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Resumo

O diagnostico laboratorial realizado para determinar a alta hospitalar de pacientes
com COVID-19 é a RT-gPCR em amostras de swabs de naso e orofaringe, junto a
melhora clinica do paciente. Entretanto, estudos apontam a presenca de RNA viral
nas fezes, mesmo apds a negativagcdo dos swabs da faringe. Esses achados
levantam preocupacfes se 0s pacientes com swabs faringeos negativos estao
realmente livres de virus ou se sdo necessarias andlises de outras amostras
biologicas. O objetivo desse estudo foi analisar se 0s pacientes curados da infec¢do
pelo SARS-CoV-2 internados no Hospital Universitario Regional de Maringa (HURM)
ainda continuam liberando o virus nas fezes, e se ha uma tendéncia de isto
acontecer de acordo com a gravidade da infec¢cao. Foram analisadas onze amostras
de swab anal de pacientes com COVID-19, em estado grave, pela metodologia de
RT-gPCR, seguindo o protocolo do Centers for Disease Control and Prevention dos
Estados Unidos da América. Dentre os pacientes 37% eram mulheres e 68%
homens, com uma média de idade de 54 anos (37-70 anos). Uma amostra
apresentou resultado inconclusivo e as demais, resultado ndo detectavel. Desta
forma, pode-se concluir que provavelmente que o SARS-CoV-2 ndo esta presente
nas fezes dos pacientes apos 21 dias do inicio dos sintomas, discordando do
relatado na literatura consultada.

Introducéo

Em dezembro de 2019, a Organizacdo Mundial de Saude foi informada sobre o
aparecimento de casos de pneumonia de causa desconhecida, em Wuhan, na
provincia de Hubei na China. ApdOs investigacOes intensas, o agente causador
dessas infecc¢Oes foi isolado e a epidemia foi relacionada a um novo coronavirus
(CoV), denominado de SARS-CoV-2 (WANG, C. et al., 2020).

A COVID-19 é uma doenga infecciosa cujos sintomas mais comuns séo febre,
cansaco e tosse seca, porém outros sintomas como perdas de olfato e/ou paladar e
sintomas gastrointestinais como vomitos, diarreia e dor abdominal podem acometer
uma pequena parcela da populacao (WANG et al., 2020).
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Apesar da principal via de transmisséo aceita até o momento ser a via respiratoria,
através de goticulas, aerossois e fomites contendo particulas virais viaveis, estudos
tém demonstrado também a presenca de RNA viral em diferentes amostras
biologicas, entre as quais plasma, fezes e amostras de swab anal, levantando um
guestionamento sobre a existéncia de outras rotas de transmisséo viral, da qual se
destaca a via fecal-oral (PANet al., 2020).
O diagnéstico laboratorial € de grande importancia para o manejo clinico do paciente
e contactantes, uma vez que se trata de um virus de alta transmissibilidade. A
metodologia de escolha para o diagnéstico do SARS-CoV-2 é o RT-PCR, e as
amostras utilizadas sdo swabs combinados de naso e orofaringe. A negativacdo de
duas amostras de swab nasofaringeo num intervalo de 24 horas somado a melhora
clinica, sdo determinantes na adequacdo da alta hospitalar de um paciente e na
liberacdo das medidas de isolamento social (BRASIL, 2020). Chen et al. (2020), ao
estudarem 42 pacientes infectados com a COVID-19, verificaram a presenca do
RNA do SARS-CoV-2 nas fezes de 66,7% desses pacientes e, mais importante
ainda, 64,3% desses permaneceram positivo para o RNA viral nas fezes por até 7
dias apos o swab faringeano ficar indetectavel (CHEN et al., 2020). Esses achados
levantam preocupacfes se 0s pacientes com swabs faringeos negativos estao
realmente livres de virus ou se sdo necessarias andlises de outras amostras
biologicas.
Surpreendentemente, Wu et al. (2020) reportaram que o paciente infectado com a
COVID-19 tem amostras fecais positivas por 33 dias continuamente apos as
amostras respiratorios tornarem-se negativas (WU et al., 2020). No entanto, devido
ao pequeno numero de amostras avaliadas por esses estudos, faltam dados clinicos
para comparacdo de resultados, desta forma, o objetivo deste projeto foi analisar se
os pacientes curados da infec¢cdo pelo SARS-CoV-2 ainda continuam liberando o
virus nas fezes e se existe uma tendéncia de acordo com a gravidade da infeccao.
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Materiais e métodos

Coleta e armazenamento das amostras

A coleta do material da regido anal, foi realizada utilizando swab de Rayon,
acondicionado em Meio de Transporte Viral em pacientes do Hospital Universitario
Regional de Maringd (HURM) internados, com cerca de 21 dias apos o
aparecimento dos primeiros sintomas. A coleta do swab anal foi realizada junto a
coleta de material para a vigilancia de bactérias multirresistentes, padronizado pela
Comissédo de Controle de Infeccdo Hospital (CCIH), acompanhada por alunos de
doutorado, em companhia dos profissionais e técnicos do Laboratério de Andlises
Clinicas do HURM, obedecendo aos seus horarios de coleta de material biolégico e
com devida aprovagdo no Comité Permanente de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos — COPEP.

As amostras ficaram armazenados em ultra freezer a -80°C no Laboratério de
Ensino e Pesquisa em Analises Clinicas da Universidade Estadual de Maringa
(LEPAC-UEM) até a realizacdo da técnica de RT-gPCR. A realizacdo da técnica de
RT-gPCR foi realizada no setor de Virologia Clinica do LEPAC.

Extracdo do RNA viral e RT-gPCR
A extracdo do RNA viral foi realizada com o kit MagMAX™ Pathogen RNA/DNA Kit,
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de acordo com as recomendacdes do fabricante. O RNA extraido foi analisado pela
metodologia de RT-gPCR, seguindo o protocolo do CDC - CDC 2019-Novel
Coronavirus (2019-nCoV) Real-Time RT-PCR Diagnostic Panel (CDC, 2021), onde
foi utilizado o master mix Promega GoTagq® Probe 1- StepRT-gPCR System
(Promega, Madison, EUA), tendo como alvo os genes N1 e N2 (IDT, Sintese
Biotecnologia, Belo Horizonte, Minas Gerais), e, como controle interno, o gene da
RNaseP e, como controle positivo, RNA sintético (CORMAN et al., 2020). Para a
reacdo de amplificacdo em tempo real foi utilizado o equipamento Applied
Biosystems™ 7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems) com a seguinte
termociclagem: 15 minutos para a transcricdo reversa, seguido de 95°C por 2
minutos e 45 ciclos de 95°C por 3 s, 55°C por 30 s.

Dados clinicos

Os dados clinicos como sintomatologia, comorbidades e os dados epidemiologicos
foram acessados pelo prontuério dos pacientes atendidos no HUM, pelo Sistema de
Gestdo da Assisténcia de Saude do SUS (GSUS).

Aspectos Eticos ]
O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica da UEM (CAAE 33118420.9.0000.0104).

Resultados e Discussao

Foram analisadas onze amostras de swab anal de pacientes com COVID-19, em
estado grave, dentre os quais 37% eram mulheres e 68% homens, com uma idade
média de 54 anos (37-70 anos).

Desses pacientes, 54% estavam internados na UTI-COVID do HURM, e o restante
na enfermaria. As amostras foram coletadas numa média de 21 dias apés inicio dos
sintomas, sendo que os sintomas relatados com maior frequéncia foram febre
(54,5%), dispneia (63,6%), coriza (27,2%) e desconforto respiratorio (27,2%).
Apenas um paciente deu resultado detectavel para N1, mas o resultado é
considerado inconclusivo, pois ndo houve deteccdo do gene N2. Para que um
resultado seja considerado detectavel, deve ocorrer deteccdo para os dois genes
abaixo de 40 ciclos da RT-gPCR (Ct). As demais amostras foram todas nao
detectaveis para os dois genes do virus SARS-CoV-2. Nossos resultados discordam
dos que foram relatados na literatura consultada (CHEN, C. et al., 2020; WU, Y. et
al., 2020).

Conclusodes

Embora as amostras de swab anal coletados tenham resultado ndo detectavel para
SARS-CoV-2, a via fecal-oral deve continuar sendo objeto de estudo como via de
transmissdo do coronavirus, a fim de avaliar a necessidade de realizagdo de
analises de outras amostras biolégicas, aléem do swab nasofaringeo, para a alta
hospitalar de pacientes infectados. Os resultados obtidos nesse estudo justificam
uma pesquisa mais aprofundada sobre o assunto, incluindo a coleta de amostras
seriadas de cada paciente e um cronograma bem definido, bem como um ndamero
maior de pacientes para serem avaliados.
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