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Algunos pacientes que se han recuperado del COVID-19 con RT-PCR negativadocumentadaenel
momento de la recuperacidn, han dado resultados positivos posteriores en la prueba de RT-PCR para
el SARS-CoV-2,'2 en ausencia de cualquiersintoma que sugiera una nuevainfeccién.? Se desconoce
si estos pacientes soninfecciosos, o si estos deben estaren cuarentena. LaRT-PCR no es un cultivo
viral y no permite determinarsiel virus es viable y transmisible. Investigamos las RT-PCR
nuevamente positivas de hisopados nasales y orofaringeos de pacientes recuperados de COVID-19,
con resultados negativos para la presenciade ARN SARS-CoV-2 replicativo.*

Métodos | Estudiamos 176 pacientes recuperados con COVID-19que ingresaron en el servicio
ambulatorio de post-agudos de nuestrainstitucion (Roma, Italia), del 21 de abril al 18 de juniode
2020, para seguimiento de COVID-19.5® Antes de eso, los pacientes habian interrumpido el
aislamiento segun los criterios actuales,® que requieren no tenerfiebre durante 3 dias, mejoriaen
otros sintomasy resultados de negativos RT-PCR para ARN del SARS-CoV-2, con 24 horas de
diferencia.

Se analizaron muestras de hisopados nasalesy orofaringeos de pacientes en seguimiento para ARN
total (gendmico) y replicativo (subgendmico) del SARS-CoV-2, mediante pruebas de RT-PCR
(Métodos electronicos en el Suplemento). Para pacientes con resultados positivos para el ARN total,
las muestras obtenidas previamente en elmomento deldiagndstico de COVID-19, y mantenidas a
-112 ° F, también fueron testeadas para ARN replicativo. Se realizaron pruebas serolégicas para
deteccidnde IgG / IgA de SARS-CoV-2 (en el Suplemento de Métodos). El Comité de Etica de la
Fondazione Policlinico Universitario A. GemelliIRCCS (Roma, Italia) aprobé el estudioy redacto el
consentimiento informado que se obtuvo de cada paciente.

Resultados | Como se muestraen la tabla,* 32 de 176 muestras de hisopados nasalesy orofaringeos
(18,2%) dieron positivo para ARN de SARS-CoV-2total, con cargas virales que oscilan entre 1,6 x 10*
a 1,3 x 10° copias por mL, de ARN de SARS-CoV-2. Unade las 32 muestras (3,1%), tenia ARN del
SARS-CoV-2replicativo. Las muestras de los 32 pacientes, en elmomento del diagnéstico de COVID-
19, también se testearon y, como era de esperar, tenian ARN de SARS-CoV-2replicativo. Todos
menos uno de los 32 pacientes, tuvieron un resultado positivo de serologia de SARS-CoV-2 (tabla),



asicomo 139 de los 144 pacientes restantes (datos mostrados), en elseguimiento de COVID-19. El
paciente que fue serolégicamente negativo nofue el que tuvo un resultado positivo para el ARN
replicativo del SARS-CoV-2. Eltiempo medio (DE) desde eldiagnéstico de COVID-19al seguimiento
fue de 48,6 (13,1) dias en 32 pacientes (Tabla) y 57,7 (16,9) dias en 144 pacientes (datos no
mostrados).

Tabla. Resultados de las pruebas para las muestras de hisopados nasales y orofaringeos obtenidas en el
diagndstico de COVID-19 o despuésde la recuperacion de COVID-19 en 32 pacientes del estudio?

COVID-19 samples tested
Diagnosls Recovery

Subgenomic Subgenomic  RNA load, Serology (positive P&ﬁg‘w
Sample  Genomic RNA {C; value) RNA (C;value)  Genomic RNA (C; value) (C; value) coples/mL or negative result) sampling
Sample RdRP RdRP since
No. Egens gene Ngene Egene Egene gene Ngene Egene N gene lgG Igh dlagnosls
1 316 13 312 345 293 30.7 312 39.1 1.2 = 10* Positive Positive 39
2 27.0 26.9 30.0 36.0 30.0 30.5 31.2 8.9 x10° Posltive Positive 31
3 19.3 20.8 221 352 315 347 328 3.3 = 10° Posltive Negative 44
4 216 22.0 229 364 318 314 323 £.5x 10° Positive Positive 34
5 30.0 328 381 30.2 318 343 34.5 3.2x%10° Positive Positive 62
6 20.8 209 223 373 32.2 328 341 5.3x10° Positive Positive 37
7 273 299 313 369 323 309 327 6.4 = 10° Positive Positive 39
8 269 7.0 312 81 35.0 344 36.1 4.0x=10° Positive Positive 71
g 225 237 249 1.0 388 336 339 2.6 107 Negative Negative 42
10 213 214 289 389 322 334 1.2 = 10° Posltive Positive 56
11 26.6 26.9 281 33.0 328 33.2 1.3 = 10° Posltive Positive 54
12 228 242 25.3 31.0 34.2 337 6.0 x 10° Positive Positive 55
13 25.8 25.8 26.1 398 NA 348 39.1 3.0 = 107 Positive Positive 36
14 20.8 204 211 32.0 35.0 35.1 1.9x 10° Positive Positive 56
15 294 301 322 37.0 36.5 39.2 3.2 x 107 Positive Positive 36
16 279 9.1 311 320 38.1 393 16 =10} Positive Positive 77
17 30.6 299 318 321 357 NA 5.4 x 10° Positive Positive 53
18 28.5 29.1 30.8 368 36.8 2.9x 10° Posltive Positive 43
19 26.9 222 26.1 01 375 1.1x=10° Posltive Positive 36
20 257 252 289 38.0 379 2.6 x 10° Posltive Positive 48
21 27.0 29.0 30.2 323 38.1 1.9x 10° Positive Positive 41
22 28.5 204 30.0 323 38.4 49101 Positive Negative 76
23 271 86 293 361 389 4.5x10° Positive Positive 29
24 254 2249 241 348 39.0 5.6 x 10} Positive Positive 70
25 28.7 295 314 373 e 301 54107 Negative Positive 46
26 271 217 292 71 39.1 1.9x10° Posltive Positive 34
27 26.7 217 206 9.2 392 2.0 x 10° Posltive Positive 45
28 171 19.1 19.9 33.0 392 8.5 x10° Posltive Positive 40
29 27.0 289 30.0 321 39.3 5.0 = 107 Positive Positive 56
30 229 238 25.8 371 394 1.6 = 10° Positive Positive 55
31 286 304 309 330 396 5.3x10° Positive Positive 61
32 291 28.0 309 362 398 3.4 x10° Positive Positive 53

Abbreviations: COVID-19, coronavinus disease 2019; Cr, cycle threshold; E gene, envelope gene; NA, not applicable; N gene, nucleocapsid gene; RdRP, RNA-dependent RNA
polymerase; RT-PCR, real-time polymerase chain reaction.

Para las pruebas de RT-PCR, se utilizaron los ensayos Seegene Allplex 2019-nCoV y Clonit Quanty COVID-19
para la deteccidny cuantificacién de ARN total, respectivamente, mientras que se detectd ARN replicativo (gen
E) mediante un ensayo interno de RT-PCR.* Los resultados se expresaron como valores de C: (<40 para
deteccion positiva) o se cuantificaron como copias de ARN (gen N) por mL. NA indica la ausencia de deteccidn
positiva para elgen indicado. Para las pruebas seroldgicas, se realizaron inmunoensayos enzimaticos de SARS-
CoV-2 1gG/ IgA Euroimmun, y los resultados positivos y negativos se evaluaron utilizando 1,1 o mas o menos de
1,1 veceslos limites delfabricante, como valores de referenciade IgG/ IgA, respectivamente.




Discusion | Similar a lo reportado en otra parte,? el 18% de los pacientes con COVID-19en nuestra
institucion tuvieron una RT-PCR positiva para ARN de SARS-CoV-2después de larecuperacion clinica,
con un resultado negativo previo.> Como una positividad en los pacientes es sugestiva, perono
necesariamente unreflejo, deltransporte viral, utilizamos la deteccién de ARN de SARS-CoV-2
replicativo como una representacion de de lareplicacién del virus en cultivo.*

Solo 1 de 32 pacientes que volvieron a dar positivo, tenian virus en replicacidon en la muestrade
hisopado nasal o de orofaringe, lo que sugiere unainfeccién recurrente o reinfeccién, lo que es
imposible de separar, porque no se realizaron andlisis de secuenciacidn gendmica completa ni
analisis filogenético. 3

El paciente que volvid a dar positivo 16 dias después de larecuperaciéon de COVID-19 (es decir, 39
dias desde el diagndstico de COVID-19) fue sintomatico. El paciente era un adulto mayor con
hipertensidn, diabetes, y enfermedades cardiovasculares, pero sin evidencia de contactos cercanos
con personas con infeccidon por SARS-CoV-2 o personas que con RT-PCR positiva. En los 31 pacientes
restantes (que eran asintomaticos), su resultado positivo probablemente represente ya sea infeccién
recurrente o enresolucién, pero en cualquier caso, era poco probable que sea infeccioso. Las
limitaciones de nuestro estudio son la falta de datos a partir de cultivos virales o andlisis de
secuenciacion del genomacompletoy el pequefio tamafio de la muestra.

Conclusiones | Este estudio destaca que muchos pacientes que se recuperaron de COVID-19pueden
seguir siendo positivos (aunque en un nivel mas bajo) para el ARN del SARS-CoV-2, perosolo una
minoria de los pacientes pueden portarun SARS-CoV-2replicante en las vias respiratorias. Se
necesitan mas estudios para verificar si estos pacientes pueden transmitir el virus.
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