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Antecedentes. Los test para el SARS-CoV-2 basado en la RT-PCR se utilizan para descartar una
infeccidn entre las personas de alto riesgo, como los pacientes hospitalizados expuestos y los
trabajadores de la salud. Es fundamental comprender cémo el valor predictivo de la prueba varia
con el tiempo desde la exposicidn y el inicio de los sintomas, y evitar que los resultados negativos de
las pruebas le tranquilicen falsamente.

Objetivo. Estimar la tasa de falsos negativos por dia desde la infeccién.
Disefio. Revision de la literatura y analisis conjunto.

Entorno. 7 estudios publicados anteriormente que proporcionaron datos sobre la performance de la
RT-PCR en relacidn al tiempo desde el inicio de los sintomas o a la exposicidn al SARS-CoV-2,
utilizando muestras del tracto respiratorio superior (n = 1330).

Pacientes. Combinacién de pacientes hospitalizados y ambulatorios con infeccidn por SARS-CoV-2.

Medidas. Se ajustd un modelo jerarquico bayesiano para estimar la tasa de falsos negativos por dia
desde la exposicion y el comienzo de los sintomas.

Resultados. Durante los 4 dias desde la infeccién, antes del momento tipico de inicio de los sintomas
(dia 5), la probabilidad de un resultado falso negativo en una persona infectada disminuye del 100%
(IC del 95%, 100% a 100%) el dia 1 al 67% (IC, 27% a 94%) el dia 4. El dia de inicio de los sintomas, la
tasa mediana de falsos negativos fue del 38% (IC, 18% a 65%). Esto disminuyd al 20% (IC, 12% a 30%)
el dia 8 (3 dias después del inicio de los sintomas) luego comenzé a aumentar nuevamente, desde
21% (IC, 13% a 31%) el dia 9 a 66% (IC, 54% a 77%) el dia 21.

Limitacién. Estimaciones imprecisas debido a la heterogeneidad en el disefio de estudios en los que
se basaron los resultados.

Conclusion. Se debe tener cuidado al interpretar las pruebas de RT-PCR para la infeccién por SARS-
CoV-2, especialmente al principio del curso de infeccidn, principalmente cuando se utilizan estos
resultados como un fundamento para eliminar las precauciones destinadas a prevenir la transmisién
posterior. Si la sospecha clinica es alta, la infeccidn no debe descartarse sobre la base de una RT-PCR
negativa sola, y la situacidn clinica y epidemioldgica debe ser considerada cuidadosamente.




Fuente de financiamiento principal. Instituto Nacional de Alergias e Infecciosas Enfermedades,
Sistema de Salud Johns Hopkins y CDC de Estados Unidos.

Las pruebas para SARS-CoV-2 basadas en la RT-PCR se utilizan a menudo para descartar la infeccion
entre personas de alto riesgo, como pacientes hospitalizados expuestos y los trabajadores de la
salud. Por lo tanto, es fundamental comprender cdmo cambia el valor predictivo, en relacién con el
tiempo transcurrido desde la exposicion o los sintomas, especialmente al utilizar los resultados de
estas pruebas para tomar decisiones, como si dejar de usar equipos de proteccién personal, o
permitir que los trabajadores de la salud expuestos regresen trabajar. La sensibilidad y especificidad
de las pruebas para SARS-CoV-2 basadas en RT-PCR, estdan mal caracterizadas, y el "periodo de
ventana" después de la adquisicidn de la infeccion, en el que es mas probable que las pruebas
produzcan resultados falsos negativos, no es bien conocido.

Las pruebas precisas para SARS-CoV-2, seguidas de las medidas preventivas, son fundamentales en
el entorno de atencién médica para prevenir tanto la transmisién nosocomial como comunitaria. Sin
embargo, la mayoria de los hospitales enfrentan una escasez critica de capacidad de prueba del
SARS-CoV-2, de equipo de proteccion personal y de personal de atencién médica (1). A medida que
avanza la epidemia, los hospitales cada vez mas tienen que decidir cdmo responder cuando un
paciente o un trabajador de la salud tienen una exposicion conocida al SARS-CoV-2. Aunque 14 dias
de aislamiento o cuarentena, con precauciones de transmision aérea, seria un enfoque conservador
para minimizar la transmision segun las pautas de los centros para el Control y la Prevencién de
Enfermedades (2), esto no es factible para muchos hospitales dada la limitacién de recursos.

A medida que las pruebas basadas en RT-PCR para el SARS-CoV-2 se estan volviendo mas
disponibles, se utilizan cada vez mas para la descartar infeccién y para conservar los escasos equipos
de proteccién personal y preservar la mano de obra. Cuando los trabajadores de la salud dan
negativo en la prueba, estan cada vez mas siendo autorizado para regresar al trabajo; de manera
similar, cuando los pacientes expuestos dan negativa para la prueba, las precauciones de
transmisién aérea o de gotas pueden ser eliminadas. Si los resultados de las pruebas realizadas
durante el periodo de ventana son negativas, y se interpretan como una evidencia sélida de que una
persona expuesta es SARS-CoV-2-negativa, y podria ocurrir una transmision evitable.

Es fundamental comprender cémo el valor predictivo de la prueba varia con el tiempo desde la
exposicion y el inicio de los sintomas, para evitar estar falsamente tranquilos por resultados
negativos a partir de pruebas realizadas al principio del curso de la infeccion. El objetivo de nuestro
estudio fue estimar la tasa de falsos negativos por dia desde la infeccién.

METODOS

Datos fuente

Como parte de un esfuerzo mas amplio para proporcionar una evaluacion critica de la evidencia
emergente, el Compendio de Investigacidon del Nuevo Coronavirus y la Escuela de Salud Publica de
Johns Hopkins hicieron una revision de la literatura para identificar pre-impresiones y articulos
revisados por pares sobre el diagnéstico del SARS-CoV-2 (3). Los investigadores buscaron en




PubMed, bioRxiv y medRxiv utilizando una estrategia detallada en la Tabla de suplementos 1
(disponible en Annals.org). La busqueda se actualizé por ultima vez el 15 de abril de 2020. De la
busqueda mds amplia, identificamos articulos que proporcionaron datos sobre el rendimiento de RT-
PCR por tiempo desde el inicio de los sintomas o la exposicién usando muestras de hisopados
nasales o de garganta entre pacientes testeados para SARS-CoV-2. Los criterios de inclusion fueron el
uso de una prueba basada en RT-PCR, toma de muestras de la parte superior del tracto respiratorio,
e informe del tiempo transcurrido desde el sintoma inicial o la exposicidn. Excluimos los articulos
gue no definian claramente el tiempo entre la prueba y la aparicion de los sintomas o la exposicion.
Identificamos 7 estudios (2 pre-prints y 5 articulos revisados por pares) (4 a 10) con un total de 1330
muestras analizadas por RT-PCR. La figura 1 resume los datos de origen. Un estudio de Kujawski y
colegas (10) proporciond muestras nasales y de garganta para cada paciente; Usamos solo las
muestras nasales en nuestro analisis.

Como se definieron los casos

La mayoria de los estudios (Danis et al. [6], Wo™ Ifel y colegas [4], Kim y colegas [7], Kujawski y
colegas [10] y Zhao y colegas [8]) hicieron series pruebas y requirieron al menos 1 resultado positivo
de RT-PCR para considerarse un caso confirmado. Nuestro analisis agrupado incluyé solo los casos
confirmados de esos estudios. Los estudios de Liu y colegas (9) y Guo y colegas (5) incluyeron tanto
casos confirmados (21 resultado positivo de RT-PCR, similar a otros estudios; n =153 para Liuy n =
82 para Guo), como casos probables, segin se determind por un conjunto de criterios clinicos (n =
85 para Liu y n =58 para Guo). En ambos estudios, los pacientes del caso mas probable fueron
positivos para anticuerpos IgM o IgG SARS-CoV-2 (67 de 85 casos probables de Liu fueron IgM o IgG
positivos, y 54 de 58 para Guo fueron IgM-positivas). Asi, 22 participantes fueron considerados
pacientes caso, en base a criterios clinicos, solamente porque no pudimos separarlos utilizando la
informacidn proporcionada. La Tabla complementaria 2 (disponible en Annals.org) proporciona
detalles adicionales sobre los datos de origen utilizados en nuestros cdlculos. Como andlisis de
sensibilidad, para evaluar el efecto de los estudios individuales sobre nuestras inferencias, excluimos
cada estudio a su vez a partir de calculos de |la probabilidad post-prueba de infecciéon después de un
resultado de RT-PCR negativo (Suplemento Figura 3, disponible en Annals.org).

Analisis estadistico

Modelo para estimar la tasa de falsos negativos y tasa de omisidn falsa por tiempo desde la
exposicion

Usando un enfoque similar al de Leisenring y colegas (11) y Azman y colegas (12), ajustamos un
modelo de regresidn logistica jerarquica bayesiana para la sensibilidad de la prueba pj, t con un
efecto aleatorio para el estudio j y una spline polinomial cibica para el tiempo logaritmico t desde
exposicion:

X+ ~ Binomial(n;, p;s)

logit( p;s) = B; + B1log(t) + Balog(t)* + Balog(t)®
B; ~ Normal(Bo, o)



donde xj, t es el nUmero de pacientes que realizaron la prueba positiva en RT-PCR de nj, t pruebas
totales, t dias después de la exposicion en el estudio j. Se supuso que la exposicion habia sucedido 5
dias antes de la aparicién de los sintomas, segun el periodo medio de incubaciéon estimado
previamente en un amplio estudio de transmisidn en contactos domésticos (13) y entre los casos
confirmados publicamente (14). Desde la sensibilidad, calculamos la tasa de falsos negativos
esperada para cada dia. También calculamos la probabilidad post-prueba de infeccién, asumiendo
una probabilidad previa a la prueba basada en la tasa de ataque en contactos domésticos cercanos
de pacientes con casos de SARS-CoV-2 en Shenzhen, China (77 de 686 [11,2%]) (14). Asumimos una
especificidad del 100% para la RT-PCR, segun lo informado en la Administracion de Drogas y
Alimentos de Estados Unidos en el prospecto del ensayo Quest RT-PCR para SARS-CoV-2, que basd
su estimacion en pruebas de 72 presuntas muestras negativas de las vias respiratorias superiores del
tracto respiratorio inferior y 30 del tracto respiratorio inferior (15). La especificidad estd respaldada
ademads por un estudio europeo que no mostré reactividad cruzada con otros coronavirus en 297
muestras clinicas (16).

Analisis de sensibilidad

Aunque la Administracion de Drogas y Alimentos informd que la especificidad para la RT-PCR del
SARS-CoV-2 es del 100%, muchos de los estudios de apoyo se realizaron fuera del Estados Unidos, y
no podemos excluir la variabilidad en la performance de la prueba. Por lo tanto, repetimos nuestro
analisis asumiendo 90% de especificidad para evaluar la sensibilidad de nuestros resultados a esta
suposicién. Un segundo supuesto de nuestro modelo, el periodo de incubacion de 5 dias, se basd en
una gran estudio de contactos domésticos en Shenzhen (13) y en casos confirmados publicamente
(14). Hicimos analisis adicionales variando el periodo de incubacién a 3 y 7 dias para evaluar la
sensibilidad de nuestros resultados a esta suposicion. También repetimos analisis excluyendo 1
estudio por vez para evaluar el efecto sobre nuestras inferencias.

Disponibilidad y codificacion de datos

Los datos y el cédigo utilizados para ejecutar este andlisis son disponible publicamente en
https://github.com/HopkinsIDD/ covidRTPCR (17).

Papel de la fuente de financiacion

Los financiadores no influyeron en el disefio del estudio, conducta o denuncia.

RESULTADOS

Probabilidad de un resultado falso negativo entre pacientes positivos para SARS-CoV-2, por dia
desde la exposicion

Durante los 4 dias de infeccidon antes del momento habitual de aparicién de los sintomas (dia 5), la
probabilidad de un resultado falso negativo en una persona infectada disminuye de 100% (IC del
95%, 100% a 100%) en el dia 1 al 67% (IC, 27% al 94%) el dia 4, aunque existe una incertidumbre
considerable en estos niumeros. El dia del inicio de los sintomas, la tasa mediana de falsos negativos
fue 38% (IC, 18% a 65%) (Figura 2, arriba). Esto disminuyd al 20% (IC, 12% a 30%) el dia 8 (3 dias



después del inicio de los sintomas) y luego comenzd para aumentar nuevamente, del 21% (IC, 13% al
31%) en dia 9 al 66% (IC, 54% a 77%) el dia 21.

Probabilidad de infeccidn posterior a la prueba si el resultado de RT-PCR es negativo (1 menos
valor predictivo negativo)

Trasladar estos resultados a una probabilidad posterior a la prueba de infecciéon, un resultado
negativo en el dia 3 reduciria nuestra estimacion de la probabilidad relativa de que un paciente fue
infectado en solo un 3% (IC, 0% a 47%) (por ejemplo, del 11,2%, la tasa observada en un gran estudio
de contactos domésticos, al 10,9%) (Figura 2, parte inferior). Las pruebas realizadas el primer dia de
la aparicién de los sintomas son mas informativas, y reducen la probabilidad inferida de que un caso
el paciente estaba infectado en un 60% (IC, 33% a 80%).

Variacidn en la probabilidad de infeccidn posterior a la prueba si el resultado de RT-PCR es
negativo, segln la probabilidad previa a la prueba

La probabilidad de infeccién posterior a la prueba en un paciente con un resultado de RT-PCR
negativo varia con la probabilidad pre-test de infeccidn, es decir, la probabilidad de infeccién en
base a la base de la magnitud de la exposicidn o presentacidn clinica. Cuando asumimos una alta
probabilidad previa a la prueba de infeccion (4 veces la tasa de ataque observada en una gran
estudio de cohorte), la probabilidad de infeccion posterior a la prueba fue como minimo 14% (IC, 9%
a 20%) 8 dias después de la exposicion (Figura 3). Cuando asumimos una probabilidad previa a la
prueba mas baja del 5,5% (la mitad de la tasa de ataque observada), la la probabilidad de infeccidon
posterior a la prueba se redujo al minimo 8 dias después de la exposicion (1,2% [IC, 0,7% a 2,0%]).

Analisis de sensibilidad

Cuando repetimos nuestro anadlisis asumiendo una especificidad de RT-PCR del 90% en lugar del
100%, los resultados fueron muy similares (Figura 1 del Suplemento, disponible en Annals.org).
Encontramos una mayor probabilidad de infeccién en el ajuste de un resultado de RT-PCR negativo,
con la mayor diferencia que se produjo el dia 2 (12,4% frente a 11,3% [1,1 punto porcentual mas
alto]). Cuando repetimos nuestros analisis variando el periodo de incubacion, encontramos que un
inicio mas temprano de los sintomas condujo a una disminuciéon mas rapida en la tasa de omisiones
falsas y un tiempo de aparicion tardia llevd a una disminucién mas lenta; sin embargo, las curvas
eran similares en general, y nuestras inferencias primarias siguen siendo las mismas relativo a la
fecha de inicio (Suplemento Figura 2, disponible en Annals.org). Cuando repetimos nuestro analisis
de la probabilidad de infeccidn posterior a la prueba excluyendo un estudio diferente cada vez,
nuestras inferencias no cambiaron (Suplemento de la figura 3).



Figure 1. Sensitivity of RT-PCR tests, by study and days since symptom onset, for nasopharyngeal samples (left),
oropharyngeal samples (middle), and unspecified upper respiratory tract (right).
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Figure 2. Probability of having a negative RT-PCR test result given SARS-CoV-2 infection (top) and of being infected with
SARS-CoV-2 after a negative RT-PCR test result (bottom), by days since exposure.
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Figure 3. Posttest probability of SARS-CoV-2 infection after a
negative RT-PCR result, by pretest probability of infection.
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DISCUSION

Durante los 4 dias de infeccidn antes del momento habitual de aparicién de los sintomas (dia 5), la
probabilidad de un resultado falso negativo en una persona infectada disminuye de un 100% el dia 1
al 68% el dia 4. El dia de inicio de sintomas, la tasa media de falsos negativos fue del 38%. Esto
disminuyd al 20% el dia 8 (3 dias después del inicio de sintomas) luego comenzo6 a aumentar
nuevamente, del 21% en el dia 9 a 66% el dia 21. Se minimizé la tasa de falsos negativos 8 dias
después de la exposicidn, es decir, 3 dias después de la aparicidn de sintomas en promedio. Como
tal, esto puede ser el momento éptimo para testear si el objetivo es minimizar los resultados falsos
negativos. Cuando la probabilidad pre-test de infeccidn es alta, la probabilidad post-prueba sigue
siendo alta, incluso con un resultado negativo. Ademas, si la prueba es realizada inmediatamente
después de la exposicidn, la probabilidad pre-test de la prueba previa es igual a la probabilidad post-
prueba negativa, lo que significa que la prueba no proporciona informacién adicional sobre la
probabilidad de infeccidn.

Desde que comenzd el brote, se han planteado preocupaciones sobre la escasa sensibilidad de las
pruebas basadas en RT-PCR (18); 1 estudio ha sugerido que esto podria ser tan bajo como 59% (19).
Hemos disefiado un modelo disponible publicamente que proporciona un marco para estimar el
desempeno de estas pruebas por tiempo desde la exposicion y puede actualizarse a medida que se
disponga de datos adicionales.

Las pruebas para SARS-CoV-2 basadas en RT-PCR agregaron poco valor diagndstico en los dias
inmediatamente posteriores a la exposicidn. Esto es consistente con un periodo de ventana entre la
adquisicion de la infeccion y la detectabilidad por RT-PCR vista en otras infecciones virales, como el
VIH y la hepatitis C (20, 21). Nuestro estudio sugiere un periodo de ventana de 3 a 5 dias, y no
recomendamos tomar decisiones con respecto a eliminar las precauciones de contacto o finalizar



cuarentena sobre la base de los resultados obtenidos en este periodo en ausencia de sintomas.
Aungque la tasa de falsos negativos se minimiza 1 semana después de la exposicién, permanece alta,
en un 21%. Los posibles mecanismos para una alta tasa de falsos negativos incluyen la variabilidad
en la cantidad individual de eliminacion de virus y en las técnicas de recoleccidon de muestras.

Una consideracion es si las pruebas en serie ofrecen algln beneficio en el rendimiento de la prueba
en comparacion con una prueba Unica. Si asumimos la independencia de los resultados de la prueba,
las pruebas en serie reducirian casi con certeza la tasa de falsos negativos; sin embargo, sin mas
datos sobre el mecanismo subyacente para la alta tasa de falsos negativos, esta suposicién puede no
estar justificada. Por ejemplo, si la tasa se debié a la variabilidad individual en la diseminacion viral,
el rendimiento probablemente no mejoraria con las pruebas en serie.

Aunque somos conscientes de que no existen estudios, algunos informes preliminares sugieren falta
de independencia; por ejemplo, en 1 informe de caso de una persona con infeccién confirmada
sobre |la base de tanto hallazgos en pruebas radioldgicas como positividad de RT-PCR de aspirados
endotraqueales, los resultados de RT-PCR de hisopados nasofaringeos fueron negativos a lo largo de
la evolucidn clinica (6). Hacen falta mas estudios para caracterizar mejor el mecanismo subyacente
para un rendimiento diagndstico deficiente de las pruebas de RT-PCR para SARS-CoV-2.

La relacion entre un resultado falso negativo y la infectividad no esta clara, y los pacientes que se
testean negativos en muestras de hisopados nasofaringeos pueden tener menos probabilidades de
transmitir el virus independientemente del estado real del caso. Encontramos un aumento en la tasa
de falsos negativos a partir de 9 dias después de la exposicion; sin embargo, es posible que algunos
de los resultados posteriores no eran falsos negativos reales, sino mas bien representaron la
eliminacion de la infeccién. Por lo tanto, la interpretacion mas adelante en el curso clinico depende
del propdsito de la prueba: si el objetivo es retirar un paciente del aislamiento, estos resultados
negativos pueden ser correctos, aunque se necesitan mas datos, dados los estudios que muestran
replicacidn viral en otros sitios. Sin embargo, si el objetivo de la prueba es evaluar si es necesario un
seguimiento o si el paciente debe ser tratado como SARS-CoV-2-positivo para el propdsito de
seguimiento de contactos, es posible que la prueba no proporcione informacidn y la precaucion
deba usarse en la toma de decisién. Porque los anticuerpos aparecen mas tarde en el curso de
infeccidn, una combinacidn de pruebas de anticuerpos y RT-PCR podria ser mas util para pacientes
mas remotos de los sintomas o de la exposicion.

Nuestro estudio tiene varias limitaciones. Hubo una significativa heterogeneidad en el disefio y
conduccién de los estudios subyacentes a partir de los cuales se utilizaron los datos de nuestro
analisis. Sin embargo, cuando hicimos un analisis de sensibilidad excluyendo cada estudio a su vez,
encontramos que ningun estudio fue especialmente influyente y las inferencias se mantuvieron
practicamente sin cambios. Las técnicas de recoleccién de muestras variaron entre los estudios
(hisopados orofaringeos versus nasofaringeos), y varios estudios indicaron que las muestras eran del
tracto respiratorio superior sin proporcionar mas detalles. Por lo tanto, no pudimos explicar
completamente las diferencias en las técnicas de recoleccion de muestras. La mayoria de estudios
analizaron muestras en el momento de la aparicion de los sintomas en lugar del tiempo de
exposicidon, lo que genera una gran variacion en las estimaciones en los primeros dias después de la
exposiciéon. Nuestro modelo es aplicable solo en el contexto de una exposicién Unica conocida, no en
el entorno de exposicién continua, como en los trabajadores de la salud que pueden estar expuestos



diariamente a pacientes con SARS-CoV-2-positivo. Finalmente, la mayoria de los estudios definieron
casos positivos verdaderos como aquellos con al menos resultado de RT-PCR positivo, lo que
significa que los pacientes que nunca dieron positivo no se incluyeron; esto podria llevar a una
subestimacién de la tasa de falsos negativos verdaderos. Dos estudios incluyeron casos probables
basados en datos clinicos y caracteristicas epidemioldgicas, incluso si los pacientes tenian un
resultado positivo de RT-PCR o serologia. Al ser los criterios tales como fiebre, sintomas respiratorios
y los hallazgos de imagen son inespecificos, la clasificacion errénea es probable, donde alguna
proporcién de casos probables son realmente negativos verdaderos en lugar de negativos falsos.
Nosotros creemos que este efecto fue pequefio porque excluyendo estos estudios de nuestro
andlisis no cambiaron nuestra inferencias.

En resumen, se debe tener cuidado al interpretar las pruebas de RT-PCR para la infeccién por SARS-
CoV-2, particularmente temprano en el curso de la infeccién y especialmente cuando se usan estos
resultados como base para eliminar las precauciones destinadas a prevenir la transmisién posterior.
Si la sospecha clinica es alta, no debe descartarse la infeccidon en el base de RT-PCR sola, y la clinicay
situacién epidemiolégica deben ser considerada cuidadosamente. En muchos casos, se desconoce el
tiempo de exposicidn y se realizan las pruebas sobre la base del tiempo de inicio de los sintomas. La
tasa de falsos negativos es mas baja 3 dias después de la aparicion de los sintomas, o
aproximadamente 8 dias después de la exposicién. Los médicos deben considere esperarde 1a 3
dias después de la aparicidn de los sintomas para minimizar la probabilidad de un resultado falso
negativo. Hacen falta mas estudios para caracterizar el rendimiento de las pruebas y la investigaciéon
enfoques de mayor sensibilidad son fundamentales.
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