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Al editor:

I El &cido nucleico més utilizado
La prueba de amplificacion (NAAT)
para detectar el ARN del SARS-CoV-2 es
la prueba de reaccion en cadena de la
polimerasa con transcriptasa inversa (RT-
PCR), fabricada por muchas compafiias
dirigidas a una 0 mas regiones genomicas
del virus. Aunque hay una diferencia de
varios registros en la sensibilidad de las
diferentes pruebas RTPCR para recoger el
ARN viral, muchos tienen suficiente
sensibilidad analitica para detectar una
carga viral durante la etapa preinfecciosa en
individuos infectados. % Sin embargo,
ninguna de las pruebas tiene suficiente
sensibilidad clinica para detectar el virus
durante los primeros dias después de la
infeccion, ni son 100% sensibles en el
momento de la infectividad. 78 Mucho ha
sido escrito sobre el tema de las pruebas
RTPCR falsas negativas en personas
sintomaticas, presintomaticas y
asintomaticas infectadas con el virus. 78 Se
ha publicado menos sobre el problema de
los falsos positivos rt-PCR u otras pruebas
NAAT.

En los Estados Unidos, debido a una
gran cantidad de pruebas e instalaciones de
pruebas durante los primeros meses de la
pandemia, las pruebas se utilizaron
principalmente para diagndsticos para
identificar a una persona con una infeccion
activa asociada con signos o sintomas de

COVID-19 o que tenia una exposicion
reciente definida o sospechada al virus. °

Las  pruebas aprobadas por la
Administracion (FDA) se ampliaran para
detectar infecciones en individuos sin
exposicion conocida o sospechada al
SARS-CoV-2 que viven en entornos
congregados, como centros de atencion a
largo plazo o prisiones. ° Por Gltimo, se han
desarrollado programas periodicos de
cribado para instituciones educativas,
equipos deportivos y el pais para detectar
asintomaticos, presintomaticos y
sintomatologias  infectados con la
enfermedad y aislarlos para reducirlos
infectando a otros.

La precision general de una prueba
RT-PCR se basa en su sensibilidad que
representa la capacidad de detectar
individuos infectados y la especificidad,
que es el porcentaje de personas no
infectadas que dan negativo. La FDA ha
publicado recomendaciones con respecto a
los datos y la informacion que los
fabricantes de pruebas deben proporcionar
en su solicitud de Autorizacion de Uso de
Emergencia (EUA). ° Por especificidad
analitica, solicitan estudios de reactividad
cruzada in vitro para demostrar que la
prueba no reacciona con patdgenos
relacionados, agentes patégenos de alta
prevalencia y flora normal o patégena que
es razonablemente probable que se
encuentren en una muestra clinica. !
Muchos de los ensayos de RT-PCR tienen
una sensibilidad del 100% en este andlisis
segun lo informado por los fabricantes. 2
Para la evaluacién clinica, la FDA
recomienda analizar 30 muestras clinicas
positivas 'y 30 muestras negativas
individuales y comparar los resultados de la
prueba en consideracion con una prueba
EUA RT-PCR existente de alta
sensibilidad. ElI  rendimiento  clinico
aceptable se define como un acuerdo
minimo de 95% positivo y porcentaje
negativo (PPA y NPA). Para una indicacion
de deteccidn, la recomendacion de PPAse
mantiene en mas o igual al 95% y la NPA
se eleva a mas o igual al 98% para reducir
los resultados falsos positivos de las
pruebas. 1 En el uso real, la sensibilidad
clinicay la especificidad de muchas de estas
pruebas son menores en parte debido a
problemas relacionados con la recoleccion,
el manejo y el analisis de muestras. 81213

La realizacion de estas pruebas
cuando se implementan depende no solo de
sus sensibilidades y especificidades
clinicas, sino también de la prevalencia de
infecciones por SARS-CoV-2 en el entorno
en el que se esta utilizando la prueba. Si
consideramos una prueba que se ajusta a las
recomendaciones de la FDA para el
rendimiento en el diagndstico (95% de
sensibilidad y especificidad) o en el entorno
de deteccion (95% de sensibilidad, 98% de
especificidad), podemos comparar el
rendimiento clinico cuando la prevalencia
de infeccion activa puede ser del 10% (un
entorno diagndstico) y una prevalencia del
1%, como se puede encontrar en un
programa de deteccidn.

En el ejemplo de diagndstico, por
cada 10.000 individuos habra 1000
infectados y 9000 no infectados. De las
personas infectadas, 950 serdn detectadas
por la prueba (verdaderos positivos) y 50 se
perderan (falsos negativos). Para las 9000
personas no infectadas, 8820 tendran
correctamente pruebas negativas
(verdaderos negativos) y 180 serén
positivos  (falsos positivos). EI valor
predictivo positivo (VPP)es la proporcion
de todas las pruebas positivas que son
verdaderas positivas, en este caso
950/(950+180) o 84%. Por lo tanto, la
mayoria de las pruebas positivas son
verdaderos positivos.

Haciendo estos mismos célculos para
el escenario de deteccion, 100 de los 10,000
individuos estan infectados y 9900 no. La
prueba detectara a 95 de las personas
infectadas y cinco serdn falsamente
negativas. Para aquellos que no estan
infectados, 9702 sera diagnosticado
correctamente y 198 seran falsos positivos.
Los PPVis 95/95+198 o 32,4%. En este
caso, 2/3 de los resultados positivos son
falsos positivos. Para una prevalencia del
0,1%, el VPP desciende al 4,5%.

La Tabla 1 enumera varios factores
que se ha documentado que contribuyen a
los resultados falsos positivos de RT-PCR.
121419 Basandonos en nuestra propia
experiencia en la investigacion de grupos de
resultados falsos positivos de RT-PCR y
discusiones con directores de laboratorio,
los dos problemas mas comunes son la
contaminacion y la determinacion del limite
para afirmar que una muestra es positiva
con una carga viral baja en lugar de ser
Ilamada indeterminada o equivoca. La OMS
y un consorcio internacional de expertos
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han abordado estas cuestiones y han
elaborado una lista de verificacion para que
los laboratorios reduzcan las posibles
causas de los resultados falsos positivos de
RT-PCR y como manejar los resultados
equivocos. 1920

El sobrediagnostico de la infeccion
por SARS-CoV-2 tiene multiples efectos
adversos potenciales (Tabla 2)'22%: los
inconvenientes, los problemas financieros y

psicolégicos que afectan a los mal
diagnosticados; la posible exposicion de
individuos no infectados a personas
infectadas en el hospital o en éreas de vida
congregadas; personas mal diagnosticadas
que renuncian al distanciamiento social y al
uso de mascarillas porque piensan que son
inmunes al COVID-19; y cierre temporal de
un negocio debido a la necesidad de poner
en cuarentena a sus compafieros de trabajo.
Ademés, el sobrediagnéstico puede inflar el

entumecimientode las infecciones
asintomaticas en las estadisticas de salud
publica.

Reconocer que un resultado positivo
de RT-PCR puede ser un falso positivo
puede ser dificil. Si una persona RT-PCR
positiva tiene signos o sintomas de COVID-
19 o ha estado expuesta a alguien que ha
sido expuesto

TABLA 1. Causas de los resultados falsos positivos de SARS-CoV-2 RT-PCR (modificado de la Ref'?13)

Contaminacién durante

Muestreo (por ejemplo, un trabajador infectado o superficies; aerosolizacion del virus durante la
recoleccion)®® Extraccion (por ejemplo, aerosolizacién en campana de contencion)

lon amplificacion PCR

Produccion de reactivos de laboratorio (por ejemplo, los fabricantes del control positivo pueden haber contaminado otros reactivos producidos en la
misma instalacion; contaminacion de otros consumibles)™*°

Contaminacion del equipo por muestras de alto titulo viral (por ejemplo, arrastre de muestras)*®
Reaccién cruzada con otros virus (por ejemplo, otros coronavirus)

Mezclas de muestra

Problemas de software

Errores de entrada o transmision de datos
Resultados erréneos

Variaciones en lospara metros alrededor de la LOD y definicion de un resultado indeterminado1620
Suponiendo que un resultado indeterminado es positivo

Reacciones inespecificas’®

LOD: limite de deteccién; RT-PCR: reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa.

0 sospechosos de albergar el virus, es
prudente asumir que el resultado es un
verdadero positivo, como ha sido la
recomendacion de la OMS y los Centros
para el Control de Enfermedades. 242 Sin
embargo, en un individuo asintomatico sin
contacto cercano conocido con un individuo
infeccioso, especialmente en un entorno de
baja prevalencia, el hallazgo de un resultado
positivo de la prueba RT-PCR deberia
plantear la posibilidad de que el resultado
sea un falso positivo. Las "sefales de alerta”
que deberian alertar al personal del
laboratorio incluyen encontrar un aumento
agudo en el porcentaje de resultados
positivos en comparaciéon con los dias y
semanas anteriores para todas las muestras
realizadas en el laboratorio o desde un sitio
de recoleccion en particular, sefialando que
multiples muestras positivas estaban muy
cerca en las placas en la placa de PCR. m, o
encontrar que el alto volumen de muestras
positivas exhiben altos valores de tiempo de
ciclo (Ct) que podrian estar asociados con
una carga viral baja o problemas que afectan
el corte para Ilamar a una muestra positiva,

indeterminada o negativa. 1°2° En estas
situaciones, el laboratorio debe volver a
extraer la muestra original y volver a
ejecutarla en la plataforma de PCR original
o0 en una plataforma diferente con una
sensibilidad similar. Si esto no se puede
hacer, se debe obtener y probar una nueva
muestra. 19,20

Hemos examinado la cuestion de los
resultados positivos falsos en un entorno de
cribado para un segmento de la industria del
entretenimiento. Los diversos sindicatos
que representan a los  miembros
involucrados en producciones de estudio y
television han proporcionado pautas para
las pruebas y otras medidas de seguridad en
una publicacion, The Safe Way Forward. 2
Han dividido las producciones en varias
zonas, cada una con sus propios requisitos
de pruebas PCR, desde pruebas tres veces a
la semana hasta pruebas cada 2 semanas.
Del 27 de septiembre al 5 de diciembre de
2020, The Walt Disney Company realizd
122,300 PCRen sitios de produccion de
television, de los cuales 323 fueron
positivos (0.26%). Después de eliminar las

84 pruebas positivas encontradas durante el
cribado previo al empleo, lo que lleva al
individuo a entrar en aislamiento y no
trabajar en una produccion, la tasa de
positividad durante la produccion fue del
0,19%. Esta tasa es baja en comparacion
con la tasa promedio de los Estados Unidos
durante ese mismo periodo (4.1% a
10.5%)?” porque los miembros estan en un
programa de deteccion y se someten a
pruebas con frecuencia. Ademas, los
estudios han instituido estrictas medidas de
seguridad. %

En algunos, pero no en todos los
casos, un resultado positivo inesperado en
un elenco asintomatico o miembro del
equipo que tenia pruebas PCR negativas
previas llevd a una evaluacion de si la
prueba fue un falso positivo al volver a
evaluar a la persona 24 0 mas horas después
de la prueba positiva en dos ocasiones. Si
ambas nuevas pruebas fueron negativas,
consideramos que la primera prueba fue un
falso positivo. De las 239 pruebas positivas
encontradas después de que se eliminaron
las pruebas previas al empleo, 54 (22,6%)
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se consideraron falsos positivos, lo que da
un promedio predictivo positivo del 77,4%.
Una advertencia importante a estos
numeros es que hubo un sesgo de seleccion
en quién fue investigado por la posibilidad
de un resultado falso positivo. Como se
sefiald, todos los individuos eran
asintomaticos y tenian al menos una prueba
negativa antes del empleo, y muchos tenian
multiples pruebas PCR negativas antes de
que apareciera un positivo. Ademas, hubo
"brotes" de pruebas positivas debido a la
contaminacion documentada de reactivos o
errores en la programacion de la plataforma
de PCR. Encontrar multiples individuos
asintomaticos que no han estado en contacto
con la repeticion de los hisopos nasales
originales y la prueba de nuevas muestras

recién obtenidas. Dado que no reevaluamos
sistematicamente  todas las  pruebas
positivas, es posible que hayamos
subestimado la tasa de falsos positivos.
Nuestra experiencia y los datos revisados
anteriormente nos han llevado a desarrollar
un algoritmo para evaluar un resultado
positivo inesperado en un individuo
asintomatico sin contacto cercano conocido
con una persona infectada activamente en
un entorno de deteccién para la industria
del entretenimiento (Fig. 1). Creemos que
este algoritmo debe aplicarsea cualquier
situacion de deteccion y se ajusta a la
recomendacion de la OMS, el Reino Unido
y el Instituto Noruego de Salud Pdblica2028,29
asi como multiples autores. 12,15,21,30,31

En resumen, hemos proporcionado
pruebas adicionales de que los resultados

falsos positivos del SARSCoV-2PCRte se
producen en el entorno clinico y son
especialmente un problema en una
situacion de deteccion de baja prevalencia
en la que la probabilidad previa de una
prueba positiva es baja. Aunque sesabe que
las limitaciones de recursos pueden limitar
la cantidad de nuevas pruebas realizadas,
postulamos que los costos humanos y

econdmicos de considerar todos los
resultados positivos como evidencia
definitiva de infeccion justifican una

evaluacion de la posibilidad de que el
resultado sea falsamente positivo en un
individuo asintomatico sin exposicion
conocida a wuna persona infectada
activamente

TABLA 2. Impactos de los resultados falsos positivos (Modificado de ref221)

Aislamiento innecesario de individuos y cuarentena de contactos cercanos con tensiones financieras y psicolégicas'®?? Rastreo y

pruebas de contactos innecesarios®®

Consumo derrochador de equipos de proteccion individual

Retrasos en procedimientos quirdrgicos o de otro®° 623

Prolongar estancias hospitalarias'®? con consumo derrochador de EPI

Albergar potencialmente a individuos no infectados con individuos infectados en hospitales y areas de vida congregadas con posible infeccion

nosocomial*®?? Posible exposicion aun tratamiento médico inapropiado

Individuo que tiene una falsa sensacion de seguridad sobre la inmunidad, por lo que puede no seguir las pautas de salud publica o

recibir la vacuna Impedir el diagndstico correcto de los pacientes con sintomas

El sobrediagnéstico puede distorsionar las estadisticas epidemiolégicas al incluir falsos positivos para estimar la prevalencia, la hospitalizacion y las tasas
de mortalidad, asi como el modelado (por ejemplo, algunas personas clasificadas como portadores asintomaticos pueden tener una prueba falsa positiva)

EPI, Equipo de Proteccion Individual.
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" Negative
Retest a fresh sample Retest Again on Negative--Assume
obtained 24-hours later Molecular T false positive
No symptoms on: Plath 3)
Questionnaire or high risk Same Molecular Test atform(s) (
or exposure platform (compare new
and prior Ct values)
consultation . -
Lab-based or about or Positive--Result Review by
POC - - Different Molecular Test was a true clinician for
—] Positive —=| possible 4
Molecular platform positive clearance
exposure or
Test (1) symptoms to -
determine High risk
N B e o e
compatible —»1  Assume true contact
with positive tracing OK to work
covID-19 i

(1) Prior to coming on-site for screening testing, employees/crew members must pass an at-home self-assessment to determine
whether COVID-19 symptoms are present. If symptomatic, they must stay home and isolate. If asymptomatic, they report to
testing center on-site for scheduled screening test. POC = Paint of Care

(2) Following initial communication about the results and inquiry about symptoms and exposure to determine if the employee
appears to be asymptomatic, they may be further screened by a questionnaire and/or be contacted by medical personnel for
further evaluation to determine if they are high risk or truly asymptomatic and should have further molecular testing.

(3) Either two samples obtained 24-hours apart from each other or two separate samples obtained at the time of the first retest
(24-hours after the positive test) and tested on two different molecular platforms of similar sensitivity may be used.

FIGURA 1. Manejo de una prueba molecular positiva en un entorno de deteccion.
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