Descripcidn y uso previsto

La prueba qCOVID-19 RT-gPCR de gGenomics esta basada en el método molecular de RT-gPCR en tiempo
real. Esta destinado a la deteccion cualitativa de la presencia de ARN del virus causante del sindrome respi-
ratorio agudo severo del coronavirus 2 (SARS-CoV-2 0 nCoV-2019) responsable de la pandemia de la enfer-
medad del coronavirus 2019 (COVID-19). La deteccién se realiza en muestras bioldgicas obtenidas de las vias
respiratorias de individuos sospechosos de padecer la COVID-19. El ARN del SARS-CoV-2 generalmente es
detectable en las vias respiratorias durante la fase aguda de la infeccion.

Un resultado positivo indica la presencia de ARN del SARS-CoV-2, no obstante es necesario la correlacion
con el historial del paciente y otra informacion diagnostica para determinar el estado de infeccién del pacien-
te. Un resultado positivo no descarta una infeccion bacteriana o una coinfeccion con otros virus. El patdgeno
detectado puede no ser la causa definitiva de la enfermedad.

Un resultado negativo no excluye la posibilidad de infeccion por SARS-CoV-2 por lo que no debe usarse como
Unica evidencia para el diagndstico, tratamiento u otras decisiones relativas al manejo del paciente.

En virtud de la disposicion ministerial publicada en el BOE de 14 de abril de 2020, la indicacién para la reali-
zacion de pruebas diagnosticas para la deteccion de la COVID-19 debera ser prescrita por un facultativo de
acuerdo con las directrices, instrucciones y criterios acordados al efecto por la autoridad sanitaria compe-
tente [1]. Asimismo, el SARS-CoV-2, es un microorganismo de declaracion microbioldgica obligatoria en el
marco del Sistema de Notificacion Microbioldgica de Catalunya (Decreto 203/2015). Dicha notificacion se
realiza a la Subdireccién de Vigilancia y Respuesta a Emergencias de Salud Publica del Departament de
Salut de la Generalitat de Catalunya

Metodologia

La prueba qCOVID-19 RT-gPCR se ha desarrollado siguiendo los procedimientos e instrucciones de uso
puestos a disposicion de los laboratorios por el Center for Disease Control and Prevention de los EEUU
(CDC-006-00019, Revision: 03) para un panel de diagndstico mediante RT-gPCR en tiempo real para el nuevo
coronavirus SARS-CoV-2 [2].

El ensayo se compone de dos pasos principales: 1) extraccion de los acidos nucléicos de muestras de pacien-
tes, y 2) transcripcion reversa y amplificacion por PCR simultdnea con cebadores especificos y deteccién en
tiempo real con sondas fluorescentes especificas del virus. El ensayo se dirige a regiones de los genes de la
nucleocapside del virus (N1 y N2) y estd disenado para la deteccion del SARS-CoV-2.
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Fig.1. Organizacion del genoma Sars-CoV-2; open reading frame (orf) 1a/b codificando pro
incluyendo spike (S), envelope (E), membrana (M), nucleocapside (N) y proteinas accesorias (g
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La retrotranscripcion y amplificacién se llevan a cabo en un Unico paso (single-step RT-gPCR) utilizando el
reactivo Thermofisher Scientific TagPath™ 1-Step RT-gPCR Master Mix. Para garantizar la ausencia de
inhibicion de PCR, y la presencia de RNA, se incluye en cada analisis como control positivo interno la detec-
cion del gen RP humano. Esto permite reducir la tasa de falsos negativos por errores de manipulacion y
durante la etapa analitica.

Especificaciones técnicas

Las secuencias de cebadores y sondas utilizadas son las recomendadas en por el CDC [1]. El analisis in silico
de las mismas demuestra que no existen homologias significativas (superiores al 80%) ni con el genoma
humano, ni con ninguno de los miles de genomas de otros coronavirus o microflora respiratoria humana, lo
gue garantiza una reactividad cruzada nula de los ensayos para detectar el nCoV-2019. Asimismo, este anali-
sis reveld un porcentaje de identidad del 100% en las busquedas sobre las secuencias alternativas de las
distintas cepas de SARS-CoV-2 disponibles publicamente. Esto garantiza que las combinaciones de sondas y
oligonucleotidos utilizadas en el ensayo qCOVID-19 RT-gPCR, permitiran la deteccion segura de cualquiera
de las cepas conocidas [2].

La validacion técnica del ensayo en el laboratorio de gGenomics ha demostrado que es capaz de detectar
entre 1y 4.5 copias de las regiones N1y N2 del virus SARS-CoV-2 por pL de medio de transporte viral [2]; lo
gue equivale a menos de 7.5 copias de virus por uL en la reaccion de RT-gPCR.

Los ensayos de validacién con muestras clinicas resultaron en una sensibilidad y especificidad del 100%. En
comparacion con muestras diagnosticadas de manera independiente se observo una concordancia positiva
del 100% y una concordancia negativa también del 100%.

Recomendaciones y precauciones

La extraccion, el almacenamiento y el transporte inapropiado de la muestra pueden dar lugar a resultados
falsos de la prueba. Formacién adecuada en la extraccion de muestras es altamente recomendable debido a
la importancia de la calidad de la muestra.

Todas las muestras de pacientes deben ser consideradas potencialmente infecciosas y manejadas en conse-
cuencia, siguiendo las pautas y recomendaciones internacionales, nacionales y locales de bioseguridad para
el manejo y procesamiento de muestras asociadas con 2019-nCoV.

Para mas informacion puede consultar la pagina web gcovidtest.com o ponerse en contacto por correo elec-
tronico a info@qgcovidtest.com o llamando al +34 932.301.270.
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