“, Keraity

-

Instituto Global de
Excelencia Clinica

Titulo Resumen de evidencia: Uso de RT-PCR en pacientes con diagnostico
de COVID-19
Cdédigo de Identificacion 07202020IHJRA
Area Solicitante COVID-191. Comité de Crisis en Salud Publica Keralty
Nombre COVID-191. Comité de Crisis en Salud Publica Keralty
Fecha de Respuesta 20 07 2020
Pregunta:

1. ¢Es necesario hacer pruebas PCR COVID de control en pacientes que fueron sintomaticos y tuvieron
una prueba positiva para definir "recuperacion?

2. ¢ Para definir retorno laboral o a la comunidad es indispensable tener una prueba PCR negativa para
pacientes que tuvieron una prueba PCR anterior positiva?

Metodologia:
Se realizé una Revision Sistematica Rapida (Manual de Revisiones Sistematicas Rapidas. Instituto
Global de Excelencia Clinica. 2019)

Términos de Busqueda: COVID 19, Coronavirus, PCR, SARS-CoV-2, RT-PCR, RiT-RT-PCR, Viral
load.

Tipos de estudio: Recomendaciones de sociedades cientificas y organismos referentes en salud
nacionales e internacionales, revisiones sistematicas de la literatura (RSL), meta analisis, ensayos
clinicos y otros estudios primarios.

Fuentes de Informaciéon: Pubmed, Google Scholar.

Antecedentes:

En distintos paises esta establecido en sus protocolos institucionales que soélo aquel que fue
diagnosticado como COVID-19 con base en pruebas RT-PCR positivas, se puede considerar
recuperado o libre de enfermedad una vez tenga prueba RT-PCR negativa.

La racionalidad de este enfoque varia entre los paises, algunos requieren pruebas de control y otros
no para definir recuperacion.

Descripcion de la tecnologia RT-PCR

El coronavirus SARS-CoV-2 es un virus de acido ribonuclecio (ARN) monocatenario positivo (también
le llaman virus ARNmc+ o virus (+)ssRNA) (Tripp y Tompkins, 2018) , es decir no usa acido
dexosirribonucleico (ADN) para su replicacién y, puesto que los virus ARN positivos son idénticos al
ARN mensajero (ARNm) del hospedero, pueden ser inmediatamente traducidos por la célula
hospedero.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica de laboratorio utilizada para amplificar
secuencias de ADN (Park, 2011). El método utiliza secuencias cortas de ADN llamados cebadores
para seleccionar la parte del genoma a amplificar. La temperatura de la muestra se sube y se baja
repetidamente para ayudar a la enzima de replicacion del ADN a duplicar la secuencia del ADN que
esta siendo copiada. (NHGRI, 2020). Con esta técnica se pueden producir un billén de copias de la
secuencia en estudio en sélo unas pocas horas.

Pero si el SARS-CoV-2 esta hecho de ARN de una sola cadena ¢,por qué la PCR (que es para ADN)
se utiliza como técnica de diagnostico?, La respuesta es que usamos una técnica modificada la RT-
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PCR, RT por Reverse Transcriptase, es decir una técnica que incorpora una enzima, la
transcriptasa inversa; esta enzima es capaz de sintetizar ADN a partir de una molécula de ARN.

Hay varios tipos de técnicas de RT-PCR (Maddocks y Jenkins, 2016); la que se usa para el diagndstico
del SARS-CoV-2 es la cuantitativa, que permite medir en tiempo real la cantidad de copias de ADN
retrotranscrito del virus que se van produciendo. Para poder determinar la presencia de ADN viral
retrotranscrito afaden al tubo de ensayo sondas que se unen Unicamente a secuencias especificas
del ADN retrotranscrito del virus y emiten fluorescencia, a mayor fluorescencia mayor cantidad de ADN
detectado (King, 2010). A la prueba que se aplica para el diagnostico de SARS-CoV-2 se le llama RT-
PCR en tiempo real (Loeffelholz y Tang, 2020).

De la descripcion se infieren las limitaciones de este tipo de pruebas tiempo hasta positivizacion, s6lo
muestra infeccion pero no historia de la infeccion, y la posibilidad de multiples fallos en el
procesamiento, de ahi que los falsos positivos y negativos sean esperables.

Entre los distintos coronavirus patégenos encontramos al SARS-CoV-2, cuyo impacto en términos de
salud y sociales es hasta la fecha el de mayor alcance. Ver tabla 1.

Tabla 1. Tipos de Coronavirus patégenos para humanos y su aio de descubrimiento

Virus Genero | Enfermedad Ano descubrimiento
CoV-229E Alpha Infeccién leve del tracto respiratorio 1967
CoV-NL-63 Alpha Infeccién leve del tracto respiratorio 1965
CoV-HKU-1 Beta Infeccién leve de las vias respiratorias; neumonia 2005
CoV-0C43 Beta Infeccién leve del tracto respiratorio 2004
SARS-CoV Beta Sindrome respiratorio agudo humano grave 2003
MERS-CoV Beta Sindrome respiratorio agudo humano grave 2012
SARS-CoV-2 Beta Infecciones respiratorias agudas severas 2019

Fuente: Loeffelholz & Tang (2020)

Los examenes diagnosticos estan en constante evolucion. En la Universidad de Harvard tienen un
micrositio sobre las pruebas diagnésticas que se aprueban junto con sus caracteristicas en términos
de sensibilidad y especificidad que se puede consultar dando click aqui (Weissleder et al., 2020).

En un articulo de revision de Azkur et al (2020) se muestra la evolucién natural de los marcadores
diagnosticos en el COVID-19. Hacia la segunda semana los niveles de ARN del SARS-CoV-2
empiezan a desaparecer (Azkur et al., 2020), en la imagen 1 se observa la evolucion en el tiempo de
los marcadores diagndsticos.

Los test RT-PCR suelen tener una gran sensibilidad analitica y especificidades en circunstancias
ideales. Sin embargo, en la realidad clinica, la sensibilidad de la prueba varia segun la duracién de la
enfermedad, el sindrome clinico especifico de COVID-19, el lugar de la recogida de muestras, la
calidad de la recogida de muestras y la carga viral (Weissleder et al., 2020)
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Imagen 1. Evoluciéon de marcadores diagnésticos en COVID-19
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Fuente: tomado de Azkur et al. (2020).

El estandar de oro para el diagnéstico de COVID-19 es la reaccion de cadena de la polimerasa con
transcriptasa inversa en tiempo real (rRT-PCR) (Younes et al.,, 2020). Sin embargo el LAMP es
potencialmente una fuerte competencia, una vez se adelanten los estudios clinicos necesarios y si los
resultados lo respaldan “La amplificacion isotérmica mediada por lazo (LAMP) fue desarrollada como
una técnica rapida, precisa, fiable y mas barata para amplificar la secuencia objetivo a una sola
temperatura de reaccién en lugar del sofisticado equipo de ciclos térmicos que se necesita en la rRT-
PCR . La ventaja de utilizar LAMP es que la cantidad de ADN producida es mucho mayor que en la
rRT-PCR y un resultado positivo de la prueba puede verse visualmente sin necesidad de una maquina
para leer los resultados. Ademas, es simple, barato y rapido. Varios estudios evaluaron el uso de un
novedoso método RT-LAMP en comparacion con el estandar de oro rRT-PCR. Dos estudios mostraron
pruebas de que los métodos RT-LAMP demostraron mas de un 97% de sensibilidad dirigida al gen
ORF1ab en comparacion con la rRT-PCR . Yang y otros demostraron que el RT-LAMP y la rRT-PCR
tienen la misma sensibilidad y ambos pueden detectar una muestra diluida 20 veces. Ademas, segun
Yang y otros, el limite de deteccion de LAMP es de 1000 copias/mL, lo que equivale a los equipos de
rRT-PCR [50]. Lo mas importante es que los estudios han demostrado que el analisis RT-LAMP es
extremadamente especifico porque utiliza de seis a ocho cebadores para identificar ocho regiones
diferentes en el ADN objetivo. Sin embargo, a diferencia de la rRT-PCR, la tecnologia LAMP no tiene
un fondo tan grande de literatura detras de ella. Por lo tanto, las pruebas que utilizan la tecnologia
LAMP para COVID-19 todavia se estan evaluando en entornos clinicos.” (Younes et al., 2020)

Tabla 2. Métodos de diagnéstico moleculares para COVID-19

Laboratorio o

Punto de Tiempo para los Sitio tipico de toma de
Tecnologia tipo de prueba molecular Atenciéon(POC) resultados muestra
rRT-PCR RNA Viral Laboratorio 3-4h Hisopo nasofaringeo, esputo
LAMP RNA Viral POC 2-3 h Hisopo nasofaringeo, esputo
Lateral Flow Anticuerpo o antigeno POC 15-20 min Sangre
ELISA Anticuerpo o antigeno Laboratorio 1-3 h Sangre

Fuente: tomado de Younes et al. (2020)
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Las pruebas de amplificacion de acido nucleico (NAAT) como son el RT-PCR y LAMP se deben
utilizar de acuerdo con las ventanas de oportunidad diagndstica (Younes et al. , 2020), Las pruebas
antes y después de la ventana de diagndstico de la NAAT mostraran un resultado negativo falso (Pang
et al., 2020).

Imagen 2. Falsos negativos de pruebas serolégicas y de amplificacion acido nucleico (NAAT).
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Fuente: tomado de Younes et al. (2020)

Evidencia relacionada

En una revision de la literatura hecha por Mawaddah et al. (2020) concluye que es mejor usar hisopado
nasofaringeo para diagnostico en los primeros 7 dias. En la tabla 2 se observan los estudios incluidos
por Mawaddah et al. (2020), ellos describen los resultados de su revision asi: “La carga viral del ARN
del SARS-CoV-2 en el tracto respiratorio superior fue significativamente mayor durante la primera
semana y alcanzé un maximo de 4 a 6 dias después de la aparicion de los sintomas. El hisopo
nasofaringeo ha demostrado una carga viral mas alta que el orofaringeo, donde la diferencia en las
muestras emparejadas se observa mejor a los 0-9 dias después del inicio de la enfermedad. La
sensibilidad del hisopo nasofaringeo fue mayor que la del orofaringeo en los pacientes de COVID-19.
Se ha demostrado que el lavado de garganta realizado por el propio paciente contiene una carga viral
mas alta que el hisopo nasofaringeo u orofaringeo, con una sensibilidad significativamente mayor en
comparacion con el hisopo nasofaringeo emparejado. Recomendaciones: El hisopo nasofaringeo de
rutina de una presunta infeccion por COVID-19 debe tener en cuenta la anatomia de la cavidad nasal
para aumentar la comodidad del paciente y el rendimiento del diagndstico. El hisopo orofaringeo de
rutina debe ser reemplazado por un lavado de garganta que ha demostrado una mejor precision
diagnostica, y es seguro para los demas.” (Mawaddah et al. 2020)
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Tabla. 3. Listado de estudios incluidos en la revisién de Mawaddah et al. (2020)

Autor Pais Numero de pacientes | Numero de muestras

Yang China 213 866
Liu et al. China 4880 4880
Roxby et al. | USA 142 284
Toetal. Hong Kong 12 24
Wang et al. | China 205 1070
Wolfel et al. | Alemania 9 9?
Guo et al. China 11 24
Lo etal. China 10 213
Yu et al. China 76 323
Zou et al. China 18 72
Pan et al. China ? 110
Toetal China 23 173

Fuente : adaptado de Mawaddah et al. (2020).

Aunque se ha postulado a la saliva como fluido para diagndstico de COVID-19 no hay evidencia
concluyente que apoyo su uso como método diagnéstico. Algunos como Sri Santosh et al (2020)
indican que “las investigaciones recientes sugieren que la saliva puede utilizarse como una biomuestra
viable para la deteccion del Covid-19, por lo que se necesitan mas estudios para validarla. El
diagnostico salival puede desempenar un papel fundamental en la deteccion de Covid-19 y puede
ofrecer una deteccién masiva de la poblacion.” (Sri Santosh et al., 2020)

Se desconoce el tiempo de proteccion que brinda frente a una nueva infeccion el haber padecido con
o sin sintomas COVID-19., Vabret et al. (2020) han postulado que el desconocimiento sobre la
proteccion requiere una observaciéon de tiempo prolongado que no ha ocurrido aun (ver imagen 3);
igualmente, Huang et al. (2020) realizaron una revision sistematica que incluyo varios tipos de
coronavirus y concluyeron que los datos existentes no permitian establecer el tiempo de proteccion
tras tener una infeccién por coronavirus (Huang et al., 2020).

Se han descrito casos de persistencia de positividad en pruebas RT-PCR como el reportado por Uechi
et al. (2020) en el que “una paciente asintomatica a la que se le diagnosticé una infeccion por SARS-
CoV-2 permanecio en la reaccion en cadena de la polimerasa de transcripcion inversa positiva durante
24 dias, aunque estuvo en cuarentena en un hospital de aislamiento. Este hallazgo sugiere que un
paciente asintomatico diagnosticado con infeccién por SARS-CoV-2 con hallazgos anormales en una
tomografia computarizada de térax puede ser un portador asintomatico durante mas de 3
semanas”(Uechi et al., 2020).

Imagen 3. Inmunidad mediada por anticuerpos en SARS-CoV-2
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Fuente: Vabret et al. (2020)
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En una revision de Zhen et al.(2020) en la que se comparaba el rendimiento diagndstico de las
tomografias de térax (TAC) contra las RT-PCR de tiempo real (QPCR) se encontré6 una ligera
superioridad de los TAC, pero el mejor resultado era cuando ambas formas de diagnéstico se
combinaban, “Para un diagndstico mas preciso, comparamos la tasa de anormalidad en la tomografia
con la tasa positiva en el qPCR. En parte debido a la falta de literatura sobre MERS, no se encontr6
ninguna diferencia significativa (P = 0.3516). Sin embargo, en el SARS y en COVID-19, hubo una
diferencia significativa entre la tomografia y los hallazgos de la qPCR (P = 0,0302, P = 0,00697).
Aunque la especificidad de la gPCR podia alcanzar el 100 % se requeria un titulo viral suficiente del
espécimen. En particular, excepto el liquido de lavado broncoalveolar (BALF) (100 %), el esputo mostro
la tasa positiva mas alta (74,4 % ~ 88,9 %), seguido de los hisopos nasales (53,6 % ~ 73,3 %). Las
razones podrian ser el momento de la recogida de la muestra, el transporte de la muestra, las pruebas,
etc. Se debe considerar que los especimenes de las vias respiratorias inferiores mejoran la sensibilidad
de la qPCR, en particular si los resultados de las pruebas nasofaringeas y orofaringeas son negativos;
sin embargo, en caso de sospecha clinica elevada, también se deben aplicar pruebas seroldgicas de
seguimiento. Lo mas importante es que los clinicos deben aplicar practicas apropiadas de control de
la infeccion para los pacientes con sospecha clinica de infeccién, especificamente con resultados
iniciales negativos de la gPCR, en particular los que posean una anormalidad tipica en la tomografia
computarizada o la radiografia de térax. Ademas, un solo hisopo era relativamente insuficiente. En un
estudio anterior sobre la infeccion por MERS, el 89% de los pacientes obtuvieron un resultado positivo
después de un hisopo, el 96,5% obtuvo un resultado positivo después de dos hisopos consecutivos y
el resultado positivo alcanzé el 97,6% después de tres hisopos consecutivos. Por lo tanto, el resultado
negativo inicial podria ser poco convincente a menos que se hicieran pruebas repetidas.” (Zhen et al.,
2020).

Tabla 4. Comparacion entre los resultados de la tomografia y la qPCR (RT-PCR de tiempo real)
de los pacientes con neumonia por virus de la corona.

Neumonia TAC (media* Desviacion Estandar) qPCR (media* Desviacion Estandar) P value
SARS 93~100 % (98 + 4) 50~86 % (75 £ 13) 0.0302
MERS 100% | 58~90 % (74 + 23) 0.3516
COVID-19 69~100 % (89 + 11) 50~97 % (72 £ 15) 0.00697

Fuente: Zhen et al. (2020)
Hallazgos / Respuesta a Interrogantes

¢ Es necesario hacer pruebas RT-PCR COVID de control en pacientes que fueron sintomaticos
y tuvieron una prueba positiva para definir "recuperacion?

En la revisiéon no se encontré evidencia especifica para responder esta pregunta, sin embargo a partir
de la evidencia encontrada se puede sugerir que la respuesta depende del tiempo que ha transcurrido
desde que iniciaron sintomas.

Si han transcurrido mas de 15 dias desde iniciados los sintomas una prueba RT-PCR no genera valor
agregado y no define el término recuperado.

¢ Para definir retorno laboral o a la comunidad es indispensable tener una prueba PCR negativa
para pacientes que tuvieron una prueba RT-PCR anterior positiva?

En la revision no se encontré evidencia especifica para responder esta pregunta, no obstante el periodo
de aislamiento transcurrido tras una prueba RT-PCR positiva en ausencia de sintomas guia la
realizacion de una nueva prueba de acuerdo con la evidencia encontrada.
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No se recomienda hacer pruebas adicionales RT-PCR, una vez tenemos un resultado positivo en
paciente asintomatico. Se recomienda aislamiento preventivo en todo paciente asintomatico. No hay
evidencia concluyente sobre el periodo de tiempo que debe permanecer en aislamiento un paciente
asintomatico, en general la posicion mas repetida en la revisioén esta entre 10 y 14 dias de aislamiento.

Posiciones de Organismo profesionales

En una busqueda dirigida a cuerpos profesionales y centros de referencia cuyos hallazgos se resumen
en la tabla 5. La posicion mayoritaria es NO usar estrategias basadas en pruebas de control posterior
a diagnostico de COVID-19.

Tabla 5. Posiciones de algunos organismos de salud.

Estrategia
diagndstica
general

éPruebas de control RT-PCR una vez
terminado el aislamiento? Observacion

Los pacientes con un curso severo de COVID-19 (que necesitan
oxigeno)

Al menos 48 horas sin sintomas (definido como la mejora sostenida
de los sintomas agudos de COVID-19 segun la evaluacion médica)
MAS

Los primeros 10 dias después de la aparicion de los sintomas

MAS

Prueba de PCR

Los pacientes con un curso COVID-19 leve (sin necesidad de
oxigeno)

Pais

Robert Koch
Institute
(Alemania)

RT-PCR

Si para los casos que requirieron oxigeno
durante su tratamiento o son poblacion
geriatrica. No para los que no requirieron
oxigeno o fueron asintométicos. Las
personas con enfermedades
autoinmunes requieren evaluacion
individual. (RKI, 2020).

Al menos 48 horas sin sintomas (definido como la mejora sostenida
de los sintomas agudos de COVID-19 segun la evaluacion médica)
MAS

Como minimo 10 dias después de la aparicidn de los sintomas
Personas con infeccién asintomatica de SARS-CoV-2

Como minimo 10 dias después de la primera deteccion del patégeno
(RKI, 2020)

Ministerio de Salud
Colombia

RT-PCR

No.

Pruebas de control para casos especificos con persistencia de
sintomas a criterio médico. (Minsalud, 2020)

Centers for Disease
Control and
Prevention
(Estados Unidos )

RT-PCR

No.

En la actualizacion del 17 de julio de 2020 se recomienda de forma
general el uso de una estrategia basada en sintomas para definir
recuperacion y regreso al trabajo. (CDC, 2020)

Ministerio de
Sanidad Espafa

RT-PCR

No.

Los casos que han requerido ingreso hospitalario podran recibir el alta
hospitalaria si su situacion clinica lo permite aunque su PCR siga
siendo positiva, pero se deberd mantener aislamiento domiciliario con
monitorizacidn de su situacidn clinica al menos 14 dias desde el alta
hospitalaria. A partir de estos 14 dias, y siempre que hayan
transcurrido tres dias desde la resolucién de la fiebre y el cuadro
clinico, se podra finalizar el aislamiento. En cualquier caso, si antes de
transcurridos estos 14 dias de aislamiento domiciliario desde el alta
hospitalaria se realiza una PCR y se obtiene un resultado negativo, se
podra desaislar al paciente. En caso de tener la ultima PCR negativa
en el momento del alta hospitalaria y no presentar sintomas
respiratorios en los tres dias previos, se considerara que la infeccién
esta resuelta y se podra dar el alta sin necesidad de aislamiento en
domicilio (MSE. 2020).

Fuente: elaboracion propia a partir de los documentos institucionales

Conclusiones / Recomendaciones generales:
1. Sihan transcurrido mas de 15 dias desde iniciados los sintomas una prueba RT-PCR no genera
valor agregado y no define el término recuperado.
2. Como el COVID-19 es una enfermedad de interés en salud publica, se recomienda seguir las
regulaciones gubernamentales locales para su diagnadstico.
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Recomendaciones para los profesionales de la salud:

1. Eldiagndstico de COVID-19 se basa tanto en aspectos clinicos como de pruebas de diagndstico
(laboratorios e imagenes)

2. El diagnéstico de recuperacion de COVID-19 se basa tanto en aspectos clinicos como de
laboratorio.

3. La decisién sobre mantener el aislamiento del paciente, o autorizar su retorno laboral o a la
comunidad en la convalecencia de COVID-19 o después de una prueba positiva de NAAT (tal
como RT-PCR) para SARS-CoV2, puede tomarse teniendo en cuenta solo el tiempo de
evolucién o el tiempo transcurrido desde el primer NAAT, sin requerir una segunda prueba
NAAT.

Recomendaciones para comunidad:
1. El diagndstico de COVID-19 tanto en su fase inicial como en su recuperacion lo deben hacer
médicos.

Busquedas ejecutadas

(("viral load"[MeSH Terms] OR ("viral"[All Fields] AND "load"[All Fields])) OR "viral load"[All
Fields]) AND ((((((("covid 19"[All Fields] OR "covid 2019"[All Fields]) OR "severe acute respiratory
syndrome coronavirus 2"[Supplementary Concept]) OR "severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2"[All Fields]) OR "2019 ncov"[All Fields]) OR "sars cov 2"[All Fields]) OR
"2019ncov"[All Fields]) OR (("wuhan"[All Fields] AND ("coronavirus"[MeSH Terms] OR
"coronavirus"[All Fields])) AND (2019/12/1:2019/12/31[Date - Publication] OR
2020/1/1:2020/12/31[Date - Publication])))

(("polymerase chain reaction"[MeSH Terms] OR (("polymerase"[All Fields] AND "chain"[All
Fields]) AND "reaction"[All Fields])) OR "polymerase chain reaction"[All Fields]) AND ((((((("covid
19"[All Fields] OR "covid 2019"[All Fields]) OR "severe acute respiratory syndrome coronavirus
2"[Supplementary Concept]) OR "severe acute respiratory syndrome coronavirus 2"[All Fields])
OR "2019 ncov"[All Fields]) OR "sars cov 2"[All Fields]) OR "2019ncov"[All Fields]) OR
(("wuhan"[All Fields] AND ("coronavirus"[MeSH Terms] OR "coronavirus"[All Fields])) AND
(2019/12/1:2019/12/31[Date - Publication] OR 2020/1/1:2020/12/31[Date - Publication])))
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