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No evidence of SARS-CoV-2 in the knee joint: a cadaver study
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Riassunto

Introduzione. Nonostante i notevoli sforzi di ricerca compiuti per conoscere meglio COVID-19 poco
si sa sulla presenza di materiale genetico di SARS-CoV-2 nei fluidi biologici diversi da droplets respi-
ratori, sangue, feci, liquido seminale e fluido cerebrospinale. Lo scopo di questo studio post-mortem
¢ stato quello di valutare la presenza di RNA SARS-CoV-2 nel liquido sinoviale e nel tessuto sinoviale
a livello del ginocchio dei pazienti COVID-19, al fine di scoprire se I'articolazione & una possibile
fonte di trasmissione, durante le procedure chirurgiche ortopediche e chiarire se SARS-CoV-2 & un
potenziale virus in grado di generare un’artrite nel distretto corporeo esaminato, generando quindi
una patologia articolare correlata a COVID-19.

Materiali e metodi. | campioni di liquido sinoviale e di tessuto sinoviale sono stati raccolti post-
mortem, bilateralmente, dalle ginocchia di 5 pazienti, deceduti per COVID-19 e che hanno manife-
stato durante la degenza ospedaliera un interessamento articolare, polidistrettuale, in particolare a
carico dell'area anatomica del ginocchio, nel nostro ospedale tra settembre e ottobre 2020 e analiz-
zati per la presenza di SARS-CoV-2 utilizzando real-time polymerase chain reaction (RT-PCR). L'RT-
PCR quantitativa & stata utilizzata per testare i tamponi nasofaringei post-mortem di tutti i pazienti.
Risultati. Non ¢ stato individuato SARS-CoV-2 RNA in nessuno dei campioni analizzati, nonostante
la positivita del tampone orofaringeo.

Conclusioni. | nostri risultati indicano che SARS-CoV-2 non & stato rilevato nel ginocchio né a ca-
rico del liquido sinoviale né del tessuto sinoviale. Cio rende improbabile che questi siano potenziali
fonti di contagio e suggerisce che SARS-CoV-2 non sia in grado di generare un quadro artritico con
meccanismo infiammatorio diretto.

Parole chiave: COVID-19, liquido sinoviale, sinovia, cadavere, autopsia, artrocentesi, RT-PCR

Summary

Background. Despite the considerable research efforts being made to learn more about
COVID-19, little is known about the presence of SARS-CoV-2 genetic material in biological fluids
other than respiratory droplets, blood, feces, semen and cerebrospinal fluid. The aim of this post
mortem study was to assess the presence of SARS-CoV-2 RNA in the knee synovial fluid and
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synovial tissue of COVID-19 patients in order to discover whether the joint is a possible route of transmission during orthopaedic surgical
proceadures, and clarify the possible role of SARS-CoV-2 as a directly arthritogenic virus, therefore generating an articular pathology related
fo COVID-19.

Materials and methods. Post mortem Synovial fluid and synovial tissue samples were collected from the knees of five patients who died of
COVID-19 in our hospital and who demonstrated during hospital stay several joint interest in particular at the expense of the anatomical area of
the knee, between September and October 2020, and analysed for the presence of SARS-CoV-2 using a commercial real-time polymerase chain

reaction (RT-PCR) panel. Quantitative RT-PCR was used to test post mortem nasopharyngeal swabs of all of the patients.

Results. No SARS-CoV-2 RNA was detected in any of the knee samples, despite the positivity of the throat swab.

Conclusions. Our findings indicate that SARS-CoV-2 was not detected in knee synovial fluid and synovial membrane. This makes it unlikely that
these are potential sources of contagion, and suggests that SARS-CoV-2 is not directly arthritogenic with direct inflammatory mechanism.

Key words: COVID-19, synovial fluid, bone tissue, cadavers, autopsy, arthrocentesis, RT-PCR

Introduzione

SARS-CoV-2 & un nuovo virus appartenente alla famiglia
del Coronavirus (CoV), e causa la malattia da Coronavi-
rus 2019 (COVID-19), per la quale e stata dichiarato lo
stato globale di pandemia dall’Organizzazione Mondiale
della Sanita I'11 Marzo 2020. Le manifestazioni cliniche
del COVID-19 includono affaticamento, febbre, tosse e
sintomatologia muscoloscheletrica come artromialgia .
Le forme piu severe sono caratterizzate da sindrome da
distress respiratoria acuta (ARDS) e disfunzione multior-
gano, pericolose per la vita.

Nonostante il gran numero di pubblicazioni presenti in Let-
teratura, I'esatta via di trasmissione virale non € ancora
stata definita. E chiaro che la principale via di trasmissio-
ne € rappresentata dall’esposizione a droplets infetti pre-
senti nell’aria 2, ma I’'RNA virale & stato anche isolato nei
campioni di sangue e feci di pazienti infetti * cosi come
nel liquido seminale e in quello cerebrospinale *5. Inoltre,
poco si sa in merito alla presenza di SARS-CoV-2 a livello
articolare sia post mortem © sia in vivo "8, Per quanto &
dato conoscere attualmente, soltanto Lopéz-Gonzalez et
al. ® hanno pubblicato una descrizione di un caso di artrite
acuta, occorsa durante I'ospedalizzazione del paziente,
dovuta a COVID-19, ma questi Autori non hanno trova-
to, nel liquido sinoviale del paziente, materiale genetico di
SARS-CoV-2 cosi come Mao et al. & 'hanno ricercato a
livello intrarticolare nel ginocchio, senza alcun successo
oppure Ursini et al. '® hanno riportato 35 casi di monoartriti
e oligoartriti asimmetriche in COVID-19 senza ricercare in
sede articolare I’'RNA virale, evidenziando come la nostra
ricerca del materiale genetico del virus possa essere utile
per meglio comprendere I'origine di queste manifestazioni
muscoloscheletriche in pazienti COVID-19 positivi. Attual-
mente € in corso un trial NHS, in UK, diretto da Health
Research Authority (hra.nhs.uk) nel quale per pianificare
un ritorno in sicurezza alla chirurgia ortopedica elettiva si
indaga sulle potenziali fonti di esposizione a SARS-CoV2,
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sottoponendo i pazienti deceduti per COVID-19 a prelievo
autoptico di liquido sinoviale. | risultati di tale studio non
sono ancora disponibili.
Lo scopo di questo studio microbiologico su cadavere &
stato quello di ricercare la presenza di SARS-CoV2 RNA
nel ginocchio, utilizzando campioni prelevati sia dal liquido
sinoviale sia dai tessuti capsulari, dei pazienti deceduti per
complicanze polmonari causate da COVID-19.
Come criteri di inclusione nello studio abbiamo utilizzato:
¢ |a causa di morte accertata e certificata per COVID-19
con insufficienza polmonare, testata per mezzo di real
time polymerase chain reaction (RT-PCR) su tampone
nasofarigeo;
¢ Jinsorgenza, durante la degenza ospedaliera, di una se-
vera sintomatologia dolorosa muscoloscheletrica, poli-
distrettuale, con interessamento articolare in particolare
a carico di uno o di entrambe le ginocchia, in associa-
zione a tumefazione locale e impotenza funzionale.
Il nostro studio ha I’obiettivo secondario, una volta esclusa
la presenza del virus SARS-CoV2 nell’articolazione del gi-
nocchio, di rassicurare gli operatori sanitari, non essendo-
vi alcun rischio aggiuntivo di contagio durante I'esecuzio-
ne di procedure invasive articolari, adottando le opportune
strategie di protezione, al fine di fornire il massimo livello di
sicurezza agli operatori sanitari, evitando quindi la trasmis-
sione professionale di COVID-19.
L'infezione da SARS-CoV2 in un singolo operatore sanita-
rio pud avere infatti un effetto drammatico per il Sistema
Sanitario stesso, come menzionato da Anelli et al. "'inoltre
una singola infezione tra gli operatori sanitari essenziali di
un ospedale puo ridurre gravemente la capacita di un inte-
ro ospedale di far fronte alla pandemia, come testimoniato
dalla Federazione Nazionale degli Ordini dei Medici 2.
Inoltre, sebbene la sintomatologia dolorosa a carico delle
articolazioni e dei muscoli sia molto frequente durante la
fase acuta dell'infezione, non & ancora stato stabilito se
SARS-CoV-2 possa giocare un ruolo nella patogenesi di
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varie forme di artrite, direttamente 2 o indirettamente sotto
forma di artrite reattiva ™ come risultato di un’iperattivazio-
ne del sistema immunitario, mediata dal virus '°.

Materiali e metodi

| campioni di liquido sinoviale e tessuto sinoviale sono stati
prelevati, bilateralmente, dalle ginocchia di 5 pazienti de-
ceduti, presso I’'Ospedale Polo Universitario Luigi Sacco
ASST Fatebenefratelli Sacco di Milano, tra Settembre e
Ottobre 2020, che hanno manifestato durante la degenza
una severa sintomatologia muscoloscheletrica, caratteriz-
zata da dolore, tumefazione locale e limitazione funziona-
le, con particolare coinvolgimento del distretto articolare
del ginocchio per un totale di 10 ginocchia. A tutti i pa-
zienti era stato diagnosticato di aver contratto I'infezione
da SARS-CoV-2 attraverso un tampone molecolare na-
sofaringeo, analizzato presso il Laboratorio ospedaliero di
Microbiologia Clinica, Virologia e Bioemergenza durante il
periodo di ospedalizzazione.

Tutti i pazienti, arruolati nello studio, erano adulti con cau-
sa di morte accertata e certificata per COVID-19 con in-
sufficienza polmonare, confermata per mezzo di real time
polymerase chain reaction (RT-PCR) sul tampone nasofa-
ringeo ed erano stati oggetto di segnalazione, durante la
degenza ospedaliera, per tumefazione e limitazione fun-
zionale a carico di una o di entrambe le ginocchia, svilup-
pando una severa sintomatologia muscoscheletrica poli-
distrettuale. Sono stati esclusi dallo studio tutti i pazienti
con una storia pregressa di chirurgia del ginocchio o una
diagnosi documentata di artrite a carico del ginocchio.
Nessun paziente incluso nello studio aveva una pregressa
storia clinica personale o familiare di malattia reumatica,
psoriasi o artropatia da microcristalli, tanto meno risultava
essere affetto da malattia sessualmente trasmessa.

Tutti i pazienti arruolati avevano eseguito, durante la de-
genza ospedaliera, una radiografia del ginocchio che non
evidenziava erosioni o calcificazioni intrarticolari, urinocol-
tura ed emocoltura negative e test reumatici negativi (FR,
autoanticorpi antinucleo ANA, autoanticorpi anti-ENA, au-
toanticorpi ANCA, autoanticorpi antiDNA nativo, anticorpi
anti-cictrullina, anticorpi antifosfolipidi, HLA-B27, acido
urico, frazioni del complemento C3-C4).

Nessuno dei pazienti arruolati era stato sottoposto in vita,
durante la degenza, ad artrocentesi ed esame colturale
del liquido sinoviale, essendo sopraggiunto il decesso pri-
ma di qualunque altro approfondimento diagnostico.
Tutte le procedure dello studio sono state approvate dal
nostro Comitato Etico locale (Comitato Etico Milano Area
1, No.713, 23 June 2020) e il consenso informato & stato
raccolto coinvolgendo le famiglie dei pazienti prima di ef-
fettuare I'autopsia.
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| campioni di liquido sinoviale e dei tessuti sono stati rac-
colti dal medesimo operatore entro le 72 ore dal decesso,
effettuando un’artrocentesi seguita da una biopsia a cielo
aperto con un accesso parapatellare mediale bilateral-
mente, in sterilita, con tecnica asettica. Inoltre, i tamponi
nasofaringei post mortem di tutti i pazienti sono stati te-
stati tramite RT-PCR.

Tutti i campioni sono stati conservati a -80°C prima di es-
sere analizzati, utilizzando il protocollo di rilevamento del
materiale genetico utilizzato anche nel nostro ospedale nei
protocolli diagnostici. Il mini-kit QIAMP Viral RNA (Qiagen,
Hilden, Germany) e stato utilizzato per estrarre RNA virale
da 200 pL di liquid sinoviale in conformita col protocollo
del produttore. La presenza di SARS-CoV-2 ¢ stata valu-
tata utilizzando un pannello RT-PCR contenente primers
e probes rivolte al gene nucleocapside (N) gene, al gene
ORF1ab, e al gene E dell'involucro .

Risultati

I gruppo di studio consiste in 1 femmina e in 4 maschi,
con un’eta media al momento del decesso di 80,6 anni. La
presentazione clinica, al momento del ricovero ospedaliero,
comprendeva febbre, tosse, artromialgia, faringodinia e di-
stress respiratorio, in associazione a un quadro imaging (Rx
torace e Tc torace) che deponeva per una polmonite bilate-
rale da COVID-19 con successiva comparsa di manifesta-
zioni muscoloscheletriche severe, in particolare a carico del
distretto anatomico del ginocchio, caratterizzate da algia,
tumefazione locale e limitazione funzionale.

Tutti i pazienti avevano delle comorbidita, includendo ma-
lattia cardiovascolare, ipertensione arteriosa, dislipidemia,
diabete mellito, demenza senile. Il tempo medio intercorso
tra I'ospedalizzazione e il decesso e stato di 8,2 giorni:
2 pazienti sono deceduti presso 'UO di Terapia Intensiva
mentre 3 pazienti sono deceduti presso 'UO di Malattie
Infettive. Tutti i decessi sono stati causati da un’insufficien-
za respiratoria acuta in associazione a microembolismo,
confermato dall’esame autoptico finale. Il tempo medio in-
tercorso tra il decesso e il rilievo autoptico con la raccolta
dei campioni € stato di 46 ore e 24 minuti.

Sablone et al. ' hanno recentemente evidenziato, in uno
studio su cadavere, I'importanza di valutare la presenza di
RNA virale post-mortem nel paziente COVID-19, ricono-
scendo la persistenza di SARS-CoV2 sino a diversi giorni
dal decesso del paziente, sottolineando da un lato la sua
distribuzione multiorgano, grazie al tropismo di cui il virus
e dotato, dall’altro la sua resistenza su superfici refrigerate
come quelle presenti in un cadavere, aumentandone quin-
di il tempo di sopravvivenza.

Beltempo et al. '® hanno riportato la persistenza di SARS-
CoV-2 RNA sino a 35 giorni post-mortem.
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RT-PCR non ha rilevato alcuna prova del’RNA virale in
nessuno dei campioni di liquido sinoviale e tessuto sino-
viale, nonostante tutti i tamponi nasofaringei effettuati post
mortem siano risultati positivi per SARS-CoV-2 (RT- PCR).
In Tabella | abbiamo riportato le principali caratteristiche
cliniche dei pazienti, le tempistiche di autopsia € i risultati
dei test.

Discussione

Per quanto € dato conoscere attualmente questo ¢ il pri-
mo e unico studio presente in Letteratura che valuta la
presenza di RNA di SARS-CoV-2 nell’articolazione del gi-
nocchio di pazienti deceduti per COVID-19. Non & stato
rilevato alcun RNA SARS-CoV-2 in nessuno dei 10 cam-
pioni raccolti di liquido sinoviale e tessuto sinoviale, no-

M. Grassi et al.

nostante il tampone nasofaringeo post mortem di tutti e
5 i pazienti sia risultato positivo per SARS-CoV-2 usando
la stessa procedura RT-PCR utilizzata per diagnosticare
I'infezione COVID-19 nei pazienti viventi.

Questa € una scoperta importante perché il virus € stato
documentato nel plasma, nelle feci e nell’'urina 37, nel li-
quido seminale e in quello cerebrospinale 58, dimostran-
do cosi che & possibile (anche se improbabile) essere
infettati da fluidi organici diversi dalle secrezioni respira-
torie.

Il rischio di contagio durante le procedure chirurgiche non
€ ancora stato determinato.

Uno studio condotto in 24 ospedali in Wuhan all’inizio
della pandemia ha ipotizzato che fino al 20% dei chirur-
ghi ortopedici & stato infettato da SARS-CoV-2 principal-
mente attraverso I'esposizione delle vie aeree ai droplets

Tabella I. Caratteristiche cliniche e demografiche del campione, tempistiche esame autoptico e risultati dei test.

Paziente Eta  Comorbidita Data di Data e orario Tempo Tampone RT-PCR post mortem
ricovero autopsia intercorso nasofaringeo
tradecessoe  post mortem
autopsia (RT-PCR)
Liquido Tessuto
sinoviale sinoviale
F1 73 Ipotiroidismo, 10/08/2020 11/09/2020 24 ore, Positivo Negativo  Negativo
asma 08,30 10 minuti
bronchiale e
BPCO
M1 75 Cardiopatia 14/09/2020 16/09/2020 54 ore, Positivo Negativo  Negativo
ischemica, 15,00 20 minuti
diabete di tipo
2, dislipidemia,
epilessia,
postumi di ictus
cerebri
M2 79 Ipertensione 18/09/2020 28/09/2020 24 ore, Positivo Negativo  Negativo
arteriosa, 9,00 45 minuti
dislipidemia
M3 87 Cardiopatia 22/10/2020 29/10/2020 66 ore, Positivo Negativo  Negativo
ischemica 10,30 25 minuti
M4 89 Cardiopatia 22/10/2020 28/10/2020 62 ore, Positivo Negativo  Negativo
ischemica, 11,00 20 minuti
insufficienza
renale cronica,
fibrillazione
atriale,

demenza senile
BPCO, broncopneumopatia cronica ostruttiva; RT-PCR.
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respiratori infetti '°. | nostri risultati suggeriscono che gli
operatori sanitari che eseguono procedure chirurgiche o
invasive sulle articolazioni di pazienti affetti da COVID-19
sono esposti a un rischio di contagio dovuto all’esposizio-
ne ai droplets respiratori € al sangue, come gia evidenziato
da Hirschmann et al. 2, ma non all’esposizione diretta a
fluidi o tessuti articolari.

E quindi plausibile che non vi sia alcun rischio aggiuntivo
associato a procedure invasive del ginocchio che coinvol-
gano pazienti con infezione da SARS-CoV-2.

L'assenza di RNA SARS-CoV-2 nel ginocchio € altresi cli-
nicamente rilevante.

| pazienti affetti da COVID-19 possono essere asintomatici
o sintomatici con una sintomatologia variabile da modera-
ta a severa. Le manifestazioni muscoloscheletriche come
I'artralgia sono presenti all’incirca nel 15% dei pazienti
COVID-19 222 mentre quadri di mialgia si osservano dal 3
al 44% dei casi 2223, ma gli effetti della malattia sull’appa-
rato muscoloscheletrico non sono ancora del tutto chiari.
Finora ci sono stati solo sporadici casi di artrite nei pazienti
COV|D_1 9’18'24'25.

Recentemente alcuni Autori hanno riportato casi di poliar-
triti durante forme severe di COVID-19 trattate in modo
similare ad artrite reumatoide o a forme cristallo indot-
te %28, e I'assenza del virus nel ginocchio evidenziata nel
nostro studio suggerisce che e improbabile che SARS-
CoV-2 abbia un’azione diretta infiammatoria sull’articola-
zione; € ancora da dirimere la questione se possa indurre
una reazione inflammatoria ritardata che si manifesti come
artrite reattiva, come gia evidenziato da Di Carlo et al. ?" e
da Gasparotto et al. ?°. Il ruolo di SARS-CoV2 nell’indurre
un’artrite reattiva & ancora oggetto di studio nonostante i
casi descritti presenti in Letteratura 2651,

L’elevata trasmissibilita del virus, insieme alle stime di mor-
talita dei casi che vanno dall’1% a oltre il 5% ha suscitato
preoccupazione in tutto il mondo. | pazienti con condizioni
di comorbidita includendo ipertensione arteriosa, diabe-
te mellito e malattie polmonari sono altamente rappre-
sentati tra i pazienti ricoverati con malattia da COVID-19,
suggerendo la presenza di fattori di rischio che possono
predisporre una maggiore suscettibilita all'infezione da
SARS-CoV-2 22, Inoltre, il tropismo tissutale e cellulare € la
chiave per comprendere la patogenesi della malattia. Una
connessione tra SARS-CoV-2 e ipertensione arteriosa, in
particolare, € stata suggerita dalla scoperta dell’enzima
che converte I'angiotensina 2 (ACE 2) quale essenziale re-
cettore per SARS-CoV-2. L'espressione e la localizzazione
subcellulare del recettore SARS-CoV-2, ACE 2, all'interno
delle vie respiratorie superiori (nasali) e di quelle inferiori
(polmonari) & gia stata studiata dalla comunita scientifi-
ca % e in futuro la presenza del recettore ACE 2 potrebbe
essere ricercata nel ginocchio.
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Questo studio ha alcune limitazioni: in primis il numero di
campioni raccolti & esiguo (n°10), ma comunque rappre-
sentativo data la scarsita di pubblicazioni presenti in Let-
teratura. Inoltre, poiché non sono stati prelevati campioni
da altre articolazioni, i nostri risultati sono limitati alla sede
anatomica del ginocchio.

Infine, non abbiamo analizzato fluidi biologici diversi dai
fluidi sinoviali € nasofaringei, ma riteniamo che i dati relativi
al liquido sinoviale e al tessuto sinoviale siano rilevanti di
per sé.

Ulteriori studi sono in corso al fine di indagare la relazione
tra citochine, indici di infiammazione e manifestazioni ar-
tritiche in pazienti COVID-19, e fornire quindi un razionale
per la possibile insorgenza di artrite reattiva.

Conclusioni

Non vi € evidenza di RNA di SARS-CoV-2 nell’articolazio-
ne del ginocchio di pazienti affetti da COVID-19.

| nostri risultati suggeriscono che gli operatori sanitari che
eseguono procedure chirurgiche o invasive sulle articola-
zioni di questi pazienti sono esposti a un rischio di conta-
gio, dovuto all’esposizione ai droplets respiratori e al san-
gue, ma non all’esposizione diretta a liquido sinoviale o ai
tessuti articolari. Non vi &€ quindi alcun rischio aggiuntivo
associato a procedure invasive del ginocchio che coinvol-
gano pazienti con infezione da SARS-CoV-2.

E improbabile che SARS-CoV-2 possa determinare, con
meccanismo infammatorio diretto, un quadro artritico
come evidenziato recentemente in Letteratura.
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