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RESUMO

Considerando a premissa de que a carga viral esta relacionada a uma maior letalidade,
realizamos um estudo retrospectivo com 188 pacientes com COVID-19 assistidos no
Hospital Municipal Padre Germano Lauck (HMPGL), em Foz do lguagu-Brasil no
periodo de julho a novembro de 2021. Neste estudo foi avaliado a relacdo da carga viral
absoluta de SARS-CoV-2 com o desfecho clinico dos pacientes. Por meio da técnica de
RT-gPCR, as cargas virais absoluta de amostras nasofaringeas foram obtidas através da
construcdo de uma curva padrdo utilizando o oligo sintético comercial 2019-nCoV_N
(IDT kit) como padrédo. As reacdes foram realizadas segundo o protocolo disponibilizado
pelo CDC/EUA tendo como alvo a sequéncia viral N1 do gene da nucleoproteina SARS-
CoV-2 e o gene P da ribonuclease humana como controle endégeno. Os resultados
apontaram uma carga viral média de 4,84 Log10 e uma associacéo significativa de alta
carga viral ao maior risco de Obito. Desta forma, a carga viral de SARS-CoV-2 na
admissdo foi independentemente associada a mortalidade entre o0s pacientes
hospitalizados com COVID-19. A ampliagdo de pesquisas desta ordem podera confirmar
a utilizacéo da carga viral como ferramenta prognostica no manejo clinico de pacientes
graves decorrentes de infeccOes virais de importancia clinica.
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ABSTRACT

Considering the hypothesis that viral load is related to higher lethality, we performed a
retrospective study with 188 patients with COVID-19 assistance at the Padre Germano
Lauck municipal hospital, in Foz do Iguacu, Brazil, from July to November 2021. This
study evaluated the relationship between the absolute viral load of SARS-CoV-2 and the
clinical diagnosis of patients. Using the RT-gPCR technique, nasopharyngeal
demonstration of absolute viral loads was initiated by constructing a standard curve using
the commercial synthetic oligo 2019-nCoV_N (IDT kit) as a standard. The reactions were
performed according to the protocol provided by the CDC/USA, targeting the N1 viral
sequence of the SARS-CoV-2 nucleoprotein gene and the human ribonuclease P gene as
an endogenous control. The results showed an average viral load of 4.84 Logl0 and a
significant association between a high viral load and a higher risk of death. Thus, SARS-
CoV-2 viral load on admission was independently associated with mortality among
patients hospitalized with COVID-19. The extension of research of this order may
confirm the use of the viral load as a prognostic tool in the clinical management of
critically ill patients with clinically important viral dependence.

Keywords: viral load, SARS-CoV-2, gRT-PCR, absolute quantification.

1 INTRODUCAO

O virus SARS-CoV-2 foi rapidamente disseminado em todo 0 mundo em um curto
espaco de tempo, obrigando a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) a declarar como
uma pandemia global em 11 de marco de 2020 (DE FREITAS et al 2020; CASCELLA
et al 2021). Desde entdo deu-se inicio a uma das maiores crises de salde global desde a
pandemia de influenza de 1918, a Coronavirus Disease - 2019 (COVID-19). Até marco
de 2022 foram mais de 445 milhdes de casos confirmados no mundo e mais de 29 milhdes
no Brasil, 0 nimero de mortes ultrapassou 5,9 milhdes e 650 mil no Brasil, sendo este, o
terceiro pais com maior nimero de casos confirmados e o segundo maior em mortes,
segundo o site oficial da OMS (WHO, 2022).

Embora a maioria dos pacientes que desenvolvem COVID-19 tenham
apresentacdes leves, 18%-33% dos pacientes que estdo internados necessitam de
ventilacdo mecéanica e até 20% dos pacientes hospitalizados morrem (MAGLEBY et al.
2020).

A deteccdo de SARS-CoV-2 pelo ensaio de transcri¢do reversa-PCR (RT-gPCR)
em amostras de swab nasofaringeo € considerado o padrdo ouro para o diagnostico da
COVID-19. Nesse contexto, um fator pouco abordado em estudos é a relagcdo da carga

viral absoluta durante a admissdo dos pacientes e o desfecho clinico dos mesmos
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(NASCIMENTO et al 2010). A quantificacdo absoluta baseia-se na comparagdo da carga
viral das amostras com um padrdo cujo nimero de moléculas é conhecido. A partir disso
se constroi uma curva padrdo para determinar a quantidade absoluta de carga viral dos
pacientes.

Com base na hipotese de que a carga viral de SARS-CoV-2 durante a admissao
hospitalar poderia atuar como um biomarcador de gravidade e letalidade, esse trabalho
teve como objetivo investigar a possivel existéncia de relacdo significativa entre a carga
viral absoluta e o desfecho clinico de pacientes diagnosticados com covid-19 por qRT-
PCR, assistidos no hospital municipal Padre Germano Lauck em Foz do Iguacu, Brasil,

no periodo de julho a novembro de 2021.

2 METODOS
2.1 CENARIO DO ESTUDO E ASPECTOS ETICOS

Neste estudo viroldgico quantitativo foram avaliadas 188 amostras de pacientes
com COVID-19 detectados entre julho e novembro de 2021 no Laboratdrio de Biologia
Molecular UNILA/HMPGL localizado no Hospital Municipal Padre Germano Lauck em
Foz do lguacu, inserido na rede de estabelecimentos de saude vinculados ao SUS. As
amostras para analise chegaram ao laboratério em tubo falcon contendo 3ml de meio
VTM, que foram armazenados em geladeira (8C°), até o processamento das amostras.

O presente estudo configura-se como um dos objetivos propostos no Projeto
“Perfil da populacdo do oeste paranaense acometido de Sindrome Respiratoria Aguda
Grave entre 2020 e 2022” aprovado no Comité de Etica em Pesquisa (CEP)/ Comissdo
Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)/Plataforma Brasil, CAAE nimero
36189220.3.0000.8527.

2.2 EXTRACAO DO RNA

Foram utilizados 100 puL. da amostra para extragdo de RNA usando o Kit Extracta
Fast-RNA Viral (MVXA-P096 FAST Loccus) em extrator automatizado Extracta 96
(Loccus), com capacidade para extracdo de 96 amostras simultaneas. O sistema
automatizado realiza o processo de extragédo e purificagdo por meio de beads magnéticas.
Ao final do processo 0 RNA ¢é recuperado em uma solucédo de eluicdo com volume final

de 60 pL. O RNA purificado foi armazenado a -80 C até o0 momento da detecgéo.
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2.3 DETECCAO DE SARS-COV-2

A deteccéo viral foi realizada usando o Kit Biomol OneStep/COVID-19 (IBMP)
de acordo com as especificacBes do fabricante que permite a identificagdo do virus SARS-
CoV-2 atraves de dois alvos: regido conservada ORF lab e regido da proteina do
nucleocapsideo N. As rea¢des sdo monitoradas pela detec¢do de um controle interno que
possui como alvo um gene endégeno humano permitindo confirmar o desempenho dos
processos de extracdo e de deteccdo do RNA viral. A amplificacdo dos genes alvos do
patdgeno com a amplificacdo do Controle Interno indica presenca de RNA viral na

amostra.

2.4 METODO DE ANALISE DA CARGA VIRAL

A quantificacdo baseou-se em uma preparacdo de uma curva padrdo contendo
diluicdes conhecidas da amostra padrdo 2019-nCoV_N (marca IDT) que ja vem
ressuspenso em tubo contendo 250 pL (200.000 copias/ul) em IDTE pH 8,0. Para a
diluicdo seriada em cinco pontos foi utilizado agua livre de DNAses e RNAses com fator
de diluicédo 1:10. Padronizou-se o primeiro ponto da curva padrdo com o controle estoque,
sem diluicdo, com 200.000 copias/pL (6 logl0), em triplicata como especificado pelo
fabricante. O ponto 2 foi de 20.000 copias/uL (5 logl0), o ponto 3 de 2.000 copias/uL (4
log10), o ponto 4 de 200 copias/pL (3 logl0) e o ponto 5 de 20 copias/uL (2 logl0). Para
as reagoes de PCR foram utilizados 5 pL de padrdo por reagdo. Vale ressaltar que o
controle utilizado como padrdo tem como alvo o gene N1, portanto, as analises foram

baseadas nos valores de amplificagdo do gene N.

2.5 COLETA E ANALISE DOS DADOS

Conforme seu desfecho clinico as amostras foram classificadas em trés grupos:
sem Internagdo, internacdo com desfecho de alta e internacdo com desfecho de Obito.
Calcularam-se estatisticas descritivas, como médias e proporc¢des (percentuais) de cada
variavel. A relagdo entre a carga viral e o desfecho clinico foi analisada utilizando o teste
Kruskal-Wallis e o método de Pairwise. Foram feitos modelos de regressdo logistica
bivariada para estimar se a carga viral poderia ser preditora das taxas de mortalidade e de
internamento entre os pacientes com COVID-19. Foi investigada a associacao das taxas
de mortalidade, internamento e a carga viral, com calculos dos odds ratio (OR) e seus
respectivos intervalos de confianga (IC 95%). Valores de p < 0,05 foram considerados

significantes. As analises estatisticas foram realizadas com o IBM SPSS Statistics for
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Windows, Verséo 28.0 (Armonk, NY: IBM Corp e SAS/STAT 10.1; SAS Institute Inc.,
Cary, NC).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 CURVAS DE AMPLIFICACAO E EFICIENCIA DA PCR

Para a realizagdo da quantificacdo viral absoluta das 188 amostras, foram
realizadas trés placas de detecgdo (figuras 1, 2 e 3). Vale ressaltar que a amplificacdo e
deteccdo da curva padréo sdo realizadas paralelamente a amplificacdo das amostras que
se quer quantificar. Em todas elas, as diluicdes seriadas da amostra padrao foram postas
em triplicatas e os ciclos de amplificagdo foram: 15 minutos a 50°C, 3 minutos a 95°C e
45 ciclos de 95°C por 15 segundos e 40 segundos a 55°C para anelamento e extens&o.

O NTC (No Template Control) de todas as trés placas ndo apresentou curva de
crescimento de fluorescéncia que cruzasse a linha do Threshold, como o NTC consiste
em um pogo que contém apenas 0 mix de detecgcdo sem presenca de qualquer RNA, ndo
houve contaminacéo das placas. Se qualquer uma das reagcdes NTC exibir uma curva de
crescimento que ultrapasse o limite do ciclo, pode ter ocorrido contaminacdo. Nessa
situacdo, a corrida deve ser invalidada e o ensaio repetido, seguindo rigorosamente 0s
cuidados citados no protocolo descrito por CHERNICHARO, 2021.

Figura 1 - Placa 1 contendo os padr8es em triplicada, controle negativo e 79 amostras
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Figura 2 - Placa 2 contendo os padrdes em triplicada, controle negativo e 79 amostras

[

- }M
: ] . L ] L] ’
25 Jwewng Cuweey
S Pt
- ) e al
ad =IN35 et 2
e S Nt &

'.-‘l F) [0 0 R & et ) Cwtes 3 Tewe ) Ca 9]

= | ex N ) » 20 ax
a0 e " o »ae T

’ [ " ~ s o e

e fag e N et oo n»

[loer e " et s uo

? I " 2t " e

[ »ex " et "o o

- { (T " (Yo s au

' I B [T s nwe

3 [ vex " - ans T

[ar  »en " - ano nx
- im M ,u,. L. )(H:,l

Figura 3 - Placa 3 contendo os padrdes em triplicada, controle negativo e 30 amostras.

,_\‘
‘0\\
Fy
i e
\__\
H) . s
Log Sumng Ousremy
O Pewer
X smoe
— BN 20 el TE e

[Ed ==x Feshees & v |

7| rqorhaimoh—ohoﬁb

A n " N e . nw
o HEx N e L L "s

L) on " ~ s oo e

¢ o2 € n rae WSS NS
e " N e s L

D = rEa N e 1 ne

£ [T “ s 2 xne
e ~ o sea Bo

’ 4 N Uk, =l [
EM e N U g

hd 2 rEx N NTC

\J [l rw—

Ensaios precisos geralmente sdo correlacionados com uma PCR de alta eficiéncia.
Desta forma, a eficiéncia da PCR deve ser estabelecida por curvas de calibragdo, as quais
fornecem uma indicacdo simples, rapida e reprodutivel da eficiéncia média da PCR, da
sensibilidade analitica e da robustez do ensaio (BUSTIN et al 2009). Ou seja, a partir da
curva padrédo, podem ser derivadas informagdes sobre o desempenho da reacao atraves
dos seguintes parametros: Efficiency %, Slope, Y-intercept, e Correlation Coefficient (R?).

A tabela 1 mostra a eficiéncia de amplificacdo de todas as placas.
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Tabela 1 — Relagdo da eficiéncia nas 3 placas.

PMlaca Fluor Efficiency % Slope Y-Intercept R~2

1 HEX 118,18 2,851 37.854 0,962
2 HEX 104,2 -3,12 41,226 0,998
3 HEX 83,49 -3,793 42,537 0,992

Entende-se por eficiéncia da PCR, a taxa na qual um amplicon é gerado. Se um
amplicon dobra em quantidade durante a fase geométrica da amplificacdo da PCR, ela
apresentou 100% de eficiéncia. Neste estudo, a eficiéncia de amplificacdo da PCR da
primeira placa foi de 118,18%, da segunda placa foi de 109,20% e da terceira placa foi
83,49%.

Slope e Y-intercept da curva padréo estimam a eficiéncia de amplificacdo de uma
reacao de PCR em tempo real e é representada como um gréafico de regressdo linear semi-
log do valor CT em comparacéo ao log da quantidade inicial do &cido nucleico. Para obter
resultados precisos e reprodutiveis, as reacdes devem ter uma eficiéncia tdo proxima de
100% quanto possivel, equivalente a uma inclinagdo de —3,32. Neste estudo, o slope da
primeira placa foi -2,951, da segunda placa foi de -3,120 e da terceira placa foi 3,793.

Correlation Coefficient (R?) mede o ajuste dos dados a curva padrdo. O valor R2
reflete a linearidade da curva padréo. Idealmente, R2 = 1, embora 0,999 seja geralmente
o valor méximo. Neste estudo, o R2 da primeira placa foi 0,962, da segunda placa foi de
0,998 e da terceira placa foi 0,992.

As diferencas de eficiéncia encontradas nas placas tem muitas explicacfes
possiveis, tais como: o cuidado nas pipetagens, a qualidade e integridade das amostras
(molde de RNA e cDNA), desenho dos primers, condicdes de termociclagem
(temperatura de desnaturacdo, anelamento dos primers), qualidade e quantidade dos
reagentes e também o tamanho do produto a ser amplificado. CondicGes especificas para
cada experimento devem ser padronizadas (NASCIMENTO et al 2010). Sendo assim, 0s
valores de eficiéncia alcancados foram considerados suficientes para validar o estudo

proposto.

3.2 QUANTIFICACAO ABSOLUTA
Os 188 pacientes apresentaram infeccdo diagnosticada de SARS-CoV-2 por gRT-
PCR anteriormente, porém, durante a realizacdo dos testes, duas amostras ndo

apresentaram curva de crescimento de fluorescéncia que cruzasse a linha do Threshold,
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portanto, foram excluidas das analises. Resultados Falso Negativos podem ocorrer devido
a baixa quantidade de virus presentes na amostra, devido a problemas na coleta, transporte
ou manuseio (CHERNICHARO et al., 2021).

A faixa etéria dos 186 pacientes foi de 1 a 91 anos, com média de idade de 39,81
anos (dp 20,9). O Ct médio foi 24,72 (dp 4,3), o Ct mais baixo foi 16,28 e o mais alto foi
35,96. O valor médio de cdpias virais foi de 4,84 log10, (dp 1,4 log10) o menor nimero
de copias foi de 0,64 log10 e o maior foi de 7,34 log10.

Existem varios fatores que interferem na gravidade dos pacientes com COVID-
19, por exemplo, a idade e as comorbidades dos pacientes. Pacientes idosos e frageis
podem apresentar uma expressdo mais elevada de receptores ACE2 que servem como
entrada celular para SARS-CoV-2 e também podem ter uma imunidade prejudicada, tudo
isso contribuindo para cargas virais mais altas na admissao e uma doenca mais grave (DE
LA CALLE etal., 2021). Embora apenas aproximadamente 25% dos pacientes infectados
tenham comorbidades, 60% a 90% dos pacientes infectados internados tém
comorbidades. As comorbidades mais comuns em pacientes hospitalizados incluem
hipertensdo (presente em 48%-57% dos pacientes), diabetes (17%-34%), doenca
cardiovascular (21%-28%), doenca pulmonar cronica (4%-10%), doenca renal cronica
(3%-13%), malignidade (6%-8%) e doenca hepatica cronica (<5%) (WIERSINGA et al.,
2020). Como este estudo levou em consideracao apenas aspectos virologicos, uma analise
da relacdo entre a idade, as comorbidades e a carga viral dos pacientes poderia apresentar
resultados diferentes.

Durante o levantamento dos dados, 24 pacientes ndo foram analisados em relacéo
ao seu desfecho clinico, por falta de dados no prontuério eletronico, sendo assim, as
analises utilizam um namero total de 162 pacientes. A idade, as comorbidades, data de
coleta em relacdo ao inicio dos sintomas, tratamento feito antes da coleta das amostras e
vacinacdo do paciente, apesar de serem varidveis importantes na dindmica da carga viral,
ndo foram incluidas nas analises estatisticas. Por ser um estudo retrospectivo, muitos
pacientes ndo continham essas informagfes cadastradas no seu prontuario eletrénico,
mostrando que ha uma grande defasagem na coleta dos dados dos pacientes durante a

pandemia, dificultando um estudo mais abrangente dos fatores relacionados a carga viral.

3.3 RELACAO ENTRE CARGA VIRAL E DESFECHO CLINICO
Os pacientes foram classificados com base em seu desfecho clinico da seguinte

forma: sem internacéo, internacdo com desfecho de alta e internagdo com desfecho de

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.9, n.3, p. 10849-10864, mar., 2023



Brazilian Journal of Development
ISSN: 2525-8761

10857

Obito. Os pacientes sem internagdo sdo aqueles com teste positivo para SARS-CoV-2 sem
qualquer sintoma clinico consistente com COVID-19 (assintomaticos) ou que
apresentaram doenca leve: individuos que apresentam qualquer sintoma de COVID-19,
como febre, tosse, dor de garganta, mal-estar, dor de cabeca, dor muscular, nausea,
vomito, diarreia, anosmia ou disgeusia, mas sem falta de ar ou imagem anormal do torax,
e portanto, conseguiram se recuperar sem intervencdo hospitalar (CASCELLA et al.,
2021). A internacdo com desfecho de alta considerou todos os pacientes que precisaram
de acompanhamento hospitalar, tanto aqueles pacientes que tiveram doenca moderada:
individuos que tém sintomas clinicos ou evidéncias radioldgicas de doenca do trato
respiratorio inferior e que tém saturacdo de oxigénio (SpO2) > 94% no ar do quarto,
quanto aqueles que tiveram doenga grave em que a oxigenoterapia convencional ndo foi
suficiente para atender a demanda de oxigénio, desde de que esses pacientes em algum
momento tenham recebido alta, portanto, tendo se recuperado completamente dos
sintomas (CASCELLA et al., 2021). Os pacientes que foram internados com doenca
grave que nao resistiram aos sintomas sendo levados a Obito, foram considerados
internamento com desfecho obito.

Os valores da carga viral foram analisados de acordo com o desfecho clinico da
doenca: sem internacdo (85,8%; 139/162; media de carga viral, 4,88 Log10); internacdo
com desfecho de alta (6,8%; 11/162; média de carga viral, 3,62 Log10); e internagdo com
desfecho de 6bito (7,4%; 12/162; média de carga viral, 5,56 Log10), como mostrado no

gréfico 1.

Graéfico 1 - Frequéncia dos grupos de desfecho clinico.
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3.4 TESTE DE KRUSKAL-WALLIS

Um teste de Kruskal-Wallis foi feito para determinar se havia relagcdo entre os
valores de carga viral com o desfecho clinico, o teste demonstrou que ha um valor
estatisticamente significativo de relacdo entre as duas variaveis (H(3)=8,651; p=0,013),

como mostrado abaixo na tabela 2.

Tabela 2 - Resultados do teste de Kruskal-Wallis.
Estatisticas de teste

Mumero de
Cdpias em 5§
LL
H de Kruskal-wallis 8,651
df 2
Significancia Sig. 013

Utilizando a comparacgdo por método de Pairwise foi possivel determinar em quais
grupos havia uma diferenca significativa da carga viral. Na tabela 3 os dois pares com
valores de p<0,05 foram aqueles que demonstraram diferenca significativa em suas cargas
virais, esses grupos séo: internagdo com desfecho de alta e sem internagéo e internagéo

com desfecho de alta e internacdo com desfecho de 6bito.

Tabela 3 - Comparacdes entre 0s grupos de desfecho clinico pelo método de Pairwise.

Comparacdes por Método Pairwise de Desfecho Clinico

Estatistica de Estatistica de
Sample 1-Sample 2 teste Erro Padrao  Teste Padrao Sig
Internagdo com desfecho 32177 14,693 2190 029
de alta-Sem Internacdo
Internagdo com desfecho -57.447 19,581 -2934 003
de alta-Internagdo com
desfecho de dhito
Sem Internagdo-Internagdo -25 270 14114 -1,780 073
com desfecho de dbito
Cada linha testa a hipdtese nula em que as distrihui;ﬁes Amostra 1 e Amaostra 2 s3o
iguais
As significdncias assintoticas (teste de dois lados) sdo exibidas. O nivel de significancia
e 050

Um resultado semelhante foi encontrado, a distribuicdo da carga viral SARS-
CoV-2 de acordo com os valores da CT das amostras iniciais seguiu uma curva V, com
pacientes levemente afetados e gravemente doentes com cargas virais mais elevadas do

gue os hospitalizados com melhor desfecho [8]. Ou seja, aqueles pacientes que foram
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internados, mas tiveram um bom desfecho clinico (alta), tiveram uma carga viral
significativamente menor que em casos de doenca leve e 6bito (FAICO-FILHO et al.,
2020).

Como mostrado pelo método de Pairwise a maior discrepancia nos valores de
carga viral foi no grupo de internacdo com desfecho de alta, pois este grupo teve
discrepéncia tanto com o grupo sem internacdo, quanto com o grupo de internagdo com
desfecho de obito.

A diferenca de carga viral entre esses grupos esta relacionada ao tempo de coleta
depois do inicio dos sintomas e ao derramamento viral. Os valores de alta carga viral em
pacientes sem internacdo (doenca leve) se deve ao fato de que a maioria dos casos foi
testado em um estagio muito precoce da doenca, geralmente até o quinto dia de sintomas,
quando a replicacdo viral € muito alta.

Ja nos casos graves, a maioria dos pacientes se apresenta ao pronto-socorro
durante um periodo posterior da doenca, em torno do nono dia, devido ao aparecimento
dos sintomas mais graves. Consequentemente 0s pacientes com internamento foram
testados em uma fase mais tardia do ciclo viral, por isso, 0s casos mais leves podem
apresentar uma carga viral mais alta do que aqueles pacientes internados com bom
desfecho clinico.

Em Ceuvik et al., 2020 é mencionado que alguns estudos relataram cargas virais
semelhantes no inicio da infeccdo entre pacientes com casos leves e casos graves,
entretanto, a diferenca encontrada na maioria dos estudos demonstrou uma liberacgéo viral
mais rapida em individuos assintomaticos, como também visto no MERS-CoV, sugerindo
um periodo infeccioso mais curto, mas com potencial de transmissibilidade semelhante
no inicio da infec¢éo.

Dados da literatura indicam que o derramamento viral, tanto nos casos mais leves
(sem internacdo), quanto nos casos com bom desfecho clinico, tem um derramamento
viral mais rapido, diferentemente dos casos mais graves com desfecho ao obito onde é
detectado uma alta carga viral mesmo que tenham sido coletados em um momento mais
tardio da infecgéo, porque, nesses casos ocorre um derramamento viral muito mais lento
0 que mantém a carga viral alta por muito tempo (CEVIK et al., 2020; DE LA CALLE et
al., 2021). Sendo assim, por terem sido coletados mais tardiamente que os pacientes sem
internacéo, seria esperado que todos 0s pacientes internados tivessem carga viral mais
baixa, entretanto, como 0s pacientes que tiveram o desfecho de @bito tem um

derramamento viral lento, eles mantém uma carga viral elevada em estagios tardios da
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doenca.

3.5 REGRESSAO LOGISTICA

Um modelo de regressao logistica binaria foi realizado para analisar se a carga
viral é preditora da taxa de internamento dos pacientes. O modelo com a carga viral como
variavel preditiva da taxa de internamento ndo foi estatisticamente significativo
(X%(1)=0,628; p = 0,428; R? Nagelkerke=0,007). A carga viral ndo foi um preditor
significativo (OR=0,88; IC 95%=0,649-1,199). Os valores estatisticos sdo mostrados na
tabela 4.

Tabela 4 — Estatisticas do modelo de regressdo logistica da taxa de internamento.

Regressao Logistica
Qui-quadrado i 519

Etapa 628 1 428

Resumo do modelo

verossimilhan R quadrado R quadrado

Etapa ¢adelog-2 Cox & Snell Nagelkerke

1 131,736 ,004 007

Variaveis na equagio

3 € Wald jt 9 R fenior Superior

Numero de Coplas em 5 -125 157 637 1 425 882 649 1,160
uL

Como discutido anteriormente os valores de carga viral nos casos leves sdo mais
altos do que nos casos de internacdo com desfecho de alta e s&o semelhantes aos de
internacdo com desfecho de 6bito, ja que o periodo de coleta das amostras, em geral, ndo
€ 0 mesmo, portanto, para ter uma analise mais eficiente da relacdo da carga viral entre
0s pacientes sem internacdo e os que foram internados independentemente do desfecho,
seria necessario padronizar a data da coleta das amostras em relagdo ao inicio dos
sintomas.

Foi realizado um modelo de regressao logistica binaria com o objetivo de analisar
se 0s pacientes que ddo entrada no hospital para internamento podem ter a carga viral
utilizada como prognostico para a taxa de mortalidade. O modelo resultante, contendo a
carga viral como variavel preditiva, levando em conta apenas 0s casos de internamento
foi estatisticamente significativo (X?(1)=6,742; p=0,009; R? Nagelkerke=0,339). A carga
viral foi um preditor significativo, onde os pacientes com carga viral elevada tem quase

2 vezes mais chances de chegarem ao ébito do que aqueles com carga viral baixa
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(OR=1,935; IC 95%=1,099-3,406). A tabela 5 mostra os valores estatisticos da regressao
logistica da taxa de mortalidade.

Tabela 5 — Estatisticas do modelo de regressdo logistica da taxa de mortalidade.

Regressdo Logistica
Qui-quadrado df

6,742 1 009

Resumo do modelo

arossimilhar R quadrad R quadrad
¢ade log -2 x & Snel Nagelkarke

25099° 254 339

Variaveis na equacdo
45% C.|. para EXP(B)
= S E Wald it Sig OR Inferior Superio
Carga Viral 660 288 5,237 1 022 1,935 1,009 3.406

Em MAGLEBY et al., 2020 foi feito um estudo para analisar se os valores de
carga viral eram um bom progndstico para taxas de mortalidade e de intubacdo, com a
diferenga de que foi usado o valor do CT e ndo da carga viral absoluta, ainda assim, 0s
resultados sdo semelhantes. No estudo deles foi demonstrado que os pacientes que deram
entrada no hospital com altas cargas virais SARS-CoV-2, avaliados pelos valores de CT,
tiveram maior probabilidade de serem intubados ou morrerem durante a internacdo. Eles
também utilizaram apenas pacientes que deram entrada no hospital, ou seja, sem casos de
doenca leve ou assintomaticos, pois esses casos interferem bastante na significancia
estatistica dos testes. Se excluirmos da analise esses pacientes a carga viral pode ser um
bom progndstico do desfecho clinico. Relatar a carga viral de SARS-CoV-2 com base nos
valores de CT a partir de amostras de swab poderia ajudar a identificar pacientes que estéo
em maior risco de desfechos adversos e que, portanto, podem se beneficiar de um

monitoramento mais intensivo.

4 CONSIDERAQ@ES FINAIS

A gRT-PCR é uma técnica amplamente utilizada na investigacédo bioldgica devido
a capacidade de amplificacéo e deteccdo simultaneas de quantidades muito pequenas de
sequéncias especificas de acidos nucleicos. No diagnostico clinico e molecular a gRT-
PCR pode ser utilizada para avaliacdo da carga viral qualitativa e quantitativamente.

Em comparagdo aos pacientes que precisaram de internamento e tiveram alta, os

pacientes que ficaram internados e vieram a Obito apresentaram maior carga viral nas

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.9, n.3, p. 10849-10864, mar., 2023



Brazilian Journal of Development
ISSN: 2525-8761

10862

amostras nasofaringeas. Esses achados sugerem que a carga viral pode ser utilizada como
prognostico da taxa de mortalidade para os pacientes na admissdo hospitalar. A
combinacéo da carga viral com algumas informagcdes clinicas convencionais, como idade,
comorbidades e sintomas, pode ser um modelo para as condi¢des dos pacientes COVID-
19.

Esses achados fornecem a base para iniciar novos estudos sobre a carga viral e sua
relacdo com o desfecho clinico, assim como, o uso da carga viral como prognostico para
0s casos de Obitos dos pacientes infectados pelo SARS-CoV-2. Levando-se em conta que
esses indicadores tém ampla gama de aplicac@es clinicas, a confirmacdo dessas analises

ajudara muito a prevenir e controlar a pandemia da SARS-CoV-2.

4.1 LIMITACOES DE ESTUDO

Este estudo apresentou varias limitacdes. Em primeiro lugar, trata-se de um estudo
de amostras de um Unico centro e incluiu apenas pacientes do mesmo periodo da
pandemia; portanto, as taxas de mortalidade e internamento podem variar na situacao
atual da pandemia. Em segundo lugar, as amostras nasofaringeas tém a qualidade
determinada pela capacidade de coleta da amostra e podem nao refletir adequadamente a
carga viral do tecido pulmonar. Em terceiro lugar, o nimero de amostras de internamento
foi consideravelmente menor que o de pacientes que ndo precisaram de internacéo, essa
diferenca pode ter interferido nos resultados. Embora as diferencas entre as réplicas
bioldgicas possam ser grandes, numeros suficientes podem permitir que diferencas
experimentais menores sejam discernidas. Muitos fatores contribuem para a variagdo
experimental e influenciam o nimero de réplicas bioldgicas necessarias para alcancar um
determinado poder estatistico (BUSTIN et al., 2009). Sendo assim, um modelo estatistico
com um nimero maior de pacientes internados poderia ter resultados mais adequados.

Quase todos os pacientes incluidos no estudo receberam uma série de tratamentos,
0 que pode ter modificado a dinamica de carga viral. Um exemplo da relacdo entre o
tratamento recebido e a carga viral é Zheng et al. que verificou que a duracdo do
tratamento com glicocorticdides foi positivamente correlacionada com a duracéo viral em
pacientes com doenca grave (ZHENG et al., 2020). Uma relacdo parecida que deve ser
considerada é que durante o periodo de separacdo das amostras a vacinagdo para a
COVID-19 estava em andamento, sendo assim, alguns pacientes avaliados no estudo
tinham tomado a primeira dose da vacina, ou até mesmo as duas doses. A vacinagao

desencadeia o sistema imunoldgico levando a producgdo de anticorpos neutralizantes

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.9, n.3, p. 10849-10864, mar., 2023



Brazilian Journal of Development
ISSN: 2525-8761

10863

contra SARS-CoV-2. De acordo com o Painel coronavirus da OMS (COVID-19), mais
de 2,4 bilhdes de doses de vacinas foram administradas até 22 de junho de 2021, com
aproximadamente 22% da populacdo mundial recebendo pelo menos uma dose da vacina
(CASCELLA et al., 2021).

O periodo de testagem das amostras depois do inicio dos sintomas ndo foi
padronizado. A duracdo dos sintomas antes do teste pode ser uma varidvel importante
(FAICO-FILHO et al., 2020). Além disso, foi avaliada apenas a carga viral de uma Unica
amostra de swab nasofaringeo por paciente e ndo foi possivel avaliar a dindmica da carga
viral ao longo do tempo ou a carga infecciosa no momento do inicio da infeccdo.

Como ja abordado anteriormente, o estudo focou apenas em aspectos viroldgicos
e ndo foi incluido os efeitos de comorbidades, idade, data de internacdo e coleta das
amostras. Outra limitacdo é que o estudo foi retrospectivo e contou com dados que foram
documentados no prontuario eletrdnico, portanto, poderiam ter caracteristicas ou

desfechos mal classificados do paciente.
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