
restantes codificam proteinas acessoérias e estruturais. Segundo Li, C.et al., o genoma de
SARS-CoV-2 tem profundas semelhancas gendmicas com material genético de morcego,
podendo indicar 0 mesmo antepassado por meio de 96,2% de sequéncias gendmicas
iguais. Outros estudos mostram que pangolins podem ser considerados como hospedeiros
intermediarios do coronavirus (WU, Di et al., 2020).

O SARS-CoV-2 trata-se de um betacoronavirus, da familia Coronaviridae cujo
genoma esta contido em uma Unica fita de RNA de sentido positivo capaz de sofrer
sucessivas mutagdes. O SARS-Cov-2 também é capaz de sintetizar mais de 20 proteinas
diferentes, sendo algumas destas proteinas de superficie responsaveis pela infeccéo
na célula hospedeira, bem como outras relacionadas com o mecanismo de patologia da
Covid-19 (VIEIRA, L. M. F. et al., 2020). Embora a patogénese viral seja desconhecida,
estudos apontam que SARS-Cov-2 usa enzima conversora de angiotensina Il como
receptor de entrada para infec¢do na célula hospedeira. SARS-CoV-2 utiliza o mesmo
mecanismo e, acredita-se que a transmisséo para humanos foi propiciada pela mutagdo na
glicoproteina de superficie (S) e no nucleocapsideo (N) (SEO, G. et al.,2020). Essa mutagéao
na proteina S permitiu a entrada do virus na célula pela fusdo de membrana e receptor de
ligacdo celular. J& a proteina N regula o procedimento de replicacdo do virus juntamente
com a transcricdo e montagem. Juntas essas duas mutacdes conferem a distingdo do
SARS-CoV-2 em relagédo a cepa original, o que contribui para sua maior infectividade em
seres humanos (LIPPI, G.; PLEBANNI, M., 2020). Os primeiros casos de Covid-19 foram
associados a um mercado de frutos do mar em Whuan e a transmisséo passada de animal
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para humano. Sabe-se que os individuos assintomaticos (jovens e criangas) tém um papel
fundamental na propagac¢édo da doenca (ja que sdo considerados suscetiveis). A emissao
de particulas virais entre os individuos esta relacionada ao trato respiratorio superior e sua
carga viral. Ou seja, a transmisséo ocorre com a tosse, espirro e emisséo de particulas de
saliva e posterior contato com as mucosas e pode ser facilitada por meio de fdmites como
celulares e objetos compartilhados, além de contato pessoal por apertos de méo e abracos
(XAVIER, R. A. et al., 2020).

Segundo o Ministério da Saude, os sintomas do coronavirus séo coriza, tosse, febre,
dor de garganta, dificuldade respiratéria, perda de sensibilidade olfativa, paladar alterado,
distirbios gastrointestinais, falta de apetite, cansago e dispneia. Dias et al., (2020). Os
achados laboratoriais incluem linfopenia, leucopenia e trombocitopenia leve. Também
s@o encontrados o aumento de marcadores inflamatorios: lactato desidrogenase (LDH),
proteina C reativa (PCR), aspartatoaminotransferase (AST), troponina, creatinoquinase
(CK), ferritina e tempo de protrombina estendida (OLIVEIRA, A. B. et al., 2020). Relata-se
sindrome de ativagdo macrofagica (MAS) ou tempestade de citocinas, que é a resposta
inflamatéria em decorréncia da Covid-19. Marcadores inflamatérios e ferritina estdo
elevados nestes casos, resultando em ativacao endotelial de células pulmonares, infiltragcéo
por macréfagos e neutréfilos, terminando em injuria, hipoxia e inflamacao tromboembdlica
(DIAS, H.C.M.V. et al., 2020).

Além dos achados laboratoriais, exames complementares incluem a radiografia do
torax e atomografia computadorizada, entretanto, segundo Guoet al., (2020), a sensibilidade
da radiologia é limitada e deve ser combinada com o diagnéstico clinico e detecg¢édo de
RNA viral. Teichet al., em um dos primeiros estudos realizados no Brasil, no hospital
israelita Albert Einstein, demonstraram que 93,6% das tomografias realizadas em seus
estudos apresentaram resultados anormais, demonstrando o comprometimento pulmonar
dos pacientes com Covid-19. Entre as anormalidades achadas estavam a opacidade em
vidro fosco e consolidacbes bilaterais irregulares. O potencial pandémico da Covid-19
pode ser controlado através de vigilancia epidemioldgica baseada em informagdes sobre a
transmissibilidade, infecciosidade e evolugao viral, bem como sua adaptagéao ao hospedeiro
(MARINELLI, P.N. et al., 2020). Neste sentido, o laboratério exerce grande importancia
no diagnostico diferencial entre sindromes respiratérias e Covid-19, sendo o local para
a deteccdo de amostras de triagem e diagnostico confirmatério de SARS-CoV-2. Sendo
assim, baseado na pratica usual de abordagem laboratorial do diagnéstico de viroses
respiratérias, as pessoas com suspeita de coronavirus faziam primeiramente o teste rapido
IgG/IgM para detecgé@o de anticorpos, visualizada por meio de cromatografia (através da
puncéo digital) e, a seguir, a depender dos resultados dos testes, suas amostras poderiam
ser encaminhadas para posterior diagnostico confirmatorio pelo teste molecular da RT-PCR
(Reverse transcriptionpolymerasechainreaction - Transcricdo reversa seguida de reacao
em cadeia da polimerase), por meio de swab da nasofaringe e orofaringe ou coleta de
saliva.
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JUSTIFICATIVA

O estudo do diagnostico laboratorial da Covid-19 é de fundamental importancia para
a vigilancia epidemioldgica da populagdo com o intuito de esclarecimentos a respeito de
um virus pouco conhecidono inicio de realizacédo deste estudo, em marco de 2020. Nesse
sentido, os trabalhadores da UFPA que por razdes da essencialidade de suas atividades,
mantiveram-se em atividades presenciais, na linha de frente da pandemia, mereciam total
atencdo, ja que eram os profissionais mais expostos ao novo coronavirus.Desta forma,
a Universidade Federal do Para (UFPA) criou o Programa de Vigilancia da Covid-19 na
UFPA que objetivava a oferta de diagnostico laboratorial do SARS-Cov-2 por meio de
RT-gPCR a trabalhadores (servidores docentes e técnicos administrativos, terceirizados
e estagiarios) da UFPA como forma de prevengao contra a Covid-19 e a melhoria das
condi¢cbes de trabalho. Assim, os trabalhadores dos hospitais universitarios Bettina Ferro
de Souza (HUBFS) e Jodo de Barros Barreto (HUJBB), bem como demais trabalhadores
em atividades presenciais da UFPA, tiveram apoio dos Laboratérios de Genética Humana
e Médica (LGHM), do Laboratério de Andlises Clinicas da (LAC), do laboratério didatico de
Biotecnologia e do Laboratério de Imunodermatologia do instituto de Ciéncias Biolégicas da
UFPA (ICB/UFPA) em relagéo ao diagnoéstico da Covid-19.

A atencé@o aos trabalhadores em atividade presencial permitiu tracar medidas de
prevencéo e controle da doenca na rotina diaria da UFPA. De maneira adicional, o LGHM e
0 LAC contribuiram junto ao Laboratoério Central do estado do Para (LACEN) e a Secretaria
de Estado de Saude Publica (SESPA) e da Secretaria Municipal de Saude de Belém
(SESMA) melhorando a vigilancia epidemioldgica de casos de coronavirus no municipio
de Belém.

A andlise dos resultados deste programa e a avaliagéo do servigo prestado ajudaram
a melhor organizar o fluxo de atividades de diagndstico laboratorial da Covid-19 realizado
pelos laboratérios do ICB/UFPA.

OBJETIVOS

Geral

»  Estabelecer uma organizacéo do servigco de diagnédstico laboratorial de SAR-
S-CoV-2 por RT-gPCR em trabalhadores da UFPA por meio do Laboratério de
Genética Humana e Médica (LGHM) e do Laboratério de Analise Clinicas (LAC)
do Instituto de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal do Para (UFPA).
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Especificos

+  Fazer a comparagéo sorologico-molecular das amostras de material coletado
destes profissionais.

+  Estabelecer uma analise laboratorial dos testes de diagndstico nos profissionais
da UFPA.

»  Descrever o processo de organizagéo do servigo de diagnostico laboratorial do
SARS-CoV-2 no LGHM e LAC-ICB/UFPA.

COLETA DE MATERIAL

As coletas foram realizadas no local de trabalho por profissionais habilitados e estas
foram devidamente acondicionadas até sua chegada ao LGHM e LAC para posterior etapa
analitica das amostras. Em uma segunda etapa do projeto, as amostras passaram a ser
coletadas no LAC e as amostras processadas no Laboratorio didatico de Biotecnologia e
analisadas no LGHM.

A etapa analitica consistiu na extracdo de material genético e PCR quantitativa em
tempo real (RT-gPCR) como teste confirmatério, realizado na saliva seguindo protocolo
proposto pelo laboratério

As amostras foram armazenadas em freezer -20 °C para processamento em até 48
horas ou armazenadas a -70°C para posterior analise. O transporte até o Laboratério de
Genética Humana e Médica foi feito com as amostras em refrigeragcéo de 2-8 °C a partir
das diretrizes do Ministério da salde para coleta e conservagéo de amostras para Covid-19
(Brasil, 2020).

EXTRAGCAO DE RNA VIRAL DO SARS-COV-2

O RNA viral foi extraido por método automatizado: Maxwell@ 16 (Promega) de
acordo com as informagoes fornecidas pelos fabricantes. As cabines de segurancga 2 (NB2)
foram utilizadas para manipulagdo das amostras biol6gicas no laboratério didatico de
Biotecnologia do Instituto de Ciéncias Biologicas.

A primeira etapa da extracdo de acidos nucléicos consistiu na separagdo de
aliquotas das amostras, por meio de através de 250 yL de saliva em dois microtubos do
tipo eppendorfs, sendo um deles para andlise pelo equipamento Maxwell. Na segunda
etapa houve a adicdo de 200 pL de tampéo de lise, cujo objetivo é a ruptura da célula
(lise celular) para que o conteudo ficasse exposto. Neste caso, houve ruptura por método
quimico através de detergentes quimicos. Os detergentes tém por funcéo a destrui¢cdo de
lipideos de membrana, através de desconstrucéo das ligagdes hidrofébicas dos lipidios das
membranas. Como a reagao precisou ser feita com agentes quelantes, estes capturam ions,
que por sua vez sao usados como cofatores em proteinas que degradam &cidos nucléicos,
a exemplo da DNAse que precisa de ions magnésio. A seguir foi utilizada a proteinase K
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(degrada proteinas) para purificagdo das moléculas que se deseja obter, separando-as dos
demais componentes da célula contidas no eppendorf. A terceira etapa foi aagitagéo das
amostras em equipamento tipo vortex. A quarta etapa da reacao foi a fixacdo das amostras
no termobloco (56°C).

Houve ainda a adicdo de 50uL de nuclease freewater a cada eppendorf com as
amostras, antes da entrada no extrator automatico. Seguindo-se a purificacao, a etapa final
da extracdo dos acidos nucléicos (neste caso RNA) foi a precipita¢cdo destes com o uso de
isopropanol para precipitacdo de RNA (Figura 1).

Figura 1 - Extracdo de RNA viral de SARS-Cov-2.

Fonte: fotos da autora.

REAL-TIME QUANTITATIVE REVERSE POLYMERASE CHAIN REACTION (RT-
gPCR)

O teste de RT-gPCR é considerado padrdo-ouro na deteccdo de SARS-Cov-2.
Segundo o Ministério da saide, amostras da nasofaringe ou saliva coletadas até o 8° dia de
sintomas, ou em qualquer momento para assintomaticos, € a amostra ideal para detecgcéao
viral por RT-gPCR.

As amostras de saliva deste estudo foram analisadas em equipamento ABI 7500
(Figura 2), com primers e sondas descritos por fabricante e protocolo ajustado pela equipe
técnica do laborat6rio do LGHM.
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Figura 2 - RT-qgPCR (Equipamento ABI 7500)

Fonte: fotos da autora.

Figura 4 - Resultados de RT-gPCR para SARS CoV-2. A, B e C: resultados positivos, negativos e
inconclusivos, respectivamente.

Fonte: fotos da autora.
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Interpretacdo laboratorial de RT-qPCR do SARS COV-2

O diagnostico Padrao-Ouro para SARS CoV-2 (RT-gPCR) é baseado em uma técnica
de biologia molecular capaz de detectar minimas quantidades de antigenos na amostra
laboratorial. H4 um limite de detecg¢éo (Também chamado Cut Off (CT)- inglés ou ponto de
corte, do portugués). Quando a linha de amplificagéo ultrapassa o CT (17 ou 18), o teste
molecular é considerado positivo (Figura 4A), ou seja, o RNA do SARS CoV-2 foi detectado
pelo equipamento. Um resultado negativo ndo atinge o CT do teste e significa que o RNA
do virus foi indetectavel naquele momento, mas néo indica auséncia de doenca. Também
pode indicar um RNA em baixa titulagem ou nao detectavel no limite do teste (Figura 4B).
Ja um resultado inconclusivo (Figura 4C) indica que o RNA viral apresentou divergéncia
no teste molecular, como uma linha de amplificacdo acima do CT e outra abaixo do CT,
indicando tecnicamente uma falha de deteccdo que precisa ser solucionada coletando
outra amostra do paciente.

Dosagem de IgG

A dosagem de anticorpos IgG foi realizada pelo método de ELISA (Enzyme-
LinkedlmmunosorbentAssay), que se baseia em reagbes antigeno-anticorpo detectaveis
por meio de reagGes com a peroxidase, que catalisa a reagéo de desdobramento de H,0,
em H,0 e O,. As andlises foram realizadas no Laboratério de Imuno-dermatologia do ICB a
partir de protocolo estabelecido pelo laboratério (FABRI et al., 2015).As amostras de sangue
total foram separadas por centrifugacdo e o soro armazenado a -20°C até o momento da
dosagem. A padronizagdo para a dosagem de IgM néo foi estabelecida a tempo de ser
incluida na analise deste estudo.

Os resultados foram avaliados na base do indice ELISA (El), que corresponde a
densidade oOptica (DO) da amostra dividida pela DO doponto de corte (cut-off) que, por sua
vez, foi calculado como uma média de trés controles negativos (soros armazenados a -80
°Ce testados RT-gPCR negativos, oriundos de coletas em 2019, antes do surgimento da
pandemia) mais trés vezes o desvio padrdo, de modo que amostras com valores de El de
1,1 ou acima foram consideradas positivas. A dosagens com El de 1,0 foram consideradas
inconclusivas e as menores ou iguais a 0,9 foramnegativas.

Critérios para o Diagndstico clinico-epidemiolégico-laboratorial

Ao final das analises, os resultados considerados RT-gPCR positivoseram
comunicados aos pacientes e inseridos no sistema nacional de comunicagédo compulsoéria
da Covid-19, bem como os pacientes encaminhados para atendimento no sistema de saude
(Anexo I). O retorno as atividades laborais dependia do tempo da dispensa médica e nao
dere-teste do paciente.
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As dosagens de IgG somente foram realizadas ap6s a emissdo do resultado do
RT-gPCR e ndo possuiam, portanto, finalidade diagnoéstica. Desta forma, os resultados da
sorologia foram entregues aos pacientes e a interpretagao discutida, individualmente, pelos
coordenadores do programa, quando solicitadas

Avaliacao do servico ofertado aos trabalhadores da UFPA.

A Ouvidoria da UFPA realizou enquete, por meio de um questionario on-line, com
cinco questdes para avaliar o grau de satisfacao dos usuarios (Apéndice 3). Os resultados
foram expressos em graficos e tabelas e serviram de base para a elaboragéo de relatério
em atencdo a determinacao da Ouvidora Geral da Uni&o, por meio da Portaria N° 581, de 9
de margo de 2021/CGU, que todas as unidades federais de prestacé@o de servigco deveriam

iniciar a avaliagcédo dos mesmos por meio de suas ouvidorias.

RESULTADOS

Analises dos exames realizados

No periodo de 01/04/2020 a 15/12/2020, foram atendidos 1.313 trabalhadores da
UFPA, dos quais 1.153 (87,8%) realizaram a pesquisa de RNA viral pelo método de RT-
gPCR, 710 realizaram a dosagem de IgG no soro (54,1%) e 586 (44,6%) realizaram ambos
os testes. Arazéo de nem todos os individuos terem realizados ambos os testes se deve ao
fato de somente a partir de junho passou-se a fazer a dosagem de anticorpos. A dosagem
da IgM néo chegou a ser realizada porque néo foi padronizada a tempo de ser implantada
para este estudo. Alguns individuos atendidos no laboratério realizaram a pesquisa de
IgG e IgM por meio de teste rapido cromatografico, mas este teste néo foi inserido na
rotina do laboratério 0 que deixou de fora da analise neste estudo. Desta forma, somente
0 servigo de diagnostico por meio do RT-gPCR foi avaliado. A dosagem de IgG, apesar de
nao constituir em método de diagnéstico de doenca ativa, foi analisada neste estudo por
conta dos resultados importantes observados na andlise conjunta com a dosagem de RT-
gPCR, que ajudaram a orientar as condutas do servigo.

Na amostragem total, 1.153 pacientes realizaram testes de RT-gPCR com 98
(8,50%) foram positivos, 1020 (88,46%) negativos e 35 (3,04%) inconclusivos; e 710
realizaram pesquisa de IgG com 161 positivos (22,7%), 495 (69,7%) negativos e 54 (7,6%)
indeterminados (Figuras 5 e 6).
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m Positivo = Negativo = Indeterminado
Figura 5 — Pesquisa de IgG no soro de individuos da pesquisa.

RT-qPCR

m Positivo  ® Negativo  ® Indeterminado

Figura 6 — Teste de RT-qPCR em participantes da pesquisa.

Somente 586 amostras tinham realizado os testes em conjunto, das quais, 129
(22,01%) eram positivas para IgG, 407 (69,45%) eram negativos e 50 (8,54%) foram
indeterminados.

Em relagédo a RT-gPCR, das 586 amostras, 36 (6,14%) eram positivas, 530 (90,44%)
eram negativas e 20 (3,41%) foram inconclusivas (Tabela 1).

Teste Positivos (N / %) Negativos (N / %) Indeterminados (N / %)
19G 129 (22,01) 407 (69,45) 50 (8,54)
RT-gPCR 36 (6,14) 530 (90,44) 20 (3,41)

Tabela 1- Distribuicdo das frequéncias absolutas da dosagem de IgG e pesquisa de RT-gPCR.
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Em relagdo a média dos El, dos 586 individuos que realizaram também o RT-qPCR,
a média aritmética estava com 1,42 (+0,40) para os positivos, de 0,64 (+0,15) entre os
negativos e de 0,94 (+0,03) entre os indeterminados. A analise ANOVA e o Teste-T revelam
que os valores das médias dos testes positivos e negativos variaram de maneira significativa
em relagé@o aos inconclusivos (p< 0,0001), mostrando que o El referente ao laudo positivo
ou negativo estava significativamente diferenciado dos indeterminados ou seja, os valores
de referéncia adotados sao suficientes para distinguir os resultados positivos e negativos
(Tabela 2).

Para realizar as andlises de correlagdo, OddsRatio (OR) e Risco Relativo (RR),
foi analisado o risco para pacientes com RT-gPCR positivos apresentarem também IgG
positivos, observando-se que 16 foram positivos para ambos os testes, 17 positivos
somente para RT-gPCR, 102 negativos para RT-qPCT e positivos para IgG e 383 negativos
para ambos os testes (Figura 7). Ficou demonstrado que pacientes RT-gPCR positivos
apresentaram a chance 3,5 vezes aumentadas de serem IgG positivos (Tabela 3). Os
dados foram agrupados em tabela de contingéncia 2x2 para a realizagdo da analise de
regressao logistica condicional por OR e RR(Tabela 3).

383

350
300
250
200

150

102
100
50
16 17
0 —/ —/

[ RT-qPCR /1gG (+/+) [ RT-qPCR /1gG (-/+) [l RT-qPCR /1gG (+/ -) [l RT-9PCR-/IgG (- /-)

Figura 7 - Distribui¢@o dos resultados de RT-qPCR positivos e negativos em relagcdo aos resultados da
pesquisa de IgG positivas e negativas.

Positivos Negativos Inconclusivos
Média aritmética 1,42 0,64 0,94
Desvio padrao +0,40 0,15 +0,03
ANOVA p <0,0001 p <0,0001 -
Teste T (Student)* p < 0,0001 p < 0,0001 -

Tabela 2 -Média dos indice ELISA das amostras do estudo.

* Com corregéo de Tukey.
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[s[€]
Positivo  Negativo

OR(p) IC(95%) RR(p) IC (95%)

Positivo 16 17 3,53 1,73 - 3,53 2,88 —

ATAPCR  Negativo 102 383 (<0.0001) 724  (<0,0001) 4,34

Tabela 3- Andlise de correlagéo entre os resultados de testes positivos e negativosde RT-qPCR e IgG.

Analise do fluxo dos exames

Os testes moleculares de RT-gPCRforam considerados como suficientes para o
diagnostico laboratorial da Covid-19. Os testes sorolégicos ndo foram incluidos na rotina
de diagnostico da doenca, uma vez que a dosagem de IgM né&o foi padronizada a tempo
para a inclusé@o neste estudo e o IgG, usualmente, € considerado no diagnéstico de doenca
cronica (LIU et al.,, 2020). De maneira adicional, os resultados reforcaram os achados
de Bichara et. al (2020) ao demonstrar que resultados IgG positivos foi identificados de
maneira significativa juntamente aos resultados de RT-qPCR positivos o que sugere que
seu uso nao pode ser indicador exclusivo de doenga crénica, o que pode ser um fator de
confusdo na analise diagnostica.

O uso da saliva como material biolégico mostrou-se apropriado e o indice de
inconclusivos parece nao estar relacionado ao método em especial, pois resultados
semelhantes foram identificados em outros trabalhos (YANG et. al, 2021; Kjellberg et
al., 2021; ENGELBRECHT e SCHOLES, 2021). A analise dos resultados de RT-gPCR
contribuiram para estabelecer a organizagéo do servico de diagnostico laboratorial dos
profissionais em atividades presenciais, ja que foi a primeira vez que este servigo foi
ofertado na UFPA. Os resultados dos testes laboratoriais obedeceram a um fluxograma
construido para compor um perfil genético epidemiolégico destes individuos.

Enquete de avaliacédo do servico

A Ouvidoria da UFPA recebeu 38 respostas ao formulario disponivel para resposta
voluntéria a enquete sobre a qualidade do servico ofertado no diagnéstico da Covid-19.
Dessas respostas, 30 referiam-se a usuarios do servico e os resultados mostraram, que todos
os respondentes pertenciam ao campus de Belém obtendo nota média de 9,02 e 25 usuarios
(65,8%) deram nota 10 ao servigo (Figura 8). O grau de importancia do servico obteve nota
média 9,55, respondidas por 10 dos avaliados em 31 avaliacdes (81,6%) (Figura 9).

A satisfagdo com o atendimento obteve nota média de 7,84, com a nota 10 atribuida
por 21 usuarios (55,3%) e nota 9 em 8 avaliagbes(23,7%) (Figura 10). Nenhum usuéario
encontrou dificuldades em acessar o servico (Figura 11).
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Em uma escala de 1 a 10, como vocé avalia esse Servigo?

25

20

10-10
Quantidade: 25

I Quantidade

[ 90,60

8-9

, Quantidade: 9
Média 8.33

1-4 6-7

Quantidade: 2 Quantidade: 2
Meédia 2.50 6.50

1-4 6-7 8-9 10-10

Figura 8 — Nota geral atribuida ao servigo.(Fonte: Ouvidoria da UFPA).

Emuma escala de 1 a 10, como vocé avalia o grau de importancia desse Servigo?

40

30

20

10 B Quantidade
Quantidade: 31

8
4 Quantidade: § 9

Quantidade: 1 Quantidade: 1

4 8 9 10

Figura 9 — Avaliacéo do grau de importéancia do servigo. (Fonte: Ouvidoria da UFPA).

Emuma escala de 12 10, qudo satisfeito voca ficou com o atendimento do Servigo?

. 10

“ Quantidace: 21 W Quantideds
20

1

]
10 Quantidade: 8
4 8
5 Quanidade: 2

Quantidade: 1

Figura 10 — Grau de satisfacdo do servigo.
Fonte: Ouvidoria UFPA.
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Vocé encontrou dificuldade para ter acesso ao Servico? Sim ou Nao? Se sim, qual(is)? Caso néo tenha utilizado o servigo, responda: Nao
utilizei o Servigo.

Nao utilizei

N&o encontrei nenhuma dificuldade.

Nao

Néo encontrei dificuldade para ter acesso ao servico.

N&o encontrei dificuldade para ter acesso ao Servico.

Né&o utilizei o Servico.

Nao utilizei o Servico

n&o utilizei o servico

nao utilizei

NAO. >

Vocé encontrou dificuldade para ter acesso ao Servico? Sim ou Nao? Se sim, qual(is)? Caso néo tenha utilizado o servigo, responda: Nao
utilizei o Servigo.

Né&o utilizei o Servico

nao utilizei o servico

n&o utilizei

NAQ.

Nao.

Nao houve dificuldade no acesso ao servico
Nao utilizei o servico

NAO

Nao

Nao.

Figura 11 — Grau de dificuldade de acesso ao servico.

Fonte: Ouvidoria UFPA.

DISCUSSAO

Ao analisar as amostras do estudo, verificou-se que 44,7% dos pacientes realizaram
os testes em conjunto. Ou seja, fizeram a dosagem de IgG e também a RT-gPCR para
ambas as analises. A época néo se tinha certeza se apenas o diagnostico soroldgico era
suficiente para afirmar a infecgdo por SARS CoV-2. Também ndo se sabia com preciséo o
impacto da determinagéo do IgG para o diagnostico da Covid-19. Os testes de IgM n&o foram
padronizados a tempo de entrarem neste estudo, mas foram considerados (assim como IgG)
como néo plenos para o diagnéstico de doenca atual ou antiga em estudos posteriores (Liu
et. al, 2020; 2020; Bichara et al, 2021). Mesmo a dosagem de IgG demorou a ser padronizada
e foi ofertada depois dos pacientes terem recebido o resultado do RT-gPCR.

A maioria das amostras foi considerada negativa para SARS CoV-2, e apenas
22,01% das 586 amostras foram consideradas positivas para ambos os testes. Deve-se
considerar que a populacao era formada apenas por profissionais expostos a atividades
presenciais de contato com o publico, o que pode significar que a populagéo estudada ja
tinha entrado em contato com o virus e desenvolveram anticorpos para o SARS CoV-2, mas
nédo desenvolveram a doenga ou que os individuos ndo desenvolveram anticorpos para
SARS CoV-2, mas tinham entrado em contato recente com o virus, naquelemomento de
grande circulagao e disseminacgéo da virose. Das 586 amostras, as consideradas negativas
foram de 386, tanto no IgG quanto no RT-gPCR, sendo seu El na média de 0,635 + DP
0,164. Assim, pode-se considerar como amostras verdadeiramente negativas, ou seja, que
o individuo nao tinha o virus no momento da coleta e/ou ndo formou anticorpos que o limite
de deteccgéo do teste pudesse comprovar uma infecgdo por SARS CoV-2.
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Os pacientes RT-gPCR positivos apresentaram 3,5 vezes aumentadas o risco de
serem IgGpositivos, o que demonstra pessoas com anticorpo tipico de infecgdo cronica
realmente positivas para SARS CoV-2, apresentando a infecgdo ativa no momento da
execucdo do teste. Este resultado talvez esteja relacionado ao fato de que, na Covid-19, o
IgG néo seja especifico de pacientes no quadro cronico da doenca. Possivelmente,esses
pacientes ja tinham entrado em contato com o virus e permanecido com o titulo detectavel
no momento da coleta ou ainda ha a possibilidade que estivessem em uma segunda
infeccdo no momento da coleta destas amostras.

CONCLUSAO

Por fim, foi elaborado um manual informativo, como forma de comunicar a sociedade
os resultados deste trabalho e para a orientacdo dos profissionais dos laboratérios
envolvidos neste estudo no que diz respeito ao atendimento das demandas da sociedade
por parte do Programa de Vigilancia da Covid-19 na UFPA.
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