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RESUMEN

Para muchos individuos sintomaticos, un solo resultado negativo de gRT-PCR (una de las varias pruebas NAAT) es suficiente para excluir el diagnéstico de
COVID-19, sin embargo, si la prueba inicial es negativa pero la sospecha de COVID-19 sigue siendo alta y la confirmacién de la presencia de infeccion es
importante para el manejo o control de la infeccién, es imprescindible repetir la prueba. Un resultado negativo no excluye la posibilidad de una infeccion
por SARS-CoV-2 y no debe utilizarse como el Unico criterio para tratamiento o decisiones de manejo del paciente. La combinacion de gRT-PCR junto con
una tomografia y las caracteristicas clinicas-epidemioldgicas facilitan el manejo de los pacientes con SARS-CoV-2. Este articulo tiene como objetivo anali-
zar pacientes atendidos por COVID-19 en un hospital del sur de Quito, al inicio de la pandemia, que presentaron una prueba de gRT-PCR negativa. A los
pacientes se les realizé deteccion de anticuerpos, estos fueron positivos debido a que las muestras de sangre fueron tomadas después de 2 semanas del
inicio de los sintomas.

Palabras claves: gRT-PCR, Anticuerpos, SARS-CoV-2, COVID-19, ELISA.

ABSTRACT

For many symptomatic individuals, a single negative gRT-PCR, (one of the several Nucleic Acid Ampiflication Tests: NAATs) is sufficient to exclude the diag-
nosis of COVID-19, however, if the initial test is negative but the suspicion of COVID-19 remains high and confirmation of the presence of infection is important
for the management or control of the infection, is recommended to repeat the test. A negative result does not exclude the possibility of a SARS-CoV-2 infection
and should not be used as the sole criterion for treatment or patient management decisions. The combination of gRT-PCR together with a tomography and
the clinical-epidemiological characteristics facilitates the management of patients with SARS-CoV-2. This article aims to analyze patients treated of COVID-19
treated in a general hospital in the south of Quito, at the beginning of the pandemic, which presented a negative gRT-PCR test. Antibody detection was per-
formed. These were positive because blood samples were taken about 2 weeks from the onset of symptoms.

Keywords: gRT-PCR, Antibodies, SARS-CoV-2, COVID-19, ELISA.
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INTRODUCCION

La enfermedad por el coronavirus SARS-CoV-2 (CO-
VID-19) se detectd por primera vez en China en di-
ciembre de 2019 y la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) la declaré como pandemia el 11 de
marzo de 2020"2. El tratamiento actual de COVID-19
se basa generalmente en la terapia de apoyo y trata-
miento para prevenir la insuficiencia respiratoria. La
rapida secuenciacion del genoma del virus SARS-
CoV-23, ha permitido el desarrollo de los ensayos de
reaccion en cadena de la polimerasa (QRT-PCR) que
se han convertido en el estandar de oro para detec-
tar ARN viral e identificar a pacientes enfermos con
COVID-19 asi como asintomaticos. Sin embargo, al-
gunos pacientes con hallazgos radioldgicos de torax
positivos y sintomas sospechosos de COVID-19 han
dado resultados negativos en la gRT-PCR del SARS-
CoV-2 y requieren multiples pruebas consecutivas
para convertir a un resultado positivo*®. Al inicio de
la pandemia la informacion era limitada sobre las ca-
racteristicas de rendimiento clinico de las pruebas
moleculares del SARS-CoV-2 en el entorno clinico,
en particular cudl era el valor predictivo y cuél la re-
lacion entre el curso de la enfermedad, la disemi-
nacion viral, y positividad de los distintos ensayos
moleculares. Hemos identificado seis casos hospi-
talizados graves de COVID-19 con gRT-PCR negati-
vos al momento del ingreso al Hospital General Qui-
to Sur, del Instituto Ecuatoriano de Seguridad Social
(HQSur) atendidos al inicio de la pandemia durante
el mes de marzo de 2020.

MATERIALES Y METODOS

Identificacion de los pacientes: andlisis retrospecti-
vo de pacientes hospitalizados en marzo de 2020.
Aquellos pacientes con sintomatologia de COVID-19
y cuyo gRT-PCR fue negativo, segun el historial clini-
co fueron ingresados en el estudio.

Deteccion del virus mediante prueba gRT-PCR: El
test diagndstico in vitro de Roche que se utilizo al
inicio de la pandemia en el Ecuador durante el mes
de marzo 2020 para la deteccion cualitativa del ARN
viral sigue un algoritmo establecido de dos detec-
ciones por PCR en tiempo real, primero la deteccion
del gen E, seguido de una deteccion de confirma-
cion con la secuencia RARP que se encuentra en
el marco abierto de lectura 1ab (ORF1ab) del ge-
noma SARS-CoV-2. El ARN del virus que se extrae
de la muestra se purifica y se mezcla con la enzima
llamada transcriptasa inversa, que convierte el ARN
de una sola cadena en ADNc de doble cadena, el
mismo que a continuacion es sometido al proceso
de amplificacion por PCR en tiempo real. Ambas
pruebas de valoracion incluyen un sistema de ampli-
ficacion heterdlogo (control interno) para identificar
una posible inhibicion de RT-PCR y para confirmar
la integridad de los reactivos del kit. En ambos en-
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sayos, las sondas especificas para ARN de SARS-
CoV-2 estan marcadas con el fluorocromo FAMTM.
La sonda especifica para el control interno esta mar-
cada con el fluorocromo JOETM. El uso de sondas
unidas a diferentes fluorocromos ARN especifico del
virus de SARS-CoV-2 y el control interno de los cana-
les detectores correspondientes del instrumento de
PCR en tiempo real®. Esta metodologia detecta hasta
10 copias ARN/reaccion’. Al hacer pruebas paralelas
de muestras con el gen E y con el gen RARP, pueden
cumplirse los requisitos de la OMS para la confirma-
cion de caso de SARS-CoV-2 de laboratorio. De este
modo, a todos los pacientes se realizé un screening
o tamizaje con el gen E y luego un confirmatorio con
RdRP. Si el gen E no fue detectado (negativo) se in-
formé como tal y si el gen E fue detectado se proce-
di6 a la realizacion de una segunda deteccion para
la busqueda del gen confirmatorio RARP. El proceso
completo tardé alrededor de cuatro horas. Los re-
sultados fueron reportados como DETECTADO, en
caso de ser positivas las dos detecciones, y como
NO DETECTADO en el caso contrario.

Deteccion de anticuerpos: A los pacientes se les
realizé una prueba inmunocromatografica (flujo late-
ral, oro coloidal) de dos diferentes marcas comer-
ciales. Inicialmente se realizé flujo lateral, pues eran
las Unicas pruebas con las que se contaban en ese
momento en el pais. Los sueros fueron congelados
y, al momento que llegaron las pruebas de ELISA al
Ecuador, se procedi6 a realizar los ensayos IgG, IgM
e IgA usando la prueba de ELISA (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay) (NovaTec Immunodiagnos-
tica GmbH Dietzanban Alemania) en estos sueros.

RESULTADOS

De la poblacion estudiada, un total de seis pacientes
cumplieron con los criterios de tener sintomatologia
consistente con COVID-19 y con gRT-PCR negativa
en el periodo comprendido entre el 22 y el 29 de
marzo del 2020. Los pacientes fueron clasificados
como “casos graves” aquellos que tenian cualquiera
de las siguientes caracteristicas en el momento de la
admision: frecuencia respiratoria (>20 respiraciones
por minuto); saturacién de oxigeno en reposo <90%
0 <92% con taquipnea; tension arterial sistélica <90
mmHg; relacion entre la presion parcial de oxigeno
arterial y la concentracion parcial de oxigeno en
aire inspirado <200 mmHg; o complicaciones graves
de la enfermedad (p. ej., insuficiencia respiratoria,
necesidad de ventilacion mecanica, shock séptico
o insuficiencia organica no respiratoria). Todas las
muestras nasofaringeas fueron recolectadas de
acuerdo con las pautas de la OMSS,

Los pacientes fueron manejados de acuerdo con el
protocolo descrito por el HQSur “Protocolo para el
manejo de paciente COVID-19 (Quick Guide CO-
VID-19)”. En todos los casos se realizd tomografia
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computarizada (TC) de térax, que permite analizar
imagenes tridimensionales y a través de un software
se puede conocer el porcentaje de probabilidad de
que el paciente esté cursando una neumonia cau-
sada por SARS-CoV-2. Este software tecnologico
contiene miles de imagenes almacenadas, a escala
mundial, de lesiones sospechosas de los pulmones
de pacientes afectados por el COVID-19, lo que per-
mite comparar los resultados que se obtengan en los
hospitales del Ecuador, y asi contar con un diagnoés-
tico mas certero y rapido (http://spanish.xinhuanet.
com/2020-03/23/c_138905641.htm). Este sistema

Articulo original Original article

fue donado por la empresa Huawei al hospital HQ-
Sur el mismo que se define como “Sistema de detec-
cion de COVID-19 con TC y Al.”

Caracteristicas clinicas

Este informe incluye 6 pacientes hospitalizados con
sospecha de COVID-19. Los casos han sido detalla-
dos en la Figura 1. La informacion clinica se resume
en la Tabla 1. Los estudios serolégicos se presentan
en la Tabla 2.

22 demarzo23 de marzo 25 de marzo 26 de marzo 27 de marzo 28 de marzo 29 de marzo 31 de marzo 02 de abeil 04 de abril
Caso 1 22 demarzo 25 de marzo 04 de abril
Sintomas cefalea, :\:E::ll_\:m-.. Prucha de qRT- .lx.-} (+). Ix('r_[ e 15.:\1 { '_]
PCR negativa con pruchas ripidas y ELISA
Caso 2 23 de marzo 27 de marzo 02 de abril 04 de abril
Sintonms tos con Prucba de qRT- Prucha de gRT- TgA (+). 1gG (+) ¢ IgM (-) con
expecioraciin, alza térmica PCR negativa PCR posiliva pruchas ripidas y ELISA
mialgias y disnea. Se realiza
TC (COVID-19 89.81%)

Caso3 25 de marzo 28 de marzo 02 da abril 04 de abril
Sinomas  rinomea,  dismea F;}'_“F"TERT' Prucha de qRT- IgA (+). IgG (+) e IgM (+)
deposiciones lquidas. Se realizm AT PCR positiva con prischas ripidas v ELISA
una TC (COVID-19 99.00%%).

Caso 4 26 de marzo 27 de marzo 31 de marzo 04 de abril

Sintomas alza mMica. S pealizd TC (COVID- Prucha de qRT- IgA (+). 1gG (+) ¢ IgM (+) con
odinofagia, cefalea y tos 19 90.92%) PCE negativa pruchas ripidas ¥ ELISA
seca.

Caso5 28 de marzo 29 de marzo 04 de abril

Sintomas alza térmica. disneay  Prucha de qRT- A (+), 126G (+) e IeM (+
malestar general. S¢ realiza una - PCR negativa ot s EL A
TC (COVID-19 98.76%). =
Caso b 28 de marzo 29 de marzo 31 de marzo 04 de abril
Se realizdé TC
Sintonas fichre, tos seca y [(;::1';:” Prucba de qRT- IgA (+). IgG (+) ¢ IgM (+) con
malestar general 96.17%. PCR negativa pruchas ripidas y ELISA

Figura 1. Cronologia de los casos. Se muestran los sintomas y las pruebas de diagnostico.

Figura 2. Tomografia computarizada de pacientes. A) Caso 1. Infiltrado bilateral periférico, tendencia a la
consolidacién con broncograma aéreo en bases pulmonares, cuya probabilidad de padecer COVID-19 basa-
do en la comparacion con inteligencia artificial es del 84,82%; se describe un 20,50% de afectacién pulmonar
total. B) Caso 2. Parches bilaterales periféricos que cubren un area de 2/3 de la superficie pulmonar de predo-
minio en bases, cuya probabilidad de padecer COVID-19 basado en la comparacién con inteligencia artificial
es del 89,81%; se describe un 65,25% de afectacion pulmonar total. €) Caso 3. Parches bilaterales periféricos
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que cubren un area de 1/3 de la superficie pulmonar de predominio en bases, cuya probabilidad de padecer
COVID-19 basado en la comparacion con inteligencia artificial es del 99,92%; se describe un 75,63% de afec-
tacion pulmonar total. D) Caso 4. Parches bilaterales periféricos que cubren un area de 1/3 de la superficie
pulmonar de predominio en bases, cuya probabilidad de padecer COVID-19 basado en la comparacion con
inteligencia artificial es del 90,92%; se describe un 11,80% de afectacion pulmonar total. E) Caso 5. Infiltrado
bilateral periférico, tendencia a la consolidacion con broncograma aéreo en bases pulmonares, cuya proba-
bilidad de padecer COVID-19 basado en la comparacion con inteligencia artificial es del 96,17%; se describe
un 10,50% de afectacion pulmonar total. F) caso 6. Infiltrado bilateral periférico, tendencia a la consolidacion
con broncograma aéreo en bases pulmonares, cuya probabilidad de padecer COVID-19 basado en la com-
paracion con inteligencia artificial es del 96,17%; se describe un 10,50% de afectacion pulmonar total.

Tabla 1. Datos de los pacientes. Resultados de gRT-PCR.

RT-PCR (fecha) Segundo TC
Clasificacion de la Comorbilidades EEiad Ir,ncno de [Dla_s a _partlr RT.PCR (posibilidad
enfermedad (anos) sintomas de inicio de
f (fecha) de COVID)
sintomas]
Neumonia Clase | segun , No detectado
Caso Nro. 1 FINE. Score 47. a:Itl?teutsesll 37 14 marzo 2020 (25 marzo) No se realizé 228‘:”’;220
Mortalidad 0.1% (Leve) [11 dias]
Obesidad mérbida
Neumonia Clase V Cirrosis Child-Pugh clase A No detectado . 89 81
Caso Nro. 2 segun FINE. Score 177. Poliglobulia 77 19 marzo 2020 (27 marzo) (2 abril) 23 rr;arzo
Mortalidad 27% (Grave) Insuficiencia cardiaca [8 dias]
Congestiva diastélica
Neumonia Clase IV No detectado
Caso Nro. 3 segun FINE. Score 127. no 67 16 marzo 2020 (28 marzo) Dgzcl)tﬁgo 25921’2?20
Mortalidad 9.3% (Grave) [12 dias]
Neumonia Clase IlI
. No detectado o
Caso Nro. 4 seguanINE. SSore el no 73 19 marzo 2020 (31 marzo) No se realizé S0l
Mortalidad 0.9% [12 dias] (27 marzo)
(Moderada)
Neumonia Clase Il segun No detectado 98,76
Caso Nro. 5 FINE. Score 67. no 47 20 marzo 2020 (29 marzo) No se realizd o8 myarzo
Mortalidad 0.6% (Leve) [9 dias]
Neumonia Clase Il segun No detectado 90.17
Caso Nro. 6 FINE. Score 59. no 39 21 marzo 2020 (31 marzo) No se realizd (29 rﬁarzo
Mortalidad 0.6% (Leve) [10 dias]
Todas las pruebas rapidas fueron realizadas el 4 de abril 2020
Tabla 2. Anticuerpos IgG, IgM e IgA con metodologia de flujo lateral (oro coloidal) y ELISA.
Bl PR,UEBA REACTIVO PRUEBA RAPIDA® ELISA
CASO RAPIDA
19G IgM 19G IgM 19G IgM IgA
Caso Nro. 1 Positivo Positivo Positivo Positivo 44'497 11'9.27 139.'.75
Positivo Positivo Positivo
. » » ) 29.276 1.787 32.252
Caso Nro. 2 Negativo Positivo Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo
Caso Nro. 3 Negativo Positivo Positivo Positivo 45'.7.55 13'.1.75 139.'.75
Positivo Positivo Positivo
Caso Nro. 4 Positivo Positivo Positivo Positivo 38',7.0 11'.9.1 139.'.75
Positivo Positivo Positivo
Caso Nro. 5 Positivo Negativo Positivo Positivo 35"392 27'6.86 139.'.75
Positivo Positivo Positivo
Caso Nro. 6 Positivo Negativo Positivo Positivo 32'9?’6 12'.788 139.'.75
Positivo Positivo Positivo

2 Innovita® y bRight Sign. Las pruebas rapidas fueron realizadas el 4 de abril 2020 y los anticuerpos por ELISA (NovaTec Immunodiagnostica GmbH Dietzanban Alemania).se realizaron el 28 de abril (sueros
descongelados del 4 de abril)

26 h‘
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DISCUSION

Las pruebas basadas en la deteccion de los acidos
nucleicos NAAT (del inglés Nucleic Acid Amplifica-
tion Tests) se han convertido en un método rapido y
de tecnologia confiable para la deteccion viral. Exis-
ten varias pruebas NAAT que pueden amplificar los
acidos nucleicos del virus y utilizar métodos diferen-
tes para amplificar los acidos nucleicos y detectar el
virus, como, por ejemplo:

® Reaccion en cadena de la polimerasa con trans-
cripcion inversa (RT-PCR)

® Amplificaciéon mediada por transcripcion (TMA)

® Amplificacion de desplazamiento de hebra
(SDA)

® Amplificacion isotérmica mediada por bucle
(LAMP)

Dentro de estas pruebas LAMP estan la reaccion de
amplificacion de endonucleasa de mellado (NEAR),
la amplificacion dependiente de helicasa (HDA) y
la de repeticiones palindromicas cortas agrupadas
regularmente interespaciadas (CRISPR). El proce-
dimiento NAAT funciona primero amplificando, o
haciendo muchas copias, del material genético del
virus, si hay alguno presente en la muestra de una
persona. La amplificacion de esos acidos nucleicos
permite que las NAAT detecten cantidades muy pe-
quefias de ARN del SARS-CoV-2 en una muestra,
lo que hace que estas pruebas sean muy sensibles
para diagnosticar COVID-19. En otras palabras, las
NAAT pueden detectar de manera confiable peque-
flas cantidades de SARS-CoV-2 y es poco probable
que devuelvan un resultado falso negativo de SARS-
CoV-2.

Entre estas pruebas se considera el método RT-PCR
como el "estandar de oro" para la detecciéon de algu-
nos virus y se caracteriza por una deteccion rapida,
alta sensibilidad y especificidad. Como tal, la prueba
gRT-PCR es de gran interés en la actualidad para la
deteccion del SARS-CoV-2 por sus beneficios como
ensayo cualitativo especifico y sencillo®'. Ademas,
la gRT-PCR en tiempo real tiene una sensibilidad
adecuada y nos ayuda a diagnosticar una infeccion
temprana. Por lo tanto, se puede considerar un en-
sayo de gRT-PCR en tiempo real como un método de
referencia y como método principal a aplicar para
detectar el virus SARS-CoV-2. Sin embargo, la So-
ciedad de Enfermedades Infecciosas de América
(IDSA) ha sugerido prioridades para las pruebas
cuando la capacidad de realizacion de las mismas
es limitada; las personas de alta prioridad incluyen
pacientes hospitalizados (especialmente pacientes
criticamente enfermos con enfermedades respirato-
rias inexplicables) e individuos sintomaticos que son
trabajadores de la salud o socorristas, trabajan o re-

MetroCiencia Vol. 29 N°2 (2021)

siden en entornos de vida colectiva o tienen factores
de riesgo de enfermedad grave'.

Un problema importante con la prueba de gRT-PCR
en tiempo real es el riesgo de obtener resultados fal-
sos negativos y falsos positivos. Los resultados fal-
sos positivos son raros, pero se han notificado en
diferentes circunstancias. Parece que la combina-
ciéon de RT-PCR en tiempo real en conjunto con las
caracteristicas clinicas, facilita el manejo del brote
de SARS-CoV-2. Se han reportado casos con clinica
tipica y caracteristicas de COVID-19, corroboradas
con imagenes de TC, pero que no se diagnostica-
ron con una prueba de gRT-PCR™. Asi, un resultado
negativo no excluye la posibilidad de una infeccion
por SARS-CoV-2 y no debe utilizarse como el uni-
co criterio para tratamiento o decisiones de manejo
del paciente. Los casos que presentamos tuvieron
caracteristicas de la enfermedad COVID-19 con
prueba inicial de gRT-PCR negativa para el virus
SARS-CoV-2. Los pacientes presentaban las carac-
teristicas de gravedad ya descritas en el momento
del ingreso o después del ingreso. Ademas, se ob-
servaron complicaciones graves de la enfermedad
(p. €j., insuficiencia respiratoria, necesidad de venti-
lacion mecanica, choque séptico o insuficiencia de
6érganos no respiratorios). Tres pacientes se clasifi-
caron como casos leves y tres como casos graves.
Un paciente muri¢ a causa de la infeccion. Tres de
los 6 pacientes graves recibieron tratamiento en la
Unidad de Cuidados Intensivos (UCI), los casos le-
ves fueron manejado en el servicio de Neumologia.

De acuerdo con los relatos de los pacientes los sin-
tomas iniciaron entre 7 y 8 dias antes del ingreso al
hospital. A pesar de que se ha informado que pa-
cientes graves con COVID-19 tienen alta carga viral
y dispersan el virus por largos periodos, de acuerdo
con la observacion de Lui Y. et al.’® esto no fue ob-
servado en nuestra serie de casos, en los cuales 6
pacientes graves, con un cuadro de neumonia ins-
taurado tuvieron al ingreso un RT-PCR negativo. Los
pacientes con COVID-19 grave tienden a presentar
una alta carga viral y un largo periodo de eliminacion
del virus. Este hallazgo sugiere que la carga viral de
SARS-CoV-2 podria ser un marcador Util para eva-
luar la gravedad y el prondstico de la enfermedad.

Desde el punto de vista clinico, las manifestacio-
nes clinicas, junto con la TC, podrian utilizarse para
catalogar un caso como altamente sospechoso vy
para tomar las medidas necesarias, mientras que la
gRT-PCR sirve como una herramienta de confirma-
cion, cuyos resultados podrian utilizarse mas tarde
para decidir acciones posteriores de continuar el
tratamiento en aislamiento, el alta del paciente, o
la implementacion de un cerco epidemiolégico. En
todo paciente con sintomatologia y gRT-PCR que no
haya detectado el virus (negativo) se debe repetir
la muestra, preferiblemente ya no del tracto respira-
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torio superior sino un esputo, lavado broncoalveo-
lar o aspirado traqueal. Dos de estos seis pacientes
con una prueba gRT-PCR SARS-CoV-2 negativa al
inicio tuvieron una segunda toma nasofaringea para
deteccion del virus SARS-CoV-2. La segunda toma
de ambos pacientes fue reportada como detectada.
En muchas ocasiones un solo resultado negativo de
NAAT es suficiente para excluir el diagnéstico de
COVID-19. Sin embargo, las pruebas NAAT falsas
negativas (p. ej: gRT-PCR) de muestras de las vias
respiratorias superiores han sido bien documenta-
das. Si la prueba inicial es negativa, pero persiste
la sospecha de COVID-19 y la confirmacién de la
presencia de infeccién es importante para el manejo
o control de la infeccién, sugerimos repetir la prue-
ba. Se desconoce el momento 6ptimo para repetir
la prueba; generalmente se realiza de 24 a 48 horas
después de la prueba inicial.

La precisiony los valores predictivos de las NAAT del
SARS-CoV-2 no se han evaluado sistematicamente,
aun asi, se consideran pruebas muy especificas™.
Aunqgue las NAAT tienen una alta sensibilidad ana-
litica en entornos ideales; es decir, pueden detectar
con precision niveles bajos de ARN viral en muestras
de prueba que se sabe que contienen ARN viral, el
rendimiento clinico es mas variable,

Ademas, la sensibilidad de la gRT-PCR varia de
acuerdo con el tipo de muestra: el esputo tiene una
tasa positiva del 74,4-88,9%, seguida de hisopos
nasales que iban del 53,6-73,3%'. EI mismo autor
sefiala que también influye el momento en que la
muestra ha sido colectada. Asi, si una muestra fue
recogida > 15 dias después del inicio de los sinto-
mas, el esputo y los hisopos nasales poseian una
tasa positiva que varia del 42,9-61,1%; los hisopos
de garganta recogidos > 8 dias después del inicio
de los sintomas fue baja, especialmente en casos
de pacientes con sintomas leves. Para el andlisis de
gRT-PCR se recolectaron en primera instancia hiso-
pados nasofaringeos, es decir, especimenes de vias
respiratorias superiores. Y, a pesar de que se reco-
mienda la implementacion de lavados broncoalveo-
lares y aspirados traqueales, la tipologia y caracte-
risticas ventilatorias de los pacientes graves no nos
conceden las garantias de un proceso de extraccion
de muestras sin tener efectos adversos en la evolu-
cion de los pacientes. Ademas, son procedimientos
que muy escasamente se llevan a cabo en pacientes
graves.

La prueba de acido nucleico o secuenciacion gené-
tica para SARS-CoV-2 se considera como el método
estandar de oro para la confirmacion de la infeccion
de SARS-CoV-2. Se ha sugerido que una de las razo-
nes de los resultados falsos negativos de gRT-PCR
es que las muestra podrian tener una carga viral in-
suficiente para ser detectada o podria estar involu-
crado un error de laboratorio. A partir de estos seis
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casos, especulamos que las rutas de infeccion, el
estado de progresion de la enfermedad (tiempo vy
métodos de recoleccion de muestras) y la coinfec-
cion con otros virus podrian influir en la precision de
la prueba de gRT-PCR. Li et al. 2020, al monitorear los
datos de su hospital del 21 al 31 de enero de 2020,
observaron que 2/10 casos negativos inicialmente,
luego fueron detectados por gRT-PCR, produciendo
una tasa falsamente negativa de aproximadamente
el 20%". Los casos de nuestro estudio pueden ser
considerados como falsos negativos, debido a que
2/6 pacientes que se repitieron la prueba fue po-
sitiva, en otros dos pacientes no se tomaron otras
muestras, pero por la sintomatologia y los hallazgos
radiograficos, se consideraron COVID-19. En un es-
tudio, aproximadamente el 96% de los pacientes
con COVID-19 presentaron anormalidades en la TC
de térax, como opacidades y consolidacion de vidrio
esmerilado bilateral y periférico multiple, lo que hace
que las caracteristicas de TC de térax sean esencia-
les para reconocer COVID-198. Por otro lado, la Co-
mision Nacional de Salud de China reviso6 los crite-
rios de diagndstico en la provincia de Hubei, donde
ocurrié una epidemia severa y establecié un nuevo
tipo de diagnostico llamado "Diagndstico clinico" de
acuerdo con la presencia de neumonia en la TC de
térax, independientemente de los resultados de RT-
PCR. Hasta cierto punto, las caracteristicas de TC y
los resultados de gRT-PCR fueron complementarios
en el diagndstico de COVID-19%,

De acuerdo con el estudio de Green D. y cols.?® la
sensibilidad clinica del gRT-PCR- SARS-CoV-2 pue-
de estimarse entre 57,9% (95% Cl| = 55,2 a 60,5) a
94,6% para una unica prueba inicial o0 69,3% (95%
Cl=66,8a71,7) a96,0% al considerar la repeticion
de la prueba. Ellos observaron que la menor sensi-
bilidad de la prueba gRT-PCR realizada en el primer
dia puede aumentarse como resultado de repeticio-
nes de la prueba. Esto puede explicarse debido a
qgue la diseminacion viral aumenta con el tiempo en
un paciente recientemente infectado y finalmente
cruzan el umbral de deteccion en muestras poste-
riores. Puede suceder también que si se recolecta
incorrectamente un numero significativo de muestras
y se repiten las pruebas aumenta la probabilidad de
deteccion; esto es particularmente probable en el
primer dia, cuando la sospecha puede ser alta pero
los resultados iniciales de la prueba fueron negativos
o inconclusos. O una tercera posibilidad, es que los
pacientes evaluados inicialmente fueron verdadera-
mente negativos y adquirieron la infeccion nosoco-
mialmente después del ingreso.

La sensibilidad de la prueba puede variar segun el
tipo de muestra. Las muestras de las vias respirato-
rias inferiores pueden tener cargas virales mas altas
y es mas probable que den resultados positivos en
las pruebas que las muestras de las vias respirato-
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rias superiores®?. En un estudio de 205 pacientes
con COVID-19 que fueron muestreados en varios
sitios, las tasas mas altas de pruebas positivas de
ARN viral se reportaron en el lavado broncoalveolar
(95%, 14 de 15 muestras) y esputo (72%, 72 de 104
muestras), en comparacion con el hisopado orofa-
ringeo (32%, 126 de 398 muestras)?'. La probabili-
dad de detectar ARN SARS-CoV-2 también puede
variar segun la duracién de la enfermedad. Las ta-
sas estimadas de resultados falsos negativos fueron
del 100% el dia de la exposicion, del 38% el dia 5
(estimado como el primer dia de sintomas), el 20%
el dia 8y el 66% el dia 212, La heterogeneidad entre
los estudios y las suposiciones hechas en el anali-
sis, como, por ejemplo, el periodo de incubacion y el
tiempo de exposicion, reducen la confianza en estos
resultados. Guo et al.?* utilizaron una combinacion
de gRT-PCR y una prueba seroldgica de IgM para
hacer el diagnostico de COVID-19 y sugirié que las
tasas de gRT-PCR negativas eran <10 % en los dias
1 a 3 de la enfermedad, > 20% en el dia 6 y > 50%
después del dia 14; sin embargo, estos resultados
también deben interpretarse con precaucion, ya que
la prueba seroldgica utilizada no fue validada para la
deteccion de infeccion aguda y las pruebas de IgM
suelen dar falsos positivos. Otros estudios también
han sugerido que los niveles de ARN viral son altos
antes del desarrollo de los sintomas (es decir, en pa-
cientes pre-sintomaticos)?.

Las plataformas de diagnéstico utilizadas para la
deteccion de anticuerpos especificos contra las pro-
teinas del SARS-CoV-2 incluyen pruebas de diag-
nostico, tales como ensayos de flujo lateral, ensayos
inmunoabsorbentes ligados a enzimas, ensayos de
neutralizacion e inmunoensayos quimioluminiscen-
tes?®. Este se basa en la deteccién de anticuerpos
IgM y IgG producidos contra la nucleocapside del
SARS-CoV-2. De las varias proteinas que contiene la
nucleocapside, la nucleoproteina N es la méas abun-
dante durante la infeccion, y el antigeno mas reactivo
y adicionalmente la nucleoproteina N esta extrema-
damente conservada entre humanos infectados por
los B-coronavirus®®*®. Sin embargo, la confiabilidad
del resultado de la prueba seroldégica depende del
analisis especifico y la duracion de la enfermedad.
Aunque el uso principal de las pruebas serolégicas
es determinar la exposicion previa al SARS-CoV-2,
la deteccion de anticuerpos especificos puede res-
paldar el diagnodstico de COVID-19 en un paciente
con una alta sospecha clinica, pero pruebas de PCR
negativas®’. Como se ha podido observar en estos
seis casos.

A pesar de las ventajas de utilizar la técnica ELISA,
segun los CDC-USA, las pruebas serolégicas no
deben utilizarse para diagnosticar la fase aguda de
la enfermedad (dentro de los 7 dias desde el inicio
de los sintomas); sin embargo, en nuestro estudio
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se demuestra que los anticuerpos fueron de ayuda
diagnéstica. El método seroldgico esta recomenda-
do para detectar una posible infeccion previa en la
fase de convalecencia, considerando el periodo de
14 dfas después del inicio de los sintomas; para la
evaluacion retrospectiva de brotes, estudios epide-
miolégicos, cribado, diagndstico de pacientes asin-
tomaticos y contactos cercanos de casos confirma-
dos.

Aungue la RT-PCR es el estandar de oro para el
diagnostico de COVID-19, presenta un porcenta-
je significativo de pruebas falsas negativas en los
primeros dias de sintomas de la enfermedad (0-7
dias). Por otro lado, a pesar de que la TC es una
prueba de presunta baja especificidad®, a permiti-
do varios diagnosticos diferenciales?®, detecta patro-
nes compatibles con COVID-19. Ha presentado una
sensibilidad muy alta y un valor predictivo positivo
significativo y una tasa de deteccién en el periodo
epidémico®?°,

En conclusion, en pacientes hospitalizados con sos-
pecha de COVID-19 que tienen una gRT-PCR de
SARS-CoV-2 negativa, los hallazgos caracteristicos
de laboratorio 0 de imagenes pueden respaldar aun
mas el diagndstico clinico de COVID-19 y ser razo-
nes para mantener las precauciones de control de
infecciones. La alta sensibilidad y tasa de deteccion
de la TC demuestran que tiene un alto grado de im-
portancia en las primeras etapas de la enfermedad,
incluso mayor que la gRT-PCR. De la misma manera
la deteccion de anticuerpos especificos puede res-
paldar el diagnostico de COVID-19 en un paciente
con una alta sospecha clinica, pero pruebas de PCR
negativas. Es importante considerar otras causas
potenciales de sintomas en pacientes con gRT-PCR
negativas para SARS-CoV-2. Para los pacientes que
se presentan de tres a cuatro semanas en el curso
de la enfermedad y tienen una gRT-PCR negativa,
comprobar con una prueba serolégica puede ser
de ayuda. Si la serologia se realiza en este entorno,
sugerimos una prueba de IgG. En muchos casos,
debido a la disponibilidad limitada de pruebas y la
preocupacion por los resultados falsos negativos, el
diagnostico de COVID-19 se hace presuntamente
basado en una presentacion clinica compatible en el
contexto de un riesgo de exposicion en ausencia de
otras causas identificables.
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Aunqgue la RT-PCR es el estandar de
oro para el diagnéstico de COVID-19,
presenta un porcentaje significativo
de pruebas falsas negativas en los
primeros dias de sintomas de la en-

gRT-PCR es la prueba de oro para
deteccion de SARS-CoV-2.

TC comparable con COVID-19, y anti-
cuerpos IgM, IgG, IgA positivos en casi
todos los casos, presentaron resultados

fermedad (0-7 dias). Por otro lado,
a pesar de que la TC es una prueba
de presunta baja especificidad, per-

negativos de gRT-PCR.

mitiendo varios diagnosticos diferen-
ciales, detecta patrones compatibles
con COVID-19. TC ha presentado una
sensibilidad y una tasa de deteccion
alta en el periodo epidémico.
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