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Rezumat

Incepand cu decembrie 2019, in doar 5 luni, pandemia bolii coronavirusului de tip nou (COVID-19) s-a extins in 216
tari si a afectat peste patru milioane de persoane. Astfel, au aparut noi provocari in diagnosticul de laborator al infectiei cu
COVID-19, una dintre ele fiind cazurile fals negative. Scopul lucririi este analizarea cauzelor posibile ale aparitiei rezul-
tatelor fals negative in procesul de diagnosticare a pacientilor cu COVID-19 si managementul situatiilor respective. A fost
efectuatd o revizuire sistematica a literaturii utilizdnd bazele de date Medline, Pub Med, pentru identificarea articolelor
relevante, cu referire la ,,COVID-19”, ,,diagnostic de laborator”, ,.fals negativ”. Testele prin reactia de polimerizare in lant
cu detectie in timp real (RT-PCR) sunt standardul diagnosticului etiologic al infectiei cu COVID-19. Faptul ca acestea
pot fi initial negative, nu este cu adevarat surprinzator, avand in vedere cinetica infectiei SARS-CoV-2. Testele efectuate
in exteriorul ferestrei de diagnosticare, ARN viral insuficient, sensibilitatea kitului RT-PCR, inactivarea termica, sunt
situatii care pot duce la aparitia rezultatelor fals negative. Pentru managementul acestor posibile erori este important sa
se utilizeze si alte metode ca testele bazate pe detectarea anticorpilor [gM/IgG, sau un rol relevant ii apartine tomografiei
computerizate pulmonare. Un rezultat pozitiv confirma detectarea virusului, dar un rezultat negativ nu intotdeauna sem-
nifica absenta infectiei, de aceea o singura metoda nu este suficientd pentru diagnosticul final al pacientului, dar trebuie
luate 1n considerare si caracteristicele epidemiologice, clinice, paraclinice.

Cuvinte-cheie: ,,COVID-19”, , diagnostic de laborator”, ,,fals negativ”.

Summary. Challenges in laboratory diagnosis of infection with COVID-19: negative but positive

As of December 2019, in just 5 months, the new disease (COVID-19) pandemic has expanded to 216 countries and
affected more than four million people. This has led to numerous challenges in the laboratory diagnosis of infection
COVID-19, one of which is the occurrence of false negative cases. Objective of the study is analysis of the possible
causes of false negative results in the diagnosis of patients with COVID-19 and how such situations should be corrected.
A systematic review of literature has been carried out using Medline databases, Pub Med, to identify the relevant items,
referring to ‘COVID-19’, ‘Laboratory diagnosis’, ‘false negative’. The current gold standard for the etiological diagnosis
of SARS-CoV-2 infection is (real-time) reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR). The fact that RT-PCR
testing may be initially negative is not surprising considering the probable kinetics of SARS-CoV-2 infection. Tests per-
formed outside the diagnostic window, insufficient viral RNA, the sensitivity of the kit-PCR, thermal inactivation, are
situations which may lead to false negative results. To control these possible errors it is important to use other methods
that tests based on [gM/IgG antibodies, or a relevant role, pertain to pulmonary computed tomography. A positive result
confirms virus detection, but a negative result does not always mean the absence of infection, so a single method is not
sufficient for final diagnosis, but should be used taking into account epidemiological, clinical, paraclinical characteristics.

Key-words: ‘COVID-19’, ‘laboratory diagnosis’, ‘false negative’.

Pe3ome. IlpoBokanuu B J1adopatopHoii Auarnoctuke uaeknun COVID-19: orpuuare/bHbINA, HO MOTO0KI-
TeJIbHBbIH

Hauwunas ¢ nexadps 2019 roma, Bcero 3a 5 Mmecsies, maHaeMus KOPOHOBHPYCHOU nH(pekimn HoBoro Tuna (COVID-19)
pacrpocTpanmiiachk Ha 216 cTpaH u nopasuia 0ojee 4eTHIpEX MIJUIMOHOB YesloBeK. TakuM 00pa3oM, BOSHUKIIM HOBBIE
mpobaeMsl B JaboparopHoii nuaraoctuke nHpekmun COVID-19, oqHO# U3 KOTOPBIX SBISETCS JIOKHOOTPHUIIATEIEHBIN
pesynbrar. Lleap paboThl: MpoaHaNIN3upPOBaTh BO3MOXHBIE IPUYUHBI MTOSBICHHS JIOKHOOTPHUIIATEIBHBIX PE3YJIBTaTOB B
mporecce nuarHoctuky manueHToB ¢ COVID-19 u MeHemKMEHT 3THX CUTyanuil. beut mpoBeaeH cucreMaTndeckuii 00-
30p JUTEpaTypsl ¢ ucmoiab3oBaHneM 0a3z manHbXx Medline, Pub Med no teme «COVID-19», «1aboparopHasi TuartHo-
CTHKa», «IOKHOOTPHIATSIHHBIN». TeCThl ¢ momuMepa3sHOU IemHoH peakmmell B peanbHoM BpemeHu (IIL[P) sBnstoTcs
CTaHIAPTOM I dTHONOTHYecKoi muarnoctuku nHpekn COVID-19. ToT daxt, 9T0 OHU MOTYT OBITH U3HAYAIIEHO OT-
pHLATEIbHBIME, HA CAMOM JIeJIe, HeyAUBUTENIEH, yuuThIBas KuHeTHKY HH(pekimn SARS-CoV-2. TecTsl, MpoBeeHHbBIE 32
TIpe/ieNlaMy INarHoCTHYECKOTO OKHA, HefocTartouHast BupycHas PHK, uyBctButensHocts Habopa s [1LIP, repmudeckas
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HMHAKTUBALUS - 9TO TE CUTyallluu, KOTOPbIE MOTYT MIPUBECTH K JIOAKHOOTPHULIATEIBHBIM pe3yabTaTaM. [l MeHemKMeHTa
BO3MOJKHBIX OLIMOOK HEOOXOAMMO HCIIOIB30BaTh M JIPYyTHe METO/bI, HAllpUMEp, TECThl OCHOBAHHBIC HA OIpE/ICICHUN
anruten Ig M/Ig G nnm ocobast posib IPUHAIIEKHUT KOMITBIOTEPHONH TOMOTpauy JIETKUX. BBIBOIBI: MOJIOKUTEIBHBIN
pe3ynbrar MOATBEPIKAacT HaJMYHe BUPYCa, HO OTPULATENILHBIA Pe3ylibTaT He BCErJa O3HayaeT OTCYTCTBHE MH(EKINH,
MO3TOMY OIHOTO METOZA HEAOCTaTOYHO Ul OKOHYATEeIbHOrO AMarHo3a MalyeHTa, ¥ cliefyeT NPUHUMAaTh BO BHUMaHUE
SMUIEMHONIOTNYECKHEe, KITMHUYECKHE, TApaKINHIYECKUE XapaKTePUCTUKH.

Karouesbie ciioBa: «COVID-19», «1aboparopHast TMarHoCTHKa, «JI0XHOOTPHUIIATEIBHBIN.

Introducere

Focarul prezent al unei boli respiratorii acute aso-
ciate coronavirusului numitd boala coronavirusului
de tip nou 19 (COVID-19) este a treia raspandire do-
cumentatd in numai doud decenii a unui coronavirus
animal la oameni, care a dus la o epidemie majora.
Acest nou focar, definit de catre Comitetul interna-
tional pentru taxonomia virusilor drept boala coro-
navirusului nou 2019 (COVID-19), este determinat
de coronavirusul sindromului respirator acut sever 2
(SARS-CoV-2) [1]. Conform Organizatiei Mondiale
a Sanatatii (OMS) incepand cu decembrie 2019, in
doar 5 luni, pandemia COVID-19 s-a extins in 216
tari si a afectat peste patru milioane de persoane [2].

Desi erorile de diagnostic pot aparea aproape
intotdeauna si peste tot 1n asistenta medicala, dato-
rita cresterii exponentiale a cazurilor pozitive SARS-
CoV-2 se evidentiaza vulnerabilitatea serviciilor de
medicina de laborator [14] care este accentuata din
cauzele fortarii personalului sa se confrunte cu sarcini
mari de munca si sub presiune severa [3]. Astfel, oda-
td cu dezvoltarea pandemiei au aparut noi provocari
in diagnosticul de laborator al infectiei cu COVID-19,
una dintre ele fiind cazurile fals negative. Luand in
considerare consecintele clinice si economice ale
acestor erori de diagnostic care sunt intotdeauna sem-
nificative mai ales atunci cand acestea presupun rele-
vanta bolii pandemice, cum ar fi COVID-19, repercu-
siunile sunt ample fara indoiald. Asadar, cunoasterea
metodelor de laborator foarte sensibile si specifice
sunt importante pentru controlul evolutiei rapide a
bolii coronavirusului asociat cu SARS-CoV-2.

Scopul acestui articol este analizarea posibilelor
cauze ale aparitiei rezultatelor fals negative in pro-
cesul de diagnosticare a pacientilor cu COVID-19 si
managementul situatiilor respective

Materiale si metode. A fost efectuatd o revizu-
ire sistematica a literaturii utilizand bazele de date
Medline, Pub Med, pentru identificarea articolelor
relevante, cu referire la ,,COVID-19”, , diagnostic de
laborator”,,,fals negativ”.

Rezultate. Medicina de laborator joaca un rol
esential pentru diagnosticarea si managementul mul-
tor patologii umane, inclusiv bolile infectioase si CO-

VID-19 [15], detectarea falsd de laborator ar putea
duce la un diagnostic eronat al pacientilor infectiosi,
a pacientilor externati chiar si aparitia unor potentiale
probleme de siguranta in transfuzia de sange [4].

Péna in prezent, au fost dezvoltate mai multe teste
pentru diagnosticarea infectiei cu SARS-CoV-2. Este
necesar de a cunoaste o imagine de ansamblu asupra
potentialelor vulnerabilitati preanalitice si analitice
ale testdrii RT-PCR pentru diagnosticarea infectiei
SARS-CoV-2 [18]. In stadiul preanalitic, colectarea
adecvata a probelor din tractul respirator, la momen-
tul potrivit, din locul anatomic corect este esentiald
pentru un diagnostic molecular prompt si precis al
COVID-19 [5]. Prezenta virusului a fost detectata in
caile respiratorii superioare si inferioare, incluzand
gatul, nazofaringele sputa si lichidul bronho-alveolar
[6]. SARS-CoV este de asemenea detectat in probe
de scaun, urina si sange, desi rezultatul este mai putin
fiabil decat din probele respiratorii [7]. Calitate slaba
a probei, manipularea, transportul si/sau depozitarea
incorectd precum si extractia esantionului slab sau
prezenta inhibitorilor PCR in ARN-ul extras ar putea
explica un rezultat negativ la o persoana infectata cu
virus COVID-19, (pentru a controla acest lucru, ca-
litativ poate fi efectuatd detectarea unei gene umane
housekeeping) [16]. Sunt necesare masuri adecvate
pentru a mentine in siguranta personalul laboratoru-
lui, producand in acelasi timp rezultate de testare fi-
abile. In stadiul analitic, testele RT-PCR in timp real
raman testul molecular ales pentru diagnosticul etio-
logic al infectiei cu SARS-CoV-2, in timp ce tehnicile
bazate pe anticorpi sunt introduse ca instrumente su-
plimentare [3]. Disponibilitatea unor rezultate corecte
poate fi amenintatd atunci cand testarea este depasita,
cum ar fi momentul in care cererea de reactivi de la-
borator depaseste capacitate de aprovizionare, perso-
nalul laboratorului este epuizat si programul de lucru
este prelungit, numarul de esantioane primite depa-
seste capacitatea de depozitare sigurd, personalul se
infecteaza sau este altfel incapabil sa isi indeplineas-
ca obligatiunile (de ex. in carantind) sau utilajul de
laborator nu mai pot fi deservit sau intretinut cores-
punzator [8].

Standardul de aur actual pentru diagnosticul etio-
logic al infectiei cu SARS-CoV-2 este reactia de po-
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limerizare in lant cu detectie in timp real (RT-PCR)
cu probe din tractul respirator [4]. In studiile clinice
supuse procedurii de aprobare de catre Administratia
Nationald a Produselor Medicale, toate trusele au pre-
zentat o sensibilitate ridicata de peste 90% din cazuri-
le confirmate. Cu toate acestea, in medii clinice reale,
ratele de diagnostic pozitive ale pacientilor suspectati
nu au fost la fel de mari decat au fost evaluate ante-
rior. Multi pacienti suspectati au prezentat simptome
clinice tipice sau semne imagistice In concordanta cu
pneumonia, dar nu s-au gasit pozitivi in testarea RT-
PCR [9].

Faptul ca testele pot fi initial negative, nu este
cu adevarat surprinzator, avand in vedere cinetica
infectiei SARS-CoV-2. In cazul in care proba a fost
colectatd Intr-un moment in care pacientul nu a pre-
zentat cantitati suficiente de virus,de exemplu foarte
devreme sau foarte tarziu in timpul infectiei s-ar pu-
tea explica un rezultat negativ la o persoana infectata
cu virus COVID-19. Luand in considerare ca SARS-
CoV-2 este un virus ARN monocatenar, izolarea ge-
nomului sdu necesitd o manipulare prudentd a pro-
belor in concordanta cu bunele practici de laborator.
Din cauza contagiozitatii SARS-CoV-2, multe labo-
ratoare chineze au inactivat virusul la 56-60°C timp
de 30-60 min inainte de extragerea ARN-ului [10].
De asemenea, a fost recomandata inactivarea termica
la 56°C pentru a asigura securitatea personalului me-
dical. Astfel un studiu pe doudzeci si trei de pacienti
confirmati cu infectie cu SARS-CoV-2 s-a efectuat
la Beijing, s-au investigat efectele inactivarii termice
asupra rezultatelor cantitative ale RT-PCR ale SARS-
CoV-2 si s-au evaluat rezultatele fals negative datora-
te inactivarii termice [9]. S-a constatat ca inactivarea
termica ar putea contribui la o scadere a cantitatii de-
tectabile de acid nucleic viral si a cresterii valorilor
Ct (numarul ciclului la care fluorescenta generata in
cadrul unei reactii depaseste pragul de fluorescenta)
in detectarea RT-PCR, 1nsa inactivarea termicd nu a
demonstrat nicio influenta semnificativa asupra rezul-
tatelor calitative pentru probele cu sarcini virale mari
[5]. Cu toate acestea, pentru esantioanele slab poziti-
ve (valoarea Ct variaza intre 33,37 si 36,89), inacti-
varea termica ar putea fi una dintre cauzele posibile
ale rezultatelor fals-negative in detectarea de labora-
tor a SARS-CoV-2. Din studiul respectiv s-a consta-
tat ca aproape jumatate din probele slab pozitive (7
din 15 probe, 46,7%) au prezentat rezultate calitative
fals-negative dupa inactivarea termica

Conform dovezilor recente, acuratetea diagnos-
tica a multor teste RT-PCR disponibile in prezent
pentru detectarea SARS-CoV-2 poate fi mai mica de-
cat cea optima (adica 100%). Xie si colaboratorii sai
pentru prima datd a descris cazul a cinci din 167 de

pacienti (3,0%) cu semen de COVID-19 la tomogra-
fia computerizata, care initial au fost testati negativi
pentru SARS-CoV-2 la RT-PCR [4].

Un alt studiu a fost efectuat pe un lot de 36 de pa-
cienti diagnosticati cu pneumonie COVID-19. Trei-
zeci si cinci de pacienti au prezentat constatari anor-
male a CT, in timp ce un pacient a avut un CT normal.
Utilizand RT-PCR, 30 de pacienti au fost testati pozi-
tiv, cu 6 cazuri ratate initial. Printre acesti 6 pacienti,
3 au devenit pozitivi la cea de-a doua analiza RT-PCR
(dupa 2 zile, si respectiv 3 zile), iar ceilalti 3 au de-
venit pozitivi doar 1n a treia runda de teste RT-PCR
(dupa 5, 6 si respectiv 8 zile). La prezentare, sensi-
bilitatea CT a fost, prin urmare, de 97,2%, in timp ce
sensibilitatea RT-PCR initiala a fost de doar 83,3%.
Acest studiu insi a avut unele limitari. In primul
rand, din cauza focarului de pneumonie COVID-19
in aceasta zona, furnizarea de kituri de detectare a aci-
dului nucleic a fost limitata, iar examenele RT-PCR
au fost efectuate numai la pacientii cu febra si teste
CT pozitive. In plus, dimensiunea esantionului aces-
tui studiu a fost mica, iar cazurile nu au fost monito-
rizate din cauza constrangerilor de timp. Prin urmare,
sunt necesare dimensiuni mai mari de esantion pentru
verificari suplimentare. Se recomanda ca pacientii cu
rezultate pozitive de imagistica, dar rezultatele nega-
tive ale RT-PCR sa fie izolati iar RT-PCR sa fie repe-
tatd pentru a evita diagnosticarea gresita [11].

Dintr-o perspectiva clinica, caracteristicile CT ar
putea fi utilizate ca prima si imediata referinta pen-
tru medici pentru a analiza cazurile foarte suspecte si
pentru a lua masuri necesare, in timp ce rRT-PCR ser-
veste ca instrument de confirmare ale carui rezultate
ar putea fi utilizate ulterior pentru a decide actiunea
ulterioara a continuarii tratamentului izolat sau exter-
narii [12].

ARN viral insuficient la punctul de detectare poa-
te duce la rezultate negative. Din aceasta cauza, este
important sa se utilizeze si analize bazate pe teste
imunologice pentru a determina expunerea la SARS-
CoV-2, precum si pentru a contribui la supravegherea
persoanelor cu expunere anterioara la SARS-CoV-2.
Testele bazate pe detectarea anticorpilor IgM/IgG pot
ronavirusi care sunt prezenti in mod normal in comu-
nitate si care Ingreuneaza interpretarea rezultatelor.
Mai mult, dinamica anticorpilor, raspunsul si produc-
tia in diferitele etape ale infectiei nu sunt inca stabilite
in prezent, ceea ce limiteaza in continuare utilizarea
acestor teste. Unele studii au aratat ca in primele 6-7
zile de la debutul simptomelor, mai putin de 40%
dintre pacienti au anticorpi detectabili. Astfel, testele
serologice ar trebui sa nu fie folosite pentru a exclude
un caz in primele zile de boala. De asemenea, detecta-
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rea anticorpilor dupa ziua a 7-a indica contactul ante-
rior cu virusul, dar nu confirma prezenta si extinderea
virusului.

In decurs de 4 luni, s-au facut studii ample pen-
tru a dezvolta sisteme serologice pentru a caracteriza
profilurile de anticorpi, precum si pentru a identifica
si genera anticorpi potential de neutralizare In tim-
pul infectiei cu SARS-CoV-2. In figura I observam
anticorpii specifici SARS-CoV-2 (in albastru): IgM
este detectabil inca de la a 3-a zi de la debutul bolii si
varfurile sunt intre 2 si 3 sdptamani. Raspunsul IgM
a fost inca detectabil dupa mai mult de o luna de la
debutul bolii. Atat IgA cat si IgG sunt prezente la a
4-a zi de la debutul bolii, iar varfurile apar dupa 2
saptamani de la debutul bolii in probele de ser. In pre-
zent, nu exista rapoarte despre prezenta acestor anti-
corpi specifici SARS-CoV-2 in faza ulterioara dupa
debutul bolii, asa cum este indicat de liniile punctate.
Aceasta descrie importanta studiilor serologice pen-
tru identificarea indivizilor cu expunere curentd sau
anterioara la SARS-CoV-2 care a fost nedetectata,
prin testarea anticorpilor IgM, IgG sau IgA impotriva
SARS-CoV-2. Ilustratia a fost creatd folosind Bio-
Rende, (Fig.1) [13].

Insa, ca in cazul oricarei analize de detectie mole-
culara, mutatiile virusului in regiunile vizate de teste
ar putea afecta sensibilitatea detectarii. Testele bazate
pe detectarea anticorpilor [gM/IgG pot sustine inves-
tigarea focarului si seroprevalenta. Mai multe teste

A Presence of SARS-CoV-2
viral RNA in swab samples

(atat ELISA, cat si teste de diagnostic rapid) sunt
disponibile pentru detectarea anticorpilor IgM/IgG
si sunt comercializate pentru detectarea infectiilor cu
virus COVID-19. Cu toate acestea, pana in prezent,
aceste teste nu sunt recomandate pentru utilizare [17].

Deoarece testele RT-PCR servesc ca metoda
standard de aur pentru a confirma infectia cu SARS-
CoV-2, rezultatele fals-negative ar putea impiedi-
ca prevenirea si controlul epidemiei, in special ca
acest test joacd un rol de referintd in decizia nece-
sitatii externarii sau continuare a izolarii. Starea de
evolutie a bolii (momentul si metodele de recoltare
a eprubetelor) si coinfectia cu alte virusuri ar putea
influenta acuratetea testului RT-PCR, care ar trebui
studiat in continuare [12]. Detectia precoce a infectiei
cu SARS-CoV-2 este una dintre interventiile cruciale
pentru controlul transmiterii virusului [13].

Concluzii. Dupd cum demonstreaza epidemii-
le anterioare, inclusiv SARS (sindromul respirator
acut sever) si MERS (sindromul respirator din Ori-
entul Mijlociu), diagnosticul de laborator extrem de
sensibil si specific sunt esentiale pentru identificarea
cazurilor, urmarirea contactelor, gasirea surselor si
masurilor de preventie eficiente si rationale pentru a
nu raspindi infectia. Identificarea precisa a cazurilor
este esentiala pentru a izola persoanele vulnerabile.
Testarea eficienta a persoanelor din contact cu paci-
enti cu risc ridicat, poate permite protectia subiectilor
cu multiple comorbiditati. Decizia de testare ar trebui

Presence of
SARS-CoV-2-specific

antibodies in serum samples
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Fig. 1. Tlustratie schematica a perioadei de detectare a ARN-ului viral sau a anticorpilor
la persoanele infectate cu SARS-CoV-2



90

Buletinul ASM

sa se bazeze pe factori clinici si epidemiologici si sa
fie legata de o evaluare a probabilitdtii de infectie, in
special atunci cand disponibilitatea testelor este limi-
tatd. Tomografia computerizatad a plamanului poate
fi utilizata ca test-cheie de diagnostic in COVID-19.
Testele de detectie a anticorpilor si antigenului seric
ar fi cele mai usoare si mai rapide, dar nu au fost inca
validate si poate exista reactivitate Incrucisata cu alti
coronavirusi, In plus anticorpii detectati pot rezulta
dintr-o infectie anterioara si nu din infectia acuta pen-
tru care diagnosticul este necesar.

Un rezultat pozitiv confirma detectarea virusu-
lui, dar un rezultat negativ nu intotdeauna semnifica
absenta infectiei, de aceea o singura metoda nu este
suficientd pentru diagnosticul final al pacientului, dar
trebuie luate 1n considerare si caracteristicele epide-
miologice, clinice, paraclinice.
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