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Introduccidn: El nuevo coronavirus (SARS-CoV-2) es lacausa del COVID-19, el que ha tenido un
impacto internacional devastador. Los informes anteriores de las pruebas hanreportado
sensibilidades bajas de las PCR de hisopados nasofaringeos, y los informes de coinfecciones
virales han variado desde 0-20%. Por lo tanto, buscamos determinar la precisidén de la PCR
nasofaringea para COVID-19y las tasas de coinfeccidn viral.

Métodos: Realizamos unarevision retrospectiva de la historia de todos los pacientes que se
realizaron pruebas virales entre el 1 de marzo de 2020 al 28 de abril de 2020. Se resumieron
los resultados completos de las pruebas de un panel completo de patégenos viralesy de las

pruebas de COVID-19. Comparamos a los pacientes con mas de una pruebade COVID-19en

precision diagndstica contra el estdndar de oro de la revision de graficos.

Resultados: Identificamos 1950 pacientes, de los cuales 1024 fueron evaluados para COVID-19.
Hubo 221 pruebas repetidas de COVID-19. Entre los pacientes con una prueba repetida, los
hisopados de COVID-19tuvieron una sensibilidad del 84,6% (Intervalo de confianza (IC) del
95%, 69,5-94,4%) y una especificidad del99,5% (ICdel 95%, 97-100%) en comparacion con una
referencia de criterios clinicos y radiograficos, mediante la revisién de los archivos.
Encontramos tasas de coinfeccion viral del 2,3% en pacientes sin COVID-19y 6,1% en pacientes
con COVID-19. Las tasas de coinfeccidon parecieron estarrelacionado con las tasas basicas de
infeccion en la comunidad, y no una propiedad especificade COVID-19.

Conclusidn: las muestras de PCR nasofaringeas de COVID-19son precisas, pero tienen una
sensibilidad imperfecta. Debe considerarse larepeticién de la prueba en los pacientes de alto
riesgo, y que la presenciade un virus alternativo, no debe usarse para limitar las pruebas de
COVID-19, en pacientes en los que esto puede afectar el tratamiento o el aislamiento.

INTRODUCCION

Muchos pacientes con enfermedad delnuevo coronavirus 2019 (COVID-19) seran
asintomaticos?; sin embargo, un pequefio porcentaje de los pacientes se enfermaran
gravemente y requerirdn hospitalizacidn. Las estimaciones de mortalidad general del COVID-19
varian debido al acceso variable a pruebas sistematicas, pero los mas graves, que requieren
intubacién, tienen un alto riesgo de muerte.?? La pruebainicial mas utilizada es la PCR de un
hisopado nasofaringeo, aunque las pruebas de anticuerpos se han vuelto disponibles. La PCR
se usa también ampliamente para detectar otras enfermedades virales. Las limitaciones de la
pruebade PCR para COVID-19incluyen el riesgo desconocido de transmisién de pacientes con




PCR positiva, e informes anecdéticos de falta de sensibilidad.? Los informes iniciales de China
cuestionaron la sensibilidad de la PCR para COVID-19y la informaron tan bajacomo 71%,
especialmente en las primeras etapas de la enfermedad.® Ademas, las pruebas de PCR buscan
la presenciade ARN viral, que puede o no transmitir una infeccion.

La falta de disponibilidad de pruebas generalizadas para COVID-19ha sido un tema
controvertido. Un método propuesto para asignar inicialmente los escasos recursos de prueba
fue cancelar las pruebas para COVID-19 en un paciente si se detectaba otro virus. Esto era
debido a informesiniciales de una tasa de coinfeccién de 0 a 4% con influenzay COVID-19.57
Sin embargo, desde entonces los reportes de coinfeccidn haninformado tasas de hastael 20
%.8 Por lo tanto, buscamos examinar nuestros datos de las pruebas virales para la precisién
diagndstica, en pacientes sometidos a pruebamas de una vez para COVID-19, asi como la tasa
de coinfecciones virales en los pacientes sometidos a una pruebade COVID-19.

METODOS

Realizamos una revision retrospectiva de todos los pacientes que tenian pruebas virales desde
del 1 de marzode 2020 hasta el 28 de abril de 2020, en nuestro centro médico académico
terciario en el centro de Pensilvania. Este estudio fue aprobado porla juntade revision
institucional de Centro médico Milton S. Hershey, de Penn State. Identificamos graficos usando
el orden especifico para las pruebas del panelde patdégenos virales respiratorios, y este se
utilizé uniformemente paraobtener pruebas paratodos los pacientes hasta abril 25 de 2020.
Seincluyeron adultosy nifios.

La disponibilidad y politicas con respecto a las pruebas de COVID-19en nuestro hospitalhan
cambiado a menudo durante el periodo de estudio. Las pruebas que estaban disponibles
fueron de cuatro fuentes diferentes: ARUP Laboratories (Salt Lake City, UT), Quest Diagnostics
(Secaucus, NuevalJersey), Departamento de Salud de Pensilvania (Harrisburg, PA) y pruebas de
nuestro laboratorio clinico (Hershey, PA). Durante todo el periodo de tiempo, las
recomendaciones delhospitalfueron que todos los pacientes tengan una pruebade PCR viral
tradicional con una pruebade COVID-19. Hacia 14 de marzo, los resultados del panel viral se
utilizaron para determinarsi o nose enviabauna pruebade COVID-19. Todos los pacientes de
este analisis tenian ambas pruebas enviadas.

Las pruebas de PCR para COVID-19, aprobadas bajo la autorizaciéon de uso de emergenciade la
Administracion de Alimentosy Medicamentos (FDA), fueron dirigidas contra dos regiones
diferentes delgenomadel SARS-CoV-2, los genes ORFlaby S (Simplexa, Focus Diagnostics,
DiaSorian Group, LLC, Cypress, CA). Un controlinterno de ARN se utiliza para detectar fallas o
inhibiciones de la PCR. Se realizaron pruebas de PCR multiples para patdégenos virales
respiratorios:influenza A y B, virus respiratorio sincitial, parainfluenza (tipos1, 2,3y 4),
adenovirus, coronavirus, metaneumovirus humano, rinovirus/ enterovirus y patégenos
causantes de neumonias bacterianas atipicas (Bordetella pertussis y parapertussis, neumonia
por Chlamydophilay Mycoplasma pneumoniae).

Los datos que se tuvieron en cuentaincluyeron edady sexo de los pacientes, los resultados del
panelviral respiratorio (RVP), yfechade la prueba. Un solo autor resumié los con preguntas
verificadas por otros dos autores.



La fechade la pruebafuelafechade la pruebade RVP inicial y la positividad fue determinada
por el informe de laboratorio. Todos los pacientes que tuvieron pruebas que se repitieron
durante el periodo de estudio se incluyeron en este analisis. Registramos los dias entre cada
prueba. Los resultados concordantes fueron considerado exactos. Usando el historial
documentadoy todos los resultados de las pruebas, incluidos laboratorios e imagenes, dos
médicos independientes miembros delequipo de estudio, no cegados, llevaron a cabo
revisiones en profundidad de las de historias clinicas de los pacientes con resultados
discordantes, paradeterminar el verdadero diagnéstico en el momento de cada prueba.
Utilizamos la definicidn de caso clinico para determinarla positividad para COVID-19, cuando
una prueba negativa era negativa, utilizada por nuestro hospitalen ese momento, que incluia
cualquiera de los siguientes:

1. Cualquier nuevadificultad para respirar o hipoxemia sin otra causa convincente;

2. Tomografia computarizada (TC) o hallazgos radiograficos informados como consistente con
COVID-19;

3. fiebre, tos o diarrea con cualquier infiltrado nuevo en la TC o radiografia que no tengaotra
causa;

4. fiebre, tos o diarrea con una exposicidon conocida a un paciente con COVID-19 positivo o
viajes de alto riesgo.

El periodo de tiempo entre las pruebas también se considerd para determinarla positividad.
Por lo tanto, las pruebas discordantes podrian haberse determinado como precisas en el
momento de la pruebasi habia unademorade mds de un dia entre las pruebasy el paciente el
curso clinico o los sintomas habian cambiado. Habiamos planeado utilizar un tercer miembro
del equipo para resolver cualquier discrepancia durante la revision del gréfico, pero no se
encontrd ninguna. Los pacientes que tenian los resultados discordantes también registraron
sintomas. Analizamos a los pacientes que tenian otras infecciones virales, con y sin COVID-19.
Dada una disponibilidad mas rapida de las pruebas de RVP, los resultados de aquellos con
pruebas conjuntas de COVID-19solo se analizaron si la pruebade RVP era positiva.

Analisis

Gestionamos los datos en Microsoft Excel (Microsoft Corporation, Redmond, WA). Reportamos
precisiéon diagndstica utilizando la definicidon estandar, y las tasas informadas de coinfeccién
como porcentajes.

RESULTADOS

Nuestrarevision de expedientes identificd 1950 pacientes, de los cuales 1024 (52,5%) fueron
testeados para COVID-19. El resto fueron testeados para otros patégenos virales, pero para no
COVID-19. Nuestros datos van desde principios de marzo, cuando los testeos de rutina para
COVID-19no habian comenzado a identificar todos los casos. En la muestra, 53,3% (n = 1039)
eran mujeresyla edad mediaera de 43,7 afios (desviacién estdndar + 26,2 afios, rango de 1
mes a 98 afos). 168 pacientes fueron evaluados para COVID-19mas de una vez, con untotal
de 221 pruebas. 148 pacientes con RVP positivos se testearon también para COVID-19. De los
1024 pacientes evaluados para COVID-19, el 10,9% (n = 111) dieron positivo.



De las 221 pruebasrepetidas para COVID-19, 181 (81,9%) fueron verdaderos negativos, 33
(14,9%) fueron verdaderos positivos, seis (2,7%) fueron falsos negativos y uno (0,5%) fue un
falso positivo (tabla). En esto se incluyeron dos pruebas no concluyentes, que se resultaron ser
positivas. Esto incluye el Unico resultado falso positivo, que se informd inicialmente como
positivo en un paciente ventilado, varén de 12 meses hospitalizado desde su nacimiento.
Encima los siguientes tres dias, se enviaron cuatro pruebas repetidas, y todas se resultaron ser
negativas. De los pacientes con falsos negativos, los sintomas estuvieron presentes un dia, dos
dias, cuatro dias, siete dias y dos semanas, respectivamente. Ningln paciente que tuvo mas de
dos pruebas, tuvo un cambio enlos resultados de negativo a positivo. Un paciente tuvo un
maximo de seis pruebas, todas negativas.

La tasa de panelesvirales positivos y pruebas COVID-19en el tiempo se presentaen la Figura.
De los 1950 pacientes, 44 (2,3%) teniauna infeccién no COVID-19, mas comunmente rinovirus
o enterovirus. De los 148 pacientes evaluados conjuntamente para COVID-19y otros
patdgenos virales / atipicos, el 6,1% (n =9) tuvo una coinfeccién con COVID-19(Figura),
incluidos dos pacientes conambos coronavirus COVID-19y no COVID-19y dos pacientes con
tresinfecciones simultaneas.

Tabla. Precision diagndstica de la PCR de hisopado nasofaringeo para COVID-19 (n =221), en comparacion con los
criterios clinicos y radiograficos de referencia. Prevalencia de la enfermedad en la poblacién de 17,6%.

Test Walue 85% confidence interval

Sensitivity 34 6% G0.5% to B4 4%
Specificity 90 5% @7.0% to 100%
Fositive predictive value 7. 1% 82.3% to B0 6%
Megative predictive value 95 5% 93.5% to B8.4%
Fositive likelihoocd ratic 154.0 217 to 10924
Megative likelihcod ratio 0.1%5 0.07 to 0.32
Diagnostic accuracy OB % 83.6% to BB.T%

COVID-13, novel coronavirus disease 2019; PCGR, polymerase
chain reaction.
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Figure. Number of viral co-infections versus viral positivity rates.
COVID-18, novel coronavirus disease 2019.




DISCUSION

Este estudio confirma que la pruebade PCR para COVID-19es altamente confiable cuando es
positiva; sin embargo, hay algunos resultados negativos, en su mayoria agrupados al principio
del curso de la enfermedad.

Esto esimportante porque las pruebas se utilizan para aliviar las restricciones de los pacientes
y el publico. En pacientes altamente sospechosos, larepeticién de la prueba en 24- 48 horas
puedenser utiles. Sin embargo, segln nuestramuestra, repetiruna pruebamas alla de 2
veces, esde utilidad limitada (2 pruebas en total). Esto serd relevante para pacientes que
trabajan con el publico, viven con pacientes enriesgo, y trabajadores de la salud.

Hay varios mecanismos potenciales para imperfecciones en lasensibilidad. La primera esuna
propiedadinherente de la prueba, ya que ejemplo, el primer utilizado. Chan y colegas
informan que el ensayo de COVID-19- RdRp / Hel fue positivo en el 44% de los pacientes,
mientras que el ensayo RdRp-P2 solo fue positivo en el 28% de los pacientes. Lasegunda
posibilidad es que se haya obtenido una muestrainadecuada. Los hisopos nasofaringeos
debeninsertarse profundamentey sostenerse 10-30 segundos, pararecolectar una cantidad
adecuadade ARN viral.

Nuestro personal de enfermeria estd altamente capacitado en la recoleccidon de hisopados, y
tenerun "equipo de hisopados", para mejorarain mas la toma de muestras. Es imperativo
gue los pacientes no obtengan sus propias muestras (porejemplo, en pruebas aconductores),
ya que esto aumentala probabilidad de teneruna muestrainadecuada. Es sabido que los
coronavirus mutan rapidamente, y se propone que estas mutaciones genéticas pueden alterar
las caracteristicas de la pruebade la PCR.1° También puede deberse alhecho de que un
hisopado nasofaringeono es el tipo de muestraadecuado. Porejemplo, un lavado
broncoalveolar fue la Unica muestra positiva en un paciente criticamente enfermo que
inicialmente dio positivo para influenzay negativo para COVID-19 via PCR nasofaringea.'* En
un analisis mas amplio, las muestras de lavado broncoalveolary esputo superan a las muestras
de nasofaringe y oral.'>? Ademas, una pruebade PCRsalival también fue aprobadapor la FDAy
ha demostrado una mayor sensibilidad que las muestras nasofaringeas.? La explicacion final
potencial, que nuestros datos apoyan, es que una carga viral lo suficientemente significativa no
estapresente paraseridentificada enlos pacientes al principio del curso de la enfermedad.

Encontramos un mayornimero de coinfecciones virales con COVID-19 que las reportados
tempranoen China,®’ pero mucho menos que los reportados de Stanford.? Elandlisis de
nuestros datos en el tiempo (Figura) muestra que la coinfeccion viral es mas un producto de
probabilidad estadistica que de fisiologia, y que una infeccién viral alternativa no parece ser
protectoracontra COVID-19.

LIMITACIONES

Nuestro estudio fue limitado por su disefio retrospectivoy por el tamafio de la muestra.
Ademas, las pruebas sistematicas habrian sido mas cientificamente riguroso, perono eran
practico debido a las limitaciones de los recursos de pruebas clinicas. Los pacientes de alto
riesgofueron en su mayoria reexaminados cuando fueron negativo, lo que podria haber
llevado a subestimar nuestra tasa de falsos negativos. La repeticién de la pruebase realizé con
menos frecuencia para las muestras positivas, lo que también podria haberintroducido sesgos.



La especificidad podria habersido menorsi se hubieran vuelto a analizar a mds pacientes
positivos.

No obstante, biolégicamente, los primers de PCR utilizados para COVID-19, se creen que son
muy especificos.14 Finalmente, debido a que no existe actualmente un estdndar de oro para el
diagndstico de COVID-19, se optdé por incorporar pruebas de PCRy revision de graficos. Esta
decision introdujo un sesgo de incorporacion para usar la prueba en cuestién como parte del
patrén de referencia, aunque era esencialmenteinevitable paraestasituacion.

CONCLUSION

Las muestras de PCR de hisopados nasofaringeos para COVID-19 parecen ser altamente
precisas, peroa partir de nuestros datos, tienen unasensibilidad de sélo el 84,6%. Se debe
considerarrepetirla prueba para pacientes de alto riesgo, o se debe suponer que son positivos
sin realizar unanueva prueba. No se debe utilizar la presenciade unvirus alternativo. para
limitar las pruebas de COVID-19 para pacientes en los que esto afectaria tratamientoo
aislamiento.
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