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INTRODUZIONE

I Coronavirus sono virus a singolo filamento di RNA, di lunghezza compresa fra 26 e

32 kilobasi, il cui genoma presenta almeno sei cornici di lettura (ORF). La prima di

queste (ORF1) comprende circa il 66% dell’intero genoma del virus e codifica per 16

proteine non strutturali, implicate nella replicazione virale. Le altre regioni ORF

comprendono circa un terzo del genoma e codificano per le principali proteine
strutturali:

e la proteina spike (S),che permette I’adesione dei recettori alla cellula ospite;

e la proteina di membrana (M),con tre domini transmembrana, promuove la
curvatura di membrana e riveste il nucleo capside;

e |’ envelope (E) partecipa all’assemblaggio del virus, al suo rilascio in circolo ed ¢
implicata nella patogenesi virale;

e la proteina del nucleo capside (N) € una proteina non strutturale, che partecipa
alla replicazione e trascrizione del genoma e all’assemblaggio del genoma nei
virioni.

I coronavirus appartengono alla sottofamiglia dei Coronavirinae, della famiglia dei

Coronaviridae, appartenente all’ordine dei Nidovirales.

Secondo il sierotipo e le caratteristiche genomiche, la sottofamiglia dei

Coronavirinae pud essere divisa in quattro generi principali: Alphacoronavirus,

Betacoronavirus, Gammacoronavirus, and Deltacoronavirus. I primi due generi

infettano primariamente i mammiferi, mentre gli altri due infettano soprattutto gli

uccelli.

Ad oggi sono stati identificati sei tipi di Coronavirus umano, inclusi HCoV-NL63 e

HCoV-229E, appartenenti al genere Alphacoronavirus; HCoV-OC43 e

HCoVHKUI, SARS-CoV (the severe acute respiratory syndrome coronavirus) e

MERS-CoV (the Middle East respiratory syndrome coronavirus), che appartengono

al genere Betacoronavirus.

Nel Dicembre 2019 a Wuhan, in Cina, ¢ emerso un nuovo Coronavirus, denominato

SARS-CoV-2.

La trasmissione da persona a persona ha rapidamente permesso la diffusione del

virus in molte province della Cina fino a un’epidemia vera e propria in tutto il paese,

seguita da un aumento dei casi in altri paesi e continenti, fino a interessare tutto il

mondo. [1]



I1 31 Gennaio 2020 WHO ha definito il nuovo Coronavirus come un’emergenza per

la salute pubblica di interesse internazionale (PHEIC).

Clinica

SARS-CoV-2 ¢ comparso come una nuova causa di malattia respiratoria [2-4], con
uno spettro clinico che comprende I’infezione asintomatica, la malattia lieve del
tratto respiratorio superiore e la polmonite severa con insufficienza respiratoria, fino
alla morte [5-8].

L’infezione asintomatica ¢ stata ben documentata, ma la proporzione di pazienti
asintomatici non ¢ stata studiata in modo sistematico e prospettico.

Una revisione della letteratura ha stimato che la percentuale di asintomatici si attesti
fra il 30 e il 40% dei casi, basandosi sui dati forniti da tre grandi coorti appartenenti
alla popolazione testata [9-10].

Per quanto riguarda le infezioni sintomatiche, lo spettro di infezione varia dalla
malattia lieve a quella severa.

La malattia severa puo insorgere in qualsiasi individuo a prescindere da eta e stato di
salute, ma piu frequentemente interessa soggetti adulti in eta avanzata o con
comorbidita gia presenti, tra le quali le piu frequenti sono ipertensione, diabete
mellito e patologia cardiovascolare.

Il periodo di incubazione per COVID-19 generalmente fino a 14 giorni a seguito
dell’esposizione, ma la maggior parte dei casi esordisce approssimativamente quattro
o cinque giorni dopo 1’esposizione [11-12] [15].

La piu frequente e seria manifestazione dell’infezione da COVID-19 ¢ la polmonite,
che si manifesta con febbre, tosse secca e dispnea. Altre manifestazioni legate alla
presenza dell’infezione virale sono astenia, mialgia, nausea, vomito e diarrea,
disturbi di olfatto e gusto. Anosmia e ageusia possono essere 1’unica manifestazione
in circa il 3% dei pazienti. [13-17]. Sono stati descritti anche casi di congiuntivite
[18].

Altri segni e sintomi aspecifici, come cadute, un generale scadimento delle
condizioni di salute e delirium sono stati descritti in pazienti anziani, piu
frequentemente over 80.

In questi pazienti i sintomi emersi sottendono a un generale decadimento neuro

cognitivo [19].



Infine nei pazienti con COVID-19 sono emersi reperti dermatologici non ben
caratterizzati: sono stati riportati casi di eruzioni maculo papulari, vescicolari e

orticaria, oltre a livedo reticularis transitoria [20].

Sono stati inoltre descritti nei bambini e nei giovani adulti noduli violacei alle
estremita distali, simili in apparenza a eritema pernio, la cui associazione con
COVID-19 non ¢ stata del tutto chiarita. Alcuni autori definiscono questi reperti

come “COVID toes™ [21].

Complicanze
Le complicanze descritte per COVID-19 sono:

e Insufficienza respiratoria: la maggior parte dei pazienti con malattia severa
sviluppa ARDS (sindrome da distress respiratorio acuto), che puo esordire poco
dopo I’insorgenza della dispnea. La maggior parte di questi pazienti necessita di
ventilazione meccanica durante il ricovero [22-23].

e Complicanze cardiache e cardiovascolari, incluse aritmie, infarto acuto del
miocardio e shock cardiogeno [24-26].

e Complicanze tromboemboliche, quali embolia polmonare e ictus ischemico,

anche in pazienti di eta inferiore a 50 anni e senza fattori di rischio [27-29].

Alcuni pazienti hanno evidenze laboratoristiche di un’importante risposta
infiammatoria, simile a una sindrome da rilascio di citochine, con febbre persistente,
elevati livelli di markers inflammatori (come D-dimero e ferritina) e elevati livelli di
citochine pro infiammatorie. Queste anomalie di laboratorio sono associate a
decorso critico di malattia e prognosi infausta [30-32].

Sono stati inoltre descritti casi di sindrome di Guillam-Barr¢, che puo insorgere da 5
a 10 giorni dall’inizio dei sintomi, e altri di una sindrome infiammatoria multi
sistemica, con caratteristiche cliniche simili al morbo di Kawasaki, nei bambini con
COVID-19 [33].

Secondo WHO 1la storia naturale della malattia ha un decorso della durata di circa
due settimane nei pazienti con infezione lieve e varia da tre a sei settimane per
malattia severa, secondo quanto riportato dai primi dati cinesi.

In ogni caso il decorso clinico ¢ variabile e dipende dall’eta, dalle comorbidita
preesistenti e dalla severita della malattia.

[34]

In uno studio condotto da A. Carfi et al. ™ con 143 pazienti, ricoverati per COVID-

19 in Italia (dei quali sette sono stati sottoposti a ventilazione meccanica), solo il



13% dei pazienti era libero da sintomi dopo circa 60 giorni dall’esordio della
malattia.

I sintomi che persistevano piu di frequente erano astenia, dispnea, dolori articolari e
dolore al petto; nessuno aveva febbre o altri sintomi di malattia acuta.
In un altro studio con 292 pazienti con COVID-19 condotto da M. W. Tenforde et

al. ®*! solo il 65% riferisce una completa restitutio ad integrum in 14-21 giorni dopo
la diagnosi.

I sintomi che tendono a persistere oltre questo lasso di tempo includono tosse e
astenia.

In generale un mancato ritorno allo stato di salute iniziale correla con eta avanzata e
un gran numero di comorbidita preesistenti, ma circa uno su cinque dei soggetti tra i
18 e 1 34 anni, precedentemente sani, riferisce di non essere tornato allo stato di
salute iniziale prima di due, tre settimane.

Non ¢ presente una valutazione sistematica delle sequele a lungo termine di COVID-
19, ma i1 dati emergenti e le evidenze scientifiche riferite ad altri coronavirus

suggeriscono che possa persistere un’insufficienza respiratoria prolungata [36].

Laboratorio

I reperti di laboratorio piut comuni fra i pazienti ospedalizzati con COVID-19
includono linfopenia, elevati livelli di transaminasi, elevati livelli di LDH, markers
inflammatori elevati (come ferritina, IL-6, PCR, PCT, VES, TNFa),

trombocitopenia, D-dimero elevato, PT prolungato e bassi livelli di fibrinogeno [37].

Imaging

Le tecniche di imaging di prima scelta sono RX e TC del torace; la TC puo essere piu

sensibile del’RX e alcuni reperti rilevati alla TC del torace potrebbero essere

caratteristici per COVID-19, ma nessun reperto pud essere del tutto inclusivo o

esclusivo di COVID-19 e quindi dirimente per la diagnosi.

e Radiografia del torace: le manifestazioni radiologiche rilevabili all’RX del torace
sono aspecifiche. I piu comuni reperti radiografici correlabili a COVID-19 sono
consolidamenti e opacita a vetro smerigliato, a distribuzione bilaterale, periferica
e a livello dei lobi polmonari inferiori. La radiografia pud essere normale nelle
fasi iniziali di malattia: in uno studio retrospettivo condotto da Ho Yuen Frank
Wong et al. P su 64 pazienti con COVID-19 a Hong Kong, il 20% non mostrava

alterazioni all’RX durante tutto il decorso della malattia.



e TC del torace: pud mostrare nei pazienti con COVID-19 opacita a vetro-
smerigliato con o senza consolidamenti: quadro compatibile con polmonite virale
[39-41]. Quadri meno frequenti sono il pattern a crazy-paving (opacita a vetro
smerigliato con setti ispettisi sovrapposti), bronchiectasie, versamento pleurico,
versamento pericardico e linfadenopatia [42-45].

Anche 1 reperti TC sono spesso bilaterali, con distribuzione periferica e interessano i

lobi polmonari inferiori. Inoltre, come per la radiografia, anche la TC puod essere

normale, soprattutto nelle prime fasi di malattia [45].

In alcuni pazienti le anomalie alla TC sono state identificate prima dello sviluppo dei

sintomi e anche prima della rilevazione dell’RNA virale, dal campione proveniente

dal tratto respiratorio superiore [39] [46].

Diagnosi
Il principale test diagnostico per COVID-19 ¢ il test di amplificazione dell’acido

nucleico (NAAT), nella maggior parte dei casi eseguito con reazione a catena

polimerasica a trascrizione inversa (RT-PCR) [47].

I campioni del tratto respiratorio superiore sono di prima scelta per la ricerca di

SARS-CoV-2. Nonostante questo, nei pazienti in cui via sia evidenza del

coinvolgimento del tratto respiratorio inferiore, si pud prelevare un campione da

questa sede per eseguire NAAT [48].

Negli Stati Uniti il CDC raccomanda la raccolta di uno dei seguenti campioni [49]:

e Tampone nasofaringeo, eseguito da operatore sanitario;

e Tampone nasale di entrambe le narici, raccolto da un operatore sanitario o dal
paziente stesso in loco o al domicilio;

e Lavaggio o aspirato nasale o nasofaringeo raccolto da un operatore sanitario;

e Tampone orofaringeo, raccolto da un operatore sanitario.

La scelta del campione dipende dalla presentazione clinica e dal tempo di insorgenza

dei sintomi. Comunque la societda americana per le malattie infettive (IDSA)

suggerisce la raccolta di un campione nasofaringeo, dal turbinato medio o nasale

piuttosto che orofaringeo o salivare, poiché una serie seppur limitata di dati,

suggerisce che i campioni orofaringei sono soggetti a minore sensibilita in sede di

analisi [50].

Studi successivi suggeriscono che il campione salivare sia assimilabile a quello

nasale e, negli Stati Uniti, diversi test basati sull’analisi della saliva hanno ricevuto

un’autorizzazione di emergenza.



Inoltre ci sono casi specifici dove I’esecuzione di tamponi nasofaringei e orofaringei
puo essere problematico, come per gli screening di massa nelle scuole e nelle case di
riposo, specialmente quando si tratta di anziani affetti da demenza o bambini piccoli.
In questi casi, il campione salivare potrebbe essere una valida alternativa, poiché il
prelievo € meno invasivo e ci sono minori rischi di esporre altri al contagio durante il
prelievo.

Test NAAT

Esistono diverse analisi RT-PCR che amplificano e individuano diverse regioni del
genoma di SARS-CoV-2. I pit comuni hanno come target due o piu geni, come il
gene per il nucleocapside (N), per I’envelope (E) e per lo spike (S) e regioni del
primo OREF, incluso il gene per ’'RNA polimerasi — RNA dipendente (RdRp) [51].
L’accuratezza e il valore predittivo di NAAT per SARS-CoV-2 non ¢ stato ancora
valutato in maniera sistematica.

Questi test hanno elevata specificita [52-53], mentre per quanto riguarda la
sensibilita la performance ¢ variabile e dipende, nella pratica clinica, dalla probabilita
pre-test di malattia.

Inoltre la sensibilita del test dipende dal tipo e dalla qualita del campione raccolto,

dalla fase della malattia al tempo dell’esecuzione del test e dall’analisi stessa.

Interpretazione test:

NAAT con risultato positivo: un test di amplificazione dell’acido nucleico positivo
per SARS-CoV-2 generalmente conferma la diagnosi di COVID-19. Non ¢
necessario eseguire altri test. Test aggiuntivi possono essere eseguiti per la gestione
dei pazienti ospedalizzati.

NAAT con risultato negativo: per molti soggetti un singolo risultato negativo a
NAAT ¢ sufficiente per escludere la diagnosi di COVID-19. Sono comunque noti
risultati falsi negativi soprattutto nei casi in cui il campione testato sia stato prelevato
dal tratto respiratorio superiore.

Se il primo test risulta negativo, ma resta il sospetto clinico per COVID-19 (per la
presenza di sintomi suggestivi senza cause alternative) e la conferma della presenza
dell’infezione ¢ importante per la gestione e il controllo dell’infezione, si suggerisce
di ripetere il test.

Il tempo ottimale di ripetizione del test non ¢ noto, ma generalmente si esegue dopo

24-48 ore dal primo test. Ripetere il test entro le prime 24 ore non ¢ raccomandato.



Inoltre ¢ importante considerare altre potenziali cause che giustifichino 1 sintomi nei
pazienti con test NAAT negativo per SARS-CoV-2.

Nei pazienti ricoverati con un primo test negativo, eseguito su campione proveniente
dal tratto respiratorio superiore, ma per i quali permanga il sospetto di infezione da
SARS-CoV-2 del tratto respiratorio inferiore, deve essere prelevato un campione
sottoforma di espettorato (nei pazienti con tosse produttiva) , aspirato tracheale o
bronco lavaggio.

In molti casi inoltre, per via della limitata affidabilita dei test e dei possibili risultati
falsi negativi, la diagnosi di COVID-19 si deve basare in modo presuntivo su una
presentazione clinica compatibile, in presenza di effettivo rischio di esposizione al
virus e in assenza di altre cause identificabili che giustifichino la condizione clinica
del paziente.

NAAT con risultato indeterminato: 1’interpretazione di un risultato non conclusivo o
indeterminato dipende da come il test di amplificazione dell’acido nucleico (NAAT)
viene eseguito. In alcuni casi un risultato indeterminato indica che solo uno dei due o
dei molti geni, che il test NAAT dovrebbe riconoscere (in quanto target), viene
riconosciuto. Questi risultati possono essere considerati positivi in maniera
presuntiva, vista ’elevata specificita dell’analisi NAAT. Se il paziente si trova in

fase iniziale di malattia pud comunque essere utile ripetere il test per conferma.

Test antigenico

Il test antigenico ricerca I’antigene di SARS-CoV-2. Pud essere eseguito piu
rapidamente e sul posto e quindi essere piu accessibile e dare un risultato in tempi
piu rapidi rispetto a NAAT.

I1 test antigenico potrebbe essere il test di primo livello ma i dati sull’ accuratezza del
test antigenico per SARS-CoV-2 sono limitati e inoltre un risultato negativo non
potrebbe comunque escludere la presenza dell’ infezione e dovrebbe essere
confermato da un test NAAT, in caso di elevato sospetto clinico [54].

Il test antigenico potrebbe essere utile per individuare coloro che si trovano nei
primi stadi di infezione, quando la replicazione virale ¢ al suo apice.

WHO riferisce che, in realtd in cui NAAT non sia disponibile o dove i tempi di
esecuzione di NAAT siano troppo lunghi per essere utili clinicamente, i test
antigenici con una sensibilita e specificita rispettivamente >80% e >97%, possano
essere utili per la diagnosi di SARS-CoV-2. In questi casi 1 test dovrebbero essere

eseguiti entro cinque-sette giorni dall’inizio dei sintomi [55].



I test antigenici possono inoltre essere utili per la gestione dell’epidemia e per lo
screening ripetuto degli individui che vivono in ambienti aggregati (come le RSA) o
ad alta densita abitativa (come le prigioni e gli ospedali) e per identificare
rapidamente gli individui con infezione da SARS-CoV-2 e isolarli. Modelling studies
hanno dimostrato che se la frequenza con cui i test vengono eseguiti ¢ abbastanza
elevata, anche un test a minore sensibilita pud essere utilizzato in modo

soddisfacente per ridurre il tasso cumulativo di infezione [56].

Test sierologico

II test sierologico rileva gli anticorpi associati a SARS-Cov-2 presenti nel sangue e
puo essere utile nell’identificare pazienti che hanno avuto una precedente infezione
da SARS-CoV-2 cosi come pazienti con I’infezione in corso, che mostrano sintomi
da tre o quattro settimane. I test sierologici hanno un’ utilita limitata per la diagnosi
della malattia acuta, poiché questi test tendono a essere meno reattivi nei primi giorni

e settimane di malattia [57-58].

Sono in uso vari test sierologici e la loro sensibilita varia in maniera sostanziale.

In particolare i test eseguiti con tecnica LFIA (lateral flow assays) sono meno
sensibili di quelli eseguiti con ELISA (enzyme linked immunosorbent assays) e
CLIA (chemiluminescent immunoassays) [61].

La specificita dipende anch’essa dal tipo di analisi sierologica. Al contrario di test a
IgG o anticorpi totali, i test a IgM, IgA e i test di differenziazione IgM/IgG hanno
una specificita inferiore al 99% [60].

IDSA raccomanda I’utilizzo di test con IgG o anticorpi totali, piuttosto che IgM o
IgA o test di differenziazione IgM/IgG per via della loro maggiore accuratezza [60].
Per aumentare il valore predittivo di un test sierologico, un’analisi ad elevata
specificita (=99,5%) dovrebbe essere riservata a individui con elevata probabilita pre
test di infezione primaria.

In regioni a bassa siero prevalenza o a bassa probabilita di infezione pre-test, i
singoli risultati dovrebbero essere interpretati con cautela, poiché in queste
circostanze anche test sierologici con elevata specificitd potrebbero avere un basso
valore predittivo positivo [59].

La durata degli anticorpi rilevabili ¢ incerta. Alcuni studi, condotti da Quan-Xin
Long et al. 1) F. J. Ibarrondo et al. [*Y, J. Perreault et al. [ | suggeriscono che
nella maggior parte dei pazienti gli anticorpi siano dosabili per non piu di tre mesi

dopo I’infezione.
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Altri studi, condotti da D. F. Gudbjartsson et al. °), B. Isho et al. *”! ¢ A. S. Iyer et
al. 1% riferiscono di casi in cui gli anticorpi IgG sono rilevati nella maggior parte dei
pazienti fino a cinque mesi dopo I’infezione.

1. 931 si osserva che i livelli

Ad esempio nello studio condotto da Quan-Xin Long et a
di IgG scendono, in media, del 75% dalla fase acuta all’inizio della convalescenza e
dopo otto settimane dall’inizio dell’infezione, il 40% dei pazienti asintomatici e il
13% dei sintomatici non ha piu IgG rilevabili [69].

Al contrario nello studio islandese condotto da D. F. Gudbjartsson et al. [°°],

con
1107 pazienti positivi al test molecolare per SARS-CoV-2, le Ig totali restano
reattive nel 90% dei pazienti, con un titolo in crescita nei primi due mesi dopo la
diagnosi e restano stabili per altri due mesi.

Lo screening sierologico su larga scala con test adeguati puo essere utile per un buon
controllo dell’attivita di malattia, anche se il CDC raccomanda di non utilizzare il

test sierologico per decidere se autorizzare o meno il ritorno al lavoro o per un

eventuale isolamento contumaciale [70].
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OBIETTIVI DELLO STUDIO

Come descritto in precedenza le informazioni relative alle manifestazioni cliniche e

diagnostiche sono piuttosto esaustive. Tuttavia esistono aree di studio quali lo

Shedding virale persistente che restano non del tutto chiarite.

Per Shedding virale si intende la continua eliminazione e rilascio di particelle virali

durante il periodo dell’infezione.

La clearance virale del tratto respiratorio di solito si completa entro 21 giorni [71-

72].

Nonostante cio0 si € visto che una percentuale variabile di pazienti con infezione da

SARS-CoV-2 potrebbe presentare uno shedding virale persistente (SPV) fino a 60-80

giorni dopo la diagnosi [73-75].

Sfortunatamente la nostra comprensione del perché alcuni pazienti con infezione da

SARS-CoV-2 presentino uno shedding virale persistente e altri no non ¢ stata

approfondita a pieno e questo tema rimane un’ entita di incerto significato clinico

[76-82].

La letteratura a proposito di questo argomento ¢ scarsa e di difficile interpretazione, a

causa dell’eterogeneita delle definizioni proposte [78-82] e dei diversi campioni

raccolti per la rilevazione dell’RNA (dal tratto respiratorio superiore o inferiore)

[78].

In questo studio abbiamo quindi analizzato la presenza di shedding virale persistente

nei pazienti adulti con infezione da SARS-CoV-2 ricoverati nel nostro ospedale,

I’Ospedale Policlinico San Martino di Genova.

Gli obiettivi che lo studio si propone di investigare sono:

1. La prevalenza dello shedding virale persistente;

2. L’associazione tra shedding virale persistente e le condizioni di base del paziente,
i livelli di IL-6 al momento della diagnosi e I’ outcome clinico;

Nello studio abbiamo ipotizzato che i pazienti immunodepressi con attivazione di

citochine marcate potrebbero presentare piu facilmente shedding persistente

del’RNA di SARS-CoV-2.

MATERIALI E METODI

Pazienti e design dello studio

\

E stato condotto uno studio prospettico osservazionale su pazienti con infezione da

SARS-CoV-2, confermata dal laboratorio. Questi pazienti sono stati ricoverati presso
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I’ Ospedale Policlinico San Martino (Genova, Italia) dal 25, Febbraio 2020 al 25,
Marzo 2020.

La nostra istituzione ¢ un ospedale universitario con 1,200 letti a disposizioni e offre
un’ampia gamma di servizi clinici. L’ospedale serve una popolazione cittadina di
circa 400,000 persone nell’area metropolitana di Genova.

Lo studio eseguito ¢ stato portato avanti in accordo con i principi promulgati dalla
Dichiarazione di Helsinki e approvato dal Comitato Etico della Regione Liguria (N.
CER Liguria 87 114/2020 - ID 10420) .

Secondo il protocollo locale, approvato dalle autorita dell’ospedale, abbiamo
ottenuto da tutti i pazienti consenso verbale informato per 1’isolamento precauzionale
previa esecuzione del tampone nasofaringeo, per la raccolta dei dati e per la

partecipazione allo studio.

Test eseguiti

Non appena il primo tampone nasofaringeo risultava positivo per la presenza di RNA
di SARS-CoV-2 (giorno 0), i medici ricercatori designati ottenevano il consenso del
paziente e gestivano il caso secondo il protocollo dell’ospedale, fino alla morte o alla
dimissione del paziente. I tamponi nasofaringei successivi per SARS-CoV-2 con
tecnica RT-PCR venivano ottenuti al giorno +3, +5 ¢ +7 e poi uno ogni sette giorni
fino all’azzeramento della carica virale e al risultato negativo del tampone. Se il
primo tampone nasofaringeo era negativo, un secondo tampone veniva eseguito dopo
24 ore per confermare il risultato negativo e, potenzialmente, interrompere le
precauzioni per contaminazione da droplets nei pazienti con risoluzione clinica dei
sintomi. Inoltre i medici implicati nella ricerca, richiedevano di routine esami di
coagulazione e analisi del sangue, al giorno 0 dello studio clinico e quando indicato

dalle condizioni cliniche.

Criteri di esclusione

I criteri di esclusione dallo studio sono stati:

e cta dei pazienti inferiore a 18 anni
e Pazienti con tampone nasofaringeo positivo, ma dimessi troppo presto (prima

di 21 giorno dalla diagnosi) a isolamento fiduciario
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e Morte entro il 21° giorno dalla diagnosi senza evidenza di clearance
del’RNA virale di SARS-CoV-2

e Dati virologici persi in qualunque momento dello studio

Cure standard e trattamenti

Durante il periodo dello studio i pazienti con sospetta infezione da SARS-CoV-2
sono stati gestiti e trattati secondo il protocollo locale. In breve, un tampone
nasofaringeo veniva eseguito in tutti 1 pazienti sintomatici con sospetto di infezione
da SARS-CoV-2. I pazienti venivano ricoverati in ospedale solo se presentavano
insufficienza respiratoria acuta (PaO2< 60 mmHg in aria ambiente) o se si verificava
un peggioramento della loro condizione di base o se i sintomi gravi che presentavano
erano ritenuti ingestibili a casa. In accordo con le linee guida locali, a tutti 1 pazienti
era raccomandata una copertura antibiotica di breve durata € somministrazione di una
dose di idrossiclorochina da 400mg per bocca.

La combinazione Darunavir/Ritonavir da 800 e 100 mg, una volta al giorno per dieci
giorni consecutivi, veniva inoltre prescritta fino al 24 Marzo 2020. Dopo di che, la
combinazione Darunavir/Ritonavir ¢ stata ritirata e non piu prescritta sulla base dei
dati scientifici pubblicati, riguardo la possibile mancanza di efficacia da parte degli
inibitori delle proteasi nel trattamento dell’infezione da SARS-CoV-2 [83]. Dall’ 11
Marzo ¢ stata considerata la possibilita di una singola infusione endovena di
Tocilizumab (dosaggio di 8 mg/kg) nei casi di polmonite severa da COVID-19.
Inoltre, sulla base di una review interna su rischi e benefici del trattamento con
steroidi nei pazienti con malattia severa da COVID-19, dal 19 marzo ¢ stata inclusa
nel protocollo di cura un’iniezione endovenosa di metilprednisolone (1mg/kg per 5
giorni, seguita da 0,5 mg/kg per altri 5 giorni).

Infine, secondo il protocollo dell’ospedale, Remdesivir ¢ stato somministrato ad uso
compassionevole in alcuni pazienti, Eparina ¢ stata somministrata a tutti i pazienti a
dose profilattica e ¢ stata avviata terapia antibiotica in caso di sospetta sovra

infezione batterica.
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Dati raccolti e definizioni

I dati presentati sono stati raccolti a partire dalle cartelle cliniche dei pazienti

seguendo un

protocollo prestabilito a partire dal giorno

protocollo include quanto segue:

+* eta in anni;

< Sesso;

X/

%+ condizioni cliniche di base, incluse:

ipertensione,

patologie cardiovascolari,
immunodepressione,
diabete mellito,
insufficienza renale cronica,
malattia cerebrovascolare,

malattia polmonare ostruttiva cronica (BPCO);

¢ segni e sintomi:

e febbre,

e tosse secca,
e dispnea,

e astenia,

e diarrea,

e nausea e vomito,

e confusione;

+¢ risultati degli esami di laboratorio:

conta dei leucociti,

conta dei linfociti,

conta delle piastrine,

pressione parziale di ossigeno [PaO;],
alanina aminotransferasi [ALT] in U/L,
aspartato amino transferasi [AST] in U/L,
d-dimero in pg/mkL,

interleuchina 6 [IL-6] in ng/mL,

proteina C reattiva [PCR] in mg/L;

¢ risultati dell’RX torace:

0 di ricovero. Tale
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e pattern interstiziale,

consolidazioni monolaterali o bilaterali,
e versamento pleurico,
e assenza di lesioni;

+¢ informazioni sul trattamento:
e darunavir-ritonavir,
e osecltamivir,
¢ hidroxychloroquine,
e antibiotico,
e corticosteroide,
e tocilizumab;

¢ le complicanze:

e ventilazione non invasiva,
e ricovero in terapia intensiva [ICU],
e necessita di ventilazione meccanica,
e sviluppo di schock settico,

e insufficienza renale acuta che necessiti di sostituzione renale continua

con CRRT,

tutte le cause di mortalita intra-ospedaliera sono state raccolte durante
il corso del ricovero.

Sono state anche registrate la durata del ricovero in ospedale e in terapia intensiva
(ICU).

Un caso di COVID-19 veniva confermato dal risultato positivo dell’analisi RT-PCR
su tampone nasofaringeo.

La durata dello shedding ¢ stata calcolata sulla base del tempo trascorso tra il primo
tampone nasofaringeo positivo e il primo dei due tamponi negativi consecutivi,
eseguiti a distanza di 24 ore.

Lo shedding virale persistente ¢ stato definito a priori come la durata dello shedding
virale >21 giorni, che ¢ stata recentemente descritta come la durata media dello
shedding virale per infezione da SARS-CoV-2 in un gruppo di pazienti non
selezionato [71-72-77].

Per quanto riguarda I’immunodepressione questa ¢ stata definita come la presenza di

qualunque di queste condizioni:
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e infezione da HIV, considerata come un possibile fattore di rischio associato a
SPV (shedding virale persistente), se un paziente aveva la conta dei CD4
inferiore a 200 mm3;

e neoplasia ematologica nei pazienti che hanno ricevuto un trattamento per la
loro neoplasia nei 12 mesi precedenti;

e terapia cronica con farmaci immunosoppressori inclusi agenti alchilanti come
la ciclofosfamide, farmaci citotossici analoghi delle purine come 1’azatioprina
e farmaci immunosoppressivi non citotossici (come il micofenolatomofetil) o
anticorpi monoclonali, approvati per il trattamento delle malattie
infiammatorie o autoimmuni.

e trapianto di organo solido.

La tachipnea ¢ definita da una frequenza respiratoria (RR) maggiore di 20 respiri al
minuto; per tachicardia si intende una frequenza cardiaca maggiore di 100 battiti al
minuto;

la linfopenia ¢ definita da una conta di linfociti nel sangue inferiore a 1500/mm’.

La trombocitopenia & definita come la conta delle piastrine inferiore a 150,000 /mm’.
L’insufficienza respiratoria ipossiemica ¢ definita da una pressione parziale di
ossigeno nel sangue arterioso (PaO,) <60 mmHg nel paziente a riposo, che respira in
aria ambiente.

Poiché non esiste un valore limite ufficiale per 1’ IL-6, la discesa e il rialzo di IL-6
erano considerati come valori piu bassi del valore medio di IL-6 e come valori uguali
o piu alti della media dei valori di IL-6 osservata nella nostra popolazione (35
ng/ml).

ALT e AST aumentate sono definite come valori sierici di ALT e AST maggiori di
40 U/L.

I1 livello di D-dimero aumentato ¢ definito come un valore di D-dimero maggiore di
500 pg/L.

Lo schock settico segue la definizione dal Terzo Consensus Internazionale riguardo
alla Sepsi e allo Schock Settico [22] . L’insufficienza renale acuta (AKI) veniva

diagnosticata secondo i criteri delle linee guida KDIGO [23].
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Obiettivi principali

L’endpoint primario dello studio ¢ da considerarsi come la percentuale di pazienti
con shedding virale persistente (PSV) nella nostra popolazione di studio, che include
1 pazienti adulti ricoverati con SARS-CoV-2.

Il secondo endpoint dello studio era investigare sull’associazione fra il SVP
(shedding virale persistente) e le comorbidita di base dei pazienti (ipertensione,
patologie cardio vascolari, immunodepressione, diabete mellito, insufficienza renale
cronica, malattia cerebrovascolare, malattia ostruttiva cronica polmonare e tumore di
organo solido), sull’associazione con i marcatori infiammatori al tempo della
diagnosi (D-dimero, PCR e livelli di IL-6) e con il decorso clinico (necessita di
supporto non invasivo per respirare o di ventilazione meccanica invasiva; ricovero in
terapia intensiva; sviluppo di ARDS; schock settico; necessita di CRRT e tutte le

cause di morte intra ospedaliera).

Analisi dei campioni e rilevazione del virus SARS-CoV-2

La rilevazione del virus SARS-CoV-2 sul tampone nasofaringeo veniva effettuata
tramite tecnica RT-PCR, che aveva come target la regione ORF-1ab e il gene per la
proteina del nucleo capside (N). L’RNA veniva estratto dai campioni e sottoposto a
RT-PCR con primers e sonde specifici per SARS-CoV-2.

Un valore del cerchio soglia (Ct) <37 veniva considerato come un risultato positivo
al test, mentre un valore di Ct di 40 o piu veniva considerato come un risultato
negativo. Un risultato equivoco, definito come un valore di Ct compreso fra 37 e 40,
richiedeva un’ulteriore conferma, ripetendo il test. Se il valore di Ct era ancora <40 e
si osservava un picco evidente o se il valore di Ct era ancora <37, il risultato veniva

ritenuto positivo.

Analisi statistiche

Non sono stati eseguiti calcoli statistici in merito al numero di pazienti da includere
nello studio e la popolazione oggetto del nostro studio corrisponde ai pazienti
ricoverati in ospedale con infezione da SARS-CoV-2, secondo i criteri di inclusione
del nostro studio.

I dati descrittivi venivano riportati come mediana con rango interquartile (IQR) o

numero assoluto e percentuale, in base a come era piu appropriato.
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L’analisi uni variata e multivariata con regressione logistica sono state eseguite per
valutare 1’associazione fra PSV, le caratteristiche dell’ospite e il suo decorso clinico.
Le variabili con P<0.10 nell’analisi univariata sono state poi inserite anche nel
modello bivariato.

Valori di P-values < 0.05 in entrambe le analisi, uni e bivariata, sono state
considerate statisticamente significative.

I dati sono stati estrapolati da un database online, utilizzato per la raccolta dati

automatica e da anonimo [84]. Le analisi statistiche sono state eseguite utilizzando il

programma SPSS, versione statistica 21.0 (IBM Corp., Armonk, NY, USA).

RISULTATI
Durante il periodo in cui si ¢ svolto lo studio, dal 25/02/2020 al 25/03/2020, sono
stati ricoverati nel nostro ospedale 317 pazienti con infezione da SARS-CoV-2. Di
questi:
e 106 (33.4%) sono morti nei primi 21 giorni dopo la diagnosi, senza evidenza
di clearance dell’RNA di SARS-CoV-2,
o 82 (25.8%) sono stati dimessi prematuramente (<21 giorni dalla diagnosi) in
isolamento fiduciario
e di8 (2.5%) non erano disponibili i dati virologici.
e [ restanti 121 pazienti soddisfavano i criteri di inclusione e rappresentano
pertanto 1’oggetto del presente studio (Figura 1).
e Le caratteristiche cliniche, 1 trattamenti e¢ 1’evoluzione clinica della nostra

popolazione di studio sono mostrati nella Tabella 1.

Incidenza cumulative e fattori associate al SPV

In generale, la definizione di shedding virale persistente (SPV >21 giorni) ¢ stata
soddisfatta da 46/121 pazienti (38.0%), dei quali 33 (27.3%), 15 (12.3%) e 5 (4.1%)
continuavano a presentare shedding virale rispettivamente al giorno 28, 35 e 42.
L’incidenza cumulativa dei pazienti con risultato positivo alla PCR per SARS-CoV-2
ai diversi timepoints ¢ mostrato in Figura 2.

I pazienti con SPV e quelli senza SPV sono messi a confronto nella Tabella 2.
Nell’analisi uni variata, 1 fattori associati con il SPV erano:

e immunodepressione (6.7% vs 21.7%, p=0.02),
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o livelli aumentati di IL-6 al momento della diagnosi (43.4% vs 67.3%, p=0.02),

e tempo trascorso fra I’inizio dei sintomi e la diagnosi (7.0 vs 3.5, p= 0.001),

e ricovero in terapia intensiva (22.7% vs 43.5%, p=0.02)

e necessita di ventilazione meccanica (20.0% vs 41.3%, p=0.01).

La presenza di shedding virale persistente non risultava correlata con trattamento
antivirale né con terapia anti infiammatoria (corticosteroidi o tocilizumab).

L’analisi multivariata ha confermato che I’immunodepressione, i livelli aumentati di
IL-6 al momento della diagnosi, il tempo trascorso dall’inizio dei sintomi al
momento della diagnosi e la necessita di ventilazione meccanica sono fattori

indipendenti associati al SPV.

DISCUSSIONE

Nella popolazione oggetto del nostro studio, comprendente pazienti ricoverati in
ospedale con infezione da SARS-CoV-2, abbiamo trovato che lo shedding virale
persistente ¢ comune. Inoltre questo evento era associato alla presenza di
immunodepressione, a livelli aumentati di IL-6 alla diagnosi, cosi come con tempo
trascorso fra I’inizio dei sintomi e la diagnosi, con la necessita di ricovero in terapia
intensiva (ICU) e con la necessita di ventilazione meccanica.

Il presente studio ha analizzato un vasto database comprendente dati raccolti in
maniera prospettica inerenti a pazienti ricoverati con infezione da SARS-CoV-2 in
un ospedale universitario di terzo livello italiano, il Policlinico San Martino di
Genova.

Stando alle nostre conoscenze attuali, questo ¢ anche il piu vasto studio
osservazionale condotto in Europa, che ha analizzato lo shedding dell” RNA di
SARS-CoV-2, usando campioni omogenei (tamponi nasofaringei). Fornisce quindi
un’opportunitd unica per comprendere il significato clinico del fenomeno dello
shedding virale in questi pazienti.

I dati sono stati raccolti in accordo con la pratica clinica quotidiana dell’ospedale,
rendendo 1 nostri risultati rappresentativi della gestione corrente dei pazienti con
infezioni da SARS-CoV-2.

La mancanza di una definizione comunemente accettata rende difficile confrontare i
nostri risultati con quelli derivati da altri studi.

Alcuni autori consideravano il SPV come la rilevazione dell’ RNA di SARS-CoV-2
per piu di 15 giorni dopo I’insorgenza dei sintomi [78]. Altri richiedevano un lungo

periodo di tempo (e.g. >24 giorni) [79].
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La nostra definizione di shedding virale persistente (SPV) ¢ maggiormente legata alla
letteratura recente che riporta che, per SPV si intende la rilevazione dell’RNA di
SARS-CoV-2 per una durata media di 21 giorni dopo ’esordio dei sintomi [71-72-
77].

Usando questo specifico punto di riferimento temporale, noi abbiamo trovato che
fino al 38% dei pazienti ricoverati in ospedale con I’infezione da SARS-CoV-2
aveva mostrato un SPV, che rientra nel range riportato in altre serie si studi (fra il
32.7% e il 48.2% ) [78-79].

Comunque noi non siamo certi del fatto che mostrare un SPV significhi che il virus
sia vitale e possa essere trasmesso .

In effetti, la capacita infettiva di SARS-CoV-2 potrebbe decrescere in modo
significativo tra gli 8 e 1 18 giorni dopo I’inizio dei sintomi, come suggerito da
precedenti studi secondo 1 quali il virus vivo non potrebbe restare in coltura piu a
lungo nonostante i concomitanti risultati positivi alla PCR [75] [85].

Per il futuro sono richieste indagini per I’analisi della potenziale trasmissione virale
nei pazienti con PSV.

11 significato clinico di PSV nei pazienti con SARS-CoV-2 resta non chiarito.

Studi precedenti a questo hanno messo in relazione il PSV con il sesso maschile [78],
I’eta avanzata [76,77,79] o con le comorbidita croniche [79].

Nella popolazione oggetto del nostro studio, non abbiamo trovato alcuna
correlazione tra il PSV e I’eta o il sesso. Nonostante cido 1I’immunodepressione
aumenta in modo significativo, di sette volte, il rischio di PSV (p=0.019).

Questa osservazione potrebbe mettere in evidenza i soggetti che necessitano di essere
strettamente monitorati o coloro sui quali dovrebbero essere focalizzati in futuro gli
interventi terapeutici.

E interessante notare che abbiamo trovato un’elevata percentuale di shedding virale
persistente tra i pazienti con livelli di IL-6 aumentati al momento della diagnosi.
Questo risultato ¢ coerente con il recente modello sperimentale che suggerisce che
livelli aumentati di IL-6 durante la risposta immunitaria anti-virale, possono
influenzare negativamente 1’attivita litica dei linfociti T citotossici [86] e cosi
promuovere la persistenza virale.

Il nostro ¢ il primo studio che ha mostrato questa associazione nell’ambito
dell’infezione da SARS-CoV-2.

Questa scoperta potrebbe mettere in evidenza il complesso ruolo degli

immunomodulatori nel trattamento dei pazienti con infezione da SARS-CoV-2 [87].
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Abbiamo inoltre visto che il SPV veniva principalmente osservato nei pazienti con
un decorso clinico piu severo nell’ambito dell’infezione da SARS-CoV-2. Questo
fatto veniva riscontrato anche in studi precedenti, con una richiesta di ventilazione
meccanica fino a 9.8 volte piu frequente nei pazienti con shedding virale prolungato
quando messi a confronto con coloro che presentavano una piu rapida conversione
[78].

Crediamo che i nostri risultati rappresentino un significativo passo in avanti verso
una migliore gestione dei pazienti con infezione da SARS-CoV-2. In primo luogo,
potrebbe essere necessario un approccio piu rigido nel controllo dell’infezione nei
pazienti immunodepressi, incluse stringenti precauzioni per i droplets e isolamento
per un periodo di tempo maggiore rispetto a quello attualmente raccomandato (14
giorni) [88].

In secondo luogo, poiché la durata dello shedding virale persistente viene spesso
usato come endpoint nei trials clinici per valutare nuovi farmaci antivirali [89],
suggeriamo una stratificazione basata sulle comorbidita preesistenti o sui livelli di
IL-6 nell’ottica di evitare squilibri fra i bracci di trattamento.

Questo studio ha alcuni limiti che dovrebbero essere analizzati.

Per primo, abbiamo escluso dal popolazione oggetto del nostro studio quei pazienti
che sono morti precocemente o che sono stati prematuramente dimessi.

Di conseguenza, la percentuale di pazienti con PSV potrebbe essere stata diversa, se
avessimo ottenuto informazioni su tutti i pazienti ricoverati in maniera consecutiva
nel nostro ospedale per infezione da SARS-CoV-2.

Secondo, non abbiamo analizzato la carica virale; percio il metodo quantitativo
potrebbe influenzare le nostre conclusioni.

Terzo, poiché non abbiamo effettuato una raccolta giornaliera di tamponi
nasofaringei, non siamo in grado di stimare la durata generale dello shedding virale
persistente.

Quarto, abbiamo escluso 1 pazienti che sono morti prima di 21 giorni senza evidenza
di clearance dell’ RNA di SARS-CoV-2 e abbiamo incluso soltanto pazienti
ricoverati in ospedale con un’infezione severa da SARS-CoV-2. Di conseguenza, i
nostri risultati non possono essere estesi ai pazienti con malattia lieve o moderata,

che non sono stati ricoverati in ospedale o che sono stati rapidamente dimessi.
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CONCLUSIONE

In conclusione, il SPV ¢ un riscontro frequente nei pazienti ricoverati con infezione
da SARS-CoV-2 ed ¢ associato con immunosoppressione € con necessita di
ventilazione meccanica.

E nostra opinione che studi futuri dovrebbero concentrarsi sul significato ancora
sconosciuto di questo fenomeno in termini di infettivita e misure di controllo

dell’infezione.

23



Apms sy ul pepnjoul sjuaned Lz|

(g=u) ejep |eaibojodin
Buissiw yym syuaned

(90 L=u)
SIUEIES|D YNY €-ACD-SHVS
10 85UapIAa JNOYNM shep LZ> paid

(zg =u) gqems jeabufieydoseu
aaljisod e yum
(sAep Lz=) pabieyasip Aje3

AunqiByje 1oy passasse
9J9M UOIJIBJUI SNUIA Z-A0D-SHYS pawujuos fiojeloqe| yum sjuaned ynpe /g

FIGURA 1

Diagramma di flusso dei pazienti ospedalizzati con infezione da SARS-CoV-2

confermata e inclusi nello studio
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FIGURA 2 Frequenza cumulative dei pazienti con RNA di SARS-CoV-2 positivo

nei diversi time- points (in percentuale).
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Table 1. Caratteristiche cliniche, trattamenti e outcomes di 121 pazienti con

infezione da SARS-CoV-2 invlusi nello studio.

Total
CHARACTERISTICS*

(N=121)

Sex, male 79 (65.3)

Signs and symptoms

Fever (Tc>37,3°C) 111 (91.7)
Shortness of breath 63 (52.1)
Dry Cough 61 (50.4)
Asthenia 7 (22.3)
Diarrhea 10 (8.3)
Nausea and vomiting ¢ (7.4)
Mental confusion 7 (5.8)




Inflammatory markers
C-reactive protein > 5 mg/L
D-dimer >500 ug /L

IL-6 > 35 ng/L

109
102

(90.0)
(84.3)
(52.9)

Treatments
Hydroxychloroquine
Antibiotics|
Darunavir/ritonavir
Corticostefoids
Tocilizumab

Oseltamiv

=1

All-cause in hospital mortality

12

(91.0)

(77.7)
(59.5)
(52.9)
(27.3)
(12.4)

(9.9)




Time from onset of symptomps to diagnosis
(median, IQR)

Kl: Acute Kidney Injury;

ALT Alanine aminotransferase AST Aspartate
aminotransferase;

ICU: intensive Care Unit;

IQR interquartile range;

*Unless otherwise specified, data are presented a n
(% of the total =121)

*Data were collected at the time of diagnosis of
SARS-CoV-2 infection

@ Chest CT was performed in 117 out of 121 patients
at the time of SARS-CoV-2 infection.

6.0 (3.0-8.0)
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Table 2. Analisi univariata e multivariata dei fattori associati allo shedding virale persistente (SPV) nei pazienti

ricoverati in ospedale con infezione da SARS-CoV-2.

Patients without PVS Patients with PVS

CHARACTERISTICS P OR (95% Cl) P
(N=75) (N= 46)
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Signs and symptoms #
Fever (Tc>37.3°C) 69 (92.0) 42 (91.3) 1
Shortness of breath 41 (54.7) 2 (47.8) 0.57
Dry cough 39 (52.0) 2 (47.8) 0.71
Asthenia 20 (26.7) 7 (15.2) 0.17
Diarrhea 4 (5.3) 6 (13.0) 0.17
Nausea and vomiting 5 (6.7) 4 (8.7) 0.72
Mental confusion 3 (4.0) a (8.7) 0.42
Time from onset of
symptoms to
7.0 (4.0-10.0) 3.5 (2.0-7.0) 0.001 0.77 (0.66-0.90) 0.001
diagnosis (median, IQR)
Laboratory findings #
Lymphopenia 66 (88.0) 41 (89.1) 0.88
Hypoxemic respiratory
failure 48 (63.1) 29 (63.0) 0.69
AST> 40 Ul/L 37 (48.6) 18 (39.1) 0.43
ALT> 40 UI/L 29 (38.1) 15 (32.6) 0.56
Thrombocytopenia 17 (22.3) 18 (39.1) 0.08
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Leukopenia

Radiologic findings —,
Interstitial pattern
Bilateral consolidation
Monolateral consolidation
Absence of lesions

Pleural effusion

39/72 (54.2)
31/72 (43.1)
18/72 (25.0)
7/72 (9.7)
1/72 (1.4)

(14.4)

10 (21.7)

18/45 (40.0)
19/45 (42.2)
13/45 (28.9)
7/45 (15.6)
D/45 (4.4)

46

0.18

0.67
0.38
0.55
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Oseltamivir 8 (10.7) 7 (15.2)

0.57

Complications

Non-invasive respiratory

support 40 (53.3) 26 (56.6) 0.85

ICU admission 17 (22.7) 20 (43.5) 0.02

Invasive mechanical

ventilation 15 (20.0) 19 (41.3) 0.01 4.95 (1.57-15.59) 0.006
Septic shock 4 (5.3) 6 (13.0) 0.17

CRRT 2 (2.7) 5 (10.9) 0.10

All-cause in-hospital

mortality 6 (8.0) 6 (13.6) 0.36

Kl: Acute Kidney Injury;

ALT Alanine aminotransferase AST Aspartate aminotransferase;
ICU: intensive Care Unit;

IQR interquartile range;

Significante values are shown in bold
@Chest CT was performed in 117 out of 121 patients at the time ofSARS-CoV-2 infection

# These data were collected at the time of diagnosis of SARS-CoV-2 infection
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