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RESUMO

A analise de fluorescéncia possui inimeras aplicagdes em dispositivos da area de saude, é o caso do teste RT-gPCR que
detecta o SARS-COV-2. Buscando sanar o problema da mobilidade de aparelhos que realizam esse teste, foi
desenvolvido um fluorimetro portétil para detectar e mensurar a fluorescéncia da reagdo PCR. Para otimizar o aparelho
de bancada, foram realizados testes para quatro grupos de amostras: com a presenca do gene humano, com agua em
substituicdo do material genético, com SARS-COV-2 e na auséncia do SARS-COV-2 buscando reproduzir os resultados
encontrados no teste padréo ouro. Os valores permitiram a construgéo de curvas de densidade de probabilidade através
do estimador kernel da densidade. A analise permitiu selecionar a melhor corrente de operagao do aparelho de bancada
e do futuro protétipo, encontrando o valor ideal para 0,26 A. Nas préoximas etapas sera construida a matriz de confusao,
buscando estabelecer os limites de operagéo do projeto.

PALAVRAS-CHAVE: SARS-COV-2; Estimador Kernel da Densidade; PCR.
1. INTRODUGAO

A luminescéncia é a emissao de luz por qualquer substancia, ocorrendo a partir de estados eletrénicos
excitados. Ela pode ser dividida em duas categorias, a fluorescéncia e a fosforescéncia1. Essencialmente, na
fluorescéncia, a fonte de luz de um determinado comprimento de onda (A_excitacdo) excita o material
fluorescente, os atomos do mesmo, por sua vez, emitem luz num comprimento de onda maior (A_emissao).
Esse fendbmeno permite a utilizagdo dos materiais fluorescentes, também chamados de fluoréforos, como
marcadores para a presenca de determinadas substancias nas areas das ciéncias biolégicas’.

Na pandemia de SARS-COV-2 uma dessas aplicagdes acabou assumindo um papel de destaque, o
uso para diagnostico do virus através do método RT-gPCR (Reverse Transcription — quantitative Polymerase
Chain Reaction). Na RT-gPCR ocorre uma reag¢ao na qual o material genético alvo é amplificado e a detecgao
é feita através da fluorescéncia de um fluoroforo ligado ao material genético?. Nesse caso, uma fonte de luz
é utilizada para excitar o fluoréforo e com a detecgao da fluorescéncia emitida é possivel determinar a
presenca do virus numa amostra. O principal problema desse tipo de analise é seu alto custo, necessidade
de equipamentos especializados e pessoal treinados.

Buscando resolver essa problematica foi proposto em parceria com a Fiocruz o desenvolvimento de
um aparelho que pudesse mensurar a fluorescéncia e que fosse portatil, além de possuir um baixo custo, para
leitura de técnicas de PCR alternativas mais rapidas e faceis de executar, como a técnica RT-RPA
(Transcripitase Reverse-recombinase Polymerase Amplification), facilitando o acesso a esse tipo de teste
mais confiavel. Durante a construgao do experimento de bancada foram coletados dados que pudessem
valida-lo, e esses dados precisaram ser tratados com ferramentas estatisticas. Uma das ferramentas
adotadas foi o Estimador Kernel da Densidade ou KDE.
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O KDE permite através de um banco de dados com amostras aleatdrias construir uma fungéo de
probabilidade de densidade*. Com essa fungdo & possivel construir uma curva e assim identificar melhor
como os valores mensurados estdo distribuidos e até mesmo comparar os valores obtidos para tipos
diferentes de amostras como é o caso das analisadas no projeto. Foi utilizado em outras situa¢gdes como, por
exemplo, no diagnéstico de cancer®.

2. METODOLOGIA

A otimizagéo do fluorimetro desenvolvido foi feita através da comparagédo do resultado medido no
fluorimetro desenvolvido com o obtido num equipamento de RT-gPCR, modelo QuantStudio 1™ da Thermo
Fisher, localizado no ISIS - SAS do CIMATEC, permitindo ter um valor de referéncia para comparagao.

As analises ocorreram no periodo de um més. Foram medidos os valores de luz produzidas pelas
amostras em ADC Counts, unidade de medida adotada pelo sensor éptico. Detectaram-se trés comprimentos
de ondas diferentes, o ciano, que representa boa parte da fluorescéncia produzida, o verde e o amarelo. Cada
uma dessas analises foi feita para um valor de corrente diferente (0,13 A; 0,26 A; 0,39 A; 0,52 A; 0,65 A) de
alimentagdo de um LED de bancada (435 nm). Ao todo foram 120 amostras, sendo 47 positivas de controle
(presenca do material genético humano), 25 negativas de controle (sdo os brancos, ndo possuiam material
genético, e sim agua no lugar) e 25 positivas virais e 23 negativas virais, amostras que no teste padrao ouro
RT-gPCR deram positiva ou negativa para a presenca de SARS-Cov-2.

A analise KDE foi realizada para o conjunto de amostras restantes apds remogédo dos outliers (106
amostras) identificados por analise de Boxplot®. Para essa andlise foi utilizado o Python como linguagem
principal de programacgdo’ ja que possui algumas bibliotecas interessantes para a tarefa. Foram utilizadas
trés bibliotecas diferentes, a Pandas®, para manipulagao e importagao de dados, a Seaborn98, para estatistica
e visualizagao e, por fim, a Matplotlib'%, para visualizagdo e plotagem dos dados.

Para utilizar essas bibliotecas foi necessario do preAmbulo importa-las:

import pandas as pds
import matplotlib.pyplot as plt
import seaborn as sns

A leitura dos dados através do Pandas:

posit = pds.read_excel(r"D:\GD\Projeto Fiocruz\Bancos de Dados\Corrente_Positivo.xIsx")
negat = pds.read_excel(r"D:\GD\Projeto Fiocruz\Bancos de Dados\Corrente_Negativo.xIsx")
virus = pds.read_excel(r"D:\GD\Projeto Fiocruz\Bancos de Dados\Corrente_Viral.xIsx")
nvirus = pds.read_excel(r"D:\GD\Projeto Fiocruz\Bancos de Dados\Corrente_NViral.xIsx")

Foram plotados os graficos de KDE confrontando amostras positivas e negativas de controle e de
virus, para as trés cores, como no trecho:

fig, controle_ciano = plt.subplots()

controle_ciano = sns.kdeplot(posit["Ciano"], color ="green", shade = True)

controle_ciano= sns.kdeplot(negat["Ciano"], color = "red", shade = True)
controle_ciano.set(tite = "Positivo e Negativo de Controle (KDE) - Ciano", xlabel =
"Intensidade Luminosa (ADC Counts)", ylabel = "Densidade")

Por fim, validamos a curva do KDE sobrepondo-a ao histograma das amostras:

fig, ax1 = plt.subplots()

ax1.set(title = "Histograma e KDE - Ciano - Controle Positivas", xlabel ="Intensidade Luminosa
(ADC Counts)", ylabel = "Densidade")

sns.kdeplot(posit["Ciano"], color ="cyan", ax = ax1)

ax2 = ax1.twinx()

sns.histplot(posit["Ciano"], color = "black")

ax2.set(ylabel = "Quantidade")
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO - Positivo e Negativo de Virus (KDE) - Ciano
0014
Através das analises das curvas de densidade obtidas . 0’26 A
pelo KDE foi possivel comparar os resultados encontrados
para as correntes diferentes que alimentavam o LED. A g 0010
melhor corrente seria aquela que apresentasse melhor 8 ;s
separacgao entre as curvas de densidade para as amostras §
positivas e negativas de controle, e positivas e negativas 2008
de virus. 0.004
A imagem ao lado é um exemplo de resultado ~ %%%
obtido para o ciano no caso em que comparamos 0.000
amostras positivas e negativas para a presenga de Sars- 20 200 400 500 00

Intensidade Luminosa (ADC Counts
Cov-2. Esse resultado se repete nos outros casos e, por ' ' ; :

isso, a melhor corrente foi a de 0,26 A. Através dos graficos foi possivel determinar que apenas o ciano € o
verde séo eficientes para analise que sera realizada no protétipo final.

4. CONSIDERAGOES FINAIS

Através dos dados avaliados foi possivel determinar a corrente a ser utilizada na fonte de excitagéo,
ou seja, no LED, que foi de 0,26 A. Foi possivel ainda, determinar as cores com as quais é possivel distinguir
as amostras de tipos diferentes, no caso o ciano e o verde. A analise exposta nesse trabalho servira de base
para o desenvolvimento da matriz de confusédo, o que permitira determinar fatores como sensibilidade e
sensitividade do aparelho de bancada. Além disso, valida todos os dados obtidos para o banco de dados.
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