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Resumo: A pandemia da COVID-19 teve um impacto significativo em todo o mundo, resul-
tando em milhares de pessoas infectadas e uma elevada taxa de morbidade. Os testes mole-
culares foram amplamente utilizados para o diagnéstico do SARS-CoV-2. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a taxas de pessoas infectadas com SARS-CoV-2 dentre os circulantes
na UTFPR Campus Dois Vizinhos (DV) durante os meses de novembro de 2021 e maio de
2023. A metodologia envolveu a coleta quinzenal de amostras de secre¢fes da nasofaringe,
realizadas na UTFPR, seguida pela realizagéo do teste de RT-qPCR utilizando o Kit Biomol
One Step/Covid-19. Durante o periodo de novembro de 2021 até maio de 2023, foram cole-
tadas um total de 1850 amostras. Foi observado um aumento no nimero de casos positivos
em janeiro de 2022, o que pode estar relacionado a disseminagéo da nova variante Omicron
da COVID-19. No entanto, no periodo de janeiro a maio de 2023, nao foram detectados
casos positivos. A pandemia da COVID-19 destacou a importancia da ciéncia em todos 0s
aspectos da sociedade. As universidades, como centros fundamentais de desenvolvimento e
disseminacdo do conhecimento cientifico, desempenharam um papel essencial no monitora-
mento da progressao da doenca, e na conscientizacdo da comunidade durante esse periodo
desafiador.
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INTRODUCAO

O SARS-CoV-2 foi reportado inicialmente em meados de dezembro de 2019, em
Wuhan, na China. Trata-se de um virus RNA envelopado, agente causador da Sindrome
Respiratoria Aguda Grave (SARS), que infectou milhdes de pessoas ao redor do mundo (DA
SILVA, S. J. R. et al., 2022). O virus se espalha pelo trato respiratorio principalmente por
intermédio de goticulas salivares, secrecdes respiratdrias e contato direto com alguém con-
taminado (KUMAR et al., 2021).

Os testes moleculares, como o RT-gPCR, sdo amplamente utilizados no diagnéstico
da COVID-19 devido a sua alta especificidade e capacidade de fornecer resultados rapidos
na deteccdo do RNA do SARS-CoV-2 (PASCARELLA; TANG, 2020).

Este estudo apresenta relevancia pela sua esséncia emergente por amplas discussdes
acerca da maior crise sanitaria vivenciada pela sociedade contemporanea, que interfere dire-
tamente em todos estratos sociais. A deteccdo agil do virus assume um papel de vital impor-
tancia no tratamento e controle da doenga. Neste contexto, visando 0 avango e o bem-estar
da populacdo em geral, o propdsito deste projeto foi a realizacdo de amostragem para 0 mo-
nitoramento da COVID-19 através do diagndstico molecular para estudantes, funcionarios e
comunidade externa, ao mesmo tempo em que promove a capacitacao de profissionais como

medida preventiva para enfrentar a pandemia.

FUNDAMENTACAO TEORICA

Os virus pertencentes a familia Coronaviridae tém a capacidade de infectar princi-
palmente aves e mamiferos. Além disso, foi constatado que esses virus podem também in-
fectar células humanas, causando infec¢des no sistema respiratorio, tanto no trato respirato-
rio superior quanto no inferior (ZHU et al., 2020). Em alguns casos, 0s sintomas podem se
manifestar como leves problemas respiratorios, semelhantes a um resfriado comum. No en-
tanto, essas infeccGes podem progredir para manifestacbes mais graves, como bronquite,
pneumonia e sindrome respiratéria aguda grave. Em situacfes mais criticas, a infeccdo pode
levar ao ébito (SCHOEMAN; FIELDING, 2019).

No inicio da pandemia de COVID-19, o diagnostico da doenca era desafiador devido
a diversidade de sintomas que poderiam ser facilmente confundidos com outras enfermida-

des (KARIMI et al., 2021). Aléem disso, uma das principais preocupacdes relacionadas a
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COVID-19 é a presenca de individuos infectados que permanecem assintomaticos, uma vez
que eles tém o potencial para transmitir o virus durante todo o periodo infeccioso, uma vez
que ainda ndo ha uma explicacdo clara para essa condicio (FERREIRA NETTO; CORREA,
2020).

Os testes moleculares, como 0 RT-gPCR (reacdo de transcriptase reversa seguida de
reacdo em cadeia da polimerase), sdo considerados o padrdo ouro para o diagnostico direto
do virus SARS-CoV-2. Esses testes envolvem a deteccdo do RNA viral por meio da trans-
cricdo reversa quantitativa da reacdo em cadeia da polimerase em tempo real. Eles sdo alta-
mente sensiveis, especificos e rapidos na deteccdo do virus, superando outras metodologias
como a sorologia (KUMAR et al., 2020; LEE et al., 2021).

O RT-gPCR apresenta um desempenho otimizado pois € capaz de identificar casos
positivos mesmo em fases iniciais da contaminacéo, incluindo o periodo de incubacéo e ap6s
0 desaparecimento dos sintomas. Isso torna o teste molecular uma ferramenta valiosa no
controle da propagagdo da COVID-19, permitindo a identificagdo precoce de casos e 0 iso-
lamento de individuos infectados (SILVA et al., 2020).

METODOLOGIA
Coletas na UTFPR

O projeto foi submetido e aprovado pelo conselho de ética em pesquisa com seres
humanos da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana (UTFPR) com nimero de parecer
5.100.638. Com a implementacdo do Laboratério Multiusuario de Biologia Molecular e
Anédlises Biologicas (BioMol) na UTFPR, no auge da pandemia, em 12 de novembro de
2021 se deu o inicio das coletas quinzenais de secre¢Bes de nasofaringe em alunos, servido-
res e da comunidade externa na Universidade Tecnoldgica Federal do Parand Campus Dois
Vizinhos (DV), contendo o niumero minimo pretendido de 50 amostras por coleta, com a
vantagem adicional de que o teste podera ser repetido, se necessario.

A equipe treinada foi responsavel pela abordagem dos individuos nas dependéncias
da universidade para explicacdo dos termos da pesquisa, em seguida, eram coletadas infor-
mac0es previamente aprovadas pelo conselho de ética e realizada a assinatura do Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).
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Apos o preenchimento dos formularios, a coleta do material bioldgico foi realizada
por um profissional previamente treinado e paramentado com Equipamentos de Protecdo
Individual (EPI).

Rotina Laboratorial
A extracdo do material genético (RNA total) foi realizada a partir da insercdo de 20

pL da amostra com 20 pL de proteinase K (200 mg), em seguida, incubadas em banho seco
por 5 minutos a 95 °C.

Os testes de RT-gPCR foram realizados em pools, sendo inseridos cerca de cinco
amostras por po¢o. A amplificacdo ocorreu a partir do Kit Biomol OneStep/Covid-19
(IBMP), onde foi possivel identificar o agente etiol6gico através dos alvos da regido conser-
vada ORF1ab, regido da proteina do nucleocapsideo N e gene endégeno humano como con-
trole interno. Os sinais de fluorescéncia foram captados pelo termociclador CFX96™ (Bio-
rad) nos canais FAM (ORF1lab), HEX/VIC (N gene), ROX (controle interno) e analisados
com o software CFX Maestro Software™ (BioRad) de acordo com as recomendagdes do
fabricante (IBMP, 2021).

Em todos os testes foram utilizados Controle Positivo (CP), Controle Negativo (CN),
Controle Sem Amostra (NTC), Amostra Humana Sabidamente Negativa (HSC) e Amostra
Humana Sabidamente Positiva (CP+). Os resultados foram interpretados como positivos ou
negativos para presenca do agente etiolégico SARS-CoV-2. Caso algum pool apresentasse
resultado positivo as cincos amostras eram testadas separadamente para identificacdo dos
casos positivos. Apos a amplificacdo, todas amostras brutas foram armazenadas em ultrafre-
ezer a -80 °C.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados das coletas realizadas na UTFPR Campus Dois Vizinhos foram obtidos no
periodo de novembro de 2021 até maio de 2023 totalizando 1850 amostras, vale ressaltar
que os meses de janeiro (2022/2023) e fevereiro (2023) ndo obtiveram o nimero minimo de
cinquenta amostras, tendo em vista, as férias de alunos e servidores, resultando em um baixo
nivel de circulagdo de pessoas na universidade.

Apds o processamento das amostras, utilizando-se o protocolo pré-estabelecido pelo
fabricante, foi verificado a amplificacdo dos alvos nos canais FAM (ORF1ab), HEX/VIC (N
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gene) e ROX (controle interno), sendo consideradas negativas as amostras que amplificaram
somente o controle interno no canal ROX (Figura 1a) e positivas as amostras que amplifica-
ram 0 ROX (controle interno), FAM (ORF1ab) e/ou HEX/VIC (N gene) conforme a Figura
1b (IBMP, 2021).

Figura 1 — Graficos gerados pelo CFX Maestro Software (BioRad)™,
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Fonte: Autoria propria (2023)

Os resultados positivos podem ser observados na Figura 2, ao qual houve um au-
mento notavel no nimero de casos positivos em momentos especificos da pandemia. O au-
mento do nimero de casos positivos em janeiro (2022) pode estar relacionado com o conta-
gio pela nova variante do COVID-19, Omicron, ao qual foi detectada no final de novembro
de 2021 (CHENCHULA, S. et al., 2022). Os casos positivos se mantiveram na media de trés

casos até marco (2022). Com retorno das aulas presenciais em margo de 2022, o uso de
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mascaras era obrigatdrio nas dependéncias da universidade, refletindo no resultado de abril
(2022) com nenhum caso positivo.

Figura 2 - Variacdo do nimero de casos positivos e negativos de novembro (2021) até maio (2023).
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Ao final de margo (2022) a reitoria da UTFPR desobrigou o uso de méascaras nas
dependéncias da universidade, ou seja, 0 uso passou a ser facultativo. Os resultados apresen-
tados em maio (2022) com quatro casos positivos podem estar relacionados com essa medida
tomada pela instituicdo. Porém, até agosto, os casos se mantiveram entre 0 e 1, voltando a
crescer nos meses de novembro e dezembro de 2022 com 10 e 8 casos positivos respectiva-
mente.

No ano de 2023 nao foi detectado nenhum caso positivo no periodo de janeiro a maio.
Tal fato esté relacionado com o programa de vacinacao, pois segundo os dados recolhidos
pelo TCLE cerca de 61,24 % estdo vacinados com trés ou mais doses, 37,40 % com duas
doses, 1,14 % com uma dose e 0,22 % néo Se vacinou.

Vale ressaltar que no estudo conduzido por Vasconcelos et al. (2023), foram encon-
tradas evidéncias de uma diminuicdo nos casos positivos e mortes em Dois Vizinhos, a me-
dida que a cobertura vacinal aumentava ao longo de um ano ap6s a administracdo da primeira

dose da vacina em janeiro de 2021. Os resultados indicaram uma correlagéo entre o aumento
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da cobertura vacinal e a reducao dos casos e mortes na cidade, em particular, apos a vacina-
cao de 15 mil habitantes, o que representa aproximadamente 35,21 % da populagéo total de
41.124 habitantes. Essas descobertas ressaltam a importancia da vacina¢do em massa como
uma estratégia eficaz para controlar a propagacdo de doencas infecciosas e mitigar seus im-
pactos na saude publica. No entanto, € fundamental considerar que esses resultados se refe-
rem especificamente a cidade de Dois Vizinhos e ndo podem ser generalizados para outras
regides sem levar em conta as caracteristicas locais.

Por fim, as pessoas com diagnéstico positivo para SARS-CoV-2 receberam através
de e-mail ou aplicativo de mensagens whatsapp o laudo confirmando o resultado do diag-
nostico, adicionalmente ao laudo, foram encaminhadas orientagdes de isolamento social e

encaminhamento para o posto de saude mais proximo de sua residéncia.

CONSIDERACOES FINAIS

A pandemia de COVID-19 foi uma das mais significativas crises sanitarias da histo-
ria recente, provocando uma comocdo global devido a enorme quantidade de casos e 6bitos.
Além disso, essa crise teve um impacto profundo na economia e na sociedade. Através dos
resultados obtidos é possivel concluir que ndo houve um contagio massivo na universidade
no periodo de novembro de 2021 a maio de 2023. Pode-se concluir também que o projeto
voltado a comunidade interna e externa a UTFPR destaca o prestigio da universidade em
desenvolver alternativas, solugdes e prestar assisténcia em momentos criticos de pandemia,
fomentando a interacdo entre ensino, pesquisa e extensao ao formar profissionais capacita-

dos.
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