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RESUMEN una buena precision para el diagndstico por infeccion SARS-

Introduccion. El diagndstico de la infeccion por SARS-
CoV-2 presenta limitaciones. La RT-PCR en frotis nasofaringeo
es la prueba considerada como el patron oro, aunque puede
ofrecer falsos negativos. El objetivo de este trabajo ha sido
evaluar la utilidad de repetir el frotis nasofaringeo en pacien-
tes con resultado negativo en funcion de las diferentes proba-
bilidades clinicas.

Métodos. Estudio observacional retrospectivo de los pri-
meros pacientes ingresados en el Hospital Universitario Mar-
qués de Valdecilla en dos plantas COVID de Medicina Interna
durante marzo-abril del 2020. La RT-PCR para la deteccion de
al menos dos dianas de los principales genes (E, N, RdRP, OR-
Fab1) y el test de deteccion de anticuerpos para la deteccion
de al menos lgG.

Resultados. Se analizaron 145 pacientes hospitalizados;
98 (67,5%) con el diagnostico de SARS-CoV-2. Las variables
predictivas independientes de SARS-CoV-2 fueron: contacto
epidemiologico con otro paciente COVID-19, presentacion cli-
nica como neumonia, ausencia de neumonia en el afo previo,
inicio de sintomas >7 dias al ingreso, =2 sintomas -tos, disnea
y fiebre- y lactato deshidrogenasa >350 U/L (p<0,05). Un score
basado en estas variables presento un area bajo la curva ROC
(ABC ROC) de 0,89 (IC95 0,831-0,946; p<0,001). El rendimien-
to de la RT-PCR en su primera determinacion fue del 54,9%.
La repeticion de la prueba permitio detectar un 16% de casos
adicionales. El rendimiento global de sucesivas RT-PCR en pa-
cientes con baja probabilidad clinica fue inferior al 5%.

Conclusion. Hemos definido un score de probabilidad
pre-prueba basado en datos epidemioldgicos y clinicos con
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CoV-2. La repeticion del frotis nasofaringeo puede evitar erro-
res de muestreo solo en escenarios de intermedia-alta proba-
bilidad clinica pre-prueba.

Palabras clave: SARS-CoV-2, COVID-19; probabilidad clinica, RT-PCR, anti-
cuerpos, inmunoensayo

Repetition of microbiological tests in suspect of
SARS-CoV-2 infection: utility of a score based on clinical
probability

ABSTRACT

Background. The diagnosis of SARS-CoV-2 infection presents
some limitations. RT-PCR in nasopharyngeal swabs is considered
the gold standard for the diagnosis, although it can have false neg-
ative results. We aimed to analyze the accuracy of repeating naso-
pharyngeal swabs based on different clinical probabilities.

Methods. Retrospective observational study of the first
patients admitted to a two COVID Internal Medicine wards at
the University Hospital Marqués de Valdecilla, Santander, from
March to April 2020. RT-PCR targering E, N, RdRP and ORFab1
genes and antibody tests detecting IgG.

Results. A total of 145 hospitalized patients with sus-
pected SARS-Cov2 infection were admitted and in 98 (67.5%)
diagnosis was confirmed. The independent predictive varia-
bles for SARS-CoV-2 infection were: epidemiological contact,
clinical presentation as pneumonia, absence of pneumonia
in the last year, onset of symptoms > 7 days, two or more of
the following symptoms -dyspnea, cough or fever- and se-
rum lactate dehydrogenase levels >350 U/L (p<0.05). A score
based on these variables yielded an AUC-ROC of 0.89 (CI95%,
0.831-0.946; p<0.001). The accuracy of the first nasopharyn-
geal swabs was 54.9%. Repeating nasopharyngeal swabs two
or three times allows to detect an additional 16% of positive
cases. The overall accuracy of successive RT-PCR tests in pa-
tients with low pre-test probability was <5%.
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Conclusions. We have defined a pre-test probability score
based on epidemiological and clinical data with a high accu-
racy for diagnosis of SARS-CoV-2. Repeating nasopharynge-
al swabs avoids sampling errors, but only in medium of high
probability pre-test clinical scenarios.

Palabras clave: SARS-CoV2, COVID-19; clinical probability, RT-PCR, antibo-
dies; immunoassay.

INTRODUCCION

El diagnéstico de la infeccién por SARS-CoV-2 en una situa-
cion de brote pandémico presenta ciertas limitaciones. En primer
lugar, las manifestaciones clinicas cardinales de esta infeccion
son también muy frecuentes en otros procesos respiratorios de
etiologia infecciosa. En sequndo lugar, los hallazgos radiologicos
pulmonares tanto en la radiologia convencional como incluso
en la tomografia computadorizada, inicialmente definidos como
caracteristicos de esta virosis, pueden plantear también otras
alternativas diagndsticas. El empleo de pruebas microbiologicas
precisas representa la piedra angular en el diagnostico y manejo
de la infeccion por SARS-CoV-2, asi como en la toma de medi-
das de salud publica en la poblacion general.

La deteccion de acidos nucleicos mediante la prueba de
la transcriptasa inversa de la reaccion en cadena de la poli-
merasa (RT-PCR) en el frotis nasofaringeo, se ha demostrado
altamente rentable durante los 5 primeros dias de la infeccion,
aunque su sensibilidad puede reducirse al 30-40% a partir de
ese periodo de tiempo [1]. El entrenamiento adecuado de equi-
pos de personal especializado en la recogida de muestras y la
repeticion del frotis faringeo [2] puede disminuir los falsos ne-
gativos derivados de los errores de muestreo. El procesamiento
de otras muestras bioldgicas de las vias dreas bajas (esputo,
lavado bronco-alveolar) aumenta el rendimiento diagnostico
por prueba realizada en la infeccion por SARS-CoV-2, a partir
de la sequnda semana del inicio de los sintomas [1,3]. Sin em-
bargo, es conocido que la produccion espontanea de esputo
es escasa en las neumonias de origen viral, como la inducida
por este coronavirus, y la aplicacion de aerosoles micronizados
para la induccion de esputo o el propio lavado bronco-alveolar
implican un alto riesgo de diseminacion nosocomial del virus.

Los métodos de diagndstico basados en pruebas inmuno-
cromatograficas constituyen métodos rapidos de deteccion de
anticuerpos (Ac) frente a proteinas especificas del SARS-CoV-2
y se han mostrado altamente sensibles para el diagnostico solo
a partir de los 7-14 dias del comienzo de la clinica, con eleva-
cion frecuentemente y forma inicial de la IgM y después de la
lgG [4].

Estas limitaciones en el diagnostico pueden ser mds im-
portantes al finalizar el estado de alarma y el confinamiento de
la poblacion, momento a partir del cual la incidencia de nuevos
casos de infeccion por SARS-CoV-2 serd mas atenuada vy las
probabilidades pre-prueba disminuirdn. En este contexto, el di-
sefio de algoritmos diagnosticos puede permitirnos optimizar
los recursos materiales y humanos en los laboratorios de mi-
crobiologia y en las plantas de hospitalizacion.

El objetivo del presente trabajo ha sido evaluar las carac-
teristicas epidemioldgicas y clinicas de los pacientes hospitali-
zados por infeccion por SARS-CoV-2 durante el brote epidémi-
co, definiendo un score con diferentes probabilidades clinicas y
analizar la utilidad de la repeticion de los frotis nasofaringeos
en funcion de éstas.

PACIENTES Y METODOS

Se seleccionaron los pacientes ingresados por sospecha de
infeccion por SARS-CoV-2 en el drea COVID de las plantas de
Medicina Interna del Hospital Universitario Marqués de Valde-
cilla de Santander, desde el 24 de marzo al 14 de abril de 2020.
Este centro es un hospital terciario que da cobertura a una po-
blacion de unos 350.000 habitantes.

Se recogieron datos epidemioldgicos vy clinicos y se alma-
cenaron en una base de datos informatizada. Para el diagnos-
tico de la infeccion por SARS-CoV-2 se realizo la obtencion de
un exudado nasofaringeo obtenido mediante una toma nasal
profunda introduciendo el exudado en un medio de trasporte
universal para virus, siendo trasladada la muestra de inmediato
al laboratorio de microbiologia donde se realizd una RT-PCR
para la deteccion de al menos dos dianas de los principales ge-
nes (E,N, RdRP, ORFab1) mediante los kits VIASURE SARS-Cov"
Real Time PCR detection Kit (CertTest Biotec, Zaragoza,Spain) y
LightMix Modular SARSC-COv2 (Roche Diagnostics, Germany)
[3]. Las pruebas inmunocromatogréficos para la deteccion de
anticuerpos 1gG e IgM se realizaron segun protocolo estandari-
zado (Hangzhou Alltest Biotech Co. Hangzhou. China).

El analisis de los datos se llevo a cabo mediante el paquete
estadistico SPSS v21. Las variables categoricas se expresaron
como numeros y porcentajes y las continuas como media y
desviacion estandar. Para las comparaciones entre las variables
categoricas se utilizd la prueba de chi cuadrado y el test de
Fisher segun fuese apropiado. Se evalud la asociacion median-
te la odds ratio (OR) con su intervalo de confianza al 95% (OR
IC95). Se calculo el area bajo la curva (ABC) de cada una de las
variables continuas con su 1C95%. Para evaluar las variables
independientes asociadas con infeccion por el SARS-CoV-2 se
llevd a cabo un andlisis de regresion multiple multivariable in-
troduciendo en el modelo aquellas que mostraron asociacion
en el andlisis univariable. Se definio un score de riesgo clinico
basado en las variables predictivas independientes de infec-
cion SARS-CoV2 en funcion de los odds ratio resultantes. El
rendimiento del primer frotis faringeo procesado con RT-PCR
se calculd con la ratio entre el numero de pruebas positivas y
realizadas. La realizacion de sucesivos frotis (sequndo y terce-
ro) solo se considero en en aquellos casos en los que los frotis
faringeos previos hubieran sido negativos.

RESULTADOS

Desde el 24 de marzo hasta el 12 de abril de 2020 ingresa-
ron 145 pacientes con sospecha clinica de SARS-CoV-2, en dos
de las plantas (area COVID) del Servicio de Medicina Interna.
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Las caracteristicas basales de los pacientes se muestran en la
Tabla 1. Los pacientes tenian una media de edad de 66,9+18,6
aflos y eran varones el 59,9%. El indice de comorbilidad de
Charlson fue de 1,3+1,6. Veinte pacientes (13,8%) relataban
haber tenido un contacto reciente con algun sujeto diagnos-
ticado de infeccion por SARS-CoV-2 confirmada mediante RT-
PCR. Los pacientes ingresados habian comenzado con clinica
7,1+/-5,6 dias antes del ingreso. Un 78,6% (114) presentaba
infiltrado radioldgico compatible con neumonia en el momen-
to del ingreso.

El diagndstico microbioldgico se establecio en 98 (67,5%)
del total de pacientes con sospecha inicial de infeccion por
SARS-CoV-2. En 95 de ellos (97%) el diagnostico fue directo
por RT-PCR y en 3 (3,0 %) casos se realiz mediante la prueba
rapida de deteccion de anticuerpos (TDR). Los pacientes en los
que se pudo confirmar el diagndstico microbioldgico de infec-
cion por coronavirus, presentaban caracteristicas distintas al
de los pacientes en los que no se pudo confirmar este diagnos-
tico. Las variables asociadas a un diagndstico microbiologico
positivo de infeccion por SARS-CoV-2 se muestran en la Ta-
bla 2. Los diagnosticos mas frecuentes en los pacientes que no
presentaban SARS-CoV-2 fueron: infeccion respiratoria defini-
da (n=23; 48%) incluyendo -infeccion por: metapneumovirus,
influenza A, tuberculosis, neumococo y otras-, broncoaspira-
cion (n=3; 6,6%), fiebre de origen no respiratorio (n=3; 6,6%)
-artritis gotosa, infeccion urinaria y gastroenteritis-, insufi-
ciencia cardiaca (n=7; 15,5%) vy otras.

Se evaluo la rentabilidad de tres biomarcadores séricos
considerados como caracteristicos de infeccion por SARS-
CoV-2: cifra total de linfocitos/mm?, lactato deshidrogenasa
-LDH- (U/l) y D-dimero (ng/mL). Se estimaron las curvas ROC y
sus ABC para el diagnostico final microbioldgico, observandose
que ni la cifra de linfocitos totales ni la elevacion de D-dimero
tenian utilidad como marcador de infeccion por coronavirus.
Solo el nivel sérico de LDH resultd ser un marcador débil de
infeccion por SARS-CoV-2 con un ABC de 0,654 (IC95%, 0,53-
0,72; p=0,014).

En el analisis de regresion multivariable solo el contacto
epidemiologico de riesgo, la existencia de infiltrado pulmonar
en la radiografia de torax, el comienzo de los sintomas >7
dias, la presencia de al menos dos sintomas (tos, fiebre y/o
disnea), y la ausencia de neumonia en el afio previo fueron
variables predictivas independientes de infeccion por SARS-
CoV-2 (p<0,05). Se evalud un score de riesgo de 8 puntos
basandose en los factores predictores independientes y un
nivel de LDH >350 (correspondiente al percentil 75) (Tabla
3). EI ABC-ROC para este modelo predictivo fue de 0,89 (IC95,
0,831-0,946; p<0,001)

En todos los pacientes se realizd como técnica diagnostica
al menos un frotis faringeo analizado con RT- PCR. En 65 pa-
cientes (44,8%) se hizo un segundo frotis diagndstico y en 26
(17,9%) casos se realizaron tres o mas frotis diagnosticos por
negatividad persistente en los previos. El diagndstico microbio-
l6gico final se realizd en tres casos 3(3,0%) por la deteccion de
IgG en la prueba de diagndstico de anticuerpos.

Tabla 1 Principales variables demograficas,
clinicas y de laboratorio de nuestra serie.

Variable
Edad (afios), media (DE) 669 (17,8)
Sexo (varon), n (%) 86 (59,9)
Procedencia de centro sociosanitario, n (%) 16 (11,3)
Contacto epidemiologico +, n (%) 20 (13,8)
indice de Charlson, media (DE) 19 (1,63)
Dias desde el inicio de sintomas, media (DE) 7,1(5,6)
Tos, fiebre o disnea (=2), n (%) 101(61,6)
Neumonia en el afio previo, n (%) 11(7,6)
Infiltrado pulmonar radioldgico, n (%) 114 (78,6)
Linfocitos (céls./ml), media (DE) 1.186 (760)
Lactato deshidrogenasa (U/L), media (DE) 292,1(128,0)
D-dimero (ng/mL), media (DE) 2.709 (12.250)
Diagnostico final de SARS-CoV-2, n (%) 98 (67,5)

Tabla 2 Variables predictivas de infeccion
por SARS-CoV-2 al ingreso (analisis
bivariable).
Variable OR (IC95) p
Edad <65 afios 3,1 (1,4-6,69) 0,002
Contacto epidemioldgico 11,2 (1,4-86,4) 0,005?
>7 dias desde inicio sintomas 34(14-8,1) 0,004?
Ausencia de neumonia en afio previo 3,9 (1,11-13,8) <0,001?
Tos, fiebre o disnea (>0=2) 58 (2,6-12,6) <0,001°
Infiltrado pulmonar en radiodiagnostico 27 (3,2-237) <0,001°
indice de Charlson <2 4,9(2,3-103) <0,001

Lactato deshidrogenasa (LDH)>350 U/L 4,1(1,35-12,66) 0,008
Linfocitos <1000/mm? 2,1(1,17-4,5) 0,037
Variables predictivas independientes de SARS-CoV-2.

La positividad de los resultados en relacion al diagnostico
final y el rendimiento de las pruebas diagnosticas microbiolo-
gicas se expresa en la Tabla 4.

Se evaluo el rendimiento del frotis faringeo en relacion a
la puntuacion obtenida en el score propuesto. Para una pro-
babilidad clinica baja (score 0-3) el rendimiento de la primera,
segunda y tercera determinacion de RT-PCR fue del 13,6%, del
5,7% y del 0% respectivamente. En el caso de una probabilidad
intermedia (score 4-5) estas cifras fueron del 69,9%, del 28,0%
y del 21,4%. Finalmente para una probabilidad alta (score 6-8)
el rendimiento de la RT-PCR en las tres sucesivas muestras fue
del 87,5%, del 60,0% y del 33,3% respectivamente.
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DISCUSION

En el presente trabajo, realizado al inicio del actual bro-
te epidémico de infeccion por el SARS-CoV-2 en Espafa, se
evaluaron las caracteristicas demograficas, epidemioldgicas y
clinicas de los pacientes ingresados por sospecha de esta infec-
cion. Los trabajos que han analizado los casos del brote inicial
en China documentaron desde el principio el perfil clinico de
los pacientes infectados por el SARS-CoV-2 que incluye sobre
todo el desarrollo de neumonia con insuficiencia respiratoria y
en algunos casos progresion a un sindrome de distrés respira-
torio (SDR), con una mortalidad de los pacientes hospitaliza-
dos superior al 2% [5]. En el presente trabajo se compararon
las caracteristicas clinicas de los pacientes ingresados con un
diagndstico de confirmacion de infeccion por SARS-CoV-2,
con las de aquellos hospitalizados en los que no se obtuvo un
diagnostico de confirmacion. Hemos observado diferencias
significativas en relacion con aspectos epidemioldgicos vy clini-
cos. Entre todos ellos, la existencia de contacto con otros casos
positivos y la presentacion con neumonia al ingreso fueron los
factores mds intensamente asociados con el diagnostico final
de infeccion por SARS-CoV-2. La menor edad, una baja carga
de comorbilidad en el indice de Charlson o la ausencia de in-
gresos recientes por neumonia fueron, durante el brote epidé-
mico, factores asociados con el diagndstico final SARS-CoV-2.
Estos datos epidemioldgicos también fueron remarcados en
el brote epidémico en Wuhan (China) en donde solo el 15%
de los pacientes ingresados tenian mas de 65 afos de edad y
donde la comorbilidad fue relativamente baja salvo por la alta
frecuencia de hipertension [5]. Sin embargo, estos resultados
en nuestro estudio pueden reflejar un cierto sesgo de selec-
cion dado que, al inicio de la pandemia, los pacientes ancianos
ingresados en residencias fueron aislados en los propios cen-
tros socio-sanitarios e ingresaron con menor frecuencia en el
hospital, como se sefiala en las caracteristicas de la muestra
estudiada en nuestro trabajo.

Otro hecho notable es que no hemos observado que las
variables de laboratorio frecuentemente detectadas en la in-
feccion SARS-CoV-2, como la linfopenia o la elevacion del
D-dimero presentes en mas del 40% de estos pacientes [5,6],
tengan utilidad clinica como biomarcadores de esta infeccion.

Tabla 3 Variables consideradas en la evaluacion

del score de probabilidad pre-prueba.

Variables Puntuacion

Contacto epidemioldgico con otro caso COVID 2
Infiltrado pulmonar en la radiografia de torax 2
Presencia de dos o mas sintomas (tos, fiebre o disnea) 1
Ausencia de neumonia en afio previo 1
Inicio sintomas >7 dias 1

Lactato deshidrogenasa (LDH) >350 U/L 1

Dado que estas determinaciones pueden presentar importan-
tes variaciones durante el curso de la enfermedad y se han
considerado, por ello, marcadores de gravedad de la infeccion
por SARS-CoV-2, es posible que en otros momentos de la in-
feccion puedan constituir marcadores mas precisos que los
detectados al ingreso en nuestro trabajo. En relacion al valor
de la LDH, hemos objetivado que los niveles séricos >350 U/L
podrian ser un marcador de utilidad en el diagnostico de la
infeccion SARS-CoV?2.

Con estos datos hemos establecido un score de probabili-
dad pre-prueba, utilizando unicamente las variables predictivas
independientes resultantes del modelo de regresion multiple,
incluyendo ademas la LDH. Se ha ponderado el contacto epi-
demioldgico vy la presencia de neumonia con 2 puntos en cada
item, para un resultado maximo de 8 puntos. Asi, detectamos
que el score presentaba una alta precision diagnostica de in-
feccion por el SARS-CoV-2 (ABC cercana a 0,9) en los pacien-
tes incluidos en nuestra serie. Aunque nos parece interesante
considerar este score durante el brote epidémico, creemos que
su utilidad puede ser incluso mayor en una segunda fase de la
pandemia, en la que la probabilidad pre-prueba sera inferior por
el descenso esperable del nimero de casos. Finalmente,
otro de nuestros objetivos fue evaluar la utilidad de la repeticion
del frotis nasofaringeo en la reduccion de los falsos negativos
de la RT-PCR. Observamos globalmente un alto rendimiento de
la primera determinacion de RT-PCR. En la repeticion del mues-
treo, el rendimiento se redujo en relacion a los grupos de baja

Tabla 4
diferente probabilidad pre-prueba.

Rendimiento diagndstico de la RT-PCR de la primera y sucesivas muestras analizadas en funcion de la

Rendimiento® Rendimiento® Rendimiento® Rendimiento® Diagnosticos®
score alta probabilidad score media probabilidad score baja probabilidad total n (%)
n (%) n (%) n (%) n (%)
Primer frotis NF (RT-PCR?) 21/24 (87,5) 51/73 (69,9) 6/44 (13,6) 79/145 (54,9) 79/98 (80,6)
Segundo frotis NF (RT- PCR?) 3/5(60,0) 7125 (28,0) 2135 (5,7) 12/65 (18,4) 12/98 (12,2)
Tercer frotis NF (RT- PCR?) 1/3(33,3) 3/14(21,4) 0/9 (0) 4126 (15,4) 4198 (4,0)

“Frotis nasofaringeo (NF). RT-PCR. Reaccion en cadena de la polimerasa.
®Rendimiento=nimero total de muestras positivas/niimero total de muestras analizadas (%).
“Diagndsticos =niimero total de muestras positivas/nimero total de pacientes diagnosticados de infeccion SARS-CoV-2.
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probabilidad, siendo residual en pacientes con probabilidades
pre-prueba bajas. Este es un hecho relevante puesto que, un
resultado negativo de un frotis debe ser interpretado como un
falso negativo en pacientes con un score alto, pero en pacientes
con score bajo es suficiente para descartar la infeccion. Nuestros
datos apoyan las reflexiones de una editorial reciente en la que
se sefiala la importancia de establecer una probabilidad preprue-
ba en la interpretacion de un resultado negativo en las pruebas
RT-PCR para el SARS-CoV-2 [7]. Estos datos en situaciones de
menor incidencia (situacion post-brote epidémico) podrian con-
tribuir a racionalizar el uso de los recursos disponibles y a facili-
tar el manejo de estos pacientes, especialmente en los servicios
de urgencias de hospitales.

Nuestro estudio presenta las limitaciones inherentes a
un estudio transversal. Ademads, se ha realizado en un solo
centro hospitalario y con un numero de pacientes limitado.
Aun con la precision detectada, creemos que este score debe
ser validado en otras poblaciones de pacientes antes de su
utilizacion.

En este estudio preliminar realizado en plena pandemia
hemos desarrollado un score de probabilidad pre-prueba ba-
sado en datos epidemioldgicos y clinicos, que ha mostrado una
buena precision para el diagnostico de certeza de infeccion por
el SARS-CoV-2. Repetir la toma de muestra del frotis nasofa-
ringeo y su procesamiento con RT-PCR puede evitar los fre-
cuentes errores de muestreo, pero solamente en escenarios de
intermedia y alta probabilidad clinica, consumiendo recursos y
tiempo en pacientes con probabilidad pre-prueba baja.
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