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O farmacéutico no diagnostico
molecular do SARS-CoV-2

na costa do descobrimento e no
extremo sul da Bahia

RESUMO

O surgimento e a rapida disseminagdo do virus SARS-CoV-2, microrganismo causador da doenga Covid-19,
na cidade de Wuhan na China, representa uma crise de satde que foi declarada pandémica em 11 de margo de
2020. No mesmo més, a cidade de Porto Seguro, situada na Costa do Descobrimento e localizada na regido sul
da Bahia, contabilizava seus primeiros habitantes com diagndstico da doenca. A técnica padrdo-ouro utilizada
no diagnédstico laboratorial € o RT-PCR, que detecta a presenca do material genético do virus. A técnica possui
algumas limitacGes: é mais lenta, exige profissionais altamente qualificados e requer aparelhos especializados.
A caréncia de farmacéuticos com habilidades nas técnicas de biologia molecular para atuar no diagndstico, na
pandemia, motivou o desenvolvimento deste trabalho. Além do diagndstico laboratorial, foram observadas as
caracteristicas clinicas dos cidaddos porto-segurenses infectados, que tiveram o diagndstico confirmado pela
técnica de RT-PCR. O maior percentual de amostras positivas foi entre os pacientes de 30 e 59 anos (70,3%) e
o sintoma simultdneo mais comum foi a tosse (61,2%). No inicio da pandemia, ndo estava definida a correlacdo
entre sinais, sintomas e o diagndstico da doenca, o que ressalta a grande relevancia deste trabalho, e destaca a
importancia do farmacéutico frente ao diagndstico laboratorial do SARS-CoV-2.
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CARACTERIZACAO

O sul da Bahia ¢é dividido em trés microrregides:
Litoral Sul, Costa do Descobrimento e Extremo Sul. A
Costa do Descobrimento (Figura 1) ocupa uma area
territorial de 12.130,20 km?, sendo formada por oito
municipios, que totalizam uma populacdo de 343.347
habitantes. J& o Extremo Sul (Figura 2) ocupa uma
area de 18.535,98 km? e possui treze municipios, com
uma populacdo de 416.859 habitantes (IBGE, 2010).

Figura 1. Costa do Descobrimento — Bahia.
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Essas duas microrregi®es em estudo sdo conhecidas
por suas belezas litoraneas e pela histéria da coloniza-
¢do do pais, mas, também, por terem uma economia
voltada a producdo do eucalipto e, principalmente,
para o turismo. O aeroporto de Porto Seguro € um
dos mais movimentados do Nordeste, e a rede ho-
teleira da cidade estd entre as maiores do Brasil. Os
21 municipios que integram as duas microrregides
contam com razodvel infraestrutura, destacando-se o
acesso pela BR-101, que constitui a principal rodovia
(BAHIA, 2015).
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Fonte: Base Cartografica: IBGE, 2006; Base Territorial: DETER/SDT/MDA,; Elaboragdo: CGMA/SDT/MDA, mar¢o/2015.

Figura 2. Extremo Sul — Bahia.
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Perfil epidemiologico

A Covid-19 é um importante problema de saude
publica de interesse internacional (MEO, 2020; ZHU,
2020). Desde o registro do primeiro caso no Brasil,
em 26 de fevereiro de 2020, e conforme noticiado
pelos principais telejornais brasileiros, o suposto es-
topim da disseminacdo do virus Sars-CoV-2 em Porto
Seguro ocorreu em 12 de margo de 2020, quando um
turista contaminado transmitiu o virus a amigos e a
funciondrios de um condominio de luxo no distrito de
Trancoso. Um més depois, o municipio contabilizava
12 casos confirmados e, no més seguinte, 45 morado-
res contaminados. Em janeiro de 2021, ja eram 9.036
casos confirmados no municipio terra mae do Brasil
e 4.841 em Teixeira de Freitas. Atualmente, apesar de
ser a menor parte dos territérios baianos, os 21 mu-
nicipios do Extremo Sul e da Costa do Descobrimen-
to tém 80.896 mil casos confirmados do SARS-CoV-2
(BAHIA, 2021).

Estrutura da saude publica regional

Durante o pico da epidemia da Covid-19, os mu-
nicipios que fazem parte da Costa do Descobrimento
e do Extremo Sul da Bahia sé tinham dois hospitais
com estrutura para receber pacientes infectados
pelo SARS-CoV-2, o Hospital Regional Deputado Luis
Eduardo Magalhdes, em Porto Seguro (Costa do Des-
cobrimento), e o Hospital Municipal, em Teixeira de
Freitas (Extremo Sul). Em meados de junho de 2020,
este municipio ainda recebeu um hospital de cam-
panha, com unidade de terapia intensiva, ampliando
para 20 os leitos voltados exclusivamente aos pacien-
tes com a Covid-19 (Foto 1). Recentemente, em junho
de 2021, um hospital de referéncia contra a Covid-19
foi inaugurado em Arraial d’Ajuda, distrito pertencen-
te ao municipio de Porto Seguro. A unidade dispde
de oito leitos de internacdo, sete leitos de suporte
ventilatorio e um leito de estabilizacdo.

Para auxiliar no diagnéstico laboratorial da Co-
vid-19, a Bahia possui o Laboratério Central de Sau-
de Publica (Lacen). Em 2020, o Lacen completou
105 anos de histéria, sendo reconhecido como a
32 maior unidade de vigilancia laboratorial do pais.
Atualmente, dispGe de 26 laboratdrios, sendo uma
unidade central com gestdo estadual, sediada em Sal-
vador, e 12 laboratdrios descentralizados, entre estes,
um em Porto Seguro e outro em Teixeira de Freitas.
Vale ressaltar que apenas o laboratério de Porto Se-
guro, no apice da pandemia, realizava o diagndstico
molecular do SARS-CoV-2 em toda regido sul da Bahia.

Foto 1. Hospital de Campanha — Teixeira de Freitas/BA.
Crédito: Sesab/Divulgacdo.
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Foto 2. Hospital de campanha — Porto Seguro/BA.
Crédito: Acervo pessoal.

RELATO DA EXPERIENCIA

Introdugao

Em maio de 2020, com aumento significativo de
casos confirmados de Covid-19 no interior da Bahia,
principalmente em Porto Seguro e Teixeira de Freitas,
o governo do estado resolveu descentralizar o diag-
néstico laboratorial, inserindo, em Porto Seguro, um
laboratdrio de biologia molecular subordinado ao La-
cen municipal. O exame considerado padrdo-ouro no
diagnostico da Covid-19 é o RT-PCR, sigla para reagdo
da transcriptase reversa seguida pela reacdo em ca-
deia da polimerase. A andlise do material coletado de
secrecdes, preferencialmente obtidas de raspado de
nasofaringe, permite detectar o virus com altissima
precisdo nos primeiros dias dos sintomas. Antes, os
testes eram feitos apenas em Salvador, e com a alta
demanda do estado, os resultados demoravam até
15 dias para chegar nos municipios do interior.
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Com o objetivo de ajudar na descentralizacdo
e dar mais celeridade na realizacdo de testes de Co-
vid-19 na Costa do Descobrimento, auxiliando tam-
bém o Extremo Sul do estado, a Prefeitura Municipal
de Porto Seguro abriu edital para contratacao de um
farmacéutico-bioquimico para trabalhar no diagndsti-
co laboratorial da Covid-19.

A realidade encontrada pela Prefeitura Munici-
pal durante o processo seletivo foi a caréncia de far-
macéuticos qualificados com experiéncia em biologia
molecular, mais precisamente com a técnica de RT-P-
CR. Selecionado o profissional, foram oito meses de
dedicacdo e trabalho exaustivo e solitdrio na banca-
da do laboratério de biologia molecular, extraindo o
RNA viral, sintetizando o cDNA e amplificando a re-
gido de interesse do virus SARS-CoV-2 (Foto 3), para
assim liberar os laudos com mais rapidez aos muni-
cipios da regido.

Além de liberar um laudo altamente seguro e
fidedigno a realidade viral do paciente, foram inseri-
das, nas observacdes, a carga viral do paciente com
explicagBes claras para uma conduta médica segura,
procedimento este pouco utilizado pelos analistas cli-
nicos de outras regides brasileiras. Foram necessarias
horas extras aos sabados e domingos em razdo da
urgéncia para liberacdo dos veldrios de pacientes sob
suspeita de contagio.

Foto 3. Farmacéutico Dr. Juliano Santana,
antes de iniciar o procedimento de extragao
do RNA do virus SARS-CoV-2.

Crédito: Acervo pessoal.

Diante do cendrio brasileiro e da caréncia de in-
formacdes sobre os sintomas dos pacientes positiva-
dos para Covid-19, foi realizado um estudo pioneiro,
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exclusivamente no municipio de Porto Seguro, para
descrever o comportamento do virus na saude da
populagdo.

Metodologia

Trata-se de um estudo transversal, com dados
das notificacdes de 219 pacientes diagnosticados
com Covid-19, pela técnica de RT-PCR, entre os meses
de junho a agosto de 2020, no Laboratério Municipal
de Referéncia Regional de Porto Seguro (BA). Neste
grupo de pacientes, foram inseridos indigenas, pre-
sididrios e moradores dos bairros e da regido central
do municipio.

Apds a coleta da amostra bioldgica pelos técni-
cos em analises clinicas, o material foi encaminhado
para a extracdo do RNA viral. Um extrator automatiza-
do de RNA foi utilizado com auxilio do Kit Veri-Q PREP
M16. Para a construcdo do cDNA e amplificagdes dos
genes de interesse (ORF3a e gene N), foi utilizando o
Kit Veri-Q PCR 316 nCoV-QS (Mico Biomed Co. Ltda).
Este sistema é baseado no método de deteccdo pela
enzima TagMan® (Livak, 1995), que utiliza uma sonda
especifica para o gene de interesse (Sars-CoV-2), a ser
amplificado entre dois primers — forward e reverse
(JOSEFSEN, 2012).

Os equipamentos foram fornecidos pelo governo
do estado da Bahia e os reagentes foram financiados
pela Secretaria Municipal de Saude de Porto Seguro.
Todas as analises foram realizadas com controle inter-
no, controle positivo e negativo. Para realizar a ana-
lise dos dados clinicos foram utilizadas notificacdes
dos pacientes provenientes das unidades de saude e
hospitais do municipio.

Resultados

Pela técnica de RT-PCR, foram confirmados mais
dois mil casos de Covid-19, em amostras provenientes
de municipios da Costa do Descobrimento e no Extre-
mo Sul da Bahia, entre junho/2020 e Janeiro/2021.
Contudo, este trabalho se baseia apenas nas notifi-
cagdes de 219 pacientes do municipio de Porto Se-
guro. Destes, a maioria era do sexo feminino (n=146;
66,7%). Como pode ser observado no grafico 1, o
maior percentual de amostras positivas foi verificado
entre os pacientes de 30 e 59 anos (70,3%). Em se-
guida vieram os idosos com 60 anos ou mais (14,2%),
adultos de 20 a 29 anos (11,4%) e as criangas e ado-
lescentes entre 4 e 19 anos (4,1%).
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Grafico 1. Grupos de pacientes distribuidos em faixas
etdrias com diagndstico de Covid-19.
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Conforme demonstrado no grafico 2, entre os di-
versos sintomas simultaneos, os mais comuns foram
tosse (61,2%), febre (52,1%), dor de garganta (42,5%),
seguidos por coriza (29,2%), cefaleia (26,5%), anos-
mia (26,0%) e dispneia (20,5%).

Grafico 2. Relatos de sintomas simultaneos dos 219
pacientes com diagnédstico de Covid-19.
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Sintomas

E vélido mencionar que 28 (12,8%) pacientes
relataram perdas de paladar e olfato simultaneas,
no inicio do quinto dia apds os primeiros sintomas.
Ainda, duas (0,9%) pacientes do sexo feminino apre-
sentaram petéquias nas pernas e bragos, e no diag-
noéstico diferencial para dengue, chikungunya e zika,
os resultados foram negativos (DIAZ-GUIMARAENS,
2020). Atualmente, ha vaérios casos descritos na li-
teratura de pacientes com Covid-19 com problemas
dermatoldgicos (WOLLINA, 2020; SACHDEVA, 2020;
SANCHEZ, 2020). As manifesta¢Bes cutdneas, que in-
cluem petéquias em pacientes com Covid-19, ja fo-
ram descritas em adultos e em criancas (GOTTLIEB,
2020; KLIMACH, 2020).
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Préximos passos, desafios e necessidades

As técnicas moleculares utilizadas para a identi-
ficagdo do SARS-CoV-2 sdo diferentes, em compara-
¢do aos exames convencionais. Os profissionais que
atuam nesta area possuem, mais frequentemente,
titulacGes académicas e experiéncia em pesquisa ba-
sica e aplicada, o que os torna escassos no campo de
atuacdo nas analises clinicas. Devido a relevancia do
trabalho laboratorial desenvolvido, verificou-se a ne-
cessidade de incluir, nas grades curriculares dos cur-
sos de graduacdo em Farmdcia, disciplinas voltadas
exclusivamente a biologia molecular como método
de diagndstico e prevencao de doencas.

Com relagdo aos reagentes utilizados nas extra-
¢Bes de RNA, amplificacdo do cDNA e aos aparelhos
especificos (termociladores), esses sdo importados e
possuem custos elevados. O desafio financeiro em
manter uma estrutura que proporcione a comunida-
de Porto-Segurense o acesso permanente ao diag-
néstico molecular da Covid-19 requer parceria entre
0Ss governos municipais e estaduais.

Atualmente existe apenas um laboratério priva-
do no municipio de Porto Seguro e regido que esta
realizando o diagndstico pela técnica de RT-PCR. Os
turistas estrangeiros, com viagens marcadas em voos
internacionais, sao 0s que mais procuram esse servi-
¢o. Assim, € necessario reativar o laboratdério de bio-
logia molecular no Lacen de Porto Seguro para aco-
Iher uma parcela da populagdo que esta desassistida,
pois o teste tem custo elevado no setor privado e ha
necessidade de garantir a agilidade no recebimento
dos laudos.

Conclusao

Por se tratar de um diagndstico laboratorial pio-
neiro no municipio de Porto Seguro, este estudo for-
nece dados para a sociedade e érgdos de saude, per-
mitindo mapear a distribui¢do do virus SARS-CoV-2 na
comunidade e direcionar as formas de planejamento
e as medidas de controle. O diagndstico por meio
da biologia molecular, utilizando a técnica de RT-PCR,
permitiu identificar precocemente a presenca do vi-
rus, favorecendo o isolamento imediato dos infecta-
dos, a investigacdo dos casos suspeitos e outras pro-
vidéncias, principalmente em relacdo aos pacientes
internados e que vieram a ébito.
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Com a diminuicdo progressiva da circulacdo do
virus, a parceria com o governo do estado e com a
secretaria de saude de Porto Seguro foi encerrada.
Para as pequenas quantidades de pacientes que ain-
da procuram atendimento no laboratério municipal,
as amostras sdo encaminhadas para a unidade de re-
feréncia em Salvador.

Com a grande demanda mundial no diagndstico
molecular do virus SARS-CoV-2, as técnicas tornaram-
-se mais simples, com menos intervencao do analista
clinico durante a extracdo do RNA, a sintese de cDNA
e a amplificacdo do gene. Vérias multinacionais de-
senvolveram métodos de diagndstico com utilizagdo
de cartuchos, otimizando a andlise e diminuindo o
nuimero de etapas fragmentadas para amplificacdo
do gene e a liberagdo do laudo.
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