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DESCRIPCION
Métodos para la deteccién especifica y sensible del SARS-CoV-2
Sector de la técnica

La invencién se refiere a un método para detectar la presencia o ausencia de variantes del nuevo coronavirus 2019
(SARS-CoV-2, 2019-nCov 0 COVID-19) en una muestra como se define en las reivindicaciones. El método es util para
analizar muestras en busca de la presencia o ausencia de variantes del SARS-CoV-2 y, por lo tanto, puede usarse
para evaluar sujetos a fin de identificar individuos infectados por variantes del SARS-CoV-2, entre otros usos.

Estado de la técnica

En diciembre de 2019, se informé de pacientes que presentaban neumonia viral en Wuhan, China. Posteriormente se
identificé un nuevo coronavirus como agente causal y se denominé provisionalmente nuevo coronavirus 2019 (2019-
nCov o0 SARS-CoV-2) (Zhu N et al., N Engl J Med., 24 de enero de 2020). El virus se propagd rapidamente dentro y
fuera de China, lo que llevd a la OMS a declarar una Emergencia de Salud Publica de Importancia Internacional el 30
de enero de 2020. Con el objetivo de desarrollar rapidamente un ensayo para la deteccién de la presencia y/o ausencia
de SARS-CoV-2 en una muestra, y basandose en la tecnologia de RT-PCR en tiempo real del estado de la técnica,
los inventores identificaron en el presente documento dos dianas, los genes del virus en la ARN polimerasa
dependiente de ARN (RdRP o nsp12) y de la proteina de unién a ARN monocatenario (nsp9). Desde mediados de
2020, en varios paises se notificaron variantes emergentes del SARS-CoV-2 que suscitaban preocupacién debido a
su mayor transmisibilidad y/o menor sensibilidad a los anticuerpos neutralizantes y que actualmente se estan
propagando por todo el mundo. Para detectar estas nuevas variantes del SARS-CoV-2 especificamente, los inventores
identificaron dos dianas adicionales en los genes nsp6 y N en el presente documento.

Los coronavirus son virus encapsulados de ARN monocatenario de sentido positivo. Se han identificado coronavirus
en varios huéspedes mamiferos como murciélagos, camellos o ratones, entre otros. Varios coronavirus son patégenos
para los humanos, lo que conlleva a una gravedad variable de los sintomas (Cui et al., Nat Rev Microbiol. marzo de
2019; 17(3):181-92). Las variantes altamente patégenas incluyen el coronavirus causante del sindrome respiratorio
agudo severo (SARS-Cov) que surgié en China en 2002, provocando ~8000 infecciones humanas y mas de 700
muertes (Peiris et al., Nat Med., diciembre de 2004;10(12 Supl.):S88-97) y el coronavirus causante del sindrome
respiratorio de Oriente Medio (MERS-CoV), detectado por primera vez en Arabia Saudita en 2012 y responsable de
~2500 infecciones humanas y méas de 850 muertes (Zaki ef a/., N Engl J Med., 8 de noviembre de 2012;367(19):1814-
20; Lee et al., BMC Infect Dis. 14 de julio de 2017;17(1):498).

El genoma del SARS-Cov-2 comprende los siguientes marcos de lectura abiertos u ORF, desde su extremo 5' hasta
su extremo 3" ORF1a y ORF1b correspondientes a las proteinas no estructurales que forman el complejo
transcripcién-replicacién, y ORF-S, ORF-E, ORF-M y ORF-N correspondientes a las cuatro proteinas estructurales
principales, glicoproteina de superficie de la espicula (S), proteina de la envoltura (E), glicoproteina de membrana (M)
y proteina de la nucleocapside (N). También comprende varias proteinas accesorias como ORF intercaladas o
superpuestas entre los genes estructurales y correspondientes a proteinas de funcién desconocida.

El genoma de ARN del SARS-Cov-2 tiene una caperuza metilada en 5' y una cola poliadenilada en 3, lo que permite
que el ARN se una al ribosoma de la célula hospedadora para su traducciéon. ORF1b codifica una proteina llamada
ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp o nsp12), que permite que el genoma virico se transcriba en nuevas
copias de ARN utilizando la maquinaria de la célula hospedadora. La RdRp es la primera proteina que se produce;
una vez que se traduce el gen que codifica la RdRp, la traduccién se detiene mediante un coddn de terminacion. La
ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp, RDR) es una enzima que cataliza la replicacién de ARN a partir de una
plantilla de ARN. Esto contrasta con una tipica ARN polimerasa dependiente de ADN, que cataliza la transcripcién de
ARN a partir de una plantilla de ADN. RdRP es una proteina esencial codificada en los genomas de todos los virus
que contienen ARN sin una etapa de ADN. Cataliza la sintesis de la cadena de ARN complementaria a una plantilla
de ARN determinada. El proceso de replicacién del ARN es un mecanismo de dos etapas. En primer lugar, la etapa
de iniciacién de la sintesis de ARN comienza en el extremo 3' de la plantilla de ARN o cerca del mismo mediante un
mecanismo independiente del cebador (de novo) o dependiente del cebador que utiliza un cebador ligado al genoma
de una proteina virica (VPg). La iniciacién de novo consiste en la adiciéon de un nucleésido trifosfato (NTP) al 3'-OH
del primer NTP iniciador. Durante la ahora llamada fase de elongacién, esta reaccién de transferencia de nucleotidilo
se repite con NTP posteriores para generar el producto de ARN complementario. La proteina nsp9 codificada por
ORF1a puede participar en la replicacién virica actuando como proteina de unién a ARN monocatenario. La proteina
nsp6, también codificada por ORF1a, desempefia un papel en la induccién inicial de autofagosomas del reticulo del
hospedador y luego limita la expansién de estos fagosomas que ya no pueden transportar componentes viricos a los
lisosomas.

A principios de 2020, la OMS publicé los distintos protocolos disponibles para la detecciéon del SARS-CoV-2 mediante
RT-PCR disefiados por Institutos Nacionales de Enfermedades Infecciosas de todo el mundo: CDC de China, China;
Instituto Pasteur, Paris, Francia; CDC de EE. UU., EE.UU.; Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas, Japén;



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2970 603 T3

Charité, Alemania; HKU, SAR de Hong Kong; Instituto Nacional de la Salud, Tailandia (Equipo de la OMS: "Molecular
assays to diagnose COVID-19: Summary table of available protocols).

Desde mediados de 2020 han surgido varias variantes del SARS-CoV-2 que presentan mutaciones en la proteina
Espicula con un impacto previsto en la epidemiologia de la enfermedad Covid-19 y que actualmente se estan
extendiendo por todo el mundo. Estas variantes que suscitan preocupacién se notificaron por primera vez en el Reino
Unido (linaje B.1.1.7; mutaciones notables N501Y, 69-70del, P681H) y VOC-202102/02 (B.1.1.7 con E484K); Sudafrica
(SA) (linaje B.1.351; mutaciones notables N501Y, E484K, K417N); Brasil (BR) (linaje P.1; mutaciones notables N501Y,
E484K, K417T); UK y Nigeria (linaje B.1.525; mutaciones notables E484K, F888L, 69-70del) y actualmente se estan
extendiendo a varios paises alrededor del mundo.

Todas estas nuevas variantes del SARS-CoV-2 se caracterizan por una mayor transmisibilidad de persona a persona
en comparacién con variantes anteriores del virus. Las variantes de UK, SA y BR comparten la mutacién N501Y en la
regiéon de unién al receptor (RBD), se predice que esta mutacién aumentara la afinidad de unién de la espicula hacia
el receptor ACE2 humano. Las variantes SA y BR comparten una mutacién adicional en esta regiéon (K417T/N) que se
sospecha contribuye a una mayor afinidad de unién a hACE2. La variante de UK presenta otra mutacién fuera de la
RBD (del69/70) con un impacto previsto en la transmisibilidad.

Adicionalmente, las variantes SA y BR comparten una mutacién adicional en la RBD (E484K) que, segun se informa,
mejora la capacidad del SARS-CoV-2 para escapar de la respuesta inmunitaria (tanto natural como inducida por la
vacuna). Se informa que los anticuerpos monoclonales y derivados del suero son de 10 a 60 veces menos efectivos
para neutralizar el virus que porta la mutacion E484K. En estudios anteriores se demostrd que la mutacién distintiva
L452R portada por la variante californiana mejora la capacidad de evasiéon inmunitaria del SARS-CoV-2. Es posible
que algunas vacunas vean reducida su eficacia contra estas variantes.

Por consiguiente, estas variantes emergentes del SARS-CoV-2 son motivo de preocupaciéon debido a su mayor
transmisibilidad (UK, BR, SA). Adicionalmente, la sensibilidad reducida a los anticuerpos neutralizantes de las
variantes portadoras de la mutacién E484K (SA, BR) puede comprometer la eficacia de la vacuna.

Existe una necesidad urgente de nuevos métodos y reactivos para identificar con especificidad y mayor sensibilidad
la presencia y/o ausencia del SARS-CoV-2, incluidas sus variantes en las muestras. También es necesario identificar
especificamente las variantes emergentes del SARS-CoV-2, en particular, UK, BR y SA, y distinguir aquellas que
pueden comprometer la eficacia de la vacuna, en particular, BR y SA).

En la actualidad se sabe que las mutaciones especificas del gen S afectan a la eficacia de las vacunas y los anticuerpos
neutralizantes. Por afiadidura, la evolucién convergente parece indicar que las cepas que albergan N501Y o E484K,
0 ambas, estan evolucionando y extendiéndose rapidamente con un nimero creciente de mutaciones fuertemente
asociadas y coexistentes en diferentes regiones de genes del SARS-CoV-2. Existe la preocupacién de que las pruebas
actuales no s6lo no detecten a todos los pacientes positivos a Covid-19, sino también que la deteccién especifica de
cepas que albergan mutaciones en el gen S sélo sera valida durante un breve periodo de tiempo. Por lo tanto, existe
la necesidad de proporcionar pruebas basadas en PCR que sean robustas y estables en el tiempo para detectar el
SARS-CoV-2 y sus variantes, y que se proporcionen en formato simplex o multiplex, detecciones especificas
adicionales de variantes que albergan mutaciones en el gen S; tales como las variantes N501Y y/o E484K

El ensayo para detectar la presencia y/o ausencia del SARS-CoV-2 en una muestra basado en el analisis de los genes
RdRP (nsp12) y nsp9 del virus, como se describe a continuacién, fue disefiado y probado por el Centro Nacional de
Referencia de Virus Respiratorios, Instituto Pasteur Paris, en paneles de pacientes en Francia sospechosos de estar
infectados por SARS-CoV-2 0 en estrecho contacto con individuos que se sabe que estan infectados por SARS-CoV-
2. Tras los resultados, esta prueba de PCR mostré una deteccién 100 % positiva de al menos tan solo 100 copias de
ARN diana por reaccidén en singleplex o 10 copias en multiplex usando los 2 pares de cebadores seleccionados que
se describen a continuacion. Esta prueba no es reactiva a otros coronavirus, ni a otros virus que causan infecciones
respiratorias y malestar en algunos pacientes. Esta prueba que ahora utiliza de forma rutinaria el Centro Nacional de
Referencia de Virus Respiratorios, del Instituto Pasteur de Paris ha sido validada inicialmente en un panel de SARS-
CoV-2 de 600 pacientes positivos y negativos, incluyendo individuos de contacto asintomaticos, individuos que
regresan de la zona epidémica y pacientes sintométicos. Dentro de los pacientes sintométicos, ya que también hubo
una epidemia simultadnea de gripe en Francia, se confirmé que los pacientes negativos con la prueba SARS-CoV2 de
la invencion estaban infectados por gripe u otras enfermedades respiratorias. La validacidn de esta prueba permitié el
envio para diagnéstico a hospitales de referencia en Francia y en el extranjero, y dentro de la red internacional del
Instituto Pasteur en todo el mundo.

Objeto de la invencién

Los inventores han disefiado un método que comprende cebadores y sondas de acido nucleico y que se basa en parte
en el descubrimiento de los inventores de que estos cebadores y sondas de acido nucleico permiten la deteccién de
la presencia o ausencia de SARS-CoV-2, incluidas variantes del mismo con una sensibilidad y especificidad muy
deseables.
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Los inventores han identificado dianas, en los genes de la ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRP o nsp12) y de
la proteina de unién a ARN monocatenario (nsp9) del virus, que se encuentran entre las regiones méas conservadas
con menos del 0,1 % de mutaciones entre todas las variantes secuenciadas (méas de 449.000 secuencias gendmicas
del SARS-CoV-2 de la base de datos GISAID). Por lo tanto, una de las principales ventajas del método de la invencién
es que, a pesar de la aparicién de variantes del SARS-CoV-2, todavia permite la deteccidén de la presencia de una
variante de ARN del SARS-CoV-2 existente en una muestra. El hecho de que las regiones diana identificadas por los
inventores estén conservadas y sean invariables no seria obvio en la fecha de prioridad de la presente solicitud, ya
que el analisis de secuencias es un analisis retrospectivo realizado en secuencias, para las cuales la mayor parte, s6lo
estuvieron disponibles después de la fecha de prioridad de la presente solicitud. Adicionalmente, se encontraron
posteriormente mutaciones de puntos caliente en el gen RdRp (Pachetti et al., Journal of Translational Medicine, 2020,
18, 179; Publicado en linea: 22 de abril de 2020).

La invencién proporciona un método multiplex para la deteccién especifica de la presencia o ausencia de un ARN de
SARS-CoV-2 en una muestra como se define en la reivindicacién 1, que comprende:
someter una muestra a dos reacciones de amplificaciéon simultaneas:

(A) una primera reaccién de transcripcidn inversa con un primer cebador inverso especifico del SARS-CoV-2 para
generar una primera copia de ADNc del ARN del SARS-CoV-2 en la muestra; amplificar cualquier primer ADNc
resultante con el primer cebador inverso y un primer cebador directo especifico del SARS-CoV-2; y detectar
cualquier primer producto amplificado con una primera sonda especifica del SARS-CoV-2; en donde el primer
cebador inverso especifico del SARS-CoV-2 se hibrida con la secuencia: 5-ACAACACAACAAAGGGAG-3’ (SEQ
ID NO: 11) y su equivalente de ARN; el primer cebador directo especifico del SARS-CoV-2 se hibrida con la
secuencia: 5-CAACAGGACTAAGCTCAT-3 (SEQ ID NO: 10) y la primera sonda especifica del SARS-CoV-2 se
hibrida con la secuencia: 5-TACCGGCAGCACAAGACATCT-3 (SEQ ID NO: 12) o su complemento; y

(B) una segunda reaccidn de transcripcién inversa con un segundo cebador inverso especifico del SARS-CoV-2
para generar una segunda copia de ADNc del ARN del SARS-CoV-2 en la muestra; amplificar cualquier segundo
ADNCc resultante con el segundo cebador inverso y un segundo cebador directo especifico del SARS-CoV-2; y
detectar cualquier segundo producto amplificado con una segunda sonda especifica del SARS-CoV-2; en donde
el segundo cebador inverso especifico del SARS-CoV-2 se hibrida con la secuencia: 5'-
CCTATATTAACCTTGACCAG-3' (SEQID NO: 14) y su equivalente de ARN, el segundo cebador directo especifico
del SARS-CoV-2 se hibrida con la secuencia: 5-CGAAATCATACCAGTTACC-3’ (SEQ ID NO: 13), y la segunda
sonda especifica del SARS-CoV-2 se hibrida con la secuencia: 5-CCTGGCGTGGTTTGTATGA-3' (SEQ ID NO:
15) o su complemento; y

en donde dicho SARS-CoV-2 se elige entre variantes del aislado del SARS-CoV-2 Wuhan-Hu-1 que portan mutaciones
en la proteina Espicula que se prevé que aumentan la afinidad de unién de las particulas viricas hacia el receptor
ACE2 humano y/o reducen la sensibilidad de las particulas viricas a los anticuerpos neutralizantes.

En algunas realizaciones del método, dichas variantes portan una o més mutaciones predichas en la proteina Espicula
seleccionada del grupo que consiste en: E484K; K417N, N501Y, A570D, P681H, T716l, S982A, D1118H, del69/70 y
del144/145.

En una realizacion més preferida del método,

- el primer cebador inverso especifico del SARS-CoV-2 comprende la secuencia
5-CTCCCTTTGTTGTGTTGT-3 (SEQ ID NO: 2), y no tiene mas de 21 bases de longitud; y
- el primer cebador directo especifico del SARS-CoV-2 comprende la secuencia
5-ATGAGCTTAGTCCTGTTG-3' (SEQ ID NO: 1), y no tiene mas de 21 bases de longitud; y
- la primera sonda especifica del SARS-CoV-2 comprende la secuencia
5-AGATGTCTTGTGCTGCCGGTA-3’ (SEQ ID NO: 3) 0 su complemento,
y no tiene mas de 24 bases de longitud.

En otra realizacién preferida del método,

- el segundo cebador inverso especifico del SARS-CoV-2 comprende la secuencia
5-CTGGTCAAGGTTAATATAGG-3 (SEQ ID NO: 5), y no tiene mas de 23 bases de longitud; y
- el segundo cebador directo especifico del SARS-CoV-2 consiste en o comprende la
secuencia 5-GGTAACTGGTATGATTTCG-3' (SEQ ID NO: 4), y no tiene mas de 22 bases de longitud; y
- la segunda sonda especifica del SARS-CoV-2 consiste en o comprende la secuencia
5-TCATACAAACCACGCCAGG-3' (SEQ ID NO: 6), o su complemento,
y no tiene mas de 22 bases de longitud.

En una realizacién preferida, el método es un método de RT-PCR, preferentemente una PCR cuantitativa con
transcriptasa inversa (QRT-PCR).
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En una realizacién preferida del método, la sonda estd marcada con 6-carboxi-fluoresceina (6FAM) o hexacloro-6-
carboxi-fluoresceina (HEX) en el extremo 5.

En una realizacién preferida del método, la sonda estd marcada con un black hole quencher 1 (BHQ1) en el extremo
3.

En una realizacién preferida, la muestra es una muestra ambiental o una muestra biol6gica, preferentemente una
muestra de fluido corporal, mas preferentemente secreciones bucales o del tracto respiratorio.

Descripcion detallada de la invencién

Segun la practica habitual en el campo de la virologia, las secuencias del genoma del coronavirus (ARN monocatenario
de sentido positivo) o fragmentos del mismo (secuencias diana para la amplificacién del ARN del SARS-CoV-2) se
divulgan en forma de ADN. Por lo tanto, la secuencia SEQ ID NO: 19 es el equivalente de ADN del ARN del SARS-
CoV-2y las secuencias SEQ ID NO: 16 y SEQ ID NO: 17 son el equivalente de ADN de las secuencias diana del ARN
del SARS-CoV-2 para la amplificacién de ARN del SARS-CoV-2.

Como se utiliza en el presente documento, SARS-Co-V2 se refiere a cualquier aislado, cepa, linaje o variante del
SARS-CoV-2.

Todas las secuencias estan indicadas en su orientacién de 5" a 3.

Como se utiliza en el presente documento, NC_045512 o NC_045512.2 se refiere al nimero de acceso a GenBank
NC_045512.2, consultado el 18 de julio de 2020, correspondiente a la secuencia completa del genoma del aislado de
SARS-CoV-2 Wuhan-Hu-1. NC_045512.2 se utiliza como secuencia de referencia del genoma del SARS-CoV-2.

El aislado de SARS-CoV-2 Wuhan-Hu-1 también es conocido como BetaCoV_Wuhan_WIV04_2019
(EPI_ISL_402124) o BetaCoV_Wuhan_IVDC-HB-05_2019 EPI_ISL_402121.

Como se utiliza en el presente documento, las posiciones X a Y de la secuencia genémica del SARS-CoV-2 nimero
de acceso a GenBank NC_045512.2 (secuencia de referencia), significa que las posiciones indicadas se determinan
mediante alineacidén con la secuencia de referencia o segun la numeracién de la secuencia de referencia. Por una
simple alineaciéon con la secuencia de referencia, un experto en la materia puede determinar con facilidad las
posiciones correspondientes en la secuencia genémica de otro aislado, linaje, cepa o variante de SARS-CoV-2.

Como se utiliza en el presente documento, las posiciones en la proteina Espicula del SARS-CoV-2 se indican de
acuerdo con la numeracién de la secuencia de la proteina Espicula del aislado del SARS-CoV-2 Wuhan-Hu-1 NCBI
YP_009724390.1, consultada el 18 de julio de 2020.

Como se utiliza en el presente documento, la variante del SARS-Co-V2 se refiere a una variante emergente del SARS-
Co-V2 que suscita preocupacion debido a su mayor transmisibilidad y/o mayor capacidad para escapar de la respuesta
inmunitaria (natural y/o inducida por la vacuna). Concretamente, la variante del SARS-CoV-2 porta mutaciones en la
proteina Espicula que se prevé que aumentaran la afinidad de unién de las particulas de la espicula y/o del virus hacia
el receptor ACE2 humano y/o reduciran la sensibilidad de las particulas viricas del SARS-CoV-2 a los anticuerpos
neutralizantes. Los anticuerpos neutralizantes pueden ser anticuerpos monoclonales o anticuerpos séricos, en
particular anticuerpos séricos humanos. Ejemplos de tales mutaciones incluyen en particular, E484K; K417T/N,
N501Y, A570D, P681H, T716l, S982A, D1118H, del69/70 y del144/145. Ejemplos de mutaciones que aumentan la
afinidad de unién de la espicula hacia el receptor ACE2 humano incluyen, en particular, N501Y, K417T/N en el dominio
de unién al receptor (RBD) y 69-70del fuera de RBB. Ejemplos de mutaciones que reducen la sensibilidad del virus
SARS-CoV-2 a los anticuerpos neutralizantes incluyen, en particular, E484K, presente en las variantes de SA y BR.
Las variantes preferidas del SARS-CoV-2 incluyen la variante de UK (linaje B.1.1.7; mutaciones notables N501Y, 69-
70del, P681H; Numero de acceso epi a GISAID B.1.1.7 - EPI_ISL_1001329); variante de Sudéfrica (SA) (linaje
B.1.351; mutaciones notables N501Y, E484K, K417N; Numero de acceso epi a GISAID B.1.351-EPI_ISL_1001390);
variante de Brasil (BR) (linaje P.1; mutaciones notables N501Y, E484K, K417T; Numero de acceso epi a GISAID P.1
- EPI_ISL_1001385).

Basandose en las primeras secuencias de SARS-CoV-2 disponibles en la base de datos GISAID el 11 de enero de
2020 (SEQ ID NO: 19), se disefiaron cebadores y sondas (nCoV_IP2 y nCoV_|P4) dirigidos a los genes nsp9 y RdRp
que abarcan los nt 12621-12727 y 14010-14116, respectivamente (posiciones segin SARS-CoV, NC_004718). Estas
posiciones corresponden a los nt 12669-12776 y 14059-14165 en la secuencia del SARS-CoV-2 (SEQ ID NO: 19)o0 a
los nt 12690 a 12797 y 14080 a 14186 en NC_045512.2.

La siguiente tabla enumera realizaciones preferidas de secuencias de acido nucleico del SARS-CoV-2 de esta
divulgacién, que fueron identificadas por los inventores como se describe en los ejemplos. La columna cebador/sonda
enumera las secuencias del cebador directo, del cebador inverso y de la sonda usados en el Ejemplo. La columna
Secuencia diana (complemento inverso) enumera el complemento inverso (es decir, la diana) de la secuencia del



10

15

20

25

30

35

40

ES 2970 603 T3

cebador/sonda. Las secuencias se representan como ADN pero, en realizaciones alternativas, al menos uno de los
nucleétidos puede ser un nucleétido de ARN.

Tabla 1: Cebadores y sondas especificos para la diana de los genes nsp9 y RdRp
Secuencia diana (complemento

gen nsp9/nCoV_IP2 Cebador/Sonda inverso)
ATGAGCTTAGTCCTGTTG CAACAGGACTAAGCTCAT

nCoV_IP2-12669Fw (SEQIDNO: 1) (SEQ ID NO: 10)
CTCCCTTTGTTGTGTTGT ACAACACAACAAAGGGAG

nCoV_[P2-12759Rv (SEQ ID NO: 2) (SEQID NO: 11)
AGATGTCTTGTGCTGCCGG -C‘-;?CCGGCAGCACAAGACAT

TA (SEQ ID NO: 3)

nCoV_|P2-12696bSonda(+) (SEQID NO: 12)

Gen RdRp/nCoV_IP4

GGTAACTGGTATGATTTCG CGAAATCATACCAGTTACC

nCoV_IP4-14059Fw (SEQ.ID NO: 4) (SEQ ID NO: 13)
CTGGTCAAGGTTAATATAG CCTATATTAACCTTGACCA

nCoV_IP4-14146Rv G (SEQID NO: %) (SEQ ID NO: 14)
TCATACAAACCACGCCAGG CCTGGCGTGGTTTGTATGA

nCoV_IP4-14084Sonda(+) (SEQ ID NO: 6) (SEQID NO: 15)

La invencidn hace referencia a un método para la deteccién especifica del SARS-CoV-2 tal como se define en las
reivindicaciones. El método se puede utilizar para determinar si el SARS-CoV-2 esta presente 0 no en la muestra.

La invencién proporciona un método multiplex para detectar la presencia o ausencia de un ARN del SARS-CoV-2 en
una muestra, que comprende: someter la muestra a dos reacciones de amplificaciéon simultaneas:

(A) una primera reaccién de transcripcidn inversa con un primer cebador inverso especifico del SARS-CoV-2 para
generar una primera copia de ADNc especifica del ARN del SARS-CoV-2 en la muestra, en donde el primer
cebador inverso se hibrida con la secuencia: 5-ACAACACAACAAAGGGAG-3’ (SEQ ID NO:11) y su equivalente
de ARN; amplificar cualquier primer ADNc resultante con el primer cebador inverso y un primer cebador directo
especifico del SARS-CoV-2, en donde el primer cebador directo especifico del SARS-CoV-2 se hibrida con la
secuencia: 5-CAACAGGACTAAGCTCAT-3 (SEQ ID NO: 10); y detectar cualquier primer producto amplificado
con una primera sonda especifica del SARS-CoV-2 que se hibrida con la secuencia: 5-
TACCGGCAGCACAAGACATCT-3 (SEQ ID NO: 12) o su complemento; y

(B) una segunda reaccidn de transcripcién inversa con un segundo cebador inverso especifico del SARS-CoV-2
para generar una segunda copia de ADNc del ARN del SARS-CoV-2 en la muestra, en donde el segundo cebador
inverso especifico del SARS-CoV-2 se hibrida con la secuencia: 5-CCTATATTAACCTTGACCAG-3' (SEQ ID
NO:14) y su equivalente de ARN; amplificar cualquier segundo ADNc resultante con el segundo cebador inverso y
un segundo cebador directo especifico del SARS-CoV-2, en donde el segundo cebador directo se hibrida con la
secuencia: 5-CGAAATCATACCAGTTACC-3’ (SEQ ID NO: 13), y detectar cualquier segundo producto amplificado
con una segunda sonda especifica del SARS-CoV-2 que se hibrida con la secuencia: 95-
CCTGGCGTGGTTTGTATGA-3' (SEQ ID NO: 15) 0 su complemento.

En una realizacion preferida del método, el primer cebador inverso comprende la secuencia 5'-
CTCCCTTTGTTGTGTTGT-3' (SEQ ID NO: 2) y no tiene mas de 21 bases de longitud; y/o el primer cebador directo
comprende la secuencia 5-ATGAGCTTAGTCCTGTTG-3’ (SEQ ID NO: 1), y no tiene mas de 21 bases de longitud;
y/o la sonda comprende la secuencia 5-AGATGTCTTGTGCTGCCGGTA-3’ (SEQ ID NO: 3) o su complemento, y no
tiene méas de 24 bases de longitud.

En una realizacion méas preferida del método, el primer cebador inverso consiste en la secuencia 5-
CTCCCTTTGTTGTGTTGT-3' (SEQ ID NO: 2); y/o el primer cebador directo consiste en la secuencia 5-
ATGAGCTTAGTCCTGTTG-3' (SEQ ID NO: 1); y/o la primera sonda consiste en la secuencia 5'-
AGATGTTCTTGTGCTGCCGGTA-3' (SEQ ID NO: 3), 0 su complemento.

En una realizacién todavia méas preferida del método, el primer cebador inverso consiste en la secuencia 5-
CTCCCTTTGTTGTGTTGT-3' (SEQ ID NO: 2); el primer cebador directo consiste en la secuencia 5-
ATGAGCTTAGTCCTGTTG-3' (SEQ ID NO: 1), y la primera sonda consiste en la secuencia 5'-
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AGATGTCTTGTGCTGCCGGTA-3' (SEQ ID NO: 3), 0 su complemento.

En una realizacién preferida del método, el segundo cebador inverso comprende la secuencia 5-
CTGGTCAAGGTTAATATAGG-3' (SEQ ID NO: 5) y no tiene més de 23 bases de longitud; y/o el segundo cebador
directo comprende la secuencia 5-GGTAACTGGTATGATTTCG-3’ (SEQ ID NO: 4), y no tiene mas de 22 bases de
longitud; y/o la sonda comprende la secuencia & TCATACAAACCACGCCAGG 3’ (SEQ ID NO: 6), o su complemento,
y no tiene mas de 22 bases de longitud.

En una realizacibn méas preferida del método, el segundo cebador inverso consiste en la secuencia 5'-
CTGGTCAAGGTTAATATAGG-3' (SEQ ID NO: 5); y/o el segundo cebador directo consiste en la secuencia 5'-
GGTAACTGGTATGATTTCG-3' (SEQ ID NO: 4), y/lo la segunda sonda consiste en la secuencia 5-
TCATACAAACCACGCCAGG-3' (SEQ ID NO: 6), o su complemento.

En una realizacién todavia mas preferida del método, el cebador inverso consiste en la secuencia 5-
CTGGTCAAGGTTAATATAGG-3' (SEQ ID NO: 5); el cebador directo consiste en la secuencia 5-
GGTAACTGGTATGATTTCG-3 (SEQ ID NO: 4); y la sonda consiste en la secuencia 5-TCATACAAACCACGCCAGG-
3’ (SEQ ID NO: 6), o su complemento.

En las diversas realizaciones, el método de la divulgaciéon puede comprender una etapa preliminar que consiste en
proporcionar una muestra, antes de someter la muestra a la reaccién de transcripcién inversa.

En algunas realizaciones, la muestra es una muestra ambiental, tal como aire, suelo, alimento, bebibles, piensos, agua
(por ejemplo, agua dulce, agua salada, aguas negras y agua potable), aguas residuales, lodos y superficies 0 muestras
obtenidas a partir de frotis superficiales. En las realizaciones preferidas, la muestra es una muestra biolégica, por
ejemplo, heces, muestra de tejido y fluido corporal. Los fluidos corporales incluyen secreciones mucosas, tales como,
sin limitaciones, secreciones del tracto bucal y respiratorio (esputos, saliva y similares), sangre, plasma, suero, orina
y liquido cefalorraquideo. Las muestras incluyen hisopos tales como hisopos bucales o nasofaringeos (NP), aspirato,
lavada o lavado. Se pueden tomar muestras para pruebas de diagnéstico de SARS-CoV-2 del tracto respiratorio
superior (hisopos nasofaringeos/orofaringeos, aspirados nasales, lavado nasal o saliva) o del inferior (esputo o
aspirado traqueal o lavado broncoalveolar (BAL, por sus siglas en inglés). En algunas realizaciones particulares, la
muestra bioldgica es una muestra clinica procedente de un individuo humano sospechoso de tener SARS-CoV-2,
preferentemente una muestra de fluido corporal, mas preferentemente secreciones bucales o del tracto respiratorio.

La muestra puede someterse a protocolos de aislamiento y purificacién bien conocidos o utilizarse directamente. Por
ejemplo, la muestra puede someterse a un tratamiento para liberar/extraer los 4cidos nucleicos de la muestra y/o
eliminar proteinas y otros componentes no acidos nucleicos de la muestra usando técnicas convencionales, tales como
las descritas en los Ejemplos.

La transcripcion inversa del ARN de una cepa de coronavirus se puede realizar con un "cebador inverso" especifico
para el coronavirus. Un "cebador inverso" es aquel que, basandose en su orientacién 5'-3’, puede unirse a un ARN
monocatenario y estar destinado a iniciar la generaciéon de una copia de ADN complementario (ADNc) del ARN. La
transcripcion inversa se puede realizar utilizando métodos rutinarios y bien conocidos. La mezcla de reaccién para la
transcripcion inversa contiene los reactivos para la reaccién, por ejemplo, un cebador inverso, dNTPs (dATP, dCTP,
dGTP y dTTP), un tampén y una transcriptasa inversa. Las condiciones de reaccién a modo de ejemplo se exponen
en los ejemplos.

La amplificacién de la copia de ADNc de una cepa de coronavirus generada mediante transcripcion inversa se puede
realizar con un "cebador directo" especifico para el coronavirus. Un "cebador directo”" es aquel que, basédndose en su
orientacién 5-3', puede unirse a una copia de ADNc antisentido monocatenario de un ARN generado mediante
transcripcién inversa y estar destinado a iniciar la generacién de una copia de ADN bicatenario del ARN. La
amplificacién se puede lograr utilizando métodos rutinarios y bien conocidos. La mezcla de reactivos para la
amplificacién contiene los reactivos para la reaccién, por ejemplo, un cebador directo, un cebador inverso, dNTPs, un
tampdn y una ADN polimerasa.

Concretamente, el método de la divulgacion se realiza utilizando una Unica mezcla de reactivos de RT-PCR que
contiene los reactivos para las reacciones de amplificacidén y transcripcién inversa. El cebador inverso utilizado para
la reaccién de transcripcién inversa también se utiliza para la reaccién de amplificacion.

Concretamente, las reacciones de transcripcion inversa y amplificacion se realizan en un recipiente de plastico o vidrio,
lo mas preferentemente en el mismo recipiente.

Los métodos de amplificacién conocidos en la técnica incluyen RCA, MDA, NASBA, TMA, SDA, LCR, ADN-b, PCR
(todas las formas, incluida la RT-PCR), RAM, LAMP, ICAN, SPIA, replicasa QB o Invader. Un método de amplificacién
preferido es la amplificacién por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Véase, p. ej.,, PCR Technology: Principles
and Applications for DNA Amplification (Ed. H. A. Erlich, Freeman Press, NY, N.Y., 1992); PCR Protocols: A Guide to
Methods and Applications (Eds. linis, et al., Academic Press, San Diego, Calif., 1990); Mattila et a/., Nucleic Acids Res.
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19, 4967 (1991); Eckert et al.,, PCR Methods and Applications 1, 17 (1991), PCR (Eds. McPherson et al., IRL Press,
Oxford); y las patentes de Estados Unidos N.© 4.683.202, 4.683.195, 4.800.159 4.965.188 y 5.333.675. Los métodos
de PCR preferido es PCR en tiempo real, PCR-HRM (forma siglada de High-Resolution DNA Melting, fusién de ADN
de alta resolucién) (véase Andriantsoanirina et al. Journal of Microbiological Methods, 78: 165 (2009)) y PCR acoplada
a reaccién de deteccion de ligasa basada en microesferas fluorescentes (microesferas Luminex®).

Las técnicas de amplificacién incluyen en particular métodos isotérmicos y técnicas basadas en PCR. Las técnicas
isotérmicas incluyen métodos tales como la amplificacién basada en secuencias de acidos nucleicos (NASBA, por sus
siglas en inglés), la amplificacion isotérmica mediada por bucle (LAMP, por sus siglas en inglés), la amplificacién
dependiente de helicasa (HDA, por sus siglas en inglés), la amplificacién de circulo rodante (RCA) y la amplificacién
por desplazamiento de cadena (SDA, por su siglas en inglés), la reaccion de amplificacién exponencial (EXPAR, por
sus siglas en inglés), la amplificacién iniciada por cebadores isotérmica y quimérica de acidos nucleicos (ICAN, por
sus siglas en inglés), la amplificacion mediada por sefial de tecnologia de ARN (SMART, por sus siglas en inglés) y
otras (véase, por ejemplo, Asiello y Baeumner, Lab Chip; 11(8): 1420-1430, 2011).

Concretamente, la técnica de PCR mide cuantitativamente las cantidades iniciales de ADN, ADNc o ARN. Ejemplos
de técnicas basadas en PCR de acuerdo con la invencién incluyen técnicas tales como, aunque no de forma limitativa,
PCR cuantitativa (Q-PCR), reaccidn en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR), PCR cuantitativa
con transcriptasa inversa (QRT-PCR) o PCR digital. Estas técnicas son tecnologias bien conocidas y facilmente
disponibles para los expertos en la materia.

En algunas realizaciones, el método es un método de RT-PCR, preferentemente una PCR cuantitativa con
transcriptasa inversa (QRT-PCR).

Preferentemente, el método es un ensayo de RT-PCR en tiempo real de una sola etapa, por ejemplo, como se describe
en los Ejemplos.

Se utiliza una sonda para detectar el producto amplificado. La sonda se puede marcar con un marcador fluorescente,
radioactivo o enzimético. El producto amplificado se puede detectar con una quimica de deteccién especifica, como
sondas de transferencia de energia por resonancia de fluorescencia (FRET, por sus siglas en inglés), sondas de
TAQMAN, balizas moleculares, sondas de Scorpion, cebadores marcados fluorescentemente (u otros marcados),
sondas Lightup o una quimica basada en colorantes, ADN, APN, LNA o ARN que incluye bases modificadas que se
unen al producto amplificado para detectar la secuencia de interés.

La deteccién de los productos amplificados puede realizarse en tiempo real (durante el proceso de amplificacién) o de
punto final (después del proceso de amplificacidn). El método permite la deteccidn de los productos de amplificacion
en el mismo recipiente en el que se produce la amplificacién.

Concretamente, se utiliza un control interno de ADN para supervisar la reacciéon de amplificacién.

De manera especifica, se utiliza un control interno de ARN para supervisar las reacciones de amplificaciéon y
transcripcién inversa.

Concretamente, el método comprende transcripcién inversa y amplificacibn de un control positivo interno.
Concretamente, el cebador inverso de control positivo interno comprende la secuencia %
ATATTGCAGCAGTACGCACACA-3 (SEQ ID NO: 8), y tiene de 19 a 25 bases de longitud; y/o el cebador directo de
control positivo interno comprende la secuencia & ACAGGTACGTTAATAGTTAATAGCGT-3’ (SEQ ID NO: 7), y tiene
de 23 a 29 bases de longitud; y/o la sonda de control positivo interno comprende la secuencia 5
ACACTAGCCATCCTTACTGCGCTTCG 3’ (SEQ ID NO: 9), o su complemento, y tiene de 23 a 29 bases de longitud.

En algunas realizaciones del método, la sonda y la sonda de control positivo interno estdn marcadas con 6-carboxi-
fluoresceina (6FAM) o hexacloro-6-carboxi-fluoresceina (HEX) en el extremo 5'.

En algunas realizaciones del método, la sonda y la sonda de control positivo interno estan marcados con el black hole
quencher 1 (BHQ1) en el extremo 3.

En algunas realizaciones del método, el coronavirus es SARS-CoV-2 y no es otro coronavirus, ni otros virus que
causen enfermedades respiratorias.

Los cebadores de la divulgacion se usan tanto para la transcripcién inversa de ARN como para la amplificacién de los
productos resultantes. Las secuencias del cebador son selectivas para el SARS-CoV-2 dentro de los coronavirus y
también para otros virus prevalentes que causan enfermedades respiratorias. Adicionalmente, los cebadores de la
divulgacién se dirigen a secuencias que se encuentran entre las regiones mas conservadas con menos del 0,1 % de
mutaciones entre todas las variantes secuenciadas (mas de 449.000 secuencias genémicas del SARS-CoV-2 de la
base de datos GISAID). Por lo tanto, una de las principales ventajas de los cebadores de la divulgaciéon es que, a
pesar de la aparicién de variantes del SARS-CoV-2, todavia permiten detectar la presencia de una variante de ARN
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del SARS-CoV-2 existente en una muestra.
Concretamente, los cebadores estan en un conjunto de un cebador directo y de un cebador inverso.

El "cebador inverso" es un cebador antisentido, que es el cebador para la transcripcién inversa y se conserva entre
las cepas de coronavirus. El cebador inverso es especifico para el SARS-CoV-2.

El primer cebador inverso se hibrida con la secuencia: 5-ACAACACAACAAAGGGAG-3’ (SEQ ID NO: 11) y su
equivalente de ARN y el segundo cebador inverso se hibrida con la secuencia: 5-CCTATATTAACCTTGACCAG-3
(SEQ ID NO: 14) y su equivalente de ARN.

En una realizacion preferida, el primer cebador para la transcripcién inversa comprende la secuencia 5'-
CTCCCTTTGTTGTGTTGT-3' (SEQ ID NO: 2), y no tiene més de 21 bases de longitud, o el segundo cebador para la
transcripcién inversa comprende la secuencia 5-CTGGTCAAAGGTTAATATAGG-3' (SEQ ID NO: 5), y no tiene mas
de 23 bases de longitud. Preferentemente, el primer cebador inverso consiste en la secuencia 5'-
CTCCCTTTGTTGTGTTGT-3' (SEQ ID NO: 2) o el segundo cebador inverso consiste en la secuencia 5'-
CTGGTCAAAGGTTAATATAGG-3’ (SEQ ID NO: 5).

En este contexto, el término "se hibrida con" se refiere a la capacidad del cebador para formar una molécula hibrida
bicatenaria con ARN de SARS-CoV-2 (es decir, que comprende el equivalente de ARN de la SEQ ID NO: 11 o 14)
suficiente para producir un ADNc y para promover la amplificacion del ADNc en condiciones de amplificacién y
transcripcién inversa estandar tales como las expuestas en el ejemplo.

El "cebador directo”" es un cebador sentido, que es especifico para un subconjunto de SARS-CoV-2.

El primer cebador directo se hibrida con la secuencia: 5-CAACAGGACTAAGCTCAT-3 (SEQ ID NO: 10) y el segundo
cebador directo se hibrida con la secuencia: 5-CGAAATCATACCAGTTACC-3 (SEQ ID NO: 13).

En una realizacion preferida, el primer cebador directo comprende la secuencia 5-ATGAGCTTAGTCCTGTTG-3' (SEQ
ID NO: 1), y no tiene méas de 21 bases de longitud, o el segundo cebador directo comprende la secuencia 5'-
GGTAACTGGTATGATTTCG-3’ (SEQ ID NO: 4), y no tiene mas de 22 bases de longitud. Preferentemente, el primer
cebador directo consiste en la secuencia 5-ATGAGCTTAGTCCTGTTG-3' (SEQ ID NO: 1) o el segundo cebador
directo consiste en la secuencia 5-GGTAACTGGTATGATTTCG-3' (SEQ ID NO: 4).

En este contexto, el término "se hibrida con" se refiere a la capacidad del cebador para formar una molécula hibrida
bicatenaria con ARN de SARS-CoV-2 (es decir, que comprende el equivalente de ARN de la SEQ ID NO: 10 o 13)
suficiente para producir un ADNc y para promover la amplificacion del ADNc en condiciones de amplificacién y
transcripcién inversa estandar tales como las expuestas en el ejemplo.

El cebador (inverso o directo) se hibrida con la secuencia diana o su complemento y puede extenderse aln més en
presencia de una polimerasa de acido nucleico para amplificar especificamente la secuencia diana. La secuencia
cebadora es sustancialmente complementaria a la secuencia diana o a su complemento. Sustancialmente
complementaria significa que la secuencia del cebador es al menos un 80 % idéntica, preferentemente al menos el
85 %, 90 %, 95 % y 98 % idéntica a la secuencia diana o a su complemento. El cebador puede comprender secuencias
adicionales (no complementarias a la secuencia diana) en su extremo 5’. Concretamente, el cebador comprende una
secuencia de al menos 5, preferentemente de 10 a 15 nucleétidos consecutivos que sean 100 % idénticos a la
secuencia diana o a su complemento. Mas en particular, la secuencia de cebador es 100 % idéntica a la secuencia
diana o a su complemento. Opcionalmente, al menos un cebador del par incluye un marcador (fracciéon detectable).
En algunas realizaciones mas preferidas, el cebador inverso y directo es como se describe anteriormente.

La divulgacién proporciona un primer conjunto de cebadores para su uso en la amplificacién de un ARN de SARS-
CoV-2 en una muestra, en donde el conjunto de cebadores comprende: un primer cebador inverso que se hibrida con
la secuencia: 5-ACAACACAACAAAGGGAG-3’ (SEQ ID NO:11) y su equivalente de ARN; y un primer cebador directo
que se hibrida con la secuencia: 5-CAACAGGACTAAGCTCAT-3’ (SEQ ID NO: 10).

Concretamente, el conjunto de cebadores comprende: un primer cebador inverso que comprende la secuencia 5'-
CTCCCTTTGTTGTGTTGT-3' (SEQ ID NO: 2), que no tiene mas de 21 bases de longitud; y un primer cebador directo
que comprende la secuencia 5-ATGAGCTTAGTCCTGTTG-3’ (SEQ ID NO: 1), que no tiene mas de 21 bases de
longitud.

En particular, el primer cebador inverso consiste en la secuencia 5-CTCCCTTTGTTGTGTTGT-3’ (SEQ ID NO: 2); y
el primer cebador directo consiste en la secuencia 5-ATGAGCTTAGTCCTGTTG-3' (SEQ ID NO: 1).

La divulgacién proporciona un segundo conjunto de cebadores, en donde el conjunto de cebadores comprende: un
segundo cebador inverso que se hibrida con la secuencia: 5-CCTATATTAACCTTGACCAG-3' (SEQ ID NO: 14) y su
equivalente de ARN; y un segundo cebador directo que se hibrida con la secuencia: 5-CGAAATCATACCAGTTACC-
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3’ (SEQ ID NO: 13).

Concretamente, el conjunto de cebadores comprende: un segundo cebador inverso que comprende la secuencia 5'-
CTGGTCAAGGTTAATATAGG-3' (SEQ ID NO: 5) que no tiene mas de 23 bases de longitud; o un segundo cebador
directo que comprende la secuencia 5-GGTAACTGGTATGATTTCG-3’ (SEQ ID NO: 4), que no tiene més de 22 bases
de longitud.

En particular, el segundo cebador inverso consiste en la secuencia 5-CTGGTCAAGGTTAATATAGG-3' (SEQ ID NO:
5); y el segundo cebador directo consiste en la secuencia 5-GGTAACTGGTATGATTTCG-3' (SEQ ID NO: 4).

La divulgacion proporciona un conjunto de cebadores para su uso en la amplificacién de un ARN de SARS-CoV-2 en
una muestra, en donde el conjunto de cebadores comprende: un primer cebador inverso que se hibrida con la
secuencia: 5’-ACAACACAACAAAGGGAG-3 (SEQ ID NO:11) y su equivalente de ARN; un primer cebador directo que
se hibrida con la secuencia: 5-CAACAGGACTAAGCTCAT-3’ (SEQ ID NO:10); un segundo cebador inverso que se
hibrida con la secuencia: 5-CCTATATTAACCTTGACCAG-3 (SEQ ID NO:14) y su equivalente de ARN; y un segundo
cebador directo que se hibrida con la secuencia: 5-CGAAATCATACCAGTTACC-3’ (SEQ ID NO: 13).

Concretamente, el conjunto de cebadores comprende: un primer cebador inverso que comprende la secuencia 5'-
CTCCCTTTGTTGTGTTGT-3' (SEQ ID NO: 2), que no tiene més de 21 bases de longitud; un primer cebador directo
que comprende la secuencia 5-ATGAGCTTAGTCCTGTTG-3' (SEQ ID NO: 1), que no tiene més de 21 bases de
longitud; un segundo cebador inverso que comprende la secuencia 5-CTGGTCAAGGTTAATATAGG-3’ (SEQ ID NO:
5), que no tiene méas de 23 bases de longitud; y un segundo cebador directo que comprende la secuencia 5'-
GGTAACTGGTATGATTTCG-3’ (SEQ ID NO: 4), que no tiene mas de 22 bases de longitud.

En particular, el primer cebador inverso consiste en la secuencia 8-CTCCCTTTGTTGTGTTGT-3 (SEQ ID NO: 2); el
primer cebador directo consiste en la secuencia 5-ATGAGCTTAGTCCTGTTG-3’ (SEQ ID NO: 1); el segundo cebador
inverso consiste en la secuencia 5-CTGGTCAAGGTTAATATAGG-3' (SEQ ID NO: 5); y el segundo cebador directo
consiste en la secuencia 5’-GGTAACTGGTATGATTTCG-3 (SEQ ID NO: 4).

Las sondas de la divulgacién son Utiles para la deteccién de acidos nucleicos de coronavirus. Como se cita en el
presente documento, la "sonda" de la divulgacidén estd unida a un marcador detectable adecuado para su uso en el
método de la invencion. La sonda es especifica para cepas de SARS-CoV-2. Las secuencias de la sonda son
selectivas para el SARS-CoV-2 dentro de los coronavirus y también para otros virus prevalentes que causan
enfermedades respiratorias. Adicionalmente, al igual que los cebadores, las sondas de la divulgacidén se dirigen a
secuencias que se encuentran entre las regiones mas conservadas con menos del 0,1 % de mutaciones entre todas
las variantes secuenciadas (mas de 449.000 secuencias gendmicas del SARS-CoV-2 de la base de datos GISAID).
Por lo tanto, una de las principales ventajas de las sondas de la divulgacion es que, a pesar de la aparicion de variantes
del SARS-CoV-2, todavia permiten detectar la presencia de una variante de ARN del SARS-CoV-2 existente en una
muestra.

Un "marcador detectable" como se utiliza en el presente documento es una fraccién, que se puede detectar directa o
indirectamente. En algunas realizaciones, la deteccién del marcador implica detectar directamente una emisién de
energia por parte del marcador (por ejemplo, radiactividad, luminiscencia, 6ptica). Un marcador también puede
detectarse indirectamente por su capacidad para unirse o escindir otra fraccion, que, a su vez, puede emitir o absorber
luz de una longitud de onda particular (por ejemplo, biotina, avidina, etiqueta de epitopo tal como el epitopo FLAG,
etiqueta enzimatica tal como peroxidasa de rabano picante). Marcadores detectables particulares incluyen marcadores
radiactivos, marcadores fluorescentes, marcadores quimioluminiscentes, marcadores bioluminiscentes y etiquetas de
epitopos. En particular, la sonda estd marcada con los colorantes fluorescentes 6-carboxi-fluoresceina (6FAM) o
hexacloro-6-carboxi-fluoresceina (HEX), mas particularmente en el extremo 5. Mas en particular, la sonda esta
marcada en su extremo 3’ con black hole quencher 1 (BHQ1).

En particular, la sonda se utiliza en la deteccién de productos de amplificacién de un ARN del SARS-CoV-2 en una
muestra.

Concretamente, la primera sonda se hibrida con la secuencia:
5-TACCGGCAGCACAAGACATCT-3' (SEQ ID NO: 12) o su complemento, o la segunda sonda se hibrida con la
secuencia 5-CCTGGCGTGGTTTGTATGA-3' (SEQ ID NO: 15) o su complemento.

En particular, la primera sonda consiste en o comprende la secuencia: 5-AGATGTCTTGTGCTGCCGGTA-3’ (SEQ ID
NO: 3), o su complemento y no tiene méas de 24 bases de longitud.

En particular, la segunda sonda consiste en o comprende la secuencia: 5-TCATACAAACCACGCCAGG -3’ (SEQ ID
NO: 6), 0 su complemento y no tiene méas de 22 bases de longitud.

Més en particular, la primera sonda consiste en la secuencia 5-AGATGTCTTGTGCTGCCGGTA-3' (SEQ ID NO: 3),
0 su complemento; o la segunda sonda consiste en la secuencia 5-TCATACAAACCACGCCAGG-3’ (SEQ ID NO: 6),
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0 su complemento.

Concretamente, la sonda esta marcada con 6-carboxi-fluoresceina (6FAM) o hexacloro-6-carboxi-fluoresceina (HEX)
en el extremo 5.

Concretamente, la sonda estd marcada con el black hole quencher 1 (BHQ1) en el extremo 3'.

El método de la divulgacidén abarca la inclusién de controles para las reacciones de amplificacién y/o transcripcion
inversa. El control de ADN de la invencién es util para controlar la reaccién de amplificacién.

Concretamente, el control es un control positivo interno, por ejemplo, en donde el cebador inverso de control positivo
interno comprende la secuencia 5-ATATTGCAGCAGTACGCACACA-3’ (SEQ ID NO: 8) y tiene una longitud de 19 a
25 bases; y/o en donde el cebador directo de control positivo interno comprende la secuencia 5'-
ACAGGTACGTTAATAGTTAATAGCGT-3’ (SEQ ID NO: 7) y tiene una longitud de 23 a 29 bases; y/o en donde la
sonda de control positivo interno comprende la secuencia 5-ACACTAGCCATCCTTACTGCGCTTCG-3' (SEQ ID NO:
9), o su complemento, y tiene de 23 a 29 bases de longitud.

Concretamente, un ensayo de RT-PCR en tiempo real incluye ademas de muestras desconocidas:

Dos muestras negativas que agrupan entre corchetes muestras desconocidas durante la extraccion de ARN
(controles de extraccién negativos); y/o

Controles positivos (por duplicado); cuando se usan transcritos sintetizados in vitro como controles incluyen cinco
controles positivos de cuantificacién (por duplicado), incluyendo 105, 10*y 103 copias de equivalentes genémicos
(ge) de transcriptos de ARN sintetizados /n vitro; y/o un control de amplificacién negativo.

El método de acuerdo con la invencidén y como se ha descrito anteriormente se puede poner en practica en diferentes
muestras; humanos y animales no humanos, superficies, suelos, para diagnéstico, epidemiologia, vigilancia, asi como
para examinar los bancos de sangre y tejidos que puedan necesitar pruebas frente al SARS-CoV2 como parte de la
deteccién del HIV1, HIV2, VHB, VHC, etc.

La préactica de la presente invenciéon empleara, salvo que se indique lo contrario, técnicas convencionales, que se
encuentran entre las técnicas de la materia. Dichas técnicas se explican por completo en la bibliografia.

La invencién se ilustrard ahora mediante los siguientes ejemplos, que no son limitativos, con referencia a los dibujos
adjuntos en los que:

Figuras

Figura 1: Graficos de amplificacion de RT-gPCR del gen nsp6 del SARS-CoV-2 en variantes UK-SA-BR utilizando
diferentes combinaciones de cebadores sentido e inverso. El nimero de copias del SARS-CoV-2 varié de 4,0 10*
a 40 copias. La eficiencia de amplificacién (E) se determiné representando graficamente los valores medios de Cq
frente a diluciones de cinco veces el numero de copias. Los 4 conjuntos de cebadores-sonda tienen una eficacia
cercana al 100 %: (A) Cebadores MUT-As y MUT-Ar con sonda MUT-sondaA, (B) Cebadores MUT-Bs y MUT-Br
con sonda MUT-sondaA, (C) cebadores MUT-Cs y MUT-Cr con sonda MUT-sondaA y (D) cebadores MUT-Ds y
MUT-Dr con sonda MUT-sondaA.

Figura 2: Gréaficos de amplificacion de RT-qPCR de genes ORF8-N del SARS-CoV-2 y regidn intergénica en
variantes de UK utilizando diferentes combinaciones de cebadores sentido e inverso (A a E). Se utilizé una sonda
comUn para cada reaccién (UK-sonda B). El nimero de copias del SARS-CoV-2 en cada reaccién vario de 4,0 10°
a 40 copias. La eficiencia de amplificacién (E) se determiné representando graficamente los valores medios de Cq
frente a diluciones de cinco veces el nimero de copias.

Figura 3: Amplificacién y curvas estandar de UK-As+Ar (eficiencia, E=101,1) y UK-Bs+Br (E=101,9). UK-Cs+Cr
(parte inferior) no es especifica (E = 348,2 y consulte la curva de fusién). El ARN utilizado fue CIBU-200132
(muestra clinica, linaje ancestral) en un intervalo de dilucién de 1,0 E-03 a 1,0 E-06. Las reacciones se hicieron
con EVA verde, no con una sonda especifica, razén por la que se puede utilizar un ARN ancestral del SARS-CoV-
2

Figura 4: llustracion de las especificidades de la prueba. Variantes UK-SAf-Br durante la prueba MUT (MUT: MUT-
As+tMUT-Ar+MUT-sonda A) detectan solamente las 3 variantes. Igualmente, la prueba especifica de UK (UK-
astUK-Cr+UKsonda-B) detecta solo variantes de UK, no los clados ancestrales ni las variantes SA-BR. EI ADNc
utilizado es el mismo que anteriormente (CIBU-200132, linaje ancestral detectado en los hospitales del Gran Paris
en marzo de 2020).

Ejemplos
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1. Deteccién del SARS-CoV-2

Este protocolo describe procedimientos para la deteccién del SARS-CoV-2 para dos dianas en los genes nsp9 y RdRp
(IP2 e IP4). Basandose en las primeras secuencias de SARS-CoV-2 disponibles en la base de datos GISAID el 11 de
enero de 2020 (SEQ ID NO: 19), se disefiaron cebadores y sondas (nCoV_IP2 y nCoV_IP4) dirigidos al gen nsp9 que
abarca los nt 12621-12727 y al gen RdRp 14010-14116 (posiciones segin SARS-CoV, NC_004718). Estas posiciones
corresponden a los nt 12669-12776 y 14059-14165 en la secuencia del SARS-CoV-2 (SEQ ID NO: 19) o a los nt 12690
a 12797 y 14080 a 14186 en NC_045512.2.

Como ensayo confirmatorio, se utilizé el ensayo del gen E del protocolo Charité. (Corman VM, Landt O, Kaiser M, et
al. Detection of 2019 novel coronavirus (2019-nCoV) by real-time RT-PCR. Euro Surveill 2020;25.)

A. Kits

Kit de extraccién NucleoSpin Dx Virus (Macherey Nagel 740895.50).

Sistema de RT-PCR cuantitativa de una sola etapa Superscript™ [l Platinum®. (Invitrogen 1732-020).

B. Cebadores y sondas

Tabla 2: Secuencias de cebadores y sondas

Tamaiio
Nombre Secuencias (5’-3°) L(c:)r;g::)d pro?i?llcto Ref.
de PCR
gen nsp9/nCoV_IP2
ATGAGCTTAGTCCTGTTG
nCoV_IP2-12669Fw (SEQ ID NO: 1) 18
nCoV_IP2-12759Rv CTCCCTTTGTTIGTIGTTIGT (SEQIDNO:2) 18 108 pb 1
nCoV_|P2- AGATGTCTTGTGCTGCCGGTA [5']Hex [3']BHQ-1
12696bSonda(+) (SEQ ID NO: 3) 21
Gen RdRp/nCoV_IP4
GGTAACTGGTATGATTTCG
nCoV_|P4-14059Fw (SEQ ID NOG: 4) 19
CTGGTCAAGGTTAATATAGG 107 pb 1
nCoV_|P4-14146Rv (SEQID NO: 5) 20
TCATACAAACCACGCCAGG [5']Fam [3']BHQ-1
nCoV_|P4-14084Sonda(+) |(SEQ ID NO: 6) 19
Gen E/E_Sarbeco (CoVE)
ACAGGTACGTTAATAGTTAATAGCGT
E_Sarbeco_F1 (SEQID NO:7) 26
ATATTGCAGCAGTACGCACACA
(SEQ ID NO: 8) M3pb | 2
E_Sarbeco_R2 22
ACACTAGCCATCCTTACTGCGCTTCG [5']Fam
E_Sarbeco_P1 [3'BHQ-1 (SEQ ID NO: 9) 26

Euro Surveill 2020;25

1. Centro Nacional de Referencia de Virus Respiratorios, Instituto Pasteur, Paris.
2. Corman VM, Landt O, Kaiser M, et al. Detection of 2019 novel coronavirus (2019-nCoV) by real-time RT-PCR.

Los conjuntos de cebadores nCoV_IP2 y nCoV_IP4 pueden ser multiplexados. Ambas mezclas de reaccién se

describen a continuacion.

Regiones de amplificacion por PCR (posiciones segin SARS-CoV, NC_004718):

nCoV_IP2: 12621-12727. El amplicdn (108 pb) tiene la secuencia SEQ ID NO: 16 que corresponde a las posiciones
12669-12776 en la secuencia del SARS-CoV-2 (SEQ ID NO: 19)
nCoV_IP4: 14010-14116. El amplicdn (107 pb) tiene la secuencia SEQ ID NO: 17 que corresponde a las posiciones
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14059-14165 en la secuencia del SARS-CoV-2 (SEQ ID NO: 19)

Gen E: 26141-26253. El amplicdn (113 pb) tiene la secuencia SEQ ID NO: 18 que corresponde a las posiciones
26249-26361 en la secuencia del SARS-CoV-2 (SEQ ID NO: 19).

C. Extraccién de acido nucleico

El ARN se extrae de las muestras utilizando NucleoSpin Dx Virus (Macherey Nagel ref. 740895.50). El ARN extraido
de 100 pl de una muestra original, se eluye en 100 pl de tampén de elucién.

D. Preparacion de la mezcla para todas las combinaciones de cebador/sonda distintas
Todos los cebadores y sondas que se describen a continuacién se validaron en las siguientes condiciones.

Kit de mezcla de RT-PCR: Sistema de qRT-PCR de una sola etapa Superscript™ Il Platinum® de Invitrogen (ref:
11732-088).

Equipos de PCR en tiempo real: LightCycler 480 (96).
Es posible que sean necesarios ajustes para el uso de otros kits u otros instrumentos de PCR en tiempo real. Todos
los Ensayos utilizaron las mismas condiciones. Las secuencias de cebadores y sondas, asi como las concentraciones

optimizadas se muestran en la siguiente tabla. Se prepard una reaccion de 25 pl que contenia 5 pl de ARN.

Tabla 3: Mezcla simplex

Mezcla simplex Volumen (pl) [final]
H20 PPI 3,60
Mezcla de reacciéon 2X 12,50 Mg 3 mM
MgSO4 (50 mM) 0,40 Mg 0,8 mM
Cebador directo (10 yM) 1,00 0,4 uM
Cebador inverso (10 uM) 1,00 0,4 uM
Sonda (10 yM) 0,50 0,2 uM
Mezcla Superscript Il RT/Platinum Taq 1,00
Volumen final 20,00
Tabla 4: Mezcla multiplex
Mezcla multiplex (hnCoV_IP2 e IP4) Volumen (pl) [final]
H20 PPI 1,3
Mezcla de reaccién 2X 12,50 Mg 3 mM
MgSO4 (50 mM) 0,40 Mg 0,8 mM
Cebador directo (10 uM) 1,00 0,4 uM
Cebador inverso (10 uM) 1,00 0,4 uM
Cebador directo (10 uM) 1,00 0,4 uM
Cebador inverso (10 uM) 1,00 0,4 uM
Sonda (10 yM) 0,4 0,16 uM
Sonda (10 yM) 0,4 0,16 uM
Mezcla Superscript Il RT/Platinum Taq 1,00
Volumen final 20,00

E. Controles
Cada ensayo de RT-PCR en tiempo real incluye ademéas muestras desconocidas:

Dos muestras negativas que agrupan entre corchetes muestras desconocidas durante la extraccién de ARN (controles
de extraccién negativos).

Controles positivos (por duplicado); cuando se usan transcritos sintetizados in vitro como controles incluyen cinco
controles positivos de cuantificacion (por duplicado), incluyendo 10%, 10*y 103 copias de equivalentes genémicos (ge)
de trascritos de ARN sintetizados in vitro.

Un control de amplificacién negativo.

F. Ciclos de amplificacién (Sistema Lightcycler)
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Tabla 5: Ciclos de amplificacién

Transcripcién inversa 55°C 20 min | x1

Desnaturalizacién 95 °C 3 min | x1

Amplificacién 95 °C 15 s | x50 Adquisicién
58 °C 30s

Enfriamiento 40 °C 30s|x1

G. Sensibilidad

RT-PCR en tiempo real de nCoV_IP y E_Sarbeco

La sensibilidad, en términos de una tasa de aciertos del 95 % es de aproximadamente 100 copias de equivalente
gendmico de ARN por reaccidn (siempre se detecta esta cantidad de secuencias diana), la probabilidad de detectar
menores cantidades de virus disminuye, pero las muestras que contienen 10 copias se pudieron detectar con un
ensayo multiplex.

Tabla 6: Sensibilidad

Multiplex (valores de Ct) Simplex (valores de Ct)
Copias del transcrito de ARN nCoV_IP2 nCoV_IP4 E_Sarbeco
1,00E+07 21,67 21,97 24,72
1,00E+06 24,97 25,12 28,19
1,00E+05 28,00 27,88 30,96
1,00E+04 31,84 30,51 33,33

Los valores de Ct pueden variar de un instrumento a otro hasta en 2 ciclos, mientras que el intervalo entre dos
etapas de dilucién es constante (ACt).

H. Especificidad

La reactividad cruzada con otros virus respiratorios se analizé con muestras que se sabia que eran positivas para un
panel de virus respiratorios (gripe A(H1N1)pdm09, A(H3N2), B-Victoria, B-Yamagata; gripe C; VRS A, B; hBoV; hPIV;
hMPV; HRV/enterovirus; adenovirus; hCoV (HKU1, OC43, 229E y NL63); MERS-CoV. Ninguno de los virus analizados
mostrd reactividad con PCR2 y PCRA4 utilizando los conjuntos de cebadores y sondas IP2 e IP4 descritos en la Tabla
anterior.

L. Control positivo para RT-PCR en tiempo real del SARS-CoV-2

El control positivo para RT-PCR en tiempo real es un ARN ftranscrito in vitro derivado de la cepa
BetaCoV_Wuhan_WIV04_2019 (EPI_ISL_402124). El transcrito contiene las regiones de amplificacién del gen RdRp
y E como cadena positiva. Cada microtubo contiene 1011 copias de secuencias diana diluidas en ARNt de levadura y
liofilizadas.

Reconstitucién del ARN transcrito

Afadir 100 pl de H20 libre de RNasa/DNAsa para obtener una solucién a una concentracién de 109 copias/yl.
Conservar a -80 °C. Diluir para preparar un banco maestro con 2x106 copias/pl. Conservar a -80 °C.

A partir de esto, preparar un banco de trabajo de reactivo con 2x104 copias/ul para evitar ciclos de
congelacién/descongelacion. Los tubos de trabajo pueden almacenarse a -20 °C durante menos de una semana.

Esta prueba, que ahora esta validada en un panel de SARS-CoV-2 de 600 pacientes positivos y negativos, incluyendo
individuos de contacto asintomaticos, individuos que regresan de la zona epidémica y pacientes sintomaticos. Dentro
de los pacientes sintométicos, ya que también hay una epidemia simultdnea de gripe en Francia, se confirmé que los
pacientes negativos con la prueba SARS-CoV2 de la invencién estaban infectados por gripe u otras enfermedades
respiratorias. La validacion de esta prueba permite ahora el envio para diagnéstico a hospitales de referencia en
Francia y en el extranjero, y dentro de la red internacional del Instituto Pasteur en todo el mundo.

J. Conservacioén de la region amplificada por los conjuntos de cebadores nCoV_IP2 y nCoV_IP4

Més de 433.000 secuencias genémicas del SARS-CoV-2 procedentes de la base de datos GISAID recuperadas el 6
de febrero de 2021 se alinearon para evaluar el grado de conservacidn de las secuencias de genes a las que se dirigen
los conjuntos de cebadores nCoV_IP2 y nCoV_IP4.

La alineacién de secuencias multiples comprendid el 26 % de las secuencias gendémicas de la variante del UK, el
0,5 % de las secuencias gendmicas de la variante SAy el 0,1 % de las secuencias genémicas de la variante BR.

Tabla 7: Conservacion de las dianas de los genes nsp9 y RdRp
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Inicio Final tamafio | conservacion (en Conjunto de
Genes (NC_045512) | (NC_045512) | dela |433425genomas| " oo
region compl.)
nsp8-nspo 12401 12865 465 0,099007799 | nCoV_IP2
NIRAN-RDRP-nsp12 13764 14340 577 0,099188415 | nCoV_IP4

Las secuencias de SARS-CoV-2 que abarcan los nt 12401-12865 y 13764-14340 (posiciones segln el aislado de
SARS-CoV Wuhan-Hu-1, NC_045512) se encuentran entre las regiones méas conservadas con menos del 0,1 % de
mutaciones entre todas las variantes secuenciadas. Estas regiones comprenden las secuencias a las que se dirigen
los conjuntos de cebadores nCoV_IP2 y nCoV_IP4 respectivamente.

Como ejemplo, la regién menos conservada en el gen RdRp es una secuencia de101 nt que abarca los nt 14362-
14462 con una conservaciéon de 0,9933455.

K. Conservacion de regiones del SARS-CoV-2 hibridadas mediante conjuntos de cebadores y sondas
nCoV_IP2 y nCoV_IP4

Més de 450.000 secuencias genémicas del SARS-CoV-2 de la base de datos GISAID recuperadas el 1 de febrero de
2021 se alinearon para evaluar el grado de conservacién de cada nuclebtido de las regiones hibridadas por los
conjuntos de cebadores y sondas nCoV_|P2 y nCoV_IP4.

Entre las 451.405 secuencias disponibles, las secuencias gendmicas derivadas de muestras de hospedadores no
humanos, las muestras de hospedadores desconocidos, las muestras ambientales, los cultivos celulares, las muestras
con fecha posterior al 1 de febrero de 2021, las muestras duplicadas (mismo individuo, misma muestra), asi como las
secuencias inferiores a 10 nt 0 mas de 40.000 nt, y las secuencias con un cédigo de letras no estandar se eliminaron
antes de la alineacién (~1000 secuencias). La distribucidén de las secuencias alineadas entre los clados fue la siguiente:

Tabla 8: Distribucidén de las secuencias alineadas entre los clados

Ocurrencias de Nb % Clado
16914 3,75 % 19A
9079 2,01 % 19B
87153 19,31 % 20A
11933 2,64 % 20A.(UE2)
105420 23,36 % 20B
48354 10,72 % 20C
5092 1,13 % 20D
99046 21,95 % 20E (EU1)
12605 2,79 % 20F
16207 3,59 % 20G
774 0,17 % | 20H/501Y.V2 (variante de SA)
38590 8,55 % | 201/501Y.V1 (variante de UK)
59 0,01 % | 20J/501Y.V3 (variante de BR)

El grado de conservacién de cada nucledtido de las regiones hibridadas por los conjuntos de cebadores y sondas
nCoV_IP2 y nCoV_IP4 y las regiones adyacentes se presenta en las Tablas 27 a 32 (uno por cebador y sonda).

Los nucledtidos en las regiones a las que se dirigen los cebadores y conjuntos de sondas nCoV_IP2 y nCoV_IP4 se
conservan desde al menos un 99,5 % hasta un 99,9 %.

A pesar de la aparicién de variantes del SARS-CoV-2, los conjuntos de cebadores y sondas nCoV_IP2 y nCoV_IP4
aun permiten la deteccién de la presencia de la variante de ARN del SARS-CoV-2 existente en una muestra, incluso
si fueron disefiados basandose en las primeras secuencias del SARS-CoV-2 disponibles en la base de datos GISAID
el 11 de enero de 2020.

2. Deteccién de las variantes UK, SA y BR del SARS-CoV-2

Més de 433.000 secuencias genémicas del SARS-CoV-2 de la base de datos GISAID recuperadas el 6 de febrero de
2021 se alinearon para identificar una caracteristica de secuencia especifica de la variante de Brasil (BR) (también
conocida como P.1), de la variante del Reino Unido (UK) o de la variante de Kent (también conocida como B.1.1.7) y
de la variante de Sudafrica (SA) (también conocida como B.1.351).

El alineamiento de secuencias multiples comprendié 111.416 secuencias genémicas de la variante de UK, 2423 de
las secuencias gendémicas de la variante de SA y 429 secuencias gendmicas de la variante de BR.

Una delecién de 9 nucleétidos en el gen ORF1a nsp6 que abarca los nt 11288-11296 (posiciones segln el aislado de
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SARS-CoV Wuhan-Hu-1, NC_045512) esté presente solo en las variantes de BR, UKy SA.
Este protocolo describe procedimientos para la deteccidén de esta delecion de 9 nucledtidos.

Basandose en las secuencias del SARS-CoV-2 disponibles en la base de datos GISAID del Centro Nacional de
Referencia de Virus Respiratorios, Instituto Pasteur, Paris (Tabla 9), los cebadores y sondas se disefiaron para dirigirse
a la eliminacién en el gen nsp6 que abarca los nt 11288-11296 (posiciones segun el aislado de SARS-CoV Wuhan-
Hu-1, NC_045512).

Tabla 9: Numeros de acceso a GISAID de los genomas de UK, SA y BR utilizados como referencias para el
presente estudio y nimero de genomas variantes utilizados en la alineacién para identificar una caracteristica de
secuencia especifica de estas 3 variantes

Variante Numero de acceso epi a GISAID Nb de secuencias alineadas
UK B.1.1.7-EPI_ISL_1001329 11416
SA B.1.351-EPI_ISL_1001390 2423
BR P.1-EPI_ISL 1001385 429
A. Kits

Kit avanzado de sintesis de ADNc iScript™ para RT-qPCR (Bio-Rad) para la etapa de transcripcién inversa.

iTag™ Universal SYBR® Green Supermix (Bio-Rad) o

EurobioGreen qPCR Mix (Eurobio) para la etapa de amplificacién y cuantificacién del ADN.

B. Cebadores y sondas

Los cebadores se disefiaron para permitir la amplificacién de todos los virus del SARS-CoV-2, mientras que las sondas
se diseflaron para detectar especificamente la delecién en el gen nsp6 que abarca los nt 11288-11296 (posiciones

segun el aislado de SARS-CoV-2 Wuhan-Hu-1 NC_045512).

Tabla 10: Secuencias de cebadores y sondas

Nomb s ia (5.3 Oriekr:tacicl’)n Posicidn Posicion SEQ
ombre ecuencia (5’ - 3) sobre e NC 045512 NC 045512
genoma - - NO
MUT-As | GCTAGTTGGGTGATGCGTATT DIR 11234 11254 20
MUT-Bs | TGGTCTATATGCCTGCTAGTTG DIR 11220 11241 21
MUT-Cs | GATGCGTATTATGACATGGTTGG DIR 11245 11267 22
MUT-Ds | TCTCTTGCCACTGTAGCTTATT DIR 11192 11213 23
MUT-Fs | GTGATGCGTATTATGACATGGTT DIR 11243 11265 24
MUT-Ar | CTCCTAGCACCATCATCATACAC INV 11363 11385 25
MUT-Br | GCTGATGCATACATAACACAGTC INV 11306 11328 26
MUT-Cr | CAGTTCTTGCTGTCATAAGGATTAG INV 11339 11363 27
MUT-Dr | GATTAGTAACACTACAGCTGATGC INV 11321 11344 28
MUT-
sondaA | TGGTTGATACTAGTTTGAAGCT DIR 11271 11301 29
MUT- GCTTCAAACTAGTATCAACCATATC
sondaB | C INV 11266 11297 30

C. Extraccién de acidos nucleicos y extractos de variantes del SARS-CoV-2
El ARN se extrae de las muestras utilizando NucleoSpin Dx Virus (Macherey Nagel ref. 740895.50). El ARN extraido
de 100 pl de una muestra original, se eluye en 100 pl de tampén de elucién.

Tabla 11: Cepas variantes del SARS-CoV-2 utilizadas para analizar cebadores y sondas
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Origen | Variante Clados | Linajes Pango

Francia |CIBU-200132 CIBU, Instituto Pasteur, Paris

Francia |[D614G G NRC para virus respiratorios, Instituto Pasteur,
Paris

UK 201/501Y.V1 GR B.1.1.7 NRC para virus respiratorios, Instituto Pasteur,
Paris

SA 20H/501Y.V2 GH B.1.351 NRC para virus respiratorios, Instituto Pasteur,
Paris

BR 20J/501Y P1 GR P.A1 NRC para virus respiratorios, Instituto Pasteur,
Paris

D. Preparacion de la mezcla

Todos los cebadores y sondas que se describen a continuacién se validaron en las siguientes condiciones.

Se transcribié de forma inversa un volumen variable de ARN utilizando el kit de sintesis de ADNc Avanzado iScript
para RT-gPCR (Bio-Rad) con 4 pyl de 5x Mezcla de Reaccién Avanzada de iScript y 1 pl de Transcriptasa Inversa
Avanzada iScript en un volumen final de 20 pl durante 30 min a 42 °C, 5 min a 85 °C en un termociclador T100 (Bio-
Rad)

Es posible que sean necesarios ajustes para el uso de otros kits u otros instrumentos de PCR en tiempo real.
Todos los Ensayos utilizaron las mismas condiciones. Las secuencias de cebadores y sondas, asi como las
concentraciones optimizadas se muestran en la siguiente tabla. Se preparé una reaccién de 20 pl que contenia 2 pl

de ARN, 400 nM de cebadores y opcionalmente 200 nM de sonda.

Tabla 12: Mezcla simplex

E. Controles

Todos los cebadores y sondas se analizaron mediante RT-gPCR con un extracto de ARN de la linea celular humana

Mezcla simplex con colorante SYBRGreen® Volumen (pl) [final]
H20 PPI 6,4
Mezcla SYBR green 2X 10 1X
Cebador directo (10 uM) 0,8 0,4 UM
Cebador inverso (10 uM) 0,8 0,4 UM
Volumen final 20,00
Tabla 13: Mezcla multiplex
Mezcla simplex con una sonda Volumen (pl) [final]
H20 PPI 6
Mezcla SYBR green 2X 10 1X
Cebador directo (10 uM) 0,8 0,4 uM
Cebador inverso (10 uM) 0,8 0,4 uM
Sonda (10 pM) 0,4 0,2 uM
Volumen final 20,00

HEK-293T (rifién embrionario humano) o sin plantilla de ARN (H20).

F. Ciclos de amplificacién

Tabla 14: Ciclos de amplificacién

Desnaturalizacién 95 °C 2 min x1

Amplificacién 95 °C 5s x40 Adquisicién
60 °C 30s

Enfriamiento 40 °C 30s x1

G. Especificidad analitica de los pares de cebadores

Dado que las sondas disefiadas se dirigen a la delecién de 9 nucleétidos, fue posible seleccionar los mejores pares
de cebadores sobre el ARN ancestral del SARS-CoV-2 (extraido de la muestra clinica de las cepas CIBU-200132) con
un colorante intercalante de ADN antes de analizar combinaciones de los mejores pares de cebadores con una sonda.
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La especificidad de los pares de cebadores se evalu6 mediante diluciones seriadas de 10 veces del SARS-CoV-2
gendémico y analizando la curva de fusion.

H. Eficiencias de amplificacién

Basandose en los mejores pares de cebadores, se analizaron las siguientes combinaciones:
«  MUT-As, MUT-Ar, MUT-sondaA

« MUT-Bs, MUT-Br, MUT-sondaA

« MUT-Bs, MUT-Br, MUT-sondaB

* MUT-Cs, MUT-Cr, MUT-sondaA

* MUT-Ds, MUT-Dr, MUT-sondaA

« MUT-Ds, MUT-Dr, MUT-sondaB

*  MUT-Fs, Mut-Cr, sin sonda.

Todas las combinaciones se analizaron en un extracto de ARN de la variante de UK, SA o BR, SARS-CoV-2 ancestral
y controles (HEK-293T y H20) (Figura 1y 4).

Se obtuvieron los siguientes valores del ciclo de cuantificacién (Cq)

Tabla 15: Valores de Cq obtenidos con cada combinacién de cebadores y sondas para muestras de ARN de las

variantes de UK, SAy BR frente a SARS-CoV-2 ancestral. (nd: no detectado
Cq Cq Cq Cq
MUT-As MUT-Bs MUT-Cs MUT-Ds
Origen Prueba (copias) MUT-Ar MUT-Br MUT-Cr MUT-Dr
MUT-sondaA MUT-sondaA MUT-sondaA MUT-sondaA
Francia (ancestral) 3,010% nd nd nd nd
UK 1,010° 30,165 29,355 29,15 28,475
SA 7,5 104 31,725 30,965 30,575 29,89
BR no hay titulacién 34,9 33,86 33,6 33,33
disponible
BR no hay titulacién 32,92 32,225 31,925 31,195
disponible

No se detecté amplificacién en los controles.

La eficiencia de amplificacién (E) se determiné representando graficamente los valores medios de Cq frente a cinco
numeros de copias diferentes (diluciones de 10 veces).

Tabla 16: Valores de Cq obtenidos con cada combinacién de cebadores y sondas para un nUmero de copias
determinado del ARN de UK siendo el intervalo de dilucién utilizado como curva estandar.

Cq Cq Cq Cq
L";ﬂ‘éa('g:ei :Etl:l) Cebadores MUT-A | Cebadores MUT-B | Cebadores MUT-C | Cebadores MUT-D
P MUT-sonda-A MUT-sonda-A MUT-sonda-A MUT-sonda-A

4,10° 26,49 25,98 26,98 26,36

4,10 30,02 29,14 30,25 29,45

4,103 33,27 32,50 33,55 33,086

4,102 36,53 36,12 36,66 35,99

40 39,71 38,05 39,02 N/A

Tabla 17: Eficiencia de los conjuntos de cebadores para detectar simultdneamente las variantes de UK, SAy BR.
Conjunto de cebadores (con sonda MUT-sondaA) Eficiencia (%)

MUT-A 100,5
MUT-B 105,6
MUT-C 110,0
MUT-D 104,2
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Entre las combinaciones analizadas, sélo los 4 conjuntos siguientes tienen una eficiencia de amplificacion de al menos
el 100 %:

*  MUT-As, MUT-Ar, MUT-sondaA
*  MUT-Bs, MUT-Br, MUT-sondaA
e MUT-Cs, MUT-Cr, MUT-sondaA
e MUT-Ds, MUT-Dr, MUT-sondaA

Dado que estos 4 conjuntos de cebadores y sondas no detectan el virus ni los controles del SARS-CoV-2 ancestral,
permiten la deteccidén especifica de las variantes de UK, SA y BR.

3. Deteccion de la variante de UK del SARS-CoV-2

Mas de 433.000 secuencias gendémicas del SARS-CoV-2 de la base de datos GISAID recuperadas el 6 de febrero de
2021 se alinearon para identificar una caracteristica de secuencia especifica de la variante del Reino Unido (UK) o de
la variante de Kent (también conocida como B.1.1.7).

El alineamiento de secuencias multiples comprendié 111.416 secuencias genémicas de la variante de UK, 2423 de
las secuencias gendémicas de la variante de SA y 429 secuencias gendmicas de la variante de BR.

Las mutaciones de 3 nucleétidos consecutivos (GAT en CTA) que abarcan los nt 28280-28282 (posiciones segun el
aislado de SARS-CoV Wuhan-Hu-1, NC_045512) correspondientes al tercer codén del gen de la nucleocapside (N), y
que dan lugar a una mutacion del tercer aminoacido (ASP en LEU) en la proteina N, estan presentes sélo en la variante
de UK.

Este protocolo describe procedimientos para la deteccién de esta mutacién de codones.

Basandose en las secuencias gendémicas de las variantes del SARS-CoV-2 disponibles en la base de datos GISAID
del Centro Nacional de Referencia de Virus Respiratorios, Instituto Pasteur, Paris (Tabla 18) y la secuencia gendmica
del aislado de SARS-CoV Wuhan-Hu-1 (NC_045512), se disefiaron cebadores y sondas para dirigirse a la mutacién
del codén en el gen N que abarca los nt 28280-28282 (posiciones segun el aislado de SARS-CoV Wuhan-Hu-1,
NC_045512).

Tabla 18: Numeros de acceso a GISAID de los genomas de UK, Genomas de SA y BR utilizados como referencias
para el disefio de sondas y cebadores y nimero de genomas variantes utilizados en el alineamiento de secuencias
multiples para identificar una caracteristica de secuencia especifica de la variante de UK.

Variante Numero de acceso epi a GISAID Nb de secuencias alineadas
UK B.1.1.7-EPI_ISL_1001329 111416
SA B.1.351-EPI_ISL_1001390 2423
BR P.1-EPI_ISL_1001385 429
A. Kits

Kit avanzado de sintesis de ADNc iScript™ para RT-qPCR (Bio-Rad) para la etapa de transcripcién inversa.

iTag™ Universal SYBR® Green Supermix (Bio-Rad) o EurobioGreen qPCR Mix (Eurobio) para la etapa de
amplificacién y cuantificaciéon del ADN.

B. Cebadores y sondas

Los cebadores se disefiaron para permitir la amplificacion de todos los virus SARS-CoV-2, mientras que las sondas
se disefiaron para detectar especificamente la mutacién del codén en el gen N que abarca los nt 28280-28282
(posiciones segln el aislado de SARS-CoV Wuhan-Hu-1, NC_045512).

Se verificaron los cebadores y la especificidad de la sonda para todas las variantes o la variante de UK,
respectivamente in silica mediante analisis BLAST de las secuencias gendmicas recuperadas de la base de datos
GISAID.

Tabla 19: Secuencias de cebadores y sondas
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Posicién Posicién

Orient | NC_04551 | NC_04551 | SEQ

Nombre Secuencia (5’ - 3') acion 2 2 ID NO
UK-As | AGTGCGTTGTTCGTTCTATGA DIR 28190 28210 31
UK-Bs [ AGTATCATGACGTTCGTGTTGT DIR 28222 28243 32
UK-Cs | CGTTGTTCGTTCTATGAAGACTTT DIR 28194 28217 33
UK-Ds | TCATGACGTTCGTGTTIGTTIT DIR 28226 28246 34
UK-D2s | TGCGTTGTTCGTTCTATGAAG DIR 28192 28212 35
UK-Es | TTCTCCATTCTGGTTACTGC INV 28347 28366 36
UKFs | TGACGTTCGTGTTGTTTTAG INV 28229 28248 37
UK-Ar | AGGGTCCACCAAACGTAATG INV 28315 28334 38
UKBr [ GCGTTCTCCATTCTGGTTACT INV 28349 28369 39
UK-Cr | GAATCTGAGGGTCCACCAAA INV 28322 28341 40
UK-Dr | CTGCGTTCTCCATTCTGGTT INV 28352 28371 41
UK-Er | GTAGTGCGTIGTTCGTTCTA INV 28188 28207 42
UK-Fr | CTGGTTACTGCCAGTTGAAT INV 28338 28357 43
o | TGTCTCTAAATGGACCCCAAAATCAGC| DIR | 28275 | 28301 | 44
o | GCTGATTTTGGGGTCCATTTAGAG NV | 28278 | 28301 | 45
ot | CTCTAAATGGACCCCAAAATCAGC DIR | 28278 | 28301 | 46

Extraccién de acido nucleico

El ARN se extrae de los especimenes utilizando NucleoSpin Dx Virus (Macherey Nagel ref. 740895.50). EI ARN
extraido de 100 pl de una muestra original, se eluye en 100 pl de tampdn de elucién.

Tabla 20: Cepas variantes del SARS-CoV-2 utilizadas para analizar cebadores y sondas

Origen | Variante Clados | Linajes
Pango

Francia |CIBU-200132 CIBU, Instituto Pasteur, Paris

Francia |D614G G NRC para virus respiratorios, Instituto Pasteur,
Paris

UK 201/501Y.V1 GR B.1.1.7 NRC para virus respiratorios, Instituto Pasteur,
Paris

SA 20H/501Y.V2 GH B.1.351 NRC para virus respiratorios, Instituto Pasteur,
Paris

BR 20J4/501Y P1 GR P.1 NRC para virus respiratorios, Instituto Pasteur,
Paris

D. Preparacion de la mezcla

Todos los cebadores y sondas que se describen a continuacién se validaron en las siguientes condiciones.
Se transcribié de forma inversa un volumen variable de ARN utilizando el kit de sintesis de ADNc Avanzado iScript
para RT-gPCR (Bio-Rad) con 4 pyl de 5x Mezcla de Reaccién Avanzada de iScript y 1 pl de Transcriptasa Inversa
Avanzada iScript en un volumen final de 20 pl durante 30 min a 42 °C, 5 min a 85 °C en un termociclador T100 (Bio-

Es posible que sean necesarios ajustes para el uso de otros kits u otros instrumentos de PCR en tiempo real.

Todos los Ensayos utilizaron las mismas condiciones. Las secuencias de cebadores y sondas, asi como las
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concentraciones optimizadas se muestran en la siguiente tabla. Se preparé una reaccién de 20 pl que contenia 2 pl
de ARN, 400 nM de cebadores y opcionalmente 200 nM de sonda.

Tabla 21: Mezcla simplex

Mezcla simplex con colorante SYBRGreen® Volumen (pl) [final]
H20 PPI 6,4
Mezcla SYBR green 2X 10 1X
Cebador directo (10 uM) 0,8 0,4 uM
Cebador inverso (10 uM) 0,8 0,4 uM
Volumen final 20,00
Tabla 22: Mezcla multiplex

Mezcla simplex con una sonda Volumen (pl) [final]

H20 PPI

Mezcla SYBR green 2X 10 1X

Cebador directo (10 yM) 0,8 0,4 uM

Cebador inverso (10 uM) 0,8 0,4 uM

Sonda (10 uM) 0,4 0,2 uM

Volumen final 20,00

E. Controles

Todos los cebadores y sondas se analizaron mediante RT-gPCR con un extracto de ARN de la linea celular humana
HEK-293T (rifién embrionario humano) o sin plantilla de ARN (H20).

F. Ciclos de amplificacién

Tabla 23: Ciclos de amplificacién

Desnaturalizacion 95°C 2 min X1
95°C 5

Amplificacién > x40 Adquisicién
60 °C 30s

Enfriamiento 40°C 30s X1

G. Especificidad analitica de los pares de cebadores

Dado que las sondas disefiadas se dirigen a la mutacién de 3 nucleétidos, fue posible seleccionar los mejores pares
de cebadores sobre el ARN ancestral del SARS-CoV-2 (extraido de la muestra clinica de las cepas CIBU-200132) con
un colorante intercalante de ADN antes de analizar combinaciones de los mejores pares de cebadores con una sonda
(Figura 3).

Se analizaron 16 combinaciones de pares de cebadores, incluidos los siguientes pares:

UK-As, UK-Ar,
UK-Bs, UK-Br,
UK-Cs, UK-Cr,
UK-Ds, UK-Cr,
UK-D2s, UK-Cr,
UK-D2s, UK-Dr, UK-Es, UK-Er,
UK-Fs, UK-Fr,
UK-As, UK-Br,
UK-As, UK-Cr,
UK-Bs, UK-Ar,
UK-Bs, UK-Cr,
UK-Ds, UK-Ar,

La especificidad de los pares de cebadores se evalu6 mediante diluciones seriadas de 10 veces del SARS-CoV-2
gendémico y analizando la curva de fusion.

H. Eficiencias de amplificacién

Baséandose en los mejores pares de cebadores, se analizaron 16 combinaciones de cebadores y sondas, incluidas las
siguientes combinaciones:
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MUT-As, MUT-Ar, MUT-sondaA
MUT-Bs, MUT-Br, MUT-sondaA
MUT-Bs, MUT-Br, MUT-sondaB
MUT-Cs, MUT-Cr, MUT-sondaA
MUT-Ds, MUT-Dr, MUT-sondaA
MUT-Ds, MUT-Dr, MUT-sondaB
UK-As, UK-Br, UK-sondaB
UK-As, UK-Cr, UK-sondaB
UK-Bs, UK-Ar, UK-sondaB
UK-Bs, UK-Cr, UK-sondaB
UK-Ds, UK-Ar, UK-sondaB

y controles (HEK-293T y H20) (Figura 2 y 4).

Se obtuvieron los siguientes valores del ciclo de cuantificacién (Cq):

Tabla 24: Valores de Cq obtenidos con cada combinacion de cebadores y sondas para muestras de ARN de la

variante de UK frente al SARS-CoV-2 ancestral.

Cq Cq Cq Cq Cq
Origen Copias UKAs-Br UKAs-Cr UKBs-Ar UKBs-Cr UKDs-Ar
UK-sonda B | UK-sondaB | UK-sonda B UK-sonda B UK-sonda B
(aifens?clre;l) 3,10° 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
UK 3,10° 29,28 29,15 29,14 28,90 28,97

No se detecté amplificacién en los controles ni con muestras de ARN de las variantes SA o BR.

La eficiencia de amplificacién (E) se determiné representando graficamente los valores medios de Cq frente a cinco

numeros de copias diferentes (diluciones de 10 veces).

Tabla 25: Valores de Cq obtenidos con cada combinacién de cebadores y sondas para un nimero de copias
determinado del ARN de UK siendo el intervalo de dilucién utilizado como curva estédndar. (nd: no detectado)

Intervalo de Cq Cq Cq Cq Cq

ARN de UK UK As-Br UK As-Cr UK Bs-Ar UK Bs-Cr UK Ds-Ar

(Copia nb) UK-sonda B UK-sonda B UK-sonda B UK-sonda B UK-sonda B
4,10° 27,41 27,38 27,74 27,63 27,88
4,104 30,46 30,41 31,44 30,83 31,03
4,10° 33,67 34,11 35,11 33,56 34,31
4,10? 37,37 37,03 37,48 36,98 37,12

40 nd 39,62 nd nd 39,67

Tabla 26: Eficiencia de los cebadores para

detectar especificamente la variante de UK.

Conjuntos de cebadores

{con:sonda UK-sondaB}) Eflcacks (%)
UK As+Br 100,5
UK As+Cr 107,2
UK Bs+Ar 103,2
UK Bs+Cr 108,6
UK Ds+Cr 104,2

Entre las 16 combinaciones de cebadores y sondas analizadas, sélo los 5 conjuntos siguientes tienen una eficacia de

al menos el 100 %:

«  UK-As, UK-Br, UK-sondaB

*  UK-As, UK-Cr, UK-sondaB

*  UK-Bs, UK-Ar, UK-sondaB

*  UK-Bs, UK-Cr, UK-sondaB

*  UK-Ds, UK-Ar, UK-sondaB

22




ES 2970 603 T3

Dado que estos 5 conjuntos de cebadores y sondas no detectan el virus SARS-CoV-2 ancestral, las variantes de SA
o BR o los controles, permiten la deteccién especifica de la variante de UK.

Tablas 27 a 32: Conservacién de cada nucleétido de las regiones hibridadas por los conjuntos de cebadores y sondas

nCoV_IP2 y nCoV_IP4 y regiones adyacentes (*cédigo de letras segln los cédigos estandar IUB/IUPAC para acidos
nucleicos.
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REIVINDICACIONES

1. Un método multiplex para la deteccién especifica de la presencia o ausencia de un ARN del SARS-CoV-2 en una
muestra, que comprende:

someter una muestra a dos reacciones de amplificaciéon simultaneas:

(A) una primera reaccidn de transcripcién inversa con un primer cebador inverso especifico del SARS-CoV-2
para generar una primera copia de ADNc del ARN del SARS-CoV-2 en la muestra; amplificar cualquier primer
ADNCc resultante con el primer cebador inverso y un primer cebador directo especifico del SARS-CoV-2; y
detectar cualquier primer producto amplificado con una primera sonda especifica del SARS-CoV-2; en donde
el primer cebador inverso especifico del SARS-CoV-2 se hibrida con la secuencia: 5-
ACAACACAACAAAGGGAG-3' (SEQ ID NO: 11) y su equivalente de ARN; el primer cebador directo especifico
del SARS-CoV-2 se hibrida con la secuencia: 5-CAACAGGACTAAGCTCAT-3 (SEQ ID NO: 10) y la primera
sonda especifica del SARS-CoV-2 se hibrida con la secuencia: 5-TACCGGCAGCCACAAGACATCT-3’ (SEQ
ID NO: 12) o su complemento; y

(B) una segunda reaccién de transcripcién inversa con un segundo cebador inverso especifico del SARS-CoV-
2 para generar una segunda copia de ADNc del ARN del SARS-CoV-2 en la muestra; amplificar cualquier
segundo ADNCc resultante con el segundo cebador inverso y un segundo cebador directo especifico del SARS-
CoV-2; y detectar cualquier segundo producto amplificado con una segunda sonda especifica del SARS-CoV-
2; en donde el segundo cebador inverso especifico del SARS-CoV-2 se hibrida con la secuencia: 5'-
CCTATATTAACCTTGACCAG-3' (SEQ ID NO: 14) y su equivalente de ARN, el segundo cebador directo
especifico del SARS-CoV-2 se hibrida con la secuencia: 5-CGAAATCATACCAGTTACC-3' (SEQ ID NOC: 13),
y la segunda sonda especifica del SARS-CoV-2 se hibrida con la secuencia: 5-CCTGGCGTGGTTTGTATGA-
3’ (SEQ ID NO: 15) o su complemento; y

en donde dicho SARS-CoV-2 se elige entre variantes del aislado del SARS-CoV-2 Wuhan-Hu-1 que portan
mutaciones en la proteina Espicula que se prevé que aumentan la afinidad de unién de las particulas viricas hacia
el receptor ACE2 humano y/o reducen la sensibilidad de las particulas viricas a los anticuerpos neutralizantes.

2. El método de la reivindicacién 1, en donde dichas variantes portan una 0 més mutaciones predichas en la proteina
Espicula seleccionada del grupo que consiste en: E484K; K417N, N501Y, A570D, P681H, T716l, S982A, D1118H,
del69/70 y del144/145.

3. El método de la reivindicacion 1 o la reivindicacién 2,

en donde el primer cebador inverso especifico del SARS-CoV-2 comprende la secuencia 5'-
CTCCCTTTGTTGTGTTGT-3' (SEQ ID NO: 2), y no tiene més de 21 bases de longitud; y

en donde el primer cebador directo especifico del SARS-CoV-2 comprende la secuencia 5'-
ATGAGCTTAGTCCTGTTG-3' (SEQ ID NO: 1), y no tiene mas de 21 bases de longitud; y

en donde la primera sonda especifica del SARS-CoV-2 comprende la secuencia 5-
AGATGTCTTGTGCTGCCGGTA-3 (SEQ ID NO: 3), o su complemento, y no tiene més de 24 bases de longitud.

4. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3,

en donde el segundo cebador inverso especifico del SARS-CoV-2 comprende la secuencia 5'-
CTGGTCAAGGTTAATATAGG-3 (SEQ ID NO: 5), y no tiene més de 23 bases de longitud; y

en donde el segundo cebador directo especifico del SARS-CoV-2 consiste en o comprende la secuencia 5'-
GGTAACTGGTATGATTTCG-3’ (SEQ ID NO: 4), y no tiene mas de 22 bases de longitud; y

en donde la segunda sonda especifica de SARS-CoV-2 consiste en o comprende la secuencia 5-
TCATACAAACCACGCCAGG-3' (SEQ ID NO: 6), 0 su complemento, y no tiene mas de 22 bases de longitud.

5. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde el método es un método de RT-PCR,
preferentemente una PCR cuantitativa con transcriptasa inversa (QRT-PCR).

6. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde la sonda estd marcada con 6-carboxi-fluoresceina
(6FAM) o hexacloro-6-carboxi-fluoresceina (HEX) en el extremo &’; y/o black hole quencher 1 (BHQ1) en el extremo
3.

7. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde la muestra es una muestra ambiental o una muestra

biologica, preferentemente una muestra de fluido corporal, mas preferentemente secreciones bucales o del tracto
respiratorio.
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