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Resumen

Introduccion: Aun se desconocen aspectos de la patogenia de COVID-19. Objetivo: Determinar la relacién entre gravedad,
mortalidad y replicacién viral en pacientes con COVID-19. Métodos: Se analizaron caracteristicas clinicas, gravedad de la
enfermedad y mortalidad de 203 pacientes hospitalizados por COVID-19 y se correlacionaron con carga viral (CV) y ciclo
umbral (Ct) al ingreso; se tomé hisopado nasofaringeo. Resultados: Las CV medias en los pacientes sobrevivientes fueron
las siguientes ante enfermedad leve a moderada, moderada a grave y grave: 6.8 x 10°, 7.6 x 107 y 1.0 x 10% y en los paci-
entes con enfermedad critica que fallecieron, la CV fue de 1.70 x 10°. Los Ct fueron 26.06, 24.07, 22.66 y 21.78 para esos
mismos grupos. En quienes fallecieron se observd mayor CV media al ingreso en comparacion con quienes sobrevivieron
(1.7 x 10° versus 9.84 x 10°), p < 0.001. Se evidencio correlacion significativa entre CV, gravedad y muerte (r = 0.254, p < 0.045
yr=0.21,p <0.015). La CV alta se asocio a mayor mortalidad intrahospitalaria en comparacién con la CV baja (RM = 2.926,
p <0.017). Conclusion: La CV de SARS-CoV-2 determinada al ingreso hospitalario podria calificar el riesgo simultaneamente
con otros factores descritos en COVID-19.

COVID-19. Carga viral. Mortalidad hospitalaria. SARS-CoV-2.

Upper respiratory tract viral load quantification in COVID-19 patients at hospital
admission and its association with disease severity

Abstract

Introduction: There are aspects of COVID-19 pathogenesis that are still unknown. Objective: To determine the relationship
between severity, mortality and viral replication in patients with COVID-19. Methods: Clinical characteristics, severity and
mortality of 203 patients hospitalized for COVID-19 were analyzed and correlated with viral load (VL) and threshold cycle (TC)
at admission; nasopharyngeal swab was obtained. Results: Mean VLs in surviving patients with mild to moderate, moderate
to severe and severe disease were the following: 6.8 x 10, 7.6 x 10" and 1.0 x 10°, respectively; and in patients with critical
disease who died, VL was 1.70 x 10°. TCs were 26.06, 24.07, 22.66 and 21.78 for the same groups. In those who died, a
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higher mean VL was observed at admission in comparison with those who survived (1.7 x 10° vs 9.84 x 105 p < 0.001).
A significant correlation was observed between VL, severity and death (r = 0.254, p < 0.045 and r = 0.21, p < 0.015). High
VL was associated with increased in-hospital mortality in comparison with low VL (OR = 2.926, p < 0.017). Conclusion: SARS-
CoV-2 VL determined at hospital admission might classify risk simultaneously with other factors described in COVID-19.

COVID-19. Viral load. In-hospital mortality. SARS-CoV-2.

|ntroducci6n

El espectro clinico de la enfermedad por coronavi-
rus 2019 (COVID-19) varia desde una infeccion asin-
tomatica hasta una neumonia viral grave con
insuficiencia respiratoria, sindrome de dificultad res-
piratoria aguda (SDRA) y muerte. Diversas manifes-
taciones de COVID-19 se explican por efectos directos
del virus o de mediadores inflamatorios, que inducen
una inflamacién alvéolo-intersticial con edema agudo
de pulmén, ademas de una inflamacién sistémica.'
Los sintomas més comunes son tos, disnea, fiebre,
fatiga, conjuntivitis, mialgia y neumonia.? Los casos
asintomaticos y leves representan casi 80 % de los
casos de COVID-19, y los casos graves y criticos
representan 20 % de todos los pacientes infectados.?
Los grupos mas vulnerables descritos hasta ahora
incluyen pacientes de edad avanzada, con obesidad,
hipertension, diabetes, cancer y enfermedad renal
cronica.*

A pesar de los multiples esfuerzos realizados hasta
el momento, aun se desconocen aspectos sobre la
patogenia de COVID-19. Dada la rapida propagacion
de la enfermedad y la mortalidad que ocasiona, un
examen amplio sobre la replicacion viral de SARS-
CoV-2 en el tracto respiratorio superior, las manifes-
taciones clinicas y la gravedad de la enfermedad
podria establecer efectivamente intervenciones tem-
pranas frente a los desafios que implica el manejo de
COVID-19.

La correlacion entre la carga viral (CV), la gravedad
de la enfermedad y la excrecién viral de los virus
respiratorios sigue siendo un tema de debate, por
ejemplo, en pacientes con infeccion por influenza B
se detectaron CV mas altas en pacientes hospitaliza-
dos que en ambulatorios;® en pacientes con sindrome
respiratorio del Oriente Medio, con infeccién por
MERS-CoV, y con sindrome respiratorio agudo grave,
con infeccidén por SARS, la mayor CV constituy6 un
factor de riesgo independiente de muerte.® Lo anterior
ilustra que la CV obtenida de una muestra nasofarin-
gea podria ser un factor predictivo de los resultados
de los pacientes durante su hospitalizacion.”

Objetivo

Analizar las caracteristicas de los pacientes hospi-
talizados por diagndstico de COVID-19, la gravedad
de la enfermedad y la mortalidad para correlacionar-
las con la CV en el tracto respiratorio superior y el
ciclo umbral (Ct) al ingreso.

Métodos

Seleccion de pacientes y obtencién de
la muestra

Se reclutdé a 203 pacientes hospitalizados por
COVID-19 en el Hospital Universitario de Los Andes,
Mérida, Venezuela, de noviembre de 2020 a octubre
de 2021. Se realiz6 hisopado nasofaringeo al ingreso
hospitalario. Las muestras se almacenaron a -80 °C
hasta su procesamiento.

Se consideraron las siguientes variables: comorbi-
lidades, signos vitales, manifestaciones clinicas,
duracién de estas desde el inicio de los sintomas
hasta el ingreso hospitalario, complicaciones intra-
hospitalarias, duracion de la estancia, resultados hos-
pitalarios y estudios de laboratorio, que incluyeron
cuantificacion de glébulos rojos, hemoglobina, hema-
tocrito, glébulos blancos, plaquetas, proteina C reac-
tiva, ferritina, lactato deshidrogenasa (LDH), alanina
aminotransferasa, aspartato aminotransferasa vy
dimero-D. Todas las variables se registraron para
correlacionarlas con la gravedad y el resultado de la
hospitalizaciéon (alta o muerte). Segun la dificultad
respiratoria, los requisitos de oxigeno y la disfuncion
organica, los pacientes se agruparon en cuatro gru-
pos: con enfermedad de leve a moderada, moderada
a grave, grave/sobrevivientes y critica/fallecidos.®

Cuantificacion de la carga viral de
SARS-CoV-2

Los niveles de cv de SARS-CoV-2 se cuantificaron
utilizando los cebadores 2019-nCoV_N1, 2019-nCoV_
N2 y 2019-nCoV_N3 de los Centers for Disease
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Control de Estados Unidos.® Cada reaccion contenia
ARN extraido (1 x TagPath™ 1-Step RT-gqPCR
MasterMix, Promega). El nimero de copias virales se
cuantifico con el empleo de estandares del ensayo de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) cuantita-
tiva N1 en diluciones de 1/6 para generar una curva
estandar. Cada ensayo se realizd por triplicado y se
incluyeron pocillos de control sin plantilla como con-
troles negativos. Se realizd la cuantificacion de la
ribonucleoproteina para determinar la calidad de la
recoleccion de las muestras respiratorias. En el
ensayo se cuantificé CV y Ct cuando la prueba fue
SARS-CoV-2 positiva. Las CV inferiores a 20 copias
de ARN/mL se clasificaron como indetectables.

Analisis estadistico

Los niveles de CV de SARS-CoV-2 se compararon
con la manifestacion clinica, la gravedad de la enfer-
medad y el resultado hospitalario. La correlacion
entre el analisis de CV y Ct de SARS-CoV-2 y el
resultado clinico se realizd mediante el uso de la
prueba de Spearman. Los analisis estadisticos se
llevaron cabo con los programas GraphPad Prism 5
y SPSS.

Resultados

Caracteristicas clinicas generales de
los pacientes con COVID-19

El nimero total de pacientes fue de 203 individuos,
55.3 % del sexo femenino y 44.7 % del masculino; la
edad media fue de 56.18 + 20.16 versus 49.88 + 16.8,
respectivamente. El tiempo entre el inicio de los sin-
tomas y el ingreso fue de 11 + 7.4 dias. De los 203
casos de COVID-19, 41 (20.2 %) presentaron enfer-
medad de leve a moderada, 71 (34.97 %) de mode-
rada a grave, 65 (32.02 %) grave/sobrevivientes y
26 (12.81 %) critica/fallecidos. Las comorbilidades y
condiciones de riesgo observadas con mayor frecuen-
cia en pacientes con enfermedad grave y critica fue-
ron edad avanzada, obesidad, hipertension arterial y
antecedente de tabaquismo (Tabla 1).

En general, los sintomas sistémicos incluyeron fie-
bre, escalofrios, pérdida del olfato y del gusto, dolor
de cabeza, fatiga, mialgia o artralgia. Los sintomas
de las vias respiratorias superiores incluyeron
congestion nasal, dolor de garganta, congestiéon de
garganta e inflamacion de las amigdalas. Los

sintomas gastrointestinales incluyeron nduseas o
vomito y diarrea. Los sintomas mas frecuentes fueron
fiebre (79.8 %), tos (79.9 %) y disnea (68.48 %). Los
sintomas mas frecuentes en los grupos con enferme-
dad de moderada a grave, grave y critica fueron tos,
fiebre y disnea (Tabla 2).

Para la medicidn cuantitativa de la extension de la
afectacion pulmonar, se calculd el CXR Severity
Score (CXR-SS) segun la puntuacion propuesta por
Warren et al'® A cada pulmén se le asignd una pun-
tuacién de 0 a 4 segun la extension porcentual de la
afectacion por consolidacion o alveolar/infiltrados
intersticiales (0, sin afectacion; 1, <25 %; 2, 25-50 %;
3, 50-75 %; 4 > 75 %). Las puntuaciones de cada
pulmon se sumaron para obtener el CXR-SS final, con
un maximo de 8."" Cualquier puntuacion de 1 a 8 se
considerd positiva.

En la evaluacion hospitalaria al ingreso, los pacien-
tes mostraron infiltrados en la radiografia de térax:
1.7 % tenia una puntuacién de 1 0 2; 38.1 % de 3 0
4;441 % de 506y 16.1 % de 7 u 8. En el grupo con
enfermedad de leve a moderada, 70.7 % tuvo una
puntuacion < 4; en el grupo con enfermedad de
moderada a grave, 52.11 % tuvo una puntuacion < 4;
en el grupo con enfermedad grave/supervivientes,
81.53 % calificd con = 5;y en el grupo con enferme-
dad grave/fallecidos, 92.3 % tuvo una puntuacién = 5
(p < 0.001, Tabla 3). Los hallazgos de laboratorio
como linfopenia, elevaciones de LDH, proteina C
reactiva, dimero D vy fibrindgeno, se observaron con
mayor frecuencia en los pacientes con enfermedad
grave (p < 0.05, Tabla 4).

En el momento del ingreso, todos los pacientes
tenian sintomas clinicos y se confirmd que eran posi-
tivos para SARS-CoV-2 mediante un ensayo de PCR
especifica en tiempo real (RT-PCR). Los valores de
CV y Ct analizados correspondieron a la primera
muestra disponible positiva a SARS-CoV-2 por PCR.
En los pacientes con enfermedad de leve a mode-
rada, moderada a grave, grave/sobrevivientes y cri-
tica/fallecidos, las medias + desviaciones estandar de
la CV fueron 6.8 x 10° + 1.7 x 108, 7.6 x 10" + 1.2 x
107, 1.0 x 10° £ 1.6 x 107 y 1.70 x 10° + 4.8 x 10/,
respectivamente; y las de Ct, 26.06 + 6.82, 24.07 =
7.03, 22.66 = 7.09 y 21.78 + 6.56, respectivamente
(Tabla 5). Ademas, en los pacientes que fallecieron
se observd mayor CV al ingreso en comparacion con
los sobrevivientes: 1.7 x 10° + 4.8 x 107 versus 9.84
x 10¢ £ 6.20 x 10° (p < 0.001). Se observé asociacion
significativa entre CV, gravedad de la enfermedad y
muerte: r = 0.254, p < 0.045 y r = 0.214, p < 0.015,
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Datos demograficos y de comorbilidades preexistentes en pacientes clasificados por gravedad de COVID-19

Edad en afos (media + DE) 476 + 16.24

Sexo femenino
versus
masculino (n, %)

20 (48.7 %)
versus
21 (51.21 %)

Dias de hospitalizacion 9.47 £ 5.59

Comorbilidades
Obesidad 1 2.43
Hipertension 5 12.19
EPOC 0 0
Enfermedad renal crénica 0 0
Historia de alcoholismo 8 7.31
Dislipidemia 1 2.43
Asma/alergias 2 4.87
Diabetes 0 0
Tabaquismo 5 12.19
Enfermedad coronaria 1 2.43
Enfermedad autoinmune 0 0
Tos cronica no alérgica 2 7.69

*p<0.05. DE: desviacién estandar; EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva crénica.

respectivamente. En un modelo de regresion logistica
multivariable, una CV alta (> 10*) se asocié a una
mayor mortalidad hospitalaria en comparacion con
una CV baja (< 10%log): RM = 2.926, IC 95 % = 1.141-
7.505, error estdndar de la media = 2.34, p < 0.017).

Discusion

Presentamos aqui un analisis de 203 participantes
hospitalizados por COVID-19. Nuestro principal
hallazgo fue que la cv en el tracto respiratorio superior
al ingreso hospitalario se correlaciond con la grave-
dad de esa enfermedad y la muerte. Los datos coin-
ciden con los de varios reportes,’>' pero contrastan
con los de otros.'s'® Estas diferencias pueden expli-
carse por las diferencias en los cebadores utilizados
en los ensayos de RT-PCR, el tamafio de la muestra,
los criterios de gravedad clinica, entre otras caracte-
risticas. Fang et al. describieron que la CV se man-
tuvo constantemente alta durante el curso de la
enfermedad grave y critica,”® y que se mantuvo alta
hasta la muerte en los pacientes que fallecieron.?® Por
lo tanto, la CV se perfila como un parametro
viral relevante para predecir la progresion de la
enfermedad.

54.89 + 17.25 59.9 + 16.6 67.12 + 129"
33 (46.47 %) 27 (44.26 %) 13 (50 %)
versus versus versus
38 (53.52 %) 34 (55.73 %) 13 (50 %)
10.88 + 7.24 11.89 + 8.24 16.08 + 7.22"
26.76) 11 16.92 2 7.69
30.98 17 26.15 7 26.92
0 4 6.15 1 3.84
5.63 6 9.23 2 7.69
9.86 2 3.07 1 3.84
4.22 7 10.76 1 3.84
11.26 10 15.38" 5 19.23"
14.08 7 10.76 3 11.54
16.90 11 16.92 6 23.08*
8.45 6 9.23 0 0
0 1 153 1 3.85
9.86 7 10.77 6 23.08"

La CV puede considerarse como un biomarcador
de fuerte pronodstico cuando se analiza junto con
otros factores de riesgo de gravedad y muerte en los
pacientes con COVID-19. En otras infecciones vira-
les, como la causada por el virus sincitial respirato-
rio, se ha descrito una correlacién entre una CV alta
y la gravedad de la enfermedad,? asociacién que
también se ha observados con otros virus respirato-
rios como la influenza B.° La CV del virus de la
influenza tipo A HIN1 en pacientes que sufrieron
neumonia fue mayor que en pacientes con enferme-
dad mas leve, lo que sugiere que la cv también tiene
un valor predictivo importante en las infecciones
respiratorias.?

Se han identificado varios factores de riesgo que
aumentan la mortalidad entre los pacientes diagnos-
ticados con COVID-19: esta bien documentado que
los pacientes con antecedentes de diabetes, hiper-
tensién, enfermedad pulmonar crénica, enfermedad
cardiovascular, obesidad y envejecimiento experi-
mentan sintomas mas graves y peores resultados
ante COVID-19,% condiciones que se observaron
con mayor frecuencia en nuestros pacientes con
curso clinico grave y critico que fallecieron. La edad
avanzada se ha correlacionado con una mayor CV;
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Tabla 2. Sintomas clinicos en pacientes con COVID-19 segun gravedad de la enfermedad

Gravedad de la enfermedad

Moderada a grave Grave/sobrevivientes Criticalfallecidos

Dias de inicio de sintomas 7.90 + 3.60 8 +3.02 8.53 + 2.86 7.28+2.76
Sintomas n % n % n % n %
Tos seca 27 65.85 63 88.732* 58 89.23" 20 76.92*
Tos productiva 8 19.51 10 14.8 15 23.07 6 23.08
Fiebre 34 82.93 63 88.73 65 100 23 88.46
Artralgias 16 39.02 34 47.89 27 4158 11 42.31
Mialgias 26 63.41 44 61.97 38 58.46 15 57.69
Dolor toracico 16 39.24 37 52.11 44 67.69 12 46.15
Diarrea 9 21.95 15 21.12 16 24,61 B 19.23
Disnea 28 68.92 50 70.42 61 93.84* 24 92.31*
Anosmia 16 39.02 24 33.8 31 47.69 9 34.62
Ageusia 17 41.63 26 36.62 28 43.08 8 30.77
Escalofrios 21 51.21 28 39.44 85 53.85 15 57.69
Fatiga 24 58.53 65 77.46 46 70.77 18 69.23
Vémito 2 4.8 9 12.68 B 7.69 8 11.54
Anorexia 9 22 23 32 24 36.92 6 23.08
Palpitaciones 8 22 13 18 12 18.46 4 15.38
Odinofagia 4 9.8 15 21 16 24.6 6 23.08
Néuseas 2 4.88) 10 141 8 12.31 8 11.54
Cefalea 20 48.78 57 80.28 48 73.85 17 65.38
Rinorrea 14 34.15 30 42.25 26 40 10 38.46
Congestion nasal 16 39.02 34 47.89 25 38.46 12 23.07
p<005

Tabla 3. Puntuacion radioldgica al ingreso en pacientes con COVID-19 estratificados por gravedad de la enfermedad

Gravedad de la enfermedad

Moderada a grave Grave/sobrevivientes Criticalfallecidos

<4 9 (70.73 %) 7 (52.11 %) 2(18.46 %) 2(7.7 %)
>5 12 (29.27) 34 (47.88 %) 53 (81.53 %)* 24 (92.3 %)*
p <005

en nuestro grupo, los pacientes que fallecieron fue-
ron significativamente mayores que quienes sobre-
vivieron, lo cual podria sugerir que la
inmunosenescencia esta implicada como obstaculo
para que se produzca una respuesta inmune

completa.?* Comorbilidades como la diabetes melli-
tus y la hipertensién también se han relacionado con
peores resultados y mayor CV, condicién que fue
mas prevalente en los pacientes en estado critico y
que fallecieron.



Tabla 4. Hallazgos de laboratorio en pacientes con COVID-19 estratificados por gravedad de la enfermedad

Hallazgo

Saturacion de oxigeno (%)
Glébulos blancos (células/mm?)
% linfocitos

% neutréfilos

Proteina C reactiva (mg/L)
Alanina aminotransferasa (UI/L)
Aspartato aminotransferasa (UI/L)
LDH (UIL)

Ferritina (ng/mL)

Dimero-D (ng/L)

Fibrinégeno

Vega-de LoPresti Y et al.: Carga viral en tracto respiratorio superior

91.19 £ 2.48
9920 + 6096
2217 % + 18.7
7369 % + 19.23
39.69 + 38.20
52.58 + 65.08
59.61 + 66.65
252.03 + 163.66
595.72 + 709.51
1132.43 + 917.79
228.44 + 244.70

Gravedad de la enfermedad

Moderada a grave Grave/sobrevivientes Critica/fallecidos

86.92 + 7.07 83.02 + 7.29" 76 +7.11
9682 + 4961 10454 + 5187 12211 + 6458.8
1418 % + 11.06 14.42 +9.31 % 146 +13.4
80.80 + 13.43 80.10 + 13.09 78.0 £ 22.7
30.72 £ 31.18 38.81 + 36.20 48.6 +41.9
42.63 + 35.60 58.37 + 62.13 18.5+25.9
58.17 +41.78 63.66 + 96.61 18.0 +24.2
343.40 + 174.93 398.20 + 297.74 408.1 + 268.2
409.64 + 489.36 581.54 + 611.47 283.5 + 282.5

991.51 + 916.26
175.56 + 186.70

950.28 + 908.41
402.70 + 275.04

1470.3 + 804.6
167.5 + 205.3

LDH: lactato deshidrogenasa.

Tabla 5. Carga viral y ciclo umbral al ingreso en pacientes con COVID-19 estratificados por gravedad de la enfermedad

Parametro

Carga viral 6.8 x10°+1.7x10° 7.6 x107+1.2x 107
Ciclo umbral 26.06 + 6.82 24.07 £ 7.03
Conclusion

En conclusién, y aunque todavia existen grandes
vacios en el conocimiento de la patogenia de COVID-
19, este trabajo refuerza el papel de la CV como un
pardmetro viral relevante para predecir la progresion
de la enfermedad y puede considerarse como un bio-
marcador prondstico, ademas de otros factores de
riesgo bien documentados de gravedad y mortalidad
en pacientes hospitalizados con COVID-19.
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