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Resumo:

Este estudo teve como objetivo verificar se 0 SARS-CoV-2 permanece presente no
trato respiratorio superior de pacientes com COVID-19 internados no Hospital
Universitario Regional de Maringad (HUM), apds o periodo de viremia. Foram obtidas
amostras de swab nasofaringeo de 50 pacientes internados no HUM, para
execucao do teste molecular de qRT-PCR. Com isso, foi verificada a persisténcia
do SARS-CoV-2 no trato respiratorio superior desses pacientes. O tempo médio da
durabilidade do RNA viral nas amostras foi de 12,0 (IQR, 4,00) dias, tempo elevado
ao instruido para realizacdo do teste molecular (7 dias) e de isolamento (10 dias).
Entretanto, ndo podemos comprovar o potencial infectante e a viabilidade da
particula viral, mas serve como alerta e revisdo das medidas de manejo clinico, e,
também, na instrugcdo do tempo em que os pacientes com COVID-19 devem ficar
em isolamento.

Introducéo

Desde a notificacdo do surgimento do SARS-CoV-2 até o momento, mais de 588
milhdes de casos foram confirmados e aproximadamente 57 milh6es de 6bitos em
todo mundo (WHO, 2022).

O causador da COVID-19 é um virus da familia Coronaviridae, cujo género € o
Betacoronavirus. O contagio deste virus pode ocorrer de forma sintomatica ou
assintomatica. Em sua forma sintomética, o COVID-19 manifesta sintomas né&o
especificos, como tosse, coriza, febre e ndusea ou vomito (BRASIL, 2021).

Com isso, sabe-se que o tempo de incubacdo, segundo a literatura, € o fator mais
importante para contencao da transmissao viral (CIMOLAI, 2021). O presente virus
possui um periodo médio de incubacio de 5 a 6 dias. A vista disso, no Brasil é
recomendado pelo Ministério da Saude o isolamento de 10 dias perante a auséncia
de sintomas e uso de antitérmicos.

No trabalho de Li et al. (2020) foram demonstrados que, mesmo realizando a coleta
do trato respiratorio durante, em média, 53,5 dias apds o inicio dos sintomas, ainda
sim havia presenca do material genético viral do SARS-CoV-2. Porém, como a
técnica utilizada foi a de gRT-PCR e néo a de cultura viral, ndo ha como afirmar que
esses materiais genéticos apresentam capacidade de infeccao.
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Sendo assim, o presente estudo tem como finalidade observar a persisténcia do
SARS-CoV-2 no trato respiratorio superior de pacientes portadores do patodgeno,
assim como analisar as cargas virais ainda detectaveis nos individuos.

Materiais e Métodos

Foi realizado um estudo prospectivo com obtencdo de amostras de conveniéncia,
sendo todas as informacfes epidemiolédgicas e clinicas retiradas do prontuario do
Hospital Universitario Regional de Maringd (HUM), da Universidade Estadual de
Maringad. Os participantes selecionados foram convidados para participar da
pesquisa apds a concordancia e assinatura de um Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE). O projeto foi aprovado pelo Comité Permanente de Etica em
Pesquisa envolvendo Seres Humanos da UEM (Parecer n° 4.634.043).

Posterior a isto, foi analisado a possivel associacdo entre tempo de sintomas e as
seguintes variaveis: saturacdo de O, (%), hematdcrito (%), niveis de hemoglobina
(g/dL), linfécitos (células/mm?), contagem de leucécitos (células/mm?), bastonetes
(mm°), neutréfilos (células/mm?), plaquetas (mm?®), lactato desidrogenase (LDH)
(U/L), niveis de D-dimero (ng/mL) e de proteina C reativa (PCR) (mg/dL).

As amostras foram coletadas através do swab de Rayon acondicionado em Meio de
Transporte Viral e ficaram armazenadas em ultra freezer a -80°C no Laboratoério de
Ensino e Pesquisa em Analises Clinicas (LEPAC-UEM).

Por intermédio do kit MagMAX™ Pathogen RNA/DNA Kit foi feita a extracdo do RNA
viral de acordo com as recomendacdes do fabricante. O RNA extraido foi analisado
pela metodologia de gRT-PCR, seguindo o protocolo descrito por Corman et al.
(2020), onde foi utilizado o mastermix SuperScript™ IIl Platihum™ One-Step gRT-
PCR Kit (Thermo Fisher Scientific), tendo como alvo os genes RdRP e E, e como
como controle interno o gene da RNaseP (CORMAN et al., 2020). Para a reacao de
amplificacdo em tempo real foi utilizado o equipamento Applied Biosystems™ 7500
Real Time PCR System (Applied Biosystems) com a seguinte termociclagem: 55°C
por 10 mim para a transcricao reversa, seguido por 95°C por 3 min e 45 ciclos de
95°C por 15 s, 58°C por 30 s.

Sendo assim, as amostras foram separadas em niveis de carga viral. Ao final, para
comparacdo das caracteristicas clinico-epidemioldgicas (variaveis qualitativas) com
o tempo de sintomas dos pacientes, foi utilizado o teste Exato de Fisher. Foi utilizado
o programa Jomivi 2.0, sendo que o nivel e significancia para rejeitar a hipotese nula
foi de 5% (p-valor<0,05).

Resultados e Discussao

Neste estudo, foram obtidos dados de 50 pacientes, sendo 30 (60,0%) no setor da
UTI-COVID e 20 (40,0%) da Enfermaria-COVID, compreendendo o periodo de
outubro de 2020 a fevereiro de 2021. A mediana do tempo entre o inicio dos
sintomas e a coleta foi de 13,0 (IQR, 5,75) dias, sendo o menor tempo possivel para
detectar o RNA viral de 5 dias e o maior de 29 dias.

Das amostras com carga viral detectavel (35 — 70,0%), 63% apresentaram carga
viral baixa (Ct=31), 17% com carga viral intermediaria (Ct 26-30) e 20% com carga
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viral alta (Ct<25). Além disso, foi possivel observar que 70,2% (33/47) das amostras
coletadas com pelo menos 7 dias de sintomas tiveram resultado detectavel por qRT-
PCR, e, inclusive, 42,0% (14/33) dessas amostras com RNA viral detectavel
permaneceram desta forma por no minimo 14 dias desde o inicio dos sintomas.
Dessa forma, a deteccao do RNA viral foi maior em pacientes da UTI (79%).
Conforme a tabela 1, ndo houve associacao significativa entre a variacdo da carga
viral detectada com a persisténcia do resultado detectavel nos pacientes (p-valor =
0,383).

Foi observado também, que cerca de 66% dos pacientes possuiam, ao menos, uma
comorbidade ou historico de tabagismo ou alcoolismo, sendo observado a
hipertensdo (48%), seguida de diabetes (46%), e histérico de tabagismo (18%).
Foram registrados 9 Obitos (18%) decorrente de complicacbes, 0s quais
apresentavam carga viral detectavel e comorbidades (p-valor = 0,020).

Ainda, o tempo de internacdo demonstrou uma variacdo conforme o tempo de
permanéncia do RNA Viral (p-valor = 0,009), entretanto, n&o indicou uma diferenca
estatisticamente significativa em relacéo a variacao da carga viral (p-valor = 0,895).
Alguns parametros como leucécitos, linfocitos e neutréfilos apresentaram variagdo
significativa na sua quantidade conforme o tempo dos sintomas, 0s quais
demonstraram menor valor médio para amostras coletadas com tempo menor ou
igual a 7 dias de sintomas (leucdcitos, p-valor = 0,010; linfocitos, p-valor = <0,001;
neutrofilos, p-valor = 0,007).

Tabela 1 Distribuicdo da variacdo da carga viral do SARS-CoV-2 em relagcdo ao
tempo de sintomas até o momento da coleta das amostras nos 35 pacientes
internados no HUM com COVID-19.

Tempo de sintomas até o0 momento da coleta da amostra

Carga Viral <7 dias 8-13 dias > 14 dias p-valor
Baixa (Ct > 31) 1 10 11
Intermediéria
(Ct 1 4 1 0,383
26-30)
Alta (Ct < 25) 0 5 2

Ct: limiar do ciclo, do inglés, Cycle Threshold.

Verificou-se que o maior tempo de persisténcia do material genético viral nos
pacientes foi de 29 dias, no qual 42% ficaram detectaveis por até 14 dias,
ultrapassando assim o tempo de isolamento recomendado pelo Ministério da Saude.
Apesar desse resultado ndo negar a possibilidade de serem apenas resquicios de
material genético, € valido ressaltar que todas as amostras com carga viral alta
foram obtidas de pacientes com mais de uma semana de sintomas.

Sendo assim, foi verificado que os casos que apresentaram RNA viral acima de 14
dias foram maiores nas amostras que apresentaram carga viral baixa (50%). Foi
possivel observar, também, que a taxa de mortalidade foi elevada quando
comparado a outros estudos, mas nao pode ser excluida a possibilidade dessa
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discrepancia ter ocorrido devido a diferenca de amostragem, visto que neste
trabalho obteve-se apenas 50 amostras. Contudo, foi notado que diabetes (p-valor =
0,035) e tabagismo (p-valor = 0,023) apresentaram associagao significativa com a
evolucdo do paciente a Obito. Apesar de essas comorbidades estarem relacionadas
com a mortalidade, ndo foi demonstrada relagéo significativa com o tempo de
permanéncia do RNA viral (p-valor = 0,126). Outros valores como hemoglobina e
hematdcrito estiveram dentro da normalidade para pacientes detectaveis e nao
detectaveis. Apesar disso, foi verificado linfopenia em 74% dos pacientes, enquanto
a leucopenia estava presente em apenas 4%. Valores como leucocitos, linfocitos e
neutrofilos apresentaram menor valor médio em amostras coletadas com tempo
menor ou igual a 7 dias de sintomas.

Contudo, é necessario considerar o periodo em que as amostras foram coletadas,
pois a cepa do virus no momento da coleta pode apresentar caracteristicas
diferentes da cepa do momento atual, podendo assim, apresentar diferencas nos
parametros que podem se alterar com a infecgéo pelo SARS-CoV-2.

Conclusodes

Perante as resultados, foi verificado a possibilidade de detecgédo do RNA viral do
SARS-CoV-2 em tempo superior a 7 dias de sintomas, tempo recomendado para
realizacdo do teste molecular, e a 10 dias de sintomas, tempo recomendado para
isolamento. Entretanto, ndo podemos comprovar o potencial infectante e a
viabilidade da particula viral, mas serve como alerta e revisdo das medidas de
manejo clinico, e, também, na instrucdo do tempo em que os pacientes com COVID-
19 devem ficar em isolamento.
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