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RESUMEN. La deteccion de genoma viral mediante la técnica de reaccidn en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa en tiempo real (rRT-
PCR) para detectar virus SARS CoV-2, se considera como referencia para la definicion de caso de enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-19)
confirmado por laboratorio. Sin embargo, no es lo mismo detectar genoma viral que diagnosticar una enfermedad, y la sensibilidad de deteccion de
la técnica puede exceder la significancia clinica. En microbiologia, la jerarquizacion de un resultado positivo depende de factores como el contexto
clinico y epidemioldgico, el sitio de toma de muestra y, en muchos casos, la cuantificacion del patogeno. Un pardmetro fundamental de la rRT-PCR
es el ciclo umbral. De su interpretacion depende la clasificacion de una persona como caso confirmado. Por otro lado, los valores predictivos de
una prueba varian segtin la prevalencia de la patologia buscada. Dado que las pruebas positivas obtenidas en diferentes escenarios se consideran
de manera equivalente como casos confirmados, con independencia de los signos y sintomas, puede haberse producido una sobrestimacion de los
casos reales de COVID-19, principalmente en funcion de testeos realizados en poblacion general. Es fundamental el entrenamiento del personal y
la realizacion de controles de calidad en los laboratorios de diagndstico, asi como definir niveles de corte de ciclo umbral predictivos de infectividad
en centros de referencia para minimizar el impacto de resultados falsos en la sociedad.
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ABSTRACT. The detection of the viral genome using the real-time reverse transcription polymerase chain reaction (rRT-PCR) technique to detect
the severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS CoV-2) is considered as a reference for the case definition of coronavirus disease 2019
(COVID-19), laboratory confirmed. However, detecting a viral genome is not the same as diagnosing a disease, and its detection sensitivity may
exceed clinical significance. In Microbiology, the ranking of a positive result depends on factors such as clinical/epidemiological context, sample
collection site and, in many cases, quantification of the pathogen. A fundamental parameter of IRT-PCR is the threshold cycle. The classification of a
person as a confirmed case depends on its interpretation. On the other hand, the predictive values of a test vary according to the prevalence of the
pathology sought. Given that the positive tests obtained in different scenarios are considered equivalently as confirmed cases, regardless of signs
and symptoms, there may have been an overestimation of the real cases of COVID-19 disease, mainly based on tests carried out in the general
population. It is essential to train personnel and carry out quality controls in diagnostic laboratories, as well as define threshold cycle cutoff levels
that are predictive of infectivity in reference centers, to minimize the impact of false results on society.
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EDITORIAL

En su revision, publicada en esta revista, el Dr. Pablo
Goldschmidt describe las limitaciones de la reaccién en
cadena de la polimerasa con transcripcidén inversa en
tiempo real ("RT-PCR) para detectar el coronavirus asocia-
do a sindrome respiratorio agudo grave 2 (SARS-CoV-2),
cuando se la utiliza como Unica prueba de infeccion y
evaluacion del riesgo para la salud publica'. En la practica
clinica, la técnica se considera como referencia para la de-
teccién de genoma viral en la fase aguda de la infeccion.
Pero no es lo mismo detectar genoma viral que diagnos-
ticar una enfermedad. La PCR puede ser excelente para
detectar secuencias del virus, pero no para hacer diag-
nostico de enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-19).
Evidencia de esto es la gran cantidad de resultados po-
sitivos obtenidos en personas sanas. Se estima que una
tercera parte de las infecciones por SARS-CoV-2 son asin-
tomaticas, y que casi tres cuartas partes de las personas
que reciben un resultado positivo de PCR y no presentan
sintomas en el momento del testeo, permaneceran asin-
tomdticas?. Por otro lado, en personas con sintomas res-
piratorios inespecificos, considerar que el hallazgo de una
secuencia viral establece causalidad tampoco es correcto,
dado que no se realiza una busqueda sistematica con la
misma técnica de todos los otros posibles patdgenos que
pueden presentar el mismo cuadro clinico. Algunos agen-
tes virales conocidos asociados a enfermedad respiratoria
en seres humanos incluyen los virus sincitial respiratorio,
parainfluenza, influenza A y B, adenovirus, coronavirus, ri-
novirus, metapneumovirus y bocavirus®. Ademads, se han
detectado poliomavirus en pacientes con cuadros respi-
ratorios*. Por otro lado, afecciones como fiebre, diarrea y
enfermedades respiratorias pueden ser causadas por vi-
rus desconocidos o no diagnosticados®. Algunos cuadros
alérgicos también producen sintomas similares.

Es crucial interpretar de manera correcta un resultado
positivo cuando la PCR se aplica al diagnostico de
enfermedades infecciosas, aun cuando en términos
estrictamente técnicos, sea un verdadero positivo. El
diagnostico  molecular para detectar microorganismos
de importancia en la practica clinica significd una gran
revolucion por sus ventajas en comparacién con métodos
tradicionales de cultivo microbioldgico, principalmente en
el acortamiento de los tiempos en el diagndstico y en la
practicidad. Sin embargo, desde su uso en este &mbito,
también se reconocieron las principales limitaciones. Un
punto crucial es que su sensibilidad de deteccion excede en
muchos casos la significancia clinica. Los ensayos de PCR
pueden detectar patdgenos en concentraciones por debajo
de los métodos considerados de referencia. Distinguir
si un resultado representa un falso positivo y establecer
su importancia clinica fue y sigue siendo un desaffo. Para
definir si tales hallazgos indican latencia, procesos de
enfermedad o colonizacion subclinica se requieren pautas
interpretativas basadas en la correlacion de resultados con
la clinica y con las normas existentes, antes de utilizarlos
para decisiones de diagndstico y tratamiento®.

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) definié
como caso confirmado de COVID-19 a toda persona con
infeccién por el virus confirmada en laboratorio, con in-
dependencia de los signos y sintomas clinicos’. También
establecié que la confirmacion de la infeccién aguda por
SARS-CoV-2 se basa en la deteccién de secuencias vira-
les mediante pruebas de amplificacion de é&cidos nuclei-
cos, y que para el testeo deben recolectarse principal-
mente muestras respiratorias®.

En microbiologfa, la jerarquizacién de un resultado
positivo depende de factores como el contexto clinico y
epidemioldgico, el sitio de toma de muestra y, en mu-
chos casos, la cuantificacién del patogeno. La definicion
de un diagndstico se complementa con estudios gene-
rales de laboratorio (como hemograma y marcadores de
inflamacién de fase aguda) y otros, como los estudios
por imagenes.

La complejidad de la interpretacion de un resultado
positivo de PCR para agentes microbianos es mayor al te-
ner en cuenta que la deteccion de secuencias genéticas
en un sitio anatémico no estéril, como es el tracto respi-
ratorio, no necesariamente implica la presencia de parti-
culas virales completas, infectivas y capaces de transmi-
tirse a otras personas. En la estrategia de testeos masivos
aplicada para deteccién de SARS-CoV-2 por PCR, es aun
mas dificil jerarquizar los resultados, dado que se han ob-
tenido en contextos clinicos y epidemioldgicos variables,
a diferencia de la vigilancia tradicional de virus respira-
torios como el virus influenza, donde el andlisis de una
muestra por PCR u otra técnica solo se realiza ante la
sospecha clinica en un paciente sintomatico.

En la rRT-PCR, un pardmetro fundamental que debe
considerarse cuando una muestra presenta sefal, es el
valor de ciclo umbral (Ct, por su sigla en inglés). Este se
define como el nimero de ciclos de amplificacion ne-
cesarios para que la sefial de fluorescencia del producto
generado en la reaccion cruce un valor umbral determi-
nado®. El Ct proporciona una medida relativa de la con-
centracion de la secuencia diana en una muestra y de su
interpretacién depende la clasificacion de una persona
como positiva 0 negativa y, por lo tanto, como caso con-
firmado o no, con todas las consecuencias epidemiolgi-
cas y socioeconémicas que ello implica, tanto en el nivel
individual como comunitario.

En uno de sus documentos, la OMS informa que el Ct
necesario para detectar virus es inversamente proporcio-
nal a la carga viral del paciente'®. Es importante destacar
que muchos factores influyen en el valor de Ct, ademas
de la cantidad real de copias de secuencia diana pre-
sentes. La toma de muestra es critica y de su correcta
realizacién depende que el resultado refleje, en mayor
o menor medida, la carga viral del paciente. A diferencia
de muestras como, por ejemplo, el plasma, en las que
se puede partir de un volumen definido, en las mues-
tras respiratorias hay mayor variabilidad, y estandarizar el
volumen de secrecion obtenido con hisopo o por lavado
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broncoalveolar es mucho mas dificil y depende de mul-
tiples factores técnicos. Otras variables que afectan el Ct
incluyen la forma de establecer la linea umbral en cada
corrida, los diferentes equipos de extraccién de material
genético, el tipo de PCR utilizada (sean de uso domésti-
co o kits comerciales que detectan diferentes regiones
genéticas), y la combinacion de estos dos Ultimos facto-
res, que puede incluso cambiar en cada laboratorio en
el tiempo, seglin su disponibilidad en el mercado. Todas
estas variables dificultan la comparacién inter e intralabo-
ratorio para definir puntos de corte.

Si bien es dificil predecir en qué proporcion influyen
todos estos factores en los valores de Ct, es necesario
evaluar la capacidad de la técnica para diferenciar entre
personas infectadas e infecciosas de las que no lo son,
con una certeza razonable, para evitar el aislamiento de
aquellas que no representan una amenaza para la salud
publica. Un cuerpo creciente de evidencia muestra que
tal objetivo no puede lograrse con precision mediante el
abordaje binario de resultados de PCR positivos o negati-
vos. Una revisién de la Universidad de Oxford evalud es-
tudios que comparan el cultivo del SARS CoV-2 en lineas
celulares (considerado el mejor indicador de infeccion e
infectividad) con los resultados de la rRT-PCR". En uno de
ellos, donde se usé como diana el gen E, se observa que
todas las muestras con valores de Ct de 13 a 17 tuvieron
resultados positivos en el cultivo. La tasa de recuperacion
viral disminuyo en forma progresiva hasta 12% para un Ct
de 33. No se obtuvo cultivo positivo a partir de muestras
con Ct >34"2. En otro estudio se encontré infectividad de
células Vero solo en muestras con Ct menor a 24%.

Sobre la base de estos datos, puede inferirse que, se-
gun el protocolo utilizado, una mayor o menor propor-
cion de resultados informados como positivos en funcién
del punto de corte del Ct considerado en cada laborato-
rio serfan falsos positivos, dado que no corresponden a
muestras infectivas. La interpretaciéon de la rRT-PCR no
validada contra el cultivo viral propicia falsos positivos
que implican el aislamiento de muchas personas que no
estan enfermas ni son infecciosas'".

Otro aspecto para considerar son los valores predicti-
vos de una prueba disefiada para auxiliar en el diagnos-
tico de una patologia. Al aplicar una prueba, necesita-
mos saber la probabilidad de que su resultado indique
el diagndstico correcto. La sensibilidad y la especificidad
determinadas por el fabricante o disefiador no dan esa
informacion. Los valores predictivos positivo y negativo
(VPP y VPN, respectivamente) en la practica clinica de-
penden criticamente de la prevalencia de la condicion en
la poblacion testeada, que puede ser diferente a la de un
estudio publicado que evaltie la utilidad de la prueba'.

Es de esperar que el desempefio y los valores predic-
tivos de la PCR cambien en cada escenario donde se
aplica: el manejo clinico de la COVID-19, las investigacio-
nes de conglomerados de casos vy la vigilancia de salud
publica™. Por ejemplo, en pacientes internados, la técni-
ca puede tener un menor VPN y ante una alta sospecha
clinica con una prueba negativa, la conducta es repetir
el andlisis con otro método o tomar una nueva muestra.
En cambio, en los testeos de personas ambulatorias sin
sintomas o con cuadros clinicos inespecificos atribuibles
también a otros patdgenos o causas no investigadas con
la misma intensidad que SARS-CoV-2, se prevé un VPP
menor. Dado que las pruebas positivas obtenidas en cir-
cunstancias tan variadas se consideran de manera equi-
valente como casos confirmados, puede haberse produ-
cido una sobrestimacion de casos reales de enfermedad
COVID-19, principalmente en funcion de la utilizacion de
la técnica en la poblacion general, fuera del circuito clini-
co tradicional de vigilancia de virus respiratorios.

Varias medidas pueden ayudar a minimizar los resulta-
dos falsos y las posibles consecuencias. En los laborato-
rios de diagndstico, es fundamental el entrenamiento del
personal y la realizacién de controles de calidad internos
y externos. En centros de referencia con capacidad para
realizar cultivo viral, se recomienda evaluar su correlacion
con los valores de Ct por PCR para definir niveles de cor-
te predictivos de infectividad, como se aconseja en la re-
visién de Heneghan'.
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