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1. Resumen

A finales de diciembre del 2019, se detectaron en la provincia de Wuhan, China
multiples casos de neumonia, los cuales eran causados por un nuevo coronavirus,
primero fue llamada 2019-nCoV, al ser aislado de esos pacientes una semana
después, posteriormente de un analisis genético, el Comité Internacional de
Taxonomia de Virus nombro al virus SARS-CoV-2 oficialmente y la OMS a la
enfermedad como COVID-19 [48,59]. Los coronavirus son virus de ARN
monocateriano de sentido positivo, pertenecen a la familia Coronaviridae, afectan
principalmente a mamiferos y aves siendo para los humanos una zoonosis [59]. Se
pueden diferenciar en 4 géneros: Alfa, Beta, Gama y Delta. En el género alfa estan
incluidos 229E (1a) y NL63 (1b), mientras que en el beta estan OC43 (2a) y el HKU1
(2a), éstos son endémicos y representan del 10-30% de las infecciones a nivel
mundial [53,55]. Adicionalmente se incluyen las variantes que han causado diversos
brotes como son el SARS-CoV (2b), el actual SARS-CoV-2 (2b) y MERS (2c). [66]

La deteccion del virus se hace por a través de RT-gPCR y/o mediante una prueba
rapida que detecta antigenos (Ag), mientras que la serologia nos permite comprobar
la presencia de anticuerpos en pacientes positivos al SARS-CoV-2, una prueba
rapida nos permite identificar entre aquellos que son positivos de los negativos y asi
aislarlos, cortando la cadena epidemioldgica; por ello se han disefiado ensayos de
flujo lateral (LFA) que identifican anticuerpos IgG/IgM en suero. En México la
COFEPRIS aprobd distintas pruebas rapidas, usadas para el diagnostico de COVID-
19. Entre ellas el kit Vazyme 2019-nCoV IgG / IgM, un ensayo de flujo lateral (LFA),
mediante un inmunoensayo automatizado, SARS-CoV-2 1gG/IgM (ARCHITECT,
Abbott), utilizando suero de 75 pacientes con diagnéstico de SARS-CoV-2 y 25
negativos confirmados por RT-gPCR. Obteniendo una sensibilidad y especificidad
de forma individual (100% y 52% IgG Vazyme, 15.2% y 100% IgM Vazyme) y global
100%, 60%, respectivamente. Se demostré que la prueba rapida Vazyme tiene bajo
rendimiento en comparacién con las prueba ARCHITECT.

UNAM | FESC|BQD 12
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2. Marco Tebrico

2.1 Coronavirus

Los coronavirus pertenecen a la familia Coronaviridae, subfamilia Coronavirinae del
orden Nidovirales. Se pueden clasificar en cuatro géneros distintos Alfacoronavirus,
Betaconornavirus, Deltacoronavirus y Gamacoronavirus. Los primeros dos afectan
a mamiferos; HCoV-NL63 y HCoV-229E perteneciendo al género Alfacoronavirus;
HCoV-OC43, HCoVHKU1, MERS, SARS-CoV y SARS-CoV-2 (COVID-19) al
género Betacoronavirus; causando una variedad de enfermedades
gastrointestinales y del tracto respiratorio. El delta y gama coronavirus infectan
principalmente aves. [89,92]

Son virus envueltos con un genoma de ARN monocateriano de sentido positivo, con
una direccion 5 — 3", correspondiendo a un ARNm, estos virus tienen uno de los
genomas mas grandes de ARN aproximadamente de 26-32Kb [48]. Se ha
demostrado que la variedad de cepas del coronavirus depende de tres aspectos, la
infidelidad de la ARN polimerasa dependiente de ARN, incrementando su tasa de
mutaciones 1 * 1000; alta frecuencia de recombinacion de ARN homologo; por
ultimo la flexibilidad de acomodar y modificar sus genes por el tamafio de su genoma
al ser uno de los mas grandes de su tipo. [96]

El grupo tanto del alfa y beta coronavirus se subdivide dependiendo de la filogenia
y sus caracteristicas gendémicas, sin embargo, existe una diferencia en la proteina
“Spike” permitiéndole el salto entre especies. [96]

En 1966 se identificaron a las primeras variantes de coronavirus que causaban una
infeccidn respiratoria aguda, siendo HCoV-E229 y OC43; sin embargo en 2005 se
describio a HCoV-NL63 y HKU1 [20]. A pesar de reconocer la existencia de los
coronavirus y que afectaban al humano no se siguié investigando. Actualmente se
sabe que los coronavirus humanos, son de origen zoondético.

No fue hasta 2002 y 2012 donde emerge el SARS-CoV (Guangdong, China) y
MERS-CoV en Arabia Saudita respectivamente, asociados a neumonias graves en
pacientes adultos, difieriendo en la letalidad, siendo para SARS-CoV de 20-30% y
MERS de 35-45% [20].

A finales de diciembre del 2019 emergieron casos de neumonia en Wuhan, China,
sin un agente etiolégico determinado, pero no fue hasta enero del 2020 que se aisl6
de 5 pacientes una nueva variante de SARS-CoV-2. Desde entonces se extendi6 e
infecto a 520.372.492 millones casos confirmados de COVID-19, incluidas
6.270.232 muertes hasta el 18 de mayo del 2022 [59,80, 95].

UNAM | FESC|BQD 13
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2.1.1 Origen, caracteristicas estructurales y genémicas

El analisis filogénico de SARS-CoV-2 revela que tiene una estrecha relacién con los
Beta-coronavirus tales como SARS-CoV (2002) y MERS-CoV (2012), actualmente
se conoce que son virus de origen zoonético.

Tal como se muestra en la fig. 1, todos parten de un hospedero definitivo el cual es
el murciélago herradura, la comparacién genética del SARS-CoV-2 con otras
especies de Beta-coronavirus, reveld una similitud del 82.3% respecto al SARS-
CoV, 72.6% con MERS-CoV y 96% con el murciélago de herradura Rhinolophus
affinis. [57, 26]

Comparte el mismo receptor de entrada a células epiteliales con el SARS-CoV,
enzima convertidora de angiotensina Il (ACE2). Adicionalmente y por la forma de
transmision de las anteriores coronavirus de origen animal, se propone que posee
un hospedero intermediario el cual le permitié dar ese salto de especies y afectar
actualmente al ser humano, éste es el pangolin, con el comparte una similitud del
90.32% del genoma del virus.[19]

Con lo anteriormente mencionado el origen propuesto actualmente del SARS-CoV-
2 es a partir del coronavirus RaTG13 y Pangolin-CoV.

SARS-CoV (2003)

N,
Civetadelas s, &
palmeras &

Fig 1. Coronavirus de origen zoonotico y sus respectivos hospederos Intermediarios, SARS-
CoV (Civeta), MERS (Camellos) y SARS-CoV-2 (Pangolin). [104]

UNAM | FESC|BQD 14
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En la base de datos Genbank con ID MW595909, se encuentra el genoma completo
del Sindrome respiratorio agudo severo aislado de coronavirus 2 SARS-CoV-2 /
humano / MEX / Ensenada-BC / 2020. Al 19 de mayo del 2022 hay 5, 752,441 casos
confirmados; 5, 050,420 personas recuperadas y 324,617 defunciones, de las
cuales el 52.08% corresponden a mujeres y 47.92% hombres, en México. [Datos,
covid-19]

La cepa Ensenada-BC/México comparte una similitud del 100% con el primer
aislamiento de Wuhan, China. Lo que nos lleva a una baja variabilidad de SARS-
CoV-2 con la de origen de la actual pandemia.

Sin embargo, el coronavirus posee una proteina denominada Spike o glucoproteina
de pico, responsable de la interaccion con el receptor ACE2, gendmicamente esta
proteina comparte una mayor similitud con la de RaTG13 (98.6%, 99.7%) vy
Pangolin-CoV (94.5%, 98.6). A diferencia con SARS (90.3%, 96.6%); MERS
(68.1%, 77.6%); HCoV-OC43 (71.8%,80.4); HCoV-HKU1 (70.2%, 79.7%) Tabla 1y
2.

Lo que ayuda a entender el origen de los hospederos, la glicoproteina se divide en
dos subunidades la S1 y S2 a su vez posee una region llamada RBD, media la
entrada viral en las células del hospedador uniéndose primero a su receptor ACE2,
similitud que comparte con SARS-CoV, ya que MERS-CoV reconoce a dipeptidil
peptidasa 4 (DPP4) como su receptor, comparte una similitud del 78.6% con
respecto a RaTG13, 73.3% SARS-CoV, 55 % MERS-CoV, 98% Pangolin-CoV; esto
demuestra la adaptacion de la regio RBD para dar el salto de especie del pangolin
al ser humano, ademas de ser el blanco terapéutico actual.

Tabla 1. Comparacion genética de la cepa Mexicana de SARS-CoV-2 con la de otros
coronavirus.

Identidad de nucle6tidos %
Genoma S RBD N E ORF1lab
completo

WH-SARS-CoV-2 100 100 98.7 100 100 100
RaTG13 96.1 98.6 78.6 99.9 100 99.8
SARS-CoV 82.3 90.3 73.3 99.5 97.8 95
MERS-CoV 72.6 68.1 55 76.2 78.5 74.9
HCoV-0OC43 72.8 71.8 69.8 65 70.6 75.9
HCoV-HKU1 71.8 70.2 71 63.3 68 76
Pangolin-CoV 90.3 94.5 98 99 100 91.1

Comparacion de secuencias genéticas completas del SARS-CoV-2 con 7 coronavirus, glicoproteina
spike, RBD, Gen N, E y poliproteina ORFlab. MX-BC (MW595909), WH (NC045512), RaTG13
(MN996532), SARS-CoV (NC004718), MERS-CoV (NC019843), HCoV-OC43 (KU131570), HCoV-
HKU1 (NC006577) y Pangolin-CoV (MT072864). Alineacion multiple en Kaling-EBI.
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Tabla 2. Comparacion de aminoéacidos de la cepa Mexicana de SARS-CoV-2 con la de otros

coronavirus

Identidad de aminoacidos %

Genoma S RBD N E ORF1lab
completo

WH-SARS-CoV-2 99.8 100 100 100 100 100
RATG13 92.5 99.7 79.8 100 100 100
SARS-CoV 47.4 96.6 70.1 99.8 100 98.8
MERS-CoV 46.1 77.6 75.8 86.4 89.2 84.3
HCoV-0C43 61.2 80.4 80.7 86.6 81.1 85.7
HCoV-HKU1 60.5 79.7 82.1 84.7 83.8 85.9
Pangolin-CoV 47 98.6 98.2 99.5 100 99.6

Cotejo de secuencias proteicas del SARS-CoV-2 con 7 coronavirus glicoproteina spike, RBD, Gen
N, E y poliproteina ORFlab. MX-BC (MW595909), WH (NC045512), RaTG13 (MN996532), SARS-
CoV (NC004718), MERS-CoV (NC019843), HCoV-OC43 (KU131570), HCoV-HKU1 (NC006577) y
Pangolin-CoV (MT799523). Alineacion mdltiple en Kaling, EBI.
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RaTal3 99.7%
SARS-CoW 06.6%
MERS-CoV 77.6%
HCoV-0C43 30, 4%
HCoV-HKU1 79.7%
Pangolin-CoV 93.6%
consensus,/186%
consensus, 98%
consensus, 8%
consensus,78%

cov
SARE-CoW-2 108, 6%
M¥-BC-SARS-CoV-2 180.8%
RaTEl3 09, 7%
SARS-CoW 95.6%
MERS-CoW 77.6%
HCoV-0C43 32.4%
HCoW-HKU1 79.7%
Pangolin-CoV G5, 6%
consensus,/18e%
consensus,98%
consensus, 88%
consensus, 78%

Fig 3. Alineacion de multiples secuencias de la proteina Spike mediante Kaling-EBI
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Anadlisis comparativo de la glicoproteina de pico para evaluar su diversidad con otras variantes del

coronavirus, incluida la secuencia reportada en México y su posible relacion con el pangolin.
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La organizacién del genoma se muestra en la figura 4C. Donde se visualizan 13
marcos abiertos de lectura ORF1lab, cuatro proteinas estructurales principales y 8
proteinas accesorias de las cuales se tiene o no conocimiento [7], la primera esta
ubicada en el extremo 5 que codifica para 2 poliproteinas pplay pplb, estas son
procesadas por 2 proteasas virales para producir 16 proteinas no estructurales
(Nsps1-Nsps16). [7,85].

A) B) RBD FLS
N-Terminal Dominion
"""""""""""" _ (NDT)
Fusion Proteine
(FP)
i:;:t:rsa)ne ™) - Transmembrane Anchor (TA)
RNA and Nucleocapsid (N)
Intracellular Tall (IT)
Hemagglutinin-Esterase(HE)
Envelope (E)
)
21,290 nt 3,822 n 29,866 pb
D) iuenensssnannnnann s aa s s A SRR RS S EC --+rersesenccrenmnncunessenansennes >
S1/S2 SZ 1213 C
NDT RBD | I'FP}——{HR1
81 1273 a.a
685 1234
< S1 > < S2 =

Fig 4. Estructura del nuevo coronavirus (SARS-CoV-2), Caracteristicas gendémicas (Secuencia
completo y Glicoproteina Spike); ID Uniprot PODTC2 (SPIKE_SARS?2); 6VXX-PDB. [29]

El inciso A corresponde a la estructura del SARS-CoV-2 con sus proteinas estructurales y ampliacion
de la glucoproteina “spike”. Adicionalmente en el inciso B se ve una representacion en 3D con las
principales componentes que la conforman. Tanto el inciso C y D pertenecen al genoma del SARS-
CoV-2, siendo el inciso C su representacion de la secuencia completa, distribuyendo 13 marcos
abiertos de lectura; dos proteinas principales, 4 estructurales y 8 accesorias. Por Ultimo de esta en
elinciso D esta la secuencia completa de la proteina “Spike”, visualizando en la regién de union entre
la S1/S2, el sitio de unién con ACE2 (RBD) y la posicién dentro del virus.
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Proteinas no estructurales

Nspl es el producto de escisidon N-terminal de las ppla y pplb mediante una
proteasa viral similar a la papaina (PLpro), cuya funcién principal es su unién a la
subunidad 40s del ribosoma en las células hospedadoras interfiriendo en la sintesis
de proteinas pero no en las virales y la escisiéon endonucleolitica del ARNm. [7]

Nsp2 se cree que tiene su participacion en la patogénesis del virus al interferir con
PHB1 y PHB2 esenciales en la progresiéon del ciclo celular, apoptosis, biogénesis
mitocondrial y diferenciacion celular.

Nsp3 interactia con Nsp4 y forma el complejo de replicacion-transcripcion (RTC)
mediante su anclaje a la membrana y su interaccion con otras Nsps, la proteina N 'y
proteinas del hospedero, ademas esta formado por dos dominios similares a la
ubiquitina, (UB1, 2), region hipervariable (HVR), macrodominio-X y el dominio PLpro
gue codifica la proteasa similar a la papaina y esta escinde la pplay pplb en Nspl,
Nsp2 y Nsp3. [7, 42,82]

A diferencia de Nsp3, Nsp5 codifica para la proteasa similar a la 3 - quimotripsina
(3CLpro o Mpro) y procesa las 12 proteinas no estructurales restantes. [68] Nsp7,8
y 12 forman el complejo de replicasa para la replicacion y transcripcion del genoma
viral, ademéas Nsp12 es una ARN-polimerasa dependiente de ARN (RdRP).[7,82]

Nsp6 forma autofagosomas visto por primera vez en el coronavirus aviar, protege
los componentes virales de su degradacion por lisosomas y facilita el ensamblaje
de proteinas replicasas.

Nsp9 es codificada por ORF1la forma un nucleo de seis cadenas [ que proyecta
bucles extendidos hacia afuera e incluye una cadena  N-terminal y una hélice a C-
terminal, media la replicacion viral, su virulencia y reproduccion del ARN
monocateriano ya que se une y estabiliza al salir del complejo Nsp7-Nsp8
protegiéndolo de nucleasas. [21, 40]

La tapa 5" -Terminal es esencial para la traduccion y estabilidad del ARNm, llevado
a cabo por diversos procesos, participando NsplO formando un andamio para
formar el complejo de metilacion de la capa de ARNm, luego Nsp13, tiene funcion
de helicasa y potencia su actividad al interactia con Nsp12, pero su principal funciéon
es eliminar el gamma-fosfato del extremo 5° del ARNm naciente, ya que es una 5’-
Trifosfatasa; Nspl4 es una exonucleasa y N7-metiltransferasa, metilando la tapa
GpppA catalizando S-adenosil-metionina, lo que produce la estructura cap-0.
Igualmente Nspl6 (2'-O-Ribosa-Metiltransferasa) utiliza el mismo catalizador solo
gue da una estructura cap-1 al metilar el grupo 2'-hidroxi de la adenina. [7, 70, 100]

Evadir el reconocimiento de dsRNA por el hospedero es llevado a cabo por Nsp15,
el cual lo degrada al ser una endoribonucleasa utilizando el manganeso como
cofactor. [100]
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Proteinas estructurales

La proteina S es una glicoproteina trimérica transmembrana de clase tipo 1, esta
formada por dos dominios S1 y S2. Cada una con una funcién distinta, ya que la
subunidad S1 lleva a cabo la unién con el receptor ACE2 mediado por RBD
localizado en la region C-Terminal, mientras que la subunidad S2 la fusion de
membranas por cambios conformacionales en la region S1/S2 y S2” llevado a cabo
por una proteasa del hospedero TMPRSS2. El dominio S2 esta conformado por un
péptido de fusidn (FP), repeticion de heptada 1 (HR1), hélice central (CH), dominio
conector (CD), repeticion de heptada 2 (HR2), dominio transmembrana (TM) y cola
citoplasmica (CT), Fig. 3D [7, 13, 41, 85,93]

Cada monomero de la proteina S esta altamente glicosilado ya que contiene de 21
a 35 sitios de N-glicosilaciébn. Ademas, también se predijeron tres sitios de O-
glicosilacion (Andersen et al. 2020). Por lo que es el principal blanco terapéutico
actualmente. [8]

Actualmente se han identificado mutaciones en la glicoproteina de pico lo cual
aumenta su transmision, en la tabla 3 Se ve una resumen de los datos
proporcionados por el CDC.

La proteina de envoltura (E) es codificada por RNA subgendmico, es el menos
abundante en el virién, formado por tres dominios un ectodominio hidrofilico (N-
terminal), un dominio transmembrana hidrofébico (TMD) y un endo-dominio (C-
terminal) [7]; es la proteina més conservada en los coronavirus.[11] Su funcion
principal es el ensamblaje correcto del virion, sin embargo, se ha visto involucrado
en liberacién y patogénesis viral [65]; una funcidn que se le atribuye es la formacién
de viroporinas por su tamafo e hidrofobicidad capaces de transportar
selectivamente iones como Ca?* provocando la pérdida del potencial de membrana
y activacion del inflamasoma del hospedero. [24, 75, 85].

Proteina de membrana (M) es la mas abundante en el virion, dimérica y con tres
dominios transmembrana, con una region C-terminal (Interior) y N-terminal
(Exterior). Juega un papel importante en el ensamblaje del virion y su homeostasis
interna. Participa en la interaccion proteina-proteina a través del endodominio C-
terminal y los residuos L218 y L219 necesarios para el empacamiento de la
nucleocapside atribuyéndolo en la regulacion del empacamiento del ARN viral
maduro. [7, 41,85].

Por udltimo tenemos a la proteina de nucleocapside (N), tiene dos dominios
principales N-terminal y C-terminal, uniéndose al ARN viral empaquetando en una
ribonucleocapsida helicoidal (RNP), interactuando con la proteina M durante el
ensamblaje, ademés desencadena respuesta por parte del hospedero, a diferencia
de la proteina S, E y M éste se sintetiza en el citoplasma ya que las otras se llevan
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a cabo en el reticulo endoplasmico y son transportados al aparato de Golgi. [7,63,
85].

Proteinas Accesorias

La apoptosis es un mecanismo de muerte celular programada y este tiene dos vias
la extrinseca e intrinseca, ORF3a es considerado un proapoptético al activar la
caspasa-8 y escinde Bid a tBid provocando la liberacion del citocromo C, activando
la caspasa-3 y culminando en apoptosis. [51,103]. ORF6 es un antagonista de
interferén al inhibir la translocacién nuclear STAT1 y STAT2 [102,52]; a diferencia
de ORF9b utilizando TOM70 [37]; ORF8 es considerado un antagonista de
interferdn tipo pero no se sabe cOmo actla. [46]

ORF7a y b estan involucrados en la apoptosis al interactuar con Bcl-XL
secuestrandolo en el aparato de Golgi, liberando el Citocromo C, activacion de p38
MAPK, inhibicién de la sintesis de proteinas y de BST-2 [60,67]

Los ORF10y 14 no tienen una funcién definida ya que muy pocos mapas genémicos
los incluyen y falta mas estudio. [12,60]

Variantes de SARS-CoV-2

Los virus como SARS-CoV-2 tienden a evolucionar constantemente llevando a
cabo, cambios en su codigo genético provocado por mutaciones genéticas o
recombinacion viral durante la replicacion de su genoma.

Definimos como mutacion, cambio Unico en el cédigo genético (genoma del virus),
ocurriendo con frecuencia, pero pocas veces modificando las cararteristicas del
virus. Esto puede dar lugar a la recombinacién; proceso de combinacion, durante
la replicacion viral entre dos variantes de genomas del SARS-CoV-2, originando una
nueva variante diferente de los dos linajes (grupo de virus relacionados
estrechamente con un ancestro en comun) de origen. Por dltimo, una variante es
un genoma viral con una o mas mutaciones.

De acuerdo a las definiciones anteriores la OMS clasifico las variantes de SARS-
CoV-2 en VBM (variante bajo monitoreo), VOC (variante de preocupacion) y VOI
(variante de interés). Ver tabla 3.
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Tabla 3. Clasificacion de las variantes de SARS-CoV-2

FLS

Nomenclatura Linaje Mutacion Primera Designacion
deteccion
Alfa B.1.1.7yQ AB9/70, A144Y, (E484K*), VOC: 29 de diciembre del 2020
(S494P*), N501Y, A570D, Reino Unido VBM: 21 de septiembre del
D614G, P681H. 2021
Beta B.1.35 K417N, E484K, N501Y, D614G. Sudafrica VOC: 29 de diciembre del 2020
VBM: 21 de septiembre del
2021
Gamma P.1 K417N/T, E484K, N501Y, Japon/ VOC: 29 de diciembre del 2020
D614G. Brasil VBM: 21 de septiembre del
2021
Delta B.1.617.2y AY | L452R, E484Q, D614G, T478K India VOC: 15 de junio del 2021
Epsilon B.1.43 L452R, D614G. EE. UU.-California | VOC: 19 de marzo del 2021
B.1.43 S13I, W152C, L452R, D614G. VOI: 26 de febrero del 2021
VOI: 29 de junio del 2021
VBM: 21 de septiembre del
2021
Eta B.1.52 AB7V, A69/70, A144, E484K, VOI: 26 de febrero del 2021
D614G, Q677H, F888L Nueva York VBM: 21 de septiembre del
2021
Lota B.1.53 (L5F*),T951,D253G,(S477N*), VOI: 26 de febrero del 2021
(E484K*),D614G,(A701V*) VBM: 21 de septiembre del
2021
Kappa B.1.617.1 L452R, E484Q, D614G, India VOI: 7 de mayo del 2021
P681R VBM: 21 de septiembre del
2021
Zeta P.2 E484K, D614G, V1176F Brasil VOI: 26 de febrero del 2021
VBM: 21 de septiembre del
2021
Omicron B.1.1.529 A67V, del69-70, T95I, dell142- VOC: 26 de noviembre del 2021
BA.1 144, Y145D, del211, L212I,
BA.1.1 ins214EPE, G339D, S371L,
BA.2 S373P, S375F, K417N, N440K,
G446S, S477N , T478K, Sudéfrica

E484A, Q493R, G496S,
Q498R, N501Y, Y505H ,
T547K, D614G, H655Y, N679K,
P681H, N764K, D796Y, N856K,
Q954H, N969K, L981F

Datos obtenidos de “Clasificaciones y definiciones de las variantes del SARS-CoV-2", CDC.

2.1.2 Ciclo de replicacion

La entrada de SARSCoV-2 es mediada por la glicoproteina “Spike” (S), utilizando la
subunidad S1 (Responsable de la union con el receptor ACE2); Subunidad S2
(Responsable de la fusion de membranas); presente en células epiteliales de las
vias respiratorias, células epiteliales alveolares, células endoteliales vasculares y
macrofagos pulmonares, los cuales expresan ACE2. [57,80]
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También puede infectar células gliales e infectar el cerebro mediante transferencia
retrograda a través del epitelio olfativo o el hueso cribiforme, causando pérdida del
olfato. [86]

Existe evidencia que menciona un tratamiento previo con tripsina al virus provoca
cambios conformacionales en la proteina spike de manera irreversible evitando su
unién con ACE2, ademas la elastasa probablemente puede mediar la fusion del
virus después de la union, lo relevante es que es producida por células inflamatorias
pulmonares durante la infeccién, promoviendo la progresién de infeccion. [80]

Cuando se une a su receptor, el segundo paso es la protedlisis por proteasas
presentes en el hospedero (TMPRSS2 o CatB/L) en S1/S2 y S2°, que separa las
dos subunidades y produce un cambio de conformacion para activar su estado de
fusion.[26]

Una vez dentro de la célula, el genoma viral se libera al citoplasma y los ribosomas
del hospedero inician la traduccion del gen de la replicasa, que consiste en dos ORF
gue codifican para dos poli-proteinas (ppla y pplab), originando 16 proteinas no
estructurales tras la escision proteolitica por dos cisteina proteasas que se
encuentran dentro de Nsp3 (proteasa similar a la papaina; PL pro) y Nsp5 (proteasa
similar a quimotripsina). [26,88]

La liberacion rapida de Nspl permite que se dirija a la maquinaria de traduccion del
hospedero, los Nsp2-12 conforman el complejo viral de replicacion-transcripcion
(RTC) formando vesiculas de doble membrana a partir del reticulo endoplasmico
rugoso (RER), en donde tiene lugar la replicacién viral mediada por Nsp2-11,
ademas de la evasion inmune del hospedero y proporcionan cofactores para la
replicacion. [88]

Mientras que Nspl2-16 estan involucradas en la sintesis de ARN, correccion y
modificacion. La sintesis de ARN es realizada por la ARN polimerasa dependiente
de ARN nspl2 (RdRP) y sus dos cofactores Nsp7 y Nsp8 generando moldes de
RNA de cadena negativa que utiliza para replicar nuevos genomas agregando una
tapa 5' donde Nsp10 forman el complejo de metilacion, Nspl3 elimina el gamma-
fosfato del extremo 5 del ARNm naciente y nsp14 junto a Nsp16 metilan GpppN
catalizando S-adenosil-metionina y transcribe siete a nueve RNA subgendmicos a
partir de los cuales se sintetizan las proteinas estructurales. [7, 70, 82, 100]
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Fig 5. Mecanismo de formacion de la caperuza 5 RNAm del SARS-CoV-2 [69]

FLS

Las proteinas no estructurales involucradas son Nspl0, 13.14 y 16. Ademas de guaniltranferasa

(GTPase), S-adenosil-L-metionina (SAM), S-adenosil-L-homocisteina (SAH).

Una vez sintetizadas, las proteinas E, My S se asocian al reticulo endoplasmico y
N forma la nucleocapside al unirse al RNA viral. Los viriones se ensamblan en el
compartimiento intermedio reticulo endoplasmico Golgi (ERGIC) de donde salen en
vesiculas que migran hacia la membrana y son liberados de la célula infectada

mediante exocitosis. [26]
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Fig 6. Mecanismo de replicacion del SARS-CoV-2, modificado de [26,86]

2.1.3 Incubaciony transmision

Se replica principalmente en el tracto respiratorio superior e inferior afectando las
células ciliadas, secretoras de moco ademas de epitelio bronquial, neumocitos tipo
1 y la mucosa conjuntival; recientemente se ha confirmado que puede infectar el
bazo y ganglios linfaticos mediante macrofagos CD169+, adicionalmente infecta
galdulas salivales, higado, vesicula biliar, pancreas, intestino delgado y colon; el
SNC y SNP, se cree la infeccién es mediada por neuropilina-1 (NRP1) y CD147
como receptores alternos a ACE2; sin embargo, también se ha demostrado su
interaccion con células de la piel y plaguetas por mecanismos no especificos. El
rifion se sugiere es blanco de SARS-CoV-2, al infectar podocitos y tubulos
contorneados proximales, como posibles células hospedadoras a las que se dirige
el SARS-CoV-2. (34, 47, 67, 84)

La transmision es de humano a humano por gotitas respiratorias y aerosoles a altas
concentraciones por tiempos prolongados en lugares cerrados. Por lo tanto, se
recomienda el uso de filtros virales, succion cerrada y cambios de flujo de aire.
[71,91]
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En un estudio donde evaluaron la humedad méaxima, velocidad maxima del viento y
temperatura maxima, demostraron que estos factores disminuyen la prevalencia de
la enfermedad. Por lo que el calor, el pH alto o bajo y la luz solar facilitan la
eliminacion del coronavirus; un estudio demostré que al aumento de un grado 1°C
de la temperatura ambiente, el nimero acumulado de casos disminuye en un 0,86%.
[91]

Con ello se demuestra el bajo riego de trasmision por alimentos, sin embargo se
sugiere el lavado de manos o desinfeccién regularmente, uso de cubrebocas,
almacenamiento de los alimentos en el refrigerador y cocinar a altas temperaturas.
[91]

Solo el 2-10% de los casos presentan diarrea y su presencia en heces por lo que el
virus puede estar presente en aguas residuales y sobrevivir pero eso depende de la
temperatura, laluz solar, presencia de microorganismos antagonistas y tratamiento
con oxidantes disminuyen su supervivencia y la capacidad de transmision por este
medio. [91]

Ademéas de los ya mencionados mecanismos de transmision, las superficies
inanimadas, SARS-CoV-2 puede sobrevivir por mas de 9 dias a temperatura
ambiente pero disminuye a temperaturas superiores de 30°C por lo que la
desinfeccién de las superficies y el lavado de manos disminuyen el riego de
transmision, debido a que se necesita que dichas superficies (Manos, etc.) entren
en contacto con la mucosa oral, conjuntiva y nasal. [26]

El periodo de incubacién medio es de 5.0 a 6.4 dias con un rango de 2 a 14 dias,
los sintomas se presentan de tres a seis dias después de la exposicion. Menos del
2.5% de las personas infectadas manifiestan sintomas en los siguientes 2.2 dias de
la infeccidn, pero a los 11.5 dias el 97.5% presentan sintomas y después de 14 dias
la probabilidad de desarrollarlos es muy bajo. [32,41]. Sin embargo, también se
presenta de forma asintomatica para aquellos que no desarrollan sintomas o son
muy leves, estos son los principales involucrados en la transmisién del virus. [38].
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2.1.4 Patogenicidad e inmunidad
Los coronavirus en general causan resfriados, sin embargo, unos mas patégenos
como el SARS-CoV-2, provocan sintomas graves como neumonia, insuficiencia
renal, dificultad para respirar, complicandose y causando la muerte. Ademas de
unos mas leves como tos, fiebre, disnea, diarrea, dolor de cabeza y pérdida del
sentido del olfato. [30]

- e 78 sARsCov-2
Respiratory tract manifestations (&5} SARS-CoV-
it
Throat Extra-respiratory manifestations
Sore throat
o (pharyngitis) Neurological
~ - b I Dizziness
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Fig 7. Sintomas causados por el SARS-CoV-2

La inflamacion es un mecanismo llevado a cabo por células del sistema inmune
poco después de la infeccidbn por SARS-CoV-2, con la finalidad de limitar la
replicacién asi como la tormenta de citocinas, previniendo el dafio tisular severo ya
gue estas provocan un cuadro grave por la infeccion. [25]

Se ha descubierto que la infeccion de células epiteliales bronquiales humanas
normales (NHBE) con SARS-CoV-2 provoca un aumento de CCL20, CXCL1, IL-
1B, IL-6, CXCL3, CXCL5, CXCL6, CXCL2, CXCL16 y TNF a. Ademas en suero de
pacientes COVID-19 hay un aumento de los niveles de IL-6, ILIRA, CCL2, CCL8
CXCL2, CXCL8, CXCL9 y CXCL16 circulante. [14]

Otro estudio de pacientes en Wuhan, demostré que también hay aumento de IL1B,
IL1RA, IL7, IL8, IL9, IL10, FGF basico, GCSF, GMCSF, IFNy, IP10, MCP1, MIP1A,
MIP1B, PDGF, TNFa y VEGF en pacientes infectadosen comparacion con el grupo
control. Adicionalmente, demostraron que existe una diferencia en los niveles de
IL2, IL7, IL10, GCSF, IP10, MCP1, MIP1A y TNFa entre pacientes en UCI de los
gue no. [33]

La respuesta inmune innata es el primer mecanismo de defensa viral contra el
COVID-19, donde participan las células PMN (Polimorfonucleares), reconocen
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agentes infecciosos, mediante la interaccion de PRR (patern recognition receptors)
y PAMs (pathogen-associated molecular pattern). [32]

En este proceso los receptores tipo Toll (TLR) juegan un papel muy importante al
reconocer el material genético del virus por los TLR 7/8, estos se encuentran en los
compartimientos endosomales y de ahi su accesibilidad al ssSRNA. [38]

Ademas de inducir citocinas proinflamatarias y quimiocinas por el reconocimiento
del material genético (ssRNA), el TLR4 también puede inducir la produccion de IFN
tipo I, por la misma via, solo que se activa al reconocer la proteina “Spike”. [45]

INF ayp

JAK1 TYK2

TLR4

TRAM
dvilL
JAK1
AVlE

IRF5 l / TAfZ/a =
, N

i
Sl
=
o
/ .
=
o
~
@
@
m
w
3 |STAT1
\© |STAT2
STAT1
STAT1

=1

CCLs
CCL2.3.4.8.10.

CXCLs
CXCL1,2,3,5,6,8,9,16.

Diferenciacion
enLTh1

ILs
IL-1B,2,6,7,8,9,10,TNFa.

FLS (IFN-alfay IL-2,IL-4,IL-5,IL-8, GM-CSF,
beta) TGF-B1. OTROS
FGF,G-CSF,GM-CSF,IL-1RA,IP10,

PDGF.

Fig 8. Cascada de sefializacion mediada por TLR4 dependiente de MyD88 y TIRAP/TRAM,
modificado de (1, 5, 10, 56, 62, 64, 65, 73,78).

El receptor ACE2 también se encuentra en células endoteliales monocitos,
macrofagos o células endoteliales, estas al verse infectadas llevan la presentacion
de antigeno a las células T. [3]

Mediante la via MHC | (CD8) y MHC Il (CD4), la primera marca las proteinas con
ubiquitina e ingresan al proteasoma, llevandose su degradacion y llevado al RE por
proteinas asociadas a transporte (TAP 1y 2), aqui mismo se sintetizan las cadenas
MHC | y se ensamblan, formando el complejo MHC I/antigeno; La via MHC Il utiliza
el fagosoma, se une a la vesicula que contiene MHC Il y la catepsina forma el sitio
CLIP (péptido invariable ligado CPH); desplazado por HLADM y formando el
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complejo MHC ll/antigeno y transportado por vesiculas hasta la membrana celular
donde seréa presentado a los linfocitos CD4 y CD8. [3,54]

Durante la presentacion de antigeno se llevara a cabo la activacion de los linfocitos
mediante la interaccion del complejo MCH-Antigeno-TCR: CD3, se activan y
producen INF-A, El factor nuclear de la cadena K de células B (NF kB), el factor
activador de proteina 1 (AP1) y el factor nuclear de células T (NF-AT). [50]

Este IFN-y es captado por otras APCs a través de su receptor especifico,
activandose y liberando IL-12 e IL-18 estas activan a las células T y NK, via receptor
especifico, induciendo la expansion de clonas Th1l. [50]

Cuando hay una baja produccion de interferones es el que se asocia con la
patogénesis y progresion de la enfermedad al igual que las citocinas inflamatorias,
amplificando el dafio tisular.

2 TCR-CD3 1)
M

G’ Aggregatibacter
acfynomicetemcomitans

IFN-yR1 i
IFN-yR2 IL-12p35

IL-12p40
Aa

Fig 9. Activacién de linfocitos T y diferenciacién a Th1. [82].

Tabla 4. Citocinas producidas por células Thly Th2 tomada de [35]

Th1l Th2
TNF-B IL-4
INF-y IL-5
IL-2 IL-6
IL-12 IL-9
IL-10

IL-13
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2.2 Pruebas de diagndstico
Desde el comienzo de la actual pandemia causada por el SARS-CoV-2, se ha
buscado controlar su propagacion, por ello es importante llevar acabo un buen
diagnéstico para identificar y aislar los casos positivos, esto con la finalidad de
interrumpir la cadena de transmision, sin embargo ha sido un reto ya que cada
técnica utilizada en el laboratorio tiene ventajas y desventajas.

Los métodos de laboratorio actualmente utilizados se basan en la deteccion de
genes virales (RT-qPCR), antigenos (Pruebas rapidas de inmunocromatografia en
exudado nasofaringeo) y anticuerpos IgG/IgM (ELISA, CMIA, pruebas rapidas de
inmunocromatografia). Cada una tiene rendimientos y propiedades diferentes, cada
una es precisa, dependiendo de la etapa en que se encuentra la enfermedad. [28,
101,105]

2.2.1 Tipos de muestra
El tipo de muestra que se utiliza es especifica para cada método, la recoleccion de
las muestras deben ser de buena calidad, ya que ésta afecta la sensibilidad y
precision del resultado.

Tabla 5. Muestras de diagndéstico para el SARS-CoV-2 (15, 22, 76)

Tipo de Muestra Técnica Tiempo recomendado
Hisopado Nasofaringeo RT-gPCR y LFIA (Ag) Fase Aguda
Hisopado Orofaringeo RT-gPCR y LFIA (Ag) Fase Aguda
Lavado Bronquioalveolar RT-gPCR Fase Aguda
Lavado o aspirado nasal RT-gPCR Fase Aguda
Esputo RT-qPCR Fase Aguda
Suero ELISA,CMIAy LFIA (Ac) Fase de convalecencia (2-4
Semanas iniciada la enfermedad)
Sangre/plasma LFIA (Ac) Fase de convalecencia (2-4
Semanas iniciada la enfermedad)

Dependiendo del tipo de muestra se utiliza la técnica apropiada y también depende de la fase de la
enfermedad para maximizar su sensibilidad.

2.2.2 RT-qPCR

La RT-gPCR o reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa en
tiempo real, es el estandar de oro usada actualmente en el diagnostico por SARS-
CoV-2 utilizando muestras del tracto respiratorio superior e inferior de pacientes con
signos y sintomas de la enfermedad. [31,77]

Esta técnica molecular tiene una buena sensibilidad y especificidad, ademas de
poder detectar pequefias cantidades de acidos nucleicos (ARN viral) dependiendo
de la carga viral, relacionada con la progresion de la enfermedad y el tipo de
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muestra. Los genes que se detectan por esta técnica son N, S, E, ORFlab y RdRp.
[6,76].

Combina la amplificacién y la deteccién en un mismo paso al correlacionar el
producto de la PCR de cada uno de los ciclos con una sefial de intensidad de
fluorescencia, utilizando como molde una plantilla de RNA mediante una reaccion
conocida como transcripcion reversa utilizando la enzima transcriptasa reversa y la
hibridacion del cebador en el extremo 3" entre 50-60°C. Los elementos que utiliza
son el molde (DNAc), Tag-polimerasa, cebadores, desoxirribonucledtidos
trifosfatados (ANTPs) el ion magnesio (Mg +), una solucién amortiguadora o buffer
y agua. [79]

Transcriptasa reversa
Cebador

Hibridacion 50-60°C

STTTITITTITIT I T I T T I I T T ITII IITIIIIT S

Desnaturalizacion inicial 95°C

gl LU UL L UL LU L LU LU UL L UL L -

'_ ___ Taq polimerasa
/ N - reap

3 5 Hibridacion50-60°C
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o { —\l
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DNAC
3 :
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Fig 10. Obtencion del molde DNAc mediante la reaccién transcripcion inversa
por las enzimas Transcriptasa inversay Taq polimerasa

Las tres etapas de la RT-gPCR son:

1. Desnaturalizacién: Las cadenas de DNAc son calentadas y separadas a
95°C durante 20-30 seg, dependiendo de la cantidad de G-C.

2. Hibridacién: Se alinean los cebadores en el extremo 3" de cada hebra entre
50-60°C y las sondas Tagman a su secuencia blanco, esta compuesta por
un reportero fluorescente (R) y un “quencher” (Q), provocando cambios
conformacionales entre ellos tras la hibridacion con su secuencia blanco.
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3. Extension: La Taq polimerasa actua sobre el complejo templado-cebadores-
sondas Tagman y empieza su funcion catalitica a una velocidad muy réapida;
agrega dNTP’s complementarios a una temperatura de 72 °C, para crear las
cadenas completas de ADN. Al final del ciclo, se habran formado los
amplicones y emitido la sefial fluorescente, debido a la ruptura de la sonda,
logrando que la fluorescencia emitida por el reportero sea liberada, medido
por el equipo y sea proporcional a las plantillas generadas.

La prueba puede dar falsos positivos por toma inadecuada de la muestra,
recoleccion tardia o en etapas tempranas de la enfermedad, mutaciones virales,
mala manipulacion de la muestra e inhibicién de la RT-gPCR. [22]
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Fig 11. Etapas de la PCR y Método especifico mediante la utilizacion de las sondas Tagman.

2.2.3 Serologia
La ventana de tiempo Util y la carga viral dificultan la deteccion de genes virales. Por
ello se han desarrollado ensayos seroldgicos permitiendo el andlisis de la sangre y
diagnosticar indirectamente el SARS-CoV-2 al identificar anticuerpos IgG/IgM en
suero humano tras una respuesta inmunologica, mas faciles de realizar, disponibles
y apoyo en la vigilancia epidemiologica; Actualmente los mas utilizados son ELISA
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(ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas) y CLIA (Inmunoensayo enzimatico de
guimioluminiscencia). [55]

2231 ELISA-INDIRECTA

Se basa en la reaccion de los anticuerpos (Anticuerpo primario) de la muestra con
el antigeno (proteina “Spike” trimerizada) unido a la superficie de la microplaca
como primera reaccidn, posteriormente se agrega un segundo anticuerpo Anti-
lgG/IgM humana conjuga con una enzima (Peroxidasa de rabano picante o “HRP”)
reaccionando con el primer complejo antigeno-anticuerpo, la que no se une es
eliminada por lavados; se agrega una solucion de sustrato (TMB) que reacciona con
el complejo enzimético, para dar una sefial colorimétrica medible directamente
proporcional a la concentracion de anticuerpos IgG/IgM anti-SARS-CoV-2 presente
en la muestra. [9]

ELISA INDIRECTO 2

SARS-CoV-2

(1) Placa de ELISA sensibilizada Reaccion primaria entre el (3) Hliminacion de anticusrpos
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Fig 12. ELISA INDIRECTA del SARS-CoV-2

2.2.3.2CMIA o CLIA
Los ensayos comerciales son de dos pasos, primero se combina e incuba la muestra
del paciente con las microparticulas recubiertas con antigeno (Spike o
nucleocapside) del SARS-CoV-2 y el diluyente del ensayo, llevando una reaccion
entre Ag-Ac de tipo 1gG/IgM presentes en la muestra, posteriormente una reaccion
de tipo Ac-Ac entre el anticuerpo primario y un segundo anti-lgG/IgM humano
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marcado con acridina formando la mezcla de reaccion y se incuban. Después de los
ciclos de lavado, se afiaden las soluciones pre activador y activador, dando como
resultado una reaccién de quimioluminiscencia que se mide en URL en el equipo
Architec i1000. Ver Anexo 1

¥~ H,0,/0H
+ ‘ ( + \ —p Quimioluminiscencia
Microparticulas 19G Anti- S A t’:rigl}’frfno -
paramagnelicas con (gMuers]t:'a) r;narg(:adctjcoan
antigeno del SARS-CoV-2 acridina
FLS

Fig 13. Fundamento de la técnica por CMIA

2.2.4 Pruebaréapida para anticuerpos
Los inmunoensayos de flujo lateral (LFIA) o inmunocromatografia de fase solida, al
igual que las pruebas serologicas automatizadas o semiautomatizadas
complementan el diagndstico y apoyan en la vigilancia epidemiologica, ademas de
gue, son mas baratas, faciles de realizar y se obtiene el resultado entre 10-15 min,
mucho menor que un ensayo RT-gPCR, ELISA y CMIA que en promedio tarda 1-
4hrs. [9]

Estas se basan en la deteccion de inmuglobulinas IgM e IgG contra el SARS-CoV-
2 por el método de inmunocromatografia en fase sélida para su captura. La muestra
(Suero/plasma), fluye desde la almohadilla (Zona de la muestra) y termina sobre la
almohadilla de conjugacion.

El complejo de conjugacion se lleva a cabo entre los anticuerpos 1gG/IgM presentes
en la muestra con particulas de antigeno recubiertas con oro coloidal; debido a la
accion capilar migran a la zona de captura (Membrana de nitrocelulosa) el cual tiene
tres zonas de lectura, una para IgG (T1), IgM (T2) y Linea control (C), la primera es
inmoviliza por un anticuerpo Anti-lgG humana en la linea T1, formando el complejo
inmunoldgico oro coloidal/antigeno-anticuerpos IgG y anticuerpo Anti- IgG humana,
generando una linea roja sobre la zona de captura T1.

Para IgM la zona de captura es en la linea T2 y se usa un anticuerpo Anti-lgM
humana. Estd presente otro conjugado de oro coloidal pero con anticuerpos de
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conejo IgG, fluyen hasta la zona de captura control y se inmovilizan por un
anticuerpo IgG anti-Conejo, sobre la linea C, indicando que se agreg6 el volumen
adecuado de muestra y se ha producido la absorcién de la membrana. Ver Anexo
2.

(A)
) M Line G Line Control Line
Flow g ‘ .
s 2
b <
% Sample Pad A Nitrocelluloes Membrane P\ Absorption Pad
! Adhesive Card
Conjugation Pad
> N7 " I & tle h
CoviD-19 1gM iold CoviD-19 Gold Rabbit 1gG y Anti-Human IgM Antibody Anti-Rabbit 12G Antibody
Y c-usi @ cucamis | N gues ) Y
Y CoviD-19 1eG ‘ g k& NTI’/ Anti-Human IgG Antibody
(B)
m ) ) 'R
C
G
M
oo N N
Negative IgM IgG IlgM/1gG
Positive Positive Positive

Fig 13. llustracion esquematica de un test rdpido de anticuerpos SARS-CoV-2 IgG/IgM [9]

3. Caracteristicas de las pruebas diagnosticas

Una prueba diagndstica o examen, forman parte de la practica habitual del médico,
por lo que es de suma importancia que dichas pruebas puedan discriminar entre un
individuo sano (Resultado normal) de un individuo enfermo (Resultado anormal); asi
gue deben de cubrir ciertas caracteristicas de validez, seguridad y fiabilidad.

Los elementos a utilizar siempre es un estandar de referencia que tenga una alta
sensibilidad y especificidad para discriminar entre individuos sanos de los enfermos,
lo que nos permite definir aquellos que padecen una enfermedad determina y se
confirma que la sufre (Verdadero positivo o VP), al contrario de los que no padecen
la enfermedad, confirmando que no la sufren (Verdadero Negativo o VN).

Sin embargo, bajo el mismo concepto anterior, se define un Falso positivo (FP)
cuando tenemos un resultado positivo hacia una enfermedad determinada, pero no
la padece, en cambio un Falso negativo (FN) es aquel con resultado negativo pero
gue padece la enfermedad. [16]
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3.1 Validez
Es la capacidad de una prueba diagnéstica y el grado de concordancia entre los
resultados de la pruebas para definir una enfermedad, entre ellas podemos
encontrar dos caracteristicas muy importantes.

Sensibilidad (SEN): Probabilidad de una prueba para identificar correctamente a
individuos que padecen la enfermedad con resultado positivo.

Especificidad (ESP): Probabilidad de una prueba para identificar correctamente a
individuos que no padecen la enfermedad con resultado negativo.

3.2 Seguridad
Esta dada por los VPP Y VPN, determinando la capacidad de una prueba para
predicir la ausencia o presencia de una enfermedad especifica.

Valor predictivo positivo (VPP): Probabilidad de un individuo con resultado
positivo tenga la enfermedad.

Valor predictivo negativo (VPN): Probabilidad de un individuo con resultado
negativo no tenga la enfermedad. [16,23]

3.3 Fiabilidad
Nos permite determinar la confianza de los resultados de una prueba diagnostica.

indice de Youden: Nos resume el rendimiento global de una prueba, su valor puede
ir de -1 a 1, se usa en conjunto con las curvas ROC, indicando su fiabilidad, entre
mas se acerque al 0.0 la prueba se hace inutil en el diagnostico.

Razon de verosimilitud: Describe cuantas veces es mas probable que reciba un
resultado determinado una persona con la enfermedad.

Indice Kappa: Se resume como la concordancia entre los resultados de ambas
pruebas.

Exactitud: La probabilidad de que el resultado del test prediga correctamente la
presencia o ausencia de la enfermedad. [16,23]
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3.2 Construccion de una tabla de contingencia

FLS

Con todo lo definido anteriormente podemos construir una tabla de contingencia con
los valores de las pruebas para obtener los datos de validez, seguridad y fiabilidad,
lo cual nos va a permitir determinar el rendimiento de nuestra prueba. [16,23]

Tabla 6. Céalculos de las pruebas diagnosticas

Tabla 1. Calculo de las pruebas diagndésticas

Prueba de referencia

+ -
VP FP a+b VPP=al/(a+hb)
Prueba a b
diagndstica FN VN c+d VPN=d/(c+d)
C d
at+c b+d at+b+c+d
S=al/(a+c) E=d/(b+d)

RV (+) = sensibilidad/(1-especificidad)
RV(-) = (1-sensibilidad)/especificidad

Indice de Youden= Sensibilidad + Especificidad-1

Exactitud: (a+d) / (a+b+c+d)
Indice Kappa= P, — P,/1 — P,

Py = (a + d)/N

P, = [(a +b)(a+ c)] N [(c +d)(b+d)
N N

La tabla 6. Muestra como btener los datos que nos permiten definir el rendimiento
de una prueba diagnostica asi como su interpretacion de algunos valores, con ayuda

de latabla 7y 8.

Tabla 7.Valores que determinan la eficiencia diagnostica de una prueba.

Valores IEP Capacidad

IEP(+)210 o IEP(-)<0.1 Suficiente
IEP(+)25 <10 0 IEP (-) >0.1 0.2 Moderado
IEP(+)22 <50 IEP (-) >0.2 0.5 Escasa

IEP(+)21 <20 IEP (-) >0.5<1

Insignificante

Muestra la interpretacion de la razén de verosimilitud o IEP

Tabla 8. Grado de concordancia kappa

indice kappa <0 0-0.2 0.2-0.4 0.4-0.6 0.6-0.8 0.8-1
Grado de Sin Insignificante Bajo Moderado Bueno Muy bueno
concordancia acuerdo
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4. Planteamiento del problema

Al surgimiento de un nuevo beta coronavirus llamado SARS-CoV-2 causante de un
cuadro de neumonia, propagandose por todo el mundo, se hizo necesario contar
con técnicas eficientes para su diagndstico; rapidas, disponibles, faciles de realizar
y baratas. Tal ejemplo son las pruebas rapidas de antigeno y anticuerpos.

En las pruebas que sirven o se usan para detectar Ac’s, es necesario considerar la
etapa de la infeccion en la que se encuentra el paciente, conocer los periodos de
incubacion del virus y de preferencia la posible fuente de contaminacién/infeccion
para contar los dias de evolucién de la enfermedad para saber qué tipo de
inmunoglobulina esperamos encontrar con la finalidad de poder determinar la
seroprevalencia en una poblacién, sin embargo, no son usados como parametro de
diagnéstico primario, sino de seguimiento o complementarias a otras pruebas en la
deteccién de antigenos.

No obstante son utilizadas como una alternativa a la RT-PCR o algunas veces
remplazada por la de antigeno para el diagnéstico, por lo que debe haber
informacion cientifica que respalde su rendimiento y que su objetivo de uso sea el
adecuado y ayude al seguimiento de los pacientes, mas no de diagnostico.

5. Justificacion

La necesidad de contar con técnicas mas rapidas y eficientes para el diagnéstico de
SARS-CoV-2 ha llevado a su aprobacion prematura, sin estudios epidemioldgicos
en poblacion acerca de su rendimiento, esto puede traer como consecuencia fallas
en la identificacién de pacientes positivos y su aislamiento, por consecuente no se
interrumpe la cadena epidemioldgica, evitando controlar la propagacion del virus.
Asi gque este estudio evaluara el rendimiento de una prueba comercial aprobada
para su uso de emergencia en México sustentando su apoyo en el diagndstico por
primera vez y seguimiento de la enfermedad o rechazo de la misma, ademas de
usar como estandar de referencia un ensayo CLIA basado en la experiencia que se
tiene, prestigio de la marca y en la capacidad de estas pruebas para detectar Ac’s
contra otros virus.
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6.

Hipotesis

El ensayo VAZYME 2019-nCoV IgG/IgM SARS-CoV-2 podria tener una sensibilidad
y especificidad mayor del 80%, tanto para IgG como IgM comparada con el estandar
de referencia ARCHITEC IgG/IgM SARS-CoV-2.

7.

Objetivo General

Determinar el rendimiento de una prueba rapida versus un inmunoanalisis
qguimioluminiscente de macroparticulas (CMIA) en pacientes atendidos en el
Hospital Infantil de México Federico Gémez para la deteccion de anticuerpos contra
SARS-CoV-2.

7.1 Objetivos particulares

Determinar la sensibilidad y especificidad para la prueba VAZYME.
Establecer el uso del ensayo CMIA como referencia en la deteccion de
anticuerpos contra SARS-CoV-2.

Materiales y metodologia

8.1 Descripcion del estudio

Estudio experimental, longitudinal y prospectivo.

Lugar del estudio: Hospital Infantil de México Federico Gomez (HIMFG).
Laboratorio de serologia.

Descripcion de la poblacion de estudio: Entre Mayo de 2020 y julio de
2020, se inscribieron 257 pacientes consecutivos que fueron ingresados al
Hospital Infantil de México Federico Gomez por sintomas de COVID-19. Se
recolectd de cada sujeto hisopado nasofaringeo para la prueba RT-qgPCR
sangre venosa para las pruebas de anticuerpos 34 dias después de confirmar
el diagndstico. Se realizoé una base de datos donde incluia datos clinicos de
los pacientes tales como edad, género, nombre, resultados de la RT-gPCR,
titulo de anticuerpos para IgG/IgM La prueba RT-PCR se realizé previamente
en el departamento de biologia molecular, mientras que los ensayos de
anticuerpos correspondieron al laboratorio de serologia, ambos en el HIMFG
(CDMX, México).

8.2 Criterios del estudio

8.2.1 Muestras de suero que componen el panel negativo
Un total de 25 individuos (mujeres, n=15), los cuales fueron descartados con
titulos séricos de IgG e IgM contra SARS-CoV-2 obtenidos mediante dos
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pruebas comerciales SARS-CoV-2 IgG (ARCHITECT, Abbott) y SARS-CoV-
2 IgM (ARCHITECT, Abbott).

8.2.2 Muestras de suero que componen el panel positivo
Un total de 75 individuos (mujeres, n=38; Mediana de edad, 38 afos;
intervalo, 0.8-68 afos), los cuales fueron confirmados con titulos séricos de
IgG e IgM contra SARS-CoV-2 obtenidos mediante dos pruebas comerciales
SARS-CoV-2 IgG (ARCHITECT, Abbott) y SARS-CoV-2 IgM (ARCHITECT,
Abbott).

8.2.3 Criterios de exclusion
Se descartaron aquellos pacientes sin diagnéstico COVID-19 y muestras
hemolizadas después de su recoleccion.

8.2Procesamiento de las muestras
8.3.1 RT-qPCR

Este ensayo se realizé en el laboratorio de biologia molecular del HIMFG,
previamente al estudio, confirmando el diagnostico por COVID-19 en los 100
pacientes mediante la técnica de RT-gPCR (en inglés, Quantitative reverse
transcription PCR, el cual contienen tres conjuntos de cebadores o sondas
especificos a diferentes regiones genomicas del SARS-CoV-2 (Gen
ORF1a,S y N) que combina la amplificacion y la deteccién en un mismo paso
al correlacionar el producto de la PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa)
de cada uno de los ciclos con una sefial de intensidad de fluorescencia en
muestras obtenidas de las vias respiratorias superiores tales como hisopado
nasofaringeo, orofaringeos, nasales y de cornete medio, aspirado
nasofaringeo y lavado bronco alveolar (BAL).

8.3.2 Obtencion y conservacion de las muestras

Las muestras utilizadas previamente se obtuvieron por puncién venosa en
tubos estériles sin anticoagulante y aditivos, siliconado; para obtener el suero
se centrifugaron a 3500 r.p.m /10 min, posteriormente en una campana de
seguridad se separa el suero depositdndose en tubos criogénicos para su
almacenamiento (-70°C) y posterior analisis.

8.3.2.1 CMIA ARCHITEC Abotte IgM
Previamente a su uso las muestras se descongelaron por completo y
mezclaron con un agitador tipo vortex a baja velocidad o invirtiéndolos 10
veces, tomando 150 pul de muestra depositandolos en copas de recoleccion.
Se procesaron en el instrumento Abbott Architect i1000 usando el ensayo
Abbott SARS-CoV-2 IgM, previamente se calibra el equipo y cargan los
reactivos. ANEXO 2
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8.3.2.2 CMIA ARCHITEC Abbott IgG
Al igual que la prueba IgM previamente las muestras se descongelaron por
completo y mezclaron con un agitador tipo vortex a baja velocidad o
invirtiéndolos 10 veces, tomando 150 ul de muestra depositandolos en copas
de recoleccion. Se procesaron en el instrumento Abbott Architect usando el
ensayo Abbott SARS-CoV-2 IgG, previamente se calibra el equipo y cargan
los reactivos. ANEXO 1

8.3.3 Pruebarapida VAZYME 2019-nCoV IgG/IgM

El ensayo se realiz6 siguiendo las instrucciones del fabricante. Los kits de
prueba se atemperaron previamente a su uso, se sacaron de la bolsa de
aluminio y se colocaron horizontalmente sobre una superficie plana. Usando
el gotero provisto, se agregaron 1 gota (20 pL) de suero / plasma y 3 gotas
(60 pL) de tampon de dilucién en la almohadilla de muestra. El resultado se
lee después de 10 min y antes de 15 min ya que después de este tiempo el
resultado es invalido. ANEXO 3

2019-nCov IgG / IgM Detection Kit
(Colloidal Gold-Based)

(Serum/ Plasma/ Whole blood)

Contents: Test Cassette — 50 Specimen Dilution — 1 Dropper — 50

[REF| ce603C

74w ik g3

Fig 14. Componentes del kit VAZYME 2019n-CoV IgG/IigM

Cada caja contiene 50 pruebas en su respectivo sobre térmico, ademas incluye un buffer
de 5 ml y 50 goteros para depositar la muestra sobre el caset.

8.3.4 Andlisis estadistico
La sensibilidad y especificidad de las pruebas rapidas se obtuvieron al definir
los verdadero positivos y negativos, respectivamente. Tomando como base
los resultados obtenidos en el inmunoensayos de quimioluminiscencia
(CMIA). Para determinar el rendimiento de los ensayos también se calculo el
area bajo la curva (AUC), indice Kappa, Valor de P, indice de Youden y la
precision utilizando la base de datos WinEpi y Epidat 3.1.
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9. Resultados

Se incluyeron en el estudio a 100 pacientes a los cuales se les tomé la muestra y
proceso con el ensayo CMIA de Abbott SARS-CoV-2 IgM/IgG, siendo este nuestro
estandar de comparacion versus un ensayo LFIA de VAZYME 2019-nCoV IgG/IgM
SARS-CoV-2.

Los VPP fueron 75y 25 VNN para la prueba de 1gG, mientras que para IgM 45 VPP
y 10 VNN, debido a que después del procesamiento de las muestras para IgG los
sueros se hemolizaron o fueron insuficiente.

Tabla 9. Resultados obtenidos de los VPP de IgG tanto en CMIA y VAZYME 2019n-CoV IgG

No de ARCHITEC VAZYME 38 4.08 +
‘ Muestra IgG IgG 39 3.91 i
1 1.87 + 40 8.35 +
2 6.43 + 41 8.56 +
3 5.04 + 42 6.88 +
4 9.4 + 43 7.65 +
5 3.38 + 44 8.09 +
6 5.62 + 45 291 +
7 7.52 + 46 5.36 +
8 2.2 + 47 5.97 +
9 9.34 + 48 4.32 +
10 5.07 + 49 1.4 +
11 4 + 50 5.68 +
12 4.81 + 51 5.02 +
13 3.58 + 52 7.62 +
14 3.37 + 53 7.52 +
15 2.9 + 54 7.97 +
16 5.85 + 55 7.8 +
17 8.92 F 56 8.42 +
18 6.32 + 57 4.66 +
19 7.66 + 58 3.86 +
20 7.28 + 59 7.23 +
21 5.28 + 60 3.59 +
22 5.04 + 61 7.05 +
23 7.44 + 62 2.02 +
24 5.86 + 63 4.47 +
25 5.93 + 64 5.8 +
26 6.29 + 65 5.42 +
27 6.14 + 66 6.59 +
28 6.88 + 67 9.39 +
29 8.39 + 68 2.93 +
30 5.67 + 69 6.35 +
31 7.48 + 70 2.22 +
32 9.45 + 71 7.92 +
33 2.99 + 72 4.21 +
34 3.99 + 73 5.09 +
35 3.52 + 74 6.76 +
36 4.71 + 75 7.95 +
37 8.01 T
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Tabla 10. Resultados obtenidos de los VPP de IgG tanto en CMIA y VAZYME 2019n-CoV IgM

muestra IgM IgM

24 11.86 -
1 2.42 +

25 3.03 -
2 20.43

26 1.52 -
3 1.07

27 1.42 -
4 2.99 +

28 26.3 -
5 5.59

29 3.09 -
6 1.41

30 2.34 -
7 11.15

31 1.61 -
8 3.55

32 4.27 -
9 4.26

33 11.2 -
10 5.49 +

34 2.55 -
11 2.63

35 2.62 -
12 14.64 +

36 1.31 -
13 2.37

37 1.45 -
14 3.67

38 2.89 -
15 3.5

39 1.2 -
16 4.54

40 1.34 -
17 2.78

41 2.48 -
18 10.61

42 28.75 -
19 13.72 +

43 1.55 -
20 1.31

44 1 -
21 4.82

45 2.55 -
22 14.5

La prueba de ARCHITEC IgG/IgM Anti SARS-CoV-2 determina como resultado
positivo para IgG un valor = 1.4 index (S/C) en IgG y = 1.0 para IgM con el equipo
ARCHITECT i1000, mientras que la presencia de una linea de color rojo (Reaccion
Ag-Ac), en la linea T1l, T2 o C del ensayo VAZYME 2019n-CoV IgG/IgM se
considerd positivo; los titulos de anticuerpos IgG obtenidos por CMIA o CLIA
tuvieron un rango de 1.87-9.4 index (S/C) y 1.0-28.75 index (S/C) para IgM, lo que
confirma presencia de anticuerpos Anti SARS-CoV-2 IgG/IgM en los 75 sueros
tomados como VPP, en cambio para VNN fueron 25 y 10 sueros para IgG/IgM
respectivamente, definiendo un valor menor <1.4 index (S/C) para IgG y <1.0 index
(S/C) para IgM respectivamente.
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Tabla 11. Resultados obtenidos de los VNN tanto para CMIA y VAZYME 2019n-CoV IgG/IgM

No de muestra ARCHITEC IgG VAZYME lgG

No de muestra ARCHITEC IgM  VAZYME IgM

1 049 = 1 0.04 =
2 a1 - 2 ons -
3 0.03 = 3 0.05 -
4 0.48 + 4 0.41 -
5 011 - 5 006 -
6 0.02 - 3 0.41 -
i 01 = 7 0.06 _
g 0.67 + a 0.06 _
g 0.1 - g 0.05 _
10 067 - 10 0.05 -
11 0.61

12 07

13 0.64

14 046 -

15 0.7

16 0.09

17 015 -

18 0.45

19 0.33

20 0.05

21 07 -

22 0.53 +

23 0.07 -

24 014 -

25 0.23 =

Ninguna de las muestras analizadas resulté como no invalida, indicada por la linea
control (Linea superior). La primera linea corresponde a IgM y la segunda linea
corresponde a IgG, los resultados por muy tenue que hayan sido se tomaron como
positivos.
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Tabla 12. Comparacion de VAZYME 2019-nCoV versus ARCHITEC IgM para la deteccion de

anticuerpos Anti-IlgM de SARS-CoV-2

IgM SARS-CoV-2

Positivo

Negativo
Total

Sensibilidad (%) 15.6, IC95% (3.9-27.3)

Especificidad (%) 100, IC95% (95-100)

indice de validez (%) 30.9, IC95% (17.8-44)

Valor predictivo + (%) 100, IC95% (92.9-100)

Valor predictivo - (%) 20.8, IC95% (8.3-33.4)

indice de Youden 0.16, IC95% (0.05-0.26)

Razdén de verosimilitud (-) 0.84, IC95% (0.74-0.96)

VAZYME 2019-nCoV

ARCHITEC IgM
Positivo Negativo Total
7 (13%) 0 7 (13%)
38 (69%) 10 (18%) 48 (87%)
45 (82%) 10 (18%) 55 (100%)

Tabla 13. Comparacion de VAZYME 2019-nCoV versus ARCHITEC IgG para la detecciéon de

anticuerpos Anti-lgG de SARS-CoV-2

lgG SARS-CoV-2

Positivo

Negativo
Total

VAZYME 2019-nCoV

Sensibilidad (%) 100, IC95% (99-100)
Especificidad (%) 52, IC95% (30.4-73.6)
indice de validez (%) 88, IC95% (81.1-94.9)
Valor predictivo + (%) 86.2, IC95% (78.4-94)
Valor predictivo - (%) 100, IC95% (96.2-100)
indice de Youden 0.5, IC95% (0.3-0.7)

Razén de verosimilitud (+) 2.1,1C95% (1.4-3.1)

ARCHITEC IgG

Positivo Negativo Total

75 (75%) 12 (12%) 87 (87%)
0 13 (13%) 13 (13%)

75 (75%) 25 (25%) 100 (100%)

Se evaluo el rendimiento de la prueba VAZYME, obteniendo la sensibilidad y
especificidad 100% [IC 95% (99.33-100)], 52% [IC 95% (30.4-73.6)] para IgG
mientras 15.6% [IC 95% (3.9-27.3), 100% [IC 95% (95-100)] para IgM, como se
muestra en la tabla 9 y 10. Teniendo una concordancia de datos de 88% con un
indice kappa de 0.619 IC95% (0.438-0.800) para IgG y 30.9% con un indice kappa
de 0.063 IC95% (-0.029-0.155) para IgM (WinEpi).
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Tabla 14. Tasa de positividad entre las pruebas
VAZYME IgG VAZYME IgM ARCHITECT IgG ARCHITECT IgM
Muestras positivas 100 (75/75) 15.6 (7/45) 98.67 (74/75) 100 (45/45)

Muestras negativas 52 (13/25) 100 (10/10) 100 (25/25) 100 (10/10)

En general, la prueba rapida VAZYME 2019-nCoV mostr6 una buena precision para
la deteccion de IgG de SARS-CoV-2 y una validez baja para IgM en comparacion
con las CLIA ARCHITEC IgG/IgM (Tabla 6-7).

Vazyme IgG (AUC=0.76) Vazyme IgM (AUC=0.69)
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Dentro del analisis, el area bajo la curva de las pruebas de 1gG, las pruebas de IgM
y las pruebas combinadas de IgM / IgG para el diagnéstico de COVID-19 fueron
0.76 (IC del 95%: 0.66—0.85), 0.60 (IC del 95%: 0.36-0.84) y 0.80 (IC del 95%: 0.64-
0.96), respectivamente.
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10.DISCUSION

Desde el comienzo de la actual pandemia causada por un nuevo betacoronavirus,
llamado SARS-CoV-2, aislado en diciembre 2019, causante de un cuadro de
neumonia, se utilizO como estandar de referencia, un ensayo CLIA o CMIA en
pacientes confirmados por medio de una RT-qPCR, esta Ultima cuenta con una tasa
de positividad baja, debido a la toma de muestra, condicion y carga viral. [27,74]

Sin embargo se han buscado nuevas alternativas que mejoren la sensibilidad o
complementen el diagnostico, para ello la serologia juega un papel importante en la
seroprevalencia de la enfermedad, permitiendo evaluar su presencia en una
poblacion dada, son pruebas indirectas que detectan anticuerpos IgG/IgM Anti-
SARS-CoV-2, en plasma o suero. [22,25]

El incremento de los casos generd la necesidad de tener ensayos mas eficaces para
identificar pacientes positivos, asi como asintomaticos lo cual interrumpira la cadena
de transmision al aislarlos de los negativos, tal ejemplo son las pruebas rapidas.
[14,18]. Por la demanda de los mismos se han aprobado sin comprobacion de
exactitud y no se han retirado. [94]

En este estudio experimental, longitudinal y prospectivo actual, incluimos a 75
pacientes confirmados de COVID-19 y 25 negativos, para investigar el rendimiento
clinico de Vazyme un ensayo de flujo lateral que detecta cualitativamente
anticuerpos IgG/IgM del SARS-CoV-2 utilizando como método de referencia un
ensayo automatizado CMIA 1gG/IgM (ARCHITECT, Abbott).[19,20]

El estandar de referencia (CMIA), clasificd positivo un resultado = 1.4 index (S/C)
para IgG y = 1.0 para IgM utilizando suero sin hemadlisis, ictérico o lipémico, ya que
éste fue un factor para descartarlos e interferencia. La prueba rapida utiliz6 las
mismas condiciones y se leyo tras haber transcurrido 15 min, reportando un dato
positivo si hay presencia de una linea en el &rea de captura y negativo su ausencia,
como se muestra en la Fig 14. (Anexo 1, 2, 3)

Demostramos que la prueba rapida Vazyme 2019-nCoV IgG / IgM no era
congruente con nuestro estdndar de referencia IgG/IgM ARCHITECT en la
deteccion de anticuerpos contra SARS-CoV-2, ya que nuestro estandar de
referencia obtuvo una sensibilidad de 98.67%, 1C95% (95.4-100) con especificidad
del 100% 1C95% (99-100) en IgG y 100%, IC95% (99-100) en IgM, mientras que en
la prueba rapida, una sensibilidad de 100%, 1C95%, (99-100), especificidad de 52%
(IC95%, 30.4-73.6) en IgG, con una sensibilidad del 15.6%, 1C95% (3.9-27.3) y
especificidad 100%, 1C95% (95-100) en IgM para la prueba Vazyme 2019-nCoV.

Una especificidad del 52% para anticuerpos de clase 1gG, demostrando que hay
reaccion cruzada probablemente con otros anticuerpos, en cambio para anticuerpos
de clases IgM, su sensibilidad fue de 15.6% lo cual demuestra que los anticuerpos
fijados en la almohadilla tienen una baja afinidad contra los anticuerpos anti-SARS-
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CoV-2, eso es atribuible al tipo de anticuerpo de captura utilizado.[9] Todas las
muestras se tomaron en un promedio de 34 dias después de presentar los sintomas
por lo que debe estar presente anticuerpos IgM, ya que éstos se mantienen unos
meses después. [12]

Esto ultimo se confirmd, ya que las muestras analizadas anteriormente, se
evaluaron primero con el ensayo CMIA 1gG/IgM (ARCHITECT, Abbott) en la cual
tanto las muestras positivas y negativas fueron confirmadas por los ensayos
anteriores.

Adicionalmente se obtuvo el indice de validez o valor global de la prueba, siendo
88%, IC95% (81.1-94.9) para IgG y 30.9%, IC95% (17.8-44) para IgM, asimismo un
grado de concordancia sustancial, indice kappa de 0.619 1C95% (0.438-0.800) e
insignificante, indice kappa de 0.116 1C95% (0.007-0.226) respectivamente, lo cual
hace evidente que la prueba rapida tiene mas probabilidad de que un individuo sea
clasificado correctamente con anticuerpos IgG que IgM (23,87).

Las curvas ROC nos ayudaron a obtener el punto de corte junto con el indice de
youden, al ser una prueba que solo determina como positivo 0 negativo, se
consideré no-discriminativo si la curva ROC coincide con la linea de no-
discriminacion, la cual posee AUC = 0,50. A medida que el AUC se acerca al valor
1.00, mayor seré su capacidad discriminativa. (17)

Para IgG su curva ROC mostro una tendencia moderada, con un area bajo la curva
de 0.76 (IC del 95%: 0.66—0.85), junto a un indice de Youden de 0.5, IC95% (0.3-
0.7), indicando que la prueba tiende a tener una discriminacion entre una persona
sana de una enferma, si a eso le sumamos su valor predictivo positivo (VPP 86.2%,
IC95%, 78.4-94) y valor predictivo negativo (VPN 100%, 1C95%, 96.2-100).

En comparacion con IgM que tuvo un area bajo la curva de 0.60 (IC del 95%: 0.36-
0.84) adicionalmente un indice de Youden 0.16, 1C95% (0.05-0.26), VPP (100%,
IC95% [92.9-100]) y VPN (20.8, 1C95% [8.3-33.4]), la prueba VAZYME 2019-nCov
lgG tiene mas probabilidad de discriminar a una persona enferma que por
anticuerpos IgM, al igual que mayor concordancia con la prueba de referencia. [17]

Un estudio realizado en Polonia que evalué la misma prueba cromatografia con una
poblacion de 516 voluntarios asintomaticos, demostraron que no sirve en la
deteccion de casos asintomaticos ya que solo detect6 7 para IgM y 3 para IgG, bajo
rendimiento en las pruebas. [22] Ademas, en otro estudio determinaron que esta
prueba rapida tiene un buen rendimiento para IgG pero uno pésimo para IgM, similar
al demostrado en este estudio, solo que la prueba de referencia fue diferente. [21]

Por lo que este ensayo concordé con otros dos, demostrando que la prueba
VAZYME 2019-nCov IgG/IgM, tiene un rendimiento moderado para IgG, un 48% de
probabilidad en falsos positivos, junto a uno bajo al tener un 84.4% de probabilidad
en un falso negativo para IgM.
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Actualmente las pruebas serolégicas nos permiten activar una vigilancia
epidemiolégica en una poblacion y asi identificar a personas que han tenido
contacto con el SARS-CoV-2, ademas de la fase en la que se encuentre el paciente
por la clase de inmunoglobulina presente, y una posible inmunidad a futuro. Por ello
son de importancia al ser rapidos y faciles de realizar a gran escala, al haber una
necesidad sanitaria se aprobaron desenfrenadamente una gran serie de pruebas
gue aun con evidencia cientifica no se han sacado del mercado. [27]

Durante su evaluacion encontramos una serie de limitaciones en este estudio.
Primero, algunos resultados clinicos no estuvieron disponibles, en segundo lugar,
utilizamos el ensayo ARCHITEC IgG/IgM como estandar de referencia al no haber
uno establecido como estandar de oro para evaluacion comparativa, tercero
algunas muestras se hemolizaron por lo que fue un criterio de exclusion, finalmente,
otra limitacion es la falta de estimacion de la prevalencia de la poblacion infectada;
sin embargo, tiene un gran impacto en la sensibilidad y especificidad de una prueba
diagnéstica. [27]

Esto ultimo al gran impacto que ha tenido el virus y la necesidad de frenar la
propagacion, pero con pruebas que no discriminan esto se amplia mas.

11. CONCLUSION
Demostramos que la prueba rapida Vazyme tiene bajo rendimiento para detectar
anticuerpos IgM contra SARS-CoV-2 y reaccion cruzada en IgG, por lo que no se
recomienda su uso para el diagnostico y seguimiento de COVID-19.
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12. ANEXO 1

B4 en

CoV-2 IgG
g
- 6R86
SARS-CoV-2 IgG ARCHITECT H14806R05
Read Highlighted Changes: Revised January 2021.
GRBG-20
GRBE-30

For use under an Emergency Use Authorlzation (EUA) Only
Prescription Use only.

For #r Vitro Diagnostic Use Only.

Instructions must be carefully followed. Reliability of assay results
cannot be guaranteed if there are any dewviations from these
instructions.

For laboratory professional use only.

B NAME

SARS-CoV-2 IpG (also referred to as CoV-2 IpG)

B INTENDED USE

The SARS-CoV-2 IgG assay Is a chemiluminescant microparticle
immunoassay (CMLA) intended for the qualitative detection of IgG
antibodies to SARS-CoV-2 in human serum, serum saparator tube
and plasma (ACD, GPD, CPDA-1, dipotassium EDTA, tripotassium
EDTA, lithium heparin, lithium heparin separator tube, sodium citrate,
sodium heparin). The SARS-CoV-2 Igh assay is intended for use &s
an aid in identifying individuals with an adaptive immune response
to SARS-CoV-2, indicating recent or prior infection. At this time, it

is unknown for how long antibodies persist following infection and if
the presence of antibodies confers protective immunity. The SARS-
CoV-2 IgG assay should not be wsed to disgnose acute SARS-Cov-2
infection. Testing is limited to laboratories certified under the Clinical
Laboratory Improvement Amendments (CLIA) of 1988, 42 U.S.C
263a. to perform moderate or high complexity test.

Results are for the detection of SARS CoV-2 antibodies. IgG
antibodies to SARS-CoV-2 are generally detectable in blood several
days after initial infaction, althowgh the duration of time anibodies
are present post-infection is not well characterized. Individuals

may have detectable vires present for several weeks following
SETOCONVErSion.

Leboratories within the United States and its territories are required
to report all results 1o the appropriate public health authorities.

The senaitivity of SARS-CoV-2 IgG early after infection is unknown.
Negative results do not preciude acute SARS-Cov-2 infection.

If acute infection is suspected, direct testing for SARS-CoV-2 is
necessany.

False positive results for SARS-CoV-2 IgG assay may occur due to

cross-reactivity from pre-existing antibodies or other possible causes.

Due to the risk of false positive results, confirmation of positive
results should be considered using & second, different IgG assay.
The SARS-CoV-2 IgG assay |s only for use under the Food and
Drug Administration's Emergency Use Authorization.

B SUMMARY AND EXPLANATION OF THE TEST
The SARS-CoV-2 IgG assay Is designed to detect immunoglobulin
class G (IgG) antibodies 10 the nucleocapsid protein of SARS-Cov-2
in serum and plasma from individuals who are suspected to have
had coronevirus disease (COVID-19) or in serum and plasma of
subjects that may have been infected by SARS-Cov-2.

COVID-18 s defined as lliness caused by & novel coronavirus now
called severs acute respiratory syndrome coronavines 2 (SARS-
Co\-2, formerly called 2013-nCoV).! On March 11, 2020, the World
Health Orpanization (WHO) declared COVID-19 a global pandemic.?
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The incubation peried of COVID-18 ranges betwean 1 and 14 days,
with the majority of cases manifesting within 3 to 5 days. The most
common symptoms of COVIDAE are fever, tirednass, dry cough, and
difficulty breathing. A severs acute respiratory distress syndrome
(ARDS) may develop.? Reported case fatality rates depend on
geographic location* age, and comorbidities.

The causative agent of COVID-18 is a beta comnavines and belongs
to a family of viruses that may cause respiratory symptoms ranging
from commaon cold to severa pneumonia. These viruses are common
in animals worldwide and may eventually transfer to humans, as has
likely happened with SARS-Colv-2.!

The host immune system reacts to the infection by SARS-CoV-2 by
producing specific antibodies. These antibodies heve been reported
to appear in serum or plasma of infected individuals after the
detection of viral ribonucieic acid (RMA) in swabsS in as early as

a few days to 2 weeks after the onset of symptoms.® Specific lgG
antibodies to SARS-CoV-2 may be detectable in COVID-19 patients
during the symptomatic phase of the dissase after AMNA is no longer
detectable.® ® The persistence of Ig@ antibodies allows identification
of people who heve been infected in the past, and likely have
recoverad from the iliness.” It is unknown if lgG antibodies to
SARS-CoV-2 confer immunity to infection. IgG detection and othar
serological assays will likely play an important role in research and
surveillance ®

Nl BIOLOGICAL PRINCIPLES OF THE PROCEDURE
This assay is an automated, two-step immunoassay for the
qualitative detection of 193 antibodies to SARS-CoV-2 in human
sarum and plasma using chemiluminescent microparticle
immunoassay (CMIA) technology.

Sample, SARS-CoV-2 antigen coated paramagnatic microparticles,
and assay diluent are combined and incubated. The IgG antibadias
1o SARS-CoV-2 presant in the sample bind 1o the SARS-CoV-2
antigen coated microparticles. The mixture is washed. Anti-human
IgG acridinium-labeled conjugate is added to create a reaction
mixture and incubatad. Following & wash cycle, Pre-Trigger and
Trigper Soltions are added.

The resulting chemiluminescent reaction is measured as a relative
light unit (RLU).

The presence or absence of Igh antibodies to SARS-CoV-2 in the
sample is determined by comparing the chemiluminescent RLU in
the reaction to the calibrator RLU, which is calculated by the system
as an Index {8/ C).

[For additional information on system and assay technology, refer 1o
the ARCHITECT System Operations Manual, Section 3.

N REAGENTS

Kit Contents

SARS-CoV-2 IgG Reagent Kit 6REE

MOTE: Some kit sizes may not be available for use on all
ARCHITECT | Systems. Please contact your local distributor.

Wolumes (mlL) listed in the following table indicate the volume per
botthe.
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ARCHITECT

SARS-CoV-2 igii

CoV-2 igM
6R87
H13124R02

B6R873

Consulte las modificaciones marcadas. Revisado en septiembre de 2020.

Siga cuidadosamente estas instrucciones de uso. No se puede
garantizar la fiabilidad de los resultados del ensayo si no se siguen
exactamente las instrucciones indicadas.

Para uso exclusivo por profesionales del laboratorio.

B NOMBRE
SARS-CoV-2 IgM (denominado también CoV-2 IgM)

H FINALIDAD DE USO

El ensayo SARS-CoV-2 IgM es un inmunoanalisis quimioluminiscente
de microparticulas (CMIA) utilizado para la deteccion cualitativa de
anticuerpos IgM frente al virus del SARS-CoV-2 en suero y plasma
humanos en ARCHITECT i System.

El ensayo SARS-CoV-2 IgM se utiliza como ayuda en el diagnosti-
co de la infeccion por SARS-CoV-2, junto con las manifestaciones
clinicas y otras pruebas de laboratorio. Los resultados obtenidos con
el ensayo SARS-CoV-2 IgM no se deben utilizar por si solos para
establecer un diagnostico.

H RESUMEN Y EXPLICACION DE LA PRUEBA

El ensayo SARS-CoV-2 IgM se ha disenado para detectar anticuer-
pos, las inmunoglobulinas de clase M (IgM), frente a la proteina

de la espicula del SARS-CoV-2, en suero y plasma procedentes

de individuos con sospecha de haber padecido la enfermedad del
coronavirus (COVID-19) o de individuos que puedan haber estado
infectados por el SARS-CoV-2.

La COVID-1¢ se define como una enfermedad causada por un nuevo
coronavirus denominado coronavirus 2 del sindrome respiratorio
agudo grave (SARS-CoV-2, anteriormente denominado 2019-nCoV).!
El 11 de marzo de 2020, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
declaré la pandemia global por COVID-19.2 El periodo de incubacion
de la COVID-19 es de 1 a 14 dias, manifestandose la mayoria de los
casos transcurridos de 3 a 5 dias. Los sintomas mas comunes de la
COVID-19 son fiebre, cansancio, tos seca y dificultad respiratoria. Se
puede desarrollar un sindrome de distrés respiratorio agudo (SDRA)
grave.® La tasa de mortalidad comunicada depende de la ubicacion
geografica, la edad y la presencia de comorbilidades.* Estos virus
son comunes en los animales en todo el mundo y pueden trans-
mitirse a los humanos, como probablemente ha sucedido con el
SARS-CoV-2."

El sistema inmunitario del anfitrion reacciona a la infeccién por el
SARS-CoV-2 produciendo anticuerpos especificos. Estos anticuer-
pos aparecen en el suero o el plasma de los individuos infectados
después de la deteccion del &cido ribonucleico virico (RNA) en

los hisopados (frotis)® y después de unos dias a 2 semanas de la
aparicion de los sintomas.® Los anticuerpos IgM especificos frente
al SARS-CoV-2 se pueden detectar en los pacientes con COVID-19
durante la fase sintomatica de la enfermedad, después de que el
RNA ya no sea detectable.> © Actualmente, la duracion e intensidad
de la respuesta de los anticuerpos IgM siguen pendientes de des-
cripcion; la cinética de esta respuesta no se conoce. La sensibilidad
comunicada de la combinacion de RNA con los resultados de los
anticuerpos es > 99 %.5 La presencia de anticuerpos IgM permiten
identificar una infeccion reciente y evaluar el curso de la enfer-
medad. En la actualidad se desconoce si se puede alcanzar una
inmunidad protectora.” El ensayo SARS-CoV-2 IgM, junto con otros
ensayos seroldgicos IgG, desempenara un papel importante en la
investigacion y el seguimiento de este nuevo virus patolégico.®
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6R87-22
6R87-32
B PRINCIPIOS BIOLOGICOS DEL PROCEDIMIENTO

Este ensayo es un inmunoandlisis automatizado de dos pasos para
la deteccion cualitativa de anticuerpos IgM frente al virus SARS-
CoV-2 en suero y plasma humanos que utiliza la tecnologia de
inmunoanalisis quimioluminiscente de microparticulas (CMIA).

Se combinan y se incuban la muestra, las microparticulas paramag-
néticas recubiertas de antigeno del SARS-CoV-2 y el diluyente del
ensayo. Los anticuerpos IgM frente al SARS-CoV-2 presentes en la
muestra se unen a las microparticulas recubiertas de antigeno del
SARS-CoV-2. Se lava la mezcla. Se afiade el conjugado de anticuer-
po anti-lgM humana marcado con acridinio para crear una mezcla
de reaccion y se incuba. Después de un ciclo de lavado, se anaden
las soluciones preactivadora y activadora.

La reaccion quimioluminiscente resultante se mide en unidades
relativas de luz (URL). Existe una relacién directamente proporcional
entre la cantidad de anticuerpos IgM frente al virus SARS-CoV-2 en
la muestra y las URL detectadas por el sistema optico.

Esta relacion se refleja en el Index (S/C) calculado.

La presencia o la ausencia de anticuerpos IgM frente al virus SARS-
CoV-2 en la muestra se determina comparando las URL quimiolumi-
niscentes presentes en la reaccion con las URL del calibrador.

Si desea informacion adicional sobre el sistema y la tecnologia del
ensayo, consulte el Manual de operaciones del sistema ARCHITECT,
capitulo 3.

ll REACTIVOS.

Contenido del equipo

SARS-CoV-2 IgM Reagent Kit (equipo de reactivos) 6R87

NOTA: algunas presentaciones del equipo pueden no estar disponi-
bles para todos los ARCHITECT i Systems. Si desea mas informa-
cion, pongase en contacto con su distribuidor local de Abbott.

Los volumenes (mL) enumerados en la tabla siguiente indican el
volumen por frasco.

6R87-22 6R87-32
Andlisis por equipo 100 500
Numero de equipos por caja 1 1
Determinaciones por caja 100 500
66 mL 270 mL
[consucare|* 5.9 mL 26.3 mL
11.4 mL 40.7 mL

MICROPARTICLES | \jcroparticulas recubiertas de antigeno
recombinante de SARS-CoV-2 purificado en tampén TRIS con
agente tensioactivo. Concentracion minima: 0.0675 % de particulas
solidas. Conservantes: ProClin 950 y azida soédica.

[conucare] Conjugado de anticuerpo (monoclonal, de raton)
anti-lgM humana, marcado con acridinio en tampon MES

con agentes tensioactivos y estabilizante proteinico (bovino).
Concentracion minima: 20 ng/mL. Conservantes: ProClin 300 y
agente antimicrobiano.

Tampon TRIS y detergente. Conservantes: ProClin

300, azida sodica y agentes antimicrobianos.
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ANEXO 3.

W Vazyme

Nanjing Vazyme Medical Technology Co., LTD.

[Address] Floor 1-3, Building C2, Red Maple Park of Technological Industry,
Kechuang Road, Economy & Technology Development Zone, Nanjing, China

[Tel] +86 25 8436 5701 [Website] www.vazymemedical.com

[BASIC INFORMATION]

Manufacturer: Nanjing Vazyme Medical Technology Co., LTD.

Address: Floor 1-3, Building C2, Red Maple Park of Technological Industry, Kechuang Road, Economy & Technology
Development Zone, Nanjing, China.

Tel: +86 25 8436 5701

Customer Service Provider: Nanjing Vazyme Medical Technology Co., LTD.

Tel: +86 25 8436 5701

Address: Floor 1-3, Building C2, Red Maple Park of Technological Industry, Kechuang Road, Economy & Technology
Development Zone, Nanjing, China.

E-mail: support@vazyme.com

Website: www.vazymemedical.com

Manufacturing License: SSYJXSCX 20170028

[MEDICAL DEVICE REGISTRATION CERTIFCATE NO./PRODUCT TECHNICAL REQUREMENT NO.]
GXZZ 20203400239

[APPROVAL DATE & MODIFICATION DATE OF INSTRUCTIONS FOR USE]

June 4, 2020
[Symbols]
[Ec [rer] In the c Tests per kit u Manufacturer
For in vitro diagnostic use onl! Expire Date
- g L/ Catalog # 8
e
~ 30° Consult instructions for use
s J/‘ Stored at 4 ~ 30°C Uﬂ
&l Production Date P ool CE |cemark

I Nanjing Vazyme Medical Technology Co., LTD.
Polgen Sp. z 0.0. Sp.K.

Floor 1-3, Building C2, Red Maple Park of Technological
Industry, Kechuang Road, Economy & Technology
Development Zone, Nanjing, China
www.vazymemedical.com

92-516 Lodz, Puszkina Str. 80, Poland

2019-nCoV IgG/igM Detection Kit (Colloidal Gold-Based)
Instructions for Use

[PRODUCT NAME]
Generic Name: 2019-nCoV IgG/IgM Detection Kit (Colloidal Gbld-Based)

[SPECIFICATION] {
10 tests/kit, 20 tests/kit, 25 tests/kit, 30 tests/kit, 40 tests/kit, ﬁb tests/kit

[INTENDED USE]

This test kit is suitable for in vitro qualitative d irus (2019-nCoV) IgM/IgG antibodies in human
serum or plasma. This test kit is only used as a marker for cases with negative
2019-nCoV nucleic acid test result, or for diagnosis of suspected cases in conjunction with nucleic acid test. The test result
of this kit should not be used as a basis for diagnosis and elimination of COVID-19. This test kit is not suitable for screening
of general population.

The product can only be used by medical institutions.

Positive test results need further confirmation. Negative test results cannot rule out the possibility of 2019-nCoV infection.
The test kit is limited to clinical use and emergency stockpiles. it cannot be used in clinic as routine in vitro diagnostic reagent.
The test result of this kit is for clinical reference only. It is suggested that the patients' clinical manifestations and other
laboratory tests should be i to make a pi ive analysis of patients.

{
of 201 Q-hove[

[PRINCIPLE OF DETECTION]

This product is based on capture and solid-phase immunochrc phy for ion. The
(serum/plasma) flows from the specimen addition end through to the conjugate release pad (which causes the conjugation
reaction between 2019-nCoV IgM/IgG antibodies in the specimen and the antigen colloidal goid of 2019-nCoV to form a
oomplex of IgM/IgG antibody and colloidal gold-labeled antigen) due to capillary action. It then migrates to a capture zone of
r llose meml i antibody (mouse-anti-human IgM antibody, T1 line) to form an immune complex of
colloidal gold-labeled antigen, IgM antibody and mouse-anti-human IgM antibody, thereby generating a T1 red line. The
uncaptured colloidal gold conjugate complex continues to flow upward and will be captured by the ti-hi 1gG
antibodies (T2 line) to form an immune complex of colloidal gold-labeled antigen, IgG antibody and mouse-anti-human IgG
antibody, thereby generating a T2 red line. The remaining uncaptured colloidal gold conjugate complex moves upward,
combining with C line (quality control line) to indicate the completion of this reaction.

[MAIN COMPONENTS PROVIDED IN THIS KIT]

Component Main Ingredients

Aluminum foil pouch, desiccant, test strip and plastic card. Test strip composing blotting paper, nitrocellulose membrane, specimen
pad, colloidal gold-labeled pad and PVC plate. Nitrocellufose membrane T1 line (Test line) coating 1.0 mg/mL mouse-anti-human Igh
antibody. Nitrocellulose membrane T2 line (Test line) coating 1.0 mg/mL mouse-anti-human IgG antibody. C line (quality control line)
coating 1.0 mg/mL actin protein C. Conjugate release pad containing 400D 2019-nCoV antigen-colioidal gold conjugate complex.

Test Cassette

Specimen Dilution | HEPES Buffer containing casein (0.1 M), 5 mL/bottle.

According to different ificati 10 20 25 30 40 50
droppers/pack.

Dropper

Note: DO NOT interchange the components from different batches.

[STORAGE CONDITIONS & SHELF LIFE]

The shelf life of this kit is 6 months at 4~30°C.

Once the package of the Test Cassette is opened (4~30°C, humidity < 65%), it must be used within 1 hour. The period of
validity of specimen diluent is 28 days after opening.

See labels for production date and expiration date. o ol
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Vazyme

Nanjing Vazyme Medical Technology Co., LTD.

[Address] Fioor 1-3, Building C2, Red Maple Park of Technological Industry,
Kechuang Road, Economy & Technology Development Zone, Nanjing, China
[Tel] +86 25 8436 5701 [Website] www.vazymemedical.com

[SPECIMEN REQUIREMENTS]

1. Applicable specimen types are serum and plasma.
2. Sediment and suspended matter in the specimen may affect the test result. Those should be removed by if ion at

[PRODUCT PERFORMANCE INDICATORS]
A Mlnlmum Limit of Detection (LOD): Test with the in-house LOD references. S1 and S2 are positive for 2019-nCoV IgG

3000 g for 10 minutes.

3. Severe hematolytic, lipemic and turbid specimens should not be used.

4. Plasma specimens can be treated with heparin sodium or EDTA anti After i [ ion, the test should
be completed within the same day. If not, please store the specimens using as the following protocol: for Serum/plasma
specimens, store at 2~8°C for 7 days, or at < -20°C for 12 months.

5. Specimens must be fully restored to room temperature (18°C-28°C) before testing. Freeze-preserved specimens should
be completely melted, reheated and mixed thoroughly before use.

[TEST METHODS]

Read the instructions for use carefully before use.

1. The test cassette must be at room temperature before use, and the test must be operated at room temperature.

2. Remove the test cassette from the foil pouch and place on a flat, dry table.

3. Using the dropper provided, add 1 drop (about 20 pL) of the serum, or plasma specimens to the specimen addition port.
Then add 3 drops of dilution buffer (about 60 pL) to the specimen. Begin timing.

4. Read the results after 10 minutes. The result is invalid after 15 minutes.

[INTERPRETING TEST RESULTS]
The test results are interpreted as follows:

C c C c C c c
T2 T2 T2 T T2 T2 T2
T T T1 m™ wl ™ ™
Negative O et Losltve L Slhogeto Invalid invalid Invalid Invalid

IgG Positive IgG Negative 1gG Positive
(The pattern is for reference only, and the specific is subject to the real object)

1. Negative result: Only one red quality control line (C line) appears in the detection area.

2. IgM positive, IgG positive results: Three clear red lines appear in the detection area, one is the quality control line (C line),
one is T2 detection line, and the other is T1 detection line.

3. IgM positive, IgG negative results: Two clear red lines appear in the detection area, one is the quality control line (C line)
and another is T1 detection line.

4. IgM negative, IgG positive results: Two clear red lines appear in the detection area, one is the quality control line (C line)
and another is T2 detection line.

5. Invalid result: No red quality control line (C line) appears in the detection area (e.g. without any red lines or only test lines
(T1, T2 line)), indicating that the test error or the test result is invalid, and the test should be retested.

[LIMITATIONS OF TEST METHODS]

1. The test results of this product are only for clinical reference and should not be used as the only basis for clinical diagnosis
and treatment. The final diagnosis result should be made by the doctor after integrating all the test indicators and clinical
symptoms. The clinical management of patients shouid be considered in combination with their signs/symptoms, medical

history, other laboratory tests and r and epidemi Itis i to repeat the test for suspicious
specimens at intervals.
2. The of d ion is aff by the 1 collection process. Improper specimen collection and storage

process will affect the test results and should avoid high temperature and direct sunlight.

3. This reagent provides a qualitative detection for the 2019-nCoV IgM antibody and IgG antibody in the specimen, but not
quantified detection.

4. Due to the limitation of the testing methodologies, it cannot rule out the possibility of a 2019-nCoV infection based on
negative results. It is recommended to combine other test results and clinical symptoms to make an accurate diagnosis.

gative for IgM antibody; S3 is negative for 2019-nCoV IgG/IgM antibodies; S4 and S5 are positive for 2019-nCoV
IgM antibody, negative for IgG antibody; and S6 is negative for 2019-nCoV IgG/IgM antibodies.
2. Negative coincidence rate: Test with the in-house negative references and the results are all negative for 2019-nCoV
1gG/IgM antibodies, with a coincidence rate of 100%.
3. Positive coincidence rate: Test with the in-house positive references. PC01-PCO05 are all positive for 2019-nCoV IgM/IigG
antibodies, with a coincidence of 100%; PC06-PC10 are all negative for 2019-nCoV IgG antibody and all positive for IgM
antibody, with a coincidence rate of 100%; PC11-PC15 are all negative for 2019-nCoV IgM antibody, and all positive for IgG
antibody, with a coincidence rate of 100%.
4. Precision:
Intra-batch difference: Test with the in-house repetitive references. CV1 and CV2 are positive for 2019-nCoV IgG antibody
and negative for IgM antibody; CV3 and CV4 are negative for 2019-nCoV IgG antibody and positive for IgM antibody, with
uniform color development.
Inter-batch difference: Test with the in-house repetitive references. The results of the kit of three batch numbers: CV1 and
CV2 are positive for 2019-nCoV IgG antibody and negative for IgM antibody; CV3 and CV4 are negative for 2019-nCoV IgG
antibody and positive for IgM antibody, with uniform color development.
5. Analytical specificity
5.1 Cross-reactivity: This product will not cross react with positive specimens of human coronavirus HKU1,0C43, 229E,
influenza A H1N1 virus, seasonal H1N1 influenza virus, H3N2, H5N1, H7N9, influenza B Yamagata, Victoria, respiratory
syncytial virus, parainfluenza virus, rhinovirus species A, B and C, adenovirus types 1, 2, 3, 4, 5, 7 and 55, coxsackievirus
(enterovirus species B), enterovirus 71 (enterovirus species A), enterovirus 68 (EV-D68) (enterovirus species D), EB virus,
measles virus, human cytomegalovirus, rotavirus, norovirus, mumps virus, varicella-zoster virus, mycoplasma pneumoniae,
chlamydia pneumoniae IgG/IgM antibodies.
5.2 Interferents: When bilirubin <0.2 g/L, triglyceride <10 g/L, hemoglobin <5 g/L, rheumatoid factor <500 IU/mL, antinuclear
antibody titer £1:240, anti-mitochondrial antibody titer <1:160, HAMA <20 ng/mL, total IgG <50 mg/L and total IgM <5 mg/L,
they will not interfere with the test results. Oseltamivir, levofloxacin, ceftriaxone, zanamivir, interferon alpha (IFN-a), ribavirin,
peramivir, lopinavir, ritonavir, arbidol, azithromycin, meropenem, tobramycin, h|stam|ne hydrochlonde phenylephnne
oxymetazoline, sodium chloride, becl one, d , flunisolide, tri
mometasone and fluticasone have no effect on the test results.
6. Hook effect: Hook effect will occur at the concentration levels that exceed the lowest limit of detection of IgG antibody of
this product by more than 1280 times and the lowest limit of detection of IgM antibody by more than 640 times. If 2019-nCoV
infection is highly suspected but the antibody test result is negative, the should be re-tested after dilution.
7. After the specific IgM positive specimen is destroyed, the IgM antibody test result is negative, and the IgG antibody test is
not affected.
8. Heparin sodium and EDTA anticoagulants have no effect on ‘the detection of this kit.
9. The precision test is conducted by different test personnel at a different time with this kit, and the results comply with
product performance requirements.
10. For virus infection specimens from different regions, the lowesl limit of detection and detection repeatability of the
reagents comply with the requirements.
11. Clinical study: The clinical trial of this product was carried out at 5 sites. The enrolled cases were suspected cases of
2019-nCoV infection, and included 201 confirmed cases and 369 excluded cases, with 51 early cases in confirmed cases.
Clinical sensitivity of this product: 91.54% (95% Cl: 86.87%, 94.65%) and specificity: 97.02% (95% CI: 94.74%, 98.33%).
The specimen types for clinical evaluation were serum and plasma. After a preliminary evaluation, it was confirmed that the
clinical performance of the product meets the emergency needs of the COVID-19 epidemic. The clinical data for the product
after marketing will be further collected to confirm the clinical performance of the product.

[PRECAUTIONS]

1. This test kit is only for in-vitro diagnosis.

2. This test kit is intended to be used by testing personnel after professional training only. Read the instructions for use
carefully before use and conduct the test strictly in d: with the kit ir i for use.

3. Specimens should always be treated as if infectious and treatment of reagents and specimens shall be in accordance with
infectious disease laboratory procedures. Pay attention to biosafety operation. All used specimens and reagents shall be
handled as medical waste.
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