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Resumo

A sindrome respiratéria aguda grave (SRAG) ¢é caracterizada por sintomas de febre alta, tosse e
dispneia, e, na maioria dos casos, relacionada a uma quantidade reduzida de agentes infecciosos. O
objetivo foi avaliar a prevaléncia dos virus respiratorios Influenza A (FluA), virus sincicial respiratorio
(RSV) e do novo coronavirus (SARS-CoV-2) em pacientes com interna¢ao hospitalar por SRAG.
Estudo transversal, com pacientes em internagdo hospitalar com SRAG entre novembro de 2021 e
maio de 2022. Dados sociodemograficos e clinicos e amostras da nasofaringe foram coletados/as, as
quais foram submetidas a extracdo de RNA e testadas quanto a positividade para Influenza A, RSV ¢
SARS-CoV-2 por meio da técnica de PCR em tempo real pelo método SYBR Green. Foram incluidos
42 pacientes, sendo 59,5% do sexo feminino, 57,1% idosos, 54,8% com ensino fundamental. A maior
parte dos pacientes reportou habito tabagista prévio ou atual (54,8%), ndo etilista (73,8%) e 83,3%
deles apresentavam alguma comorbidade, sendo hipertensdo arterial sistémica e diabetes mellitus tipo
2 as mais prevalentes. Um total de 10,5% dos pacientes testou positivo para FluA, nenhuma amostra
positiva para RSV e 76,3% positivos para SARS-CoV-2. Na populagdo estudada, SRAG com agravo
hospitalar foi observado em maior propor¢ao, em mulheres, idosos e pessoas com comorbidades,
embora sem significancia estatistica, sendo o novo coronavirus o agente etioldgico mais relacionado,
o que evidencia a patogenicidade desse agente e suas consequéncias ainda sdo evidentes apds quase 2
anos de periodo pandémico.

Palavras-chave: Novo coronavirus; PCR em tempo real; Virus respiratérios; Pandemia.
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Abstract

Severe acute respiratory syndrome (SARS) is characterized by symptoms of high fever, cough and
dyspnea, and is in most cases related to a reduced amount of infectious agents. The objective was
to assess the prevalence of respiratory viruses Influenza A (FluA), respiratory syncytial virus (RSV)
and the new coronavirus (SARS-CoV-2) in patients hospitalized for SARS. Cross-sectional study,
with patients hospitalized with SARS between November 2021 and May 2022. Sociodemographic and
clinical data and nasopharyngeal samples were collected, which were subjected to RNA extraction and
tested for positivity for Influenza A, RSV and SARS-CoV-2 using the real-time PCR technique using
the SYBR Green method. 42 patients were included, 59.5% female, 57.1% elderly, 54.8% with primary
education. Most patients reported previous or current smoking habits (54.8%), non-drinkers (73.8)
and 83.3% of them had some comorbidity, with systemic arterial hypertension and type 2 diabetes
mellitus being the most prevalent. A total of 10.5% of patients tested positive for FluA, no samples
positive for RSV, and 76.3% positive for SARS-CoV-2. In the studied population, SARS with hospital
injury was observed more frequently in women and the elderly, with associated comorbidities, with
the new coronavirus being the most related etiological agent, which shows, although not statistically
significant, that the pathogenicity of this agent and its consequences are still evident after almost 2

years of period pandemic.

Keywords: Coronavirus; Real-time PCR; Respiratory viruses; Pandemic.

Introducio

A sindrome respiratoria aguda grave (SRAG)
¢ uma das manifestagdes mais preocupantes dentre
as infecgoes respiratorias em humanos, caracteri-
zada por sintomas de febre alta, tosse e dispneia,
acompanhada de aumento da frequéncia respirato-
ria, hipotensao em relagdo a pressdo arterial habi-
tual do paciente, e, muitas vezes, falta de olfato,
paladar e apetite.! Apesar de criangas e idosos se-
rem mais frequentemente acometidos, nos tltimos
anos observou-se um aumento das taxas de infec-
¢do também na idade adulta, principalmente devi-
do aos habitos de vida, sobrecarga de trabalho e co-
morbidades associadas, como hipertensdo arterial
e diabetes.® Grande parte dessas infecgdes é pro-
vocada por virus, os quais circulam durante todo o
ano ¢ a maioria dos casos parece ser adquirida na
comunidade. Em particular, nos ultimos trés anos,
com o advento da pandemia do novo coronavirus
(SARS-CoV-2), declarada em margo de 2020 pela
Organiza¢ao Mundial da Satide (OMS),® os casos
de SRAG aumentaram exponencialmente. Segun-
do dados do InfoGripe, ha uma expectativa regular
de 300 a 600 casos de internagdo por SRAG no
Brasil para a semana epidemiolodgica 12, que re-
presenta o inicio da sazonalidade desta sindrome.

No ano de 2020, por sua vez, este nimero foi de
2.251 casos.®

Dentre as especulacdes acerca da origem
dessa nova espécie viral que acomete os humanos,
encontrou-se similaridade genomica de 91% entre
os virus dos pangolins (coronavirus semelhantes
ao SARS-CoV-2) e 0 novo coronavirus,® entretan-
to, a origem exata e seu hospedeiro intermediario
ainda ndo foram totalmente identificados. E vali-
do ressaltar, também, que durante a pandemia de
Influenza A HIN1 de 2009 a 2010, mais de 99%
dos isolados de influenza subtipados na Europa e
nos Estados Unidos foram Influenza A (FluA) pan-
démica HIN1,® evidenciando a importincia epi-
demiolédgica do FluA no contexto das sindromes
gripais, assim como casos de infec¢des por virus
sincicial respiratorio (RSV), sobretudo em idosos,
criancas e recém-nascidos.

A vigilancia de SRAG, assim como a noti-
ficagdo dos agentes mais comuns, € realizada por
meio da coleta de dados de centros sentinelas, e
através de notificacdo compulsoria via Sistema de
Informagdo de Agravos de Notificagdo (Sinan).©®
No Brasil, os registros de SRAG, quando compa-
rados antes e depois de dois anos do quadro pan-
démico, aumentaram cerca de 20 vezes.”” Além
da COVID-19, causada pelo SARS-CoV-2, outras
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doencgas continuam a causar SRAG, entre elas,
destacam-se as causadas pelo virus sincicial respi-
ratério (RSV), influenza (Flu) A e B e outros tipos
de coronavirus.®

Sendo assim, a identificagdo precoce do
SARS-CoV-2 e de outros agentes causadores de
SRAG podera ser util a defini¢do do plano tera-
péutico, favorecendo o manejo e a recuperacao dos
pacientes por meio da diminui¢do da incidéncia
de morbimortalidade associada, além de reduzir
0s custos com as internagdes hospitalares. Desse
modo, esse estudo objetiva avaliar a prevaléncia
dos virus respiratorios Influenza A (FIuA), virus
sincicial respiratério (RSV) e do novo coronavi-
rus (SARS-CoV-2) em pacientes sintomaticos in-
ternados de novembro de 2021 a maio de 2022,
com quadros de SRAG, em hospital terciario no
municipio de Passo Fundo, estado do Rio Grande
do Sul, Brasil, assim como descrever os aspectos
sociodemograficos dos pacientes e relaciona-los a
detec¢do molecular de SARS-CoV-2.

Materiais e Métodos

Trata-se de um estudo transversal realizado
em pacientes sintomaticos com SRAG internados
em um hospital terciario do municipio de Passo
Fundo, RS. A amostra foi definida por conveni-
éncia e composta por pacientes hospitalizados por
SRAG, diagnosticados conforme critérios clinicos
(paciente com sindrome gripal, apresentando febre
de inicio subito, acompanhada de tosse ou dor de
garganta e pelo menos um dos seguintes sintomas:
mialgia, cefaleia ou artralgia com posterior gravi-
dade de dispneia, desconforto respiratdrio ou satu-
racdo de oxigénio menor que 95%), no periodo de
novembro de 2021 a maio de 2022.

Os pacientes participantes assinaram um
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, res-
ponderam a um questiondrio, através do qual foram
coletadas as varidveis categoricas de sexo, faixa
etaria, escolaridade, municipio e local de residén-
cia, nimero de pessoas no municipio, tabagismo,
consumo de alcool, presenca de comorbidades. Em
seguida, os participantes que concordaram, tiveram

amostra de nasofaringe coletada. Pacientes que ndo
estavam aptos a responderem o questionario tive-
ram seus dados coletados a partir de aplicagdo do
instrumento de coleta a seus responsaveis. Além
disso, dados em prontudrios também foram coleta-
dos e analisados nesse estudo. O projeto de pesqui-
sa foi aprovado pelo Comité de Etica da Universi-
dade Federal da Fronteira Sul (parecer 4.405.773).

Os pacientes internados elegiveis foram
abordados em leito e questionados acerca do inte-
resse em aceitar participar da pesquisa e, quando
concordado, o questiondario foi aplicado, devida-
mente identificado com os dados do participante e
numerado. O material bioldgico também foi iden-
tificado e numerado de acordo com o questionario
correspondente.

Foram usados kits estéreis para coleta de
material da nasofaringe (Kolplast®, Sdo Paulo, SP,
BR) sendo introduzido um cotonete (swab de ryon)
em cada narina e, quando encontrada a resisténcia
do final da cavidade, realizado giro de 360° para
raspagem de células. Apds, ambos cotonetes foram
colocados em um tubo falcon estéril com 3 ml de
salina. Em sequéncia, os tubos foram armazenados
sob refrigeracdo e transportados ao Laboratorio de
Bioquimica e Biologia Molecular da Universida-
de Federal da Fronteira Sul e as amostras foram
mantidas a temperatura de -80 °C até a extracao do
RNA total.

Para purificagdo e extracdo do RNA viral
do meio foi utilizado o kit de purificacdo de aci-
do nucleico total ReliaPrep® (Promega, Madison,
WI, USA). A partir de 1 mL de amostra coletada,
obteve-se o pellet celular apds centrifugacao por 3
minutos a 13.000 rpm e ressuspensao em 200 uL
de salina estéril.

Em resumo, o protocolo primariamente in-
cluiu adi¢ao de 20 uL da solugdo de proteinase K
(PK) e 200 uL de Cell Lysis Buffer (CLD) a cada
amostra e incubagdo a 56 °C por 10 minutos. Apds,
foram adicionados 250 pL de isopropanol e o con-
teudo foi transferido para uma coluna com um tubo
coletor e centrifugado por 1 minuto a 13.000 rpm.
Apos descarte do filtrado, foram adicionados 500
uL de Column Wash Solution (CWD) as colunas e
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levados a centrifuga por 3 minutos a 13.000 rpm.
Esse ultimo passo de lavagem foi repetido por trés
vezes. Em seguida, as colunas foram colocadas em
novos tubos de 1,5 mL e o RNA foi eluido em 40
uL de Nuclease-Free Water no final do processo.

Para verificacdo da correta extracdo do ma-
terial genético, a concentragdo e a pureza do RNA
obtidas em cada amostra foram determinadas por
quantificacdo em espectrofotometro (MultiSkan
uDrop® Plate, Thermo Fisher, Waltham, MA, USA)
pela leitura no comprimento de onda de 260 nm e
calculo especifico para RNA.

Todas as amostras foram submetidas a PCR
em tempo real (qQPCR) para a amplificacdo de regi-
oOes especificas dos genomas dos virus utilizando-
-se os primers FLU A Foward “5’-GAC CRA TCC
TGT CAC TCT TGA-3"”, FLU A Reverse “5°-
AGG GCA TTY TGG ACA AAK CGT CTA-3"”,
RSV Forward “5’-GGA TTC TAC CAT ATA TTG
A-3"", RSV Reverse “5’-GAA GTK AGG AAA
TTG AGT-3"”, hCOVassayl Foward “5’-GCC
TCT TCT CGT TCC TCA TCA-3"”, hCOVassay1
Reverse “5’-AGC AGC ATC ACC GCC ATT-3" ¢
do gene endogeno GAPDH Foward “5’-ACC ACC
CTG TTG CTG TAG CCA-3"" e GAPDH Reverse
“5’-GTC TCC TCT GAC TTC AAC AGC-3”,
conforme previamente descrito.”” Como controles
positivos, foram utilizados cDNA obtidos a partir
do RNA extraido de células infectadas por Influen-
za A, RSV e SARS-CoV-2, gentilmente cedidos
pelo laboratorio LEVE (Laboratorio de Estudos
de Virus Emergentes) da Universidade Estadual de
Campinas (Unicamp). As reacdes foram realizadas
separadamente para cada gene, utilizando-se os re-
agentes disponiveis em GoTaq® 1-Step RT-qPCR
System Kit (Promega), seguindo as instru¢des do
fabricante. A primeira etapa da reac@o consiste na
transcricdo do RNA a DNA complementar, seguida
da etapa de amplificacao dos produtos especificos,
de acordo com os genes de interesse, utilizando-se
o método de SYBR Green de deteccdo.

Para iniciar o processo de PCR em tempo
real, as amostras foram diluidas a 6,25 ng de RNA
total em cada 5 pL de amostra. Em seguida, o mix
foi preparado com os primers necessarios, agente

fluorescente (GoTaq® Green Master Mix, Promega
Winsconsin, EUA) e agua. Apos, cada pogo da pla-
ca que foi para leitura no termociclador foi preen-
chido com 15 pL de mix e 5 pL de amostra.

As etapas de ciclagem da reagdo foram rea-
lizadas em termociclador no aparelho Qiagen Qia-
quant 96-5 plex (Qiagen, Hilden, GE) e consistem,
primeiramente, na Transcricdo Reversa, uma vez
que os virus trabalhados apresentam RNA no seu
material genético, a temperatura de 37 °C por 15
minutos, seguida do inicio da PCR a 95 °C por 10
minutos. Apds, foi iniciada a ciclagem de abertu-
ra, realizada na temperatura de 95 °C por 45 ciclos
de 10 segundos. O anelamento dos iniciadores e
extensdo da polimerase foram realizados a tempe-
ratura de 58 °C e 72 °C respectivamente, ambos
por 30 segundos. A etapa final da ciclagem foi a
formagdo da curva de melting, a temperaturas va-
riando de 60 °C a 95 °C por 36 ciclos de 15 se-
gundos cada. Com o término de cada ciclagem, os
dados da rea¢do em tempo real foram transferidos
do termociclador para analise no computador com
o programa da mesma fabricante do aparelho.

Os dados obtidos foram duplamente digita-
dos e validados no software EpiData, de distribui-
¢ao livre. Apos, a amostra foi caracterizada e fo-
ram determinadas as medidas de tendéncia central
e as frequéncias relativas das varidveis categoricas,
sendo a relagdo das variaveis com o SARS-CoV-2
analisada pelo teste de qui-quadrado ou exato de
Fisher. Tal analise ndo foi realizada para FluA e
RSV devido ao baixo nimero encontrado. As ané-
lises foram realizadas em software GraphPad Prism
6.0 e o nivel de significancia adotado foi de 5%.

Resultados

No periodo do estudo, 42 pacientes aceita-
ram participar e foram incluidos. A caracterizagdo
da amostra e seus respectivos dados sociodemo-
graficos estdo dispostos na Tabela 1. Observa-se
predominio do sexo feminino (59,5%), idosos
(57,1%), residentes no municipio de Passo Fundo
(66,7%) e em zona urbana (81%), com predominio
de escolaridade até o ensino fundamental (54,8%).
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Tabela 1 - Caracterizagdo sociodemografica de pacientes internados por SRAG. Passo Fundo,

Rio Grande do Sul, 2022. (n=42).

Variaveis n (%)
Sexo

Masculino 17 (40,5)
Feminino 25 (59,5)
Faixa etdria

Adultos 18-59 18 (42,9)
Idosos > 60 24 (57,1)
Escolaridade

Sem escolaridade/analfabeto 7 (16,7)
Até ensino fundamental 23 (54,8)
Até ensino médio 8 (19,0)
Além do ensino médio 4(9,5)
Municipio de residéncia

Passo Fundo 28 (66,7)
Outra cidade 14 (33,3)
Local de residéncia

Zona urbana 34 (81,0)
Zona rural 8 (19,0)
Numero de pessoas no domicilio

1 pessoa 5(11,9)
2 pessoas 14 (33,3)
3 pessoas 12 (28,6)
4 ou mais pessoas 11 (26,2)

Fonte: os autores.

Quando questionados sobre habitos de vida
e doencas prévias, dados dispostos na Tabela 2,
mais da metade dos pacientes reportou habito ta-
bagista (23,8%) ou ex-tabagista (31%), e sem ha-
bito etilista. Acerca de suas comorbidades, cabe
ressaltar que 83,3% dos participantes informaram
apresentar pelo menos uma enfermidade anterior

a internagdo e 64,2% dos pacientes apresentavam
mais de uma comorbidade. Nos individuos com co-
morbidades, a hipertensao arterial sistémica (HAS)
estava presente em 74,3% e doenga pulmonar obs-
trutiva cronica (DPOC) e asma estavam presentes
em 51,4% desses pacientes, conforme pode se ob-
servar a seguir.
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Tabela 2 - Habitos de vida e caracteristicas clinicas de pacientes internados por SRAG. Passo Fundo,

Rio Grande do Sul, 2022. (n=42).

Variaveis n (%)
Tabagismo

Sim 10 (23,8)
Ex-tabagista 13 (31,0)
Nao 19 (45,2)
Consumo de dlcool

Sim 11 (26,2)
Nio 31 (73,8)
Comorbidades

Apenas uma 8 (19,0)
Duas ou trés 12 (28,5)
Quatro, cinco ou mais 15 (35,7)
Sem comorbidades 7 (16,7)
Principais comorbidades (n=35)

HAS* 27 (74,3)
Diabetes 16 (45,7)
Asma 8(22.,8)
DPOC** 10 (28,6)
Intervalo entre internacio hospitalar e coleta

de material biologico (dias) (n=38)

0-7 19 (50,0)
8-14 11 (29,0)
15-29 5(13.,1)
>30 3(7,9)

Legenda: *HAS: hipertensao arterial sistémica; **DPOC: doenga pulmonar obstrutiva cronica.

Fonte: os autores.

Com base nos dados em prontuarios dos pa-
cientes participantes do estudo, a data da interna-
¢do hospitalar e a data de coleta de cada amostra
foram comparadas e analisadas. Metade dos pa-
cientes teve amostra de nasofaringe coletada na

primeira semana de internacao e apenas 8 (20%)
participantes tiveram amostras coletadas com mais
de 14 dias de internacgdo (Tabela 2). Dos 42 par-
ticipantes, 2 (4,8%) evoluiram a 6bito no periodo
hospitalar.
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Em relacdo a deteccdo do agente viral pre-
sente nos casos de SRAG, 38 amostras foram tes-
tadas e analisadas (4 participantes se recusaram
a realizar a coleta). Observou-se que 4 amostras
amplificaram e foram positivas para FluA (10,5%),
nenhuma amostra foi positiva para RSV e 29 para
SARS-CoV-2 (76,3%). Ainda, 3 amostras foram
positivas para FluA e SARS-CoV-2 (7,9%) simul-
taneamente, enquanto nenhum virus foi detectado
em 10 amostras (26,3%). Todas as amostras apre-

sentaram material genético satisfatorio e suficiente
para analise, como demonstrado pela amplificagdo
do gene endogeno GAPDH (Figura 1 A). A ampli-
fica¢do dos controles positivos para SARS-CoV-2,
RSV e Influenza A, assim como a representacao da
positividade das amostras, estdo apresentadas na
Figura 1 B e C, respectivamente. Além disso, as
respectivas curvas de melting demonstrando espe-
cificidade de amplificagdo com cada primer utili-
zado estdo apresentadas na Figura 2.

Figura 1 - Curvas de amplificagdo de RNA extraido de amostras clinicas de nasofaringe, e amplificadas
com primers especificos. A. Curvas de amplificagdo do gene endégeno GAPDH. B. Curvas
de amplificacdo para SARS-CoV-2. C. Curva de amplificacdo do gene para Influenza A:
a: controle positivo para FluA. D. Curva de amplificacdo para virus sincicial respiratorio
(RSV): a: curvas de amplificagdo do controle positivo (RNA de células infectadas com RSV);
b: amostras dos pacientes incluidos no estudo. (As amostras de controles positivos encontram-
-se em destaque [negrito]; a linha horizontal representa o threshold; ddRn = fluorescéncia).
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Figura 2 -
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controles positivos. (As amostras de controles positivos encontram-se em destaque [negrito];
a linha horizontal representa o threshold; ddRn = fluorescéncia).
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Dentre as caracteristicas sociodemograficas  escolaridade, tabagismo, etilismo, presenca de co-

e clinicas,

ndo houve relagdo significativa entre  morbidades e intervalo entre data de internacao e

a positividade para SARS-CoV-2 e sexo, idade, coleta de amostra (Tabela 3).
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Tabela 3 - SARS-CoV-2 em amostras de pacientes internados e distribuicdo conforme caracteristicas
sociodemograficas e clinicas e intervalo entre internagao e coleta de material bioldgico.
Passo Fundo, Rio Grande do Sul, 2022. (n=38).

Positivo para Negativo para

SARS-CoV-2 SARS-CoV-2
Variaveis (n=38) n % n % p
Sexo 1,000
Masculino 11 78,6 3 21,4
Feminino 18 75,0 6 25,0
Faixa etaria 0,709
Adultos 18-59 13 72,2 5 27,8
Idosos > 60 16 80,0 4 20,0
Escolaridade 1,000
Com escolaridade 24 77,4 7 22,6
Sem escolaridade/analfabeto 5 71,4 2 28,6
Tabagismo 0,135
Atual ou prévio 13 65,0 7 35,0
Nao 16 88,9 2 11,1
Etilismo 1,000
Sim 8 80,0 2 20,0
Nao 21 75,0 7 25,0
Comorbidades 0,656
Com comorbidades 22 73,3 8 26,7
Sem comorbidades 6 85,7 1 14,3
Intervalo internacao e coleta 0,361
0-15 dias 24 80,0 6 20,0
> 16 dias 5 62,5 3 37,5

Fonte: os autores.
Discussao da Regido Norte do estado do Rio Grande do Sul e

demonstrou aspectos sociodemograficos e clinicos,
O presente estudo avaliou casos de pacientes  assim como a frequéncia dos virus respiratorios
hospitalizados por SRAG em um hospital terciario  Influenza A e SARS-CoV-2.
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Diversos estudos demonstraram que a maio-
ria da populagdo acometida pela SRAG causada
por COVID-19 ¢é do sexo masculino,"'” o que pode
estar relacionado a quantidade superior de enzima
conversora da angiotensina 2 (ACE2) presente nas
células alveolares do sexo masculino,'” local de
acao do SARS-CoV-2. Entretanto, os dados da
amostra analisada divergem, uma vez que apresen-
ta predominancia de SRAG na populagdo femini-
na. Os presentes resultados podem ser atribuidos
a maior adesdo das mulheres ao estudo, ou ainda
a particularidade da populagao local. Nesse con-
texto, um estudo recente realizado na Alemanha'?
apontou maiores riscos de infec¢ao entre as mulhe-
res do que os homens em idade ativa, sendo que
para os idosos o oposto ¢ verdadeiro. Importante
destacar que 2 dos 42 pacientes estudados evolu-
iram a 6bito e ambos os pacientes eram do sexo
masculino. Desta forma, as taxas de mortalidade
em todas as faixas etdrias ja foram relatadas como
duas vezes mais altas para homens do que para mu-
lheres.” Tal fato parece estar relacionado a maior
produgdo de citocinas nos individuos do sexo bio-
16gico masculino infectados pelo SARS-CoV-2,(1D
ou ainda por fatores externos de comportamento e
estilo de vida, como observado também com outras
doengas e suas prevaléncias em homens.

Destaca-se ainda que os casos de SRAG sdo
mais comuns em criangas e idosos, como reportam
os numeros absolutos de casos de internagdes por
SRAG no Brasil da 9* a 12 semanas epidemiologi-
cas nos anos de 2010 a 2020."® A imaturidade ou
diminui¢ao das respostas imunoldgicas parecem
ser os aspectos mais relevantes para tal observa-
¢do. Em concordancia, a maioria dos pacientes es-
tudados tinha mais que 60 anos, o que evidencia
que cuidados mais intensificados devem ser dire-
cionados a essa populacao.

A presenga de comorbidades tem sido apon-
tada como fator de risco para agravamento dos
casos de SRAG,"™ em particular por COVID-19.
Nessa conjuntura, 83,3% da amostra analisada no
presente estudo tinha algum tipo de comorbidade,
sendo o comprometimento cardiovascular mais
frequente. Uma revisdo sistematica recente revelou

que, entre os pacientes, com COVID-19 e hiperten-
sdo arterial sistémica apresentaram risco significa-
tivamente maior de internagao em UTI, necessida-
de de ventilag¢do invasiva e Obitos hospitalares.!>
Ainda, observa-se alta prevaléncia de SRAG por
COVID-19 em adultos e idosos com doenca car-
diovascular no Brasil."® Outro destaque importan-
te sobre as comorbidades dos pacientes estudados ¢
que mais da metade da amostra apresentou doenca
pulmonar prévia a SRAG, incluindo asma e doenca
pulmonar obstrutiva cronica, pertinentemente rela-
cionadas a gravidade dos casos de SRAG associa-
dos a essas condigdes.

No que diz respeito a positividade dos agen-
tes virais, as analises demonstram que 7 vezes mais
casos apresentaram SARS-CoV-2 que Influenza
A, possivelmente devido a vigéncia predominan-
te da variante Omicron do primeiro, descrita em
novembro de 2021, e cuja transmissdo ¢ maior que
das variantes anteriores, mas a patogenicidade pa-
rece ser menor, como observado em roedores que
expressam ACE2 humana, paralelamente a dados
clinicos humanos preliminares.!'” Nas coletas e
analises realizadas, duas das quatro positividades
para FluA foram coletadas na metade do més de
maio de 2022. Logo, apesar da capacidade de am-
bos os virus evoluir suas doencas a quadros graves,
a positividade de Influenza A é mais frequente no
inverno, o que pode justificar o baixo numero de
casos devido ao periodo de realizagdo do projeto.

Outro aspecto das infecgdes virais fortemen-
te discutido na literatura ¢ o periodo de infec¢ao
ativa e, consequentemente, a deteccdo do agente.
Nesse estudo, o intervalo entre internagdo com
diagnodstico de SRAG e coleta de amostra da na-
sofaringe foi menor que 14 dias em quase 80%
das amostras. Nesse periodo, a positividade para
SARS-CoV-2 ¢ esperada utilizando a técnica de
padrao ouro baseada na detecgdo de acidos nuclei-
cos, a qPCR, pois estudos relatam que a detecgao
positiva pode ocorrer em até 4 semanas apds infec-
¢d0."® Além disso, ndo existe diferenca na duragio
da positividade da PCR entre os infectados com a
variante Omicron do SARS-CoV-2 versus varian-
tes anteriores do SARS-CoV-2.1? Dessa forma,
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nossos resultados fortemente representam os casos
de COVID-19 independente da variante ou tempo
de infeccdo. Vale a pena ressaltar que, dentre as 4
amostras positivas para Influenza A, trés delas fo-
ram detectadas dentro do intervalo de 7 dias ap6s
inicio dos sintomas, e uma delas em um periodo de
14 dias. Embora tenha sido detectada uma amostra
positiva para Influenza A em uma janela de 14 dias,
¢ possivel que esta seja uma limitagdo no nimero
de amostras positivas para este virus, uma vez que
a grande parte das amostras foram coletadas com
mais de 7 dias ap6s o inicio dos sintomas. Por ou-
tro lado, estudo recente demonstrou alteragdo da
epidemiologia da infec¢ao por Influenza durante a
pandemia de COVID-19 em 2021/2022, incluindo
reducao dramatica do nimero de casos de Influen-
za e diminui¢do da diversidade genética deste tipo
viral circulante,®” o que justifica o baixo nimero
de positividade no presente estudo.

Acerca das técnicas, as utilizadas rotineira-
mente em PCR em tempo real sdo a SYBR Green
e a TagMan. Devido ao seu design simples, a fa-
cil configuragdo e ao baixo custo, a detec¢ao por
SYBR Green ¢ preferencialmente escolhida para
a deteccdo e amplificagdo de acidos nucleicos. Ja
a metodologia TagMan utiliza uma sonda fluores-
cente para possibilitar a detec¢do de um produto
especifico da qPCR conforme esse se acumula du-
rante os ciclos da reagdo e é considerado o princi-
pal método para detectar e quantificar patdgenos
humanos com baixo numero de copias, incluindo
virus.?!?2 Entretanto, essa técnica apresenta limi-
tacdo quanto aos reagentes e kits e demanda de ele-
vados investimentos financeiros.

O sistema do corante SYBR Green possui
ligagdo altamente especifica ao DNA dupla fita,
para detectar o produto da PCR conforme ele se
acumula durante os ciclos da rea¢do. Desse modo,
o SYBR Green detectara todo DNA dupla fita, in-
clusive produtos de reagdo nao especificos. Uma
reacdo bem otimizada €, portanto, essencial para
resultados precisos. Nessa perspectiva, a fim de
detectar baixas cargas virais e realizar triagem em
larga escala, pesquisadores da Pontificia Univer-
sidade Catolica do Rio Grande do Sul (PUCRS)

desenvolveram e validaram a utilizagdo do método
diagnostico molecular com SYBR Green na qPCR
e dos primers usados nesse estudo.”

Desse modo, um ponto forte desse estudo € a
demonstracao da aplicag@o pratica da metodologia
acessivel e rapida de um teste diagndstico de custo
mais baixo, o qual, por meio do protocolo desen-
volvido pelos pesquisadores e seguido nesse estu-
do, maximiza o custo-beneficio da detecgao viral
e proporciona a analise em larga escala necessaria
em tempos de necessidade, como na pandemia de
COVID-19.

O presente estudo ainda apresenta limita-
¢oes devido ao baixo niumero de casos analisados,
o que ¢ refletido nas analises realizadas, as quais
ndo apresentaram significancia estatistica entre os
dados sociodemograficos e clinicos e positividade
para SARS-CoV-2. O baixo numero de casos estu-
dados pode ser explicado, provavelmente, devido
a vigéncia da variante Omicron, uma vez que as
internagdes com agravos sdo menores,* e também
pelo fato de que no periodo avaliado foi observa-
do uma mudanga no perfil da infec¢do por SARS-
-CoV-2, uma vez que muitos individuos ja apre-
sentavam a vacinagao, o que pode ter diminuido o
numero de casos graves hospitalizados.

Conclusao

Considerando a populagdo estudada e me-
todologia empregada, conclui-se que SRAG com
agravo hospitalar foi observado em maior propor-
¢do em mulheres, idosos e pessoas com comorbi-
dades, embora sem significancia estatistica, sendo
0 novo coronavirus o agente etiologico mais rela-
cionado, o que evidencia a patogenicidade desse
agente, e suas consequéncias ainda sdo evidentes
apo6s quase dois anos de periodo pandémico.
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