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DESCRIPCION
Métodos para detectar la presencia de anticuerpos especificos para coronavirus en un sujeto
Campo de la invencion:
La presente invencidn pertenece al campo de la medicina, en particular inmunologia y virologia.
Antecedentes de la invencion:

Coronaviridae es una familia de virus envueltos, de sentido-positivo, de ARN de hebra-sencilla. El genoma viral tiene
26-32 kilobases de longitud. Las particulas suelen estar decoradas con proyecciones superficiales grandes (~20 nm),
en forma de mazo- o de pétalo- (los "pepldmeros" o "espiculas"), que en las micrografias electronicas de particulas
esféricas crean una imagen reminiscente a la corona solar. A finales de diciembre de 2019, surgié un nuevo
betacoronavirus SARS-CoV-2 en Wuhan, China [1-3]. La Organizacién Mundial de la Salud ha denominado a la
neumonia grave causada por este nuevo coronavirus COVID-19 (por enfermedad de Coronavirus 2019, OMS, 2020).
Desde su aparicion, el SARS-CoV-2 se ha extendido a 159 paises a través los cinco continentes provocando, en el
momento de la escritura, alrededor de 213,254 infecciones humanas, con 81,238 casos en China (ECDC, 19 de marzo
de 2020). Europa se ha convertido recientemente en el epicentro de la epidemia de COVID-19 con 82,869 casos
confirmados; la mayoria de ellos se reportaron en Italia con 35,713 casos y 2978 muertes. En Francia, el nimero de
casos confirmados esta aumentando con alrededor de 10,995 y 372 muertes a mediados de marzo de 2019 (Santé
Publique France). Para luchar a largo plazo contra la pandemia de COVID-19, ademas de las medidas de contencion
implementadas en muchos paises, métodos de diagndstico confiables son altamente deseables.

El estandar de referencia de la prueba molecular para el diagndstico de COVID-19 es la reaccion en cadena de la
polimerasa con transcripcion reversa (RT-PCR), la cual detecta el ARN viral utilizando hisopados nasofaringeos u otros
especimenes del tracto respiratorio superior. Por lo tanto, RT-PCR sigue siendo el método primario para diagnosticar
SARS-CoV-2 a pesar de las limitaciones que incluyen resultados falsos-negativos o falsos-positivos debido a la técnica
en si misma, cantidad insuficiente de material en el lugar de recoleccion de la muestra 0 momento inadecuado de
muestreo. Las pruebas serologicas son complementos esenciales a las pruebas moleculares porque permiten
identificar individuos con SARS-CoV-2 a distancia de la infeccién, cuando RT-PCR ha resultado negativa o no ha sido
concluyente.

Ademas del diagnostico, las pruebas serologicas son utiles para fines epidemiologicos, investigaciones sobre
vacunacion y, posiblemente, para evaluar el nivel de proteccidon contra la reinfeccidon. Los ensayos serologicos evallan
la respuesta inmune humoral a las proteinas de nucleocapside (N) o Espiculas (S), ya que se ha demostrado que son
las proteinas mas inmunogénicas entre los coronavirus (Meyer et al., 2014). En particular, el desarrollo y la
disponibilidad de pruebas para la deteccion y cuantificacion de anticuerpos anti-SARS-CoV-2 en sujetos con COVID-
19 es de gran interés diagndstico. De forma individual, potencialmente proporcionarian informacién sobre el estado de
proteccion contra la reinfeccién. También harian posible determinar a posteriori el nivel de exposicion de la poblacion
al virus, constituyendo asi un elemento que podria guiar una estrategia de contencién o de levantamiento de la
contencion.

Las pruebas serolégicas incluyen inmunoensayos de flujo lateral (LFIAs), ensayos quimioluminiscentes (CLIAS),
ensayos basados en perlas, luminiscencia inmunométrica, inmunoensayos de electroquimioluminiscencia 0 ensayos
inmunoabsorbentes ligados a enzimas (ELISA). Las pruebas suelen detectar la presencia de anticuerpos (Abs) contra
la proteina S o sus dominios (S 1, S2 o RBD) y/o la proteina N. La sensibilidad de los inmunoensayos para SARS-
CoV-2 puede variar ampliamente segun el momento en que se recolectaron las muestras de suero, siendo mayor la
sensibilidad de los CLIAs y ELISAs que de los LFIAs, mientras que la especificidad de las diferentes pruebas suele
ser superior que el 95% (Lisboa Bastos et al., 2020).

Hasta la fecha, ademas de las pruebas rapidas no-cuantitativas, solamente se han reportado pruebas basadas en el
método ELISA, CLIA o LFIA.

En un estudio reciente, Cai et al. desarrollaron un inmunoensayo luminiscente basado en péptidos para detectar IgG
e IgM anti-proteina S en los 276 sueros de pacientes confirmados. Ellos evaluaron la sensibilidad de la prueba en
71.4%, 57.2% y 81.5% para IgG, IgM e IgM + G respectivamente.

En ofro estudio reciente, Guo et al. analizaron la respuesta humoral (IgA, IgM e IgG) en 82 pacientes confirmados y
58 sujetos sospechosos para COVID-19 (QPCR negativa, pero signos clinicos sugestivos). Mediante una prueba ELISA
que utiliza como antigeno la proteina N recombinante de la capside, detectaron IgM e IgA anti-nucleocapside 5 dias
después del inicio de los primeros sintomas y 14 dias para IgG. Los niveles séricos positivos fueron 85, 93 y 78%
respectivamente. La positividad de IgM anti-nucleocapside N entre sujetos positivos y probablemente infectados fue
76% y 93% respectivamente. Los autores también demostraron que una prueba seroldgica como ésta permitia un
diagnostico mas temprano de la enfermedad en comparacion con la PCR cuantitativa la cual se basa en la deteccidn
del genoma viral con una técnica posiblemente menos sensible. Ademas, la combinacién de las dos técnicas aumenté
significativamente la tasa de deteccion de sueros positivos al 98.6% (Guo, 2020).
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Xiang y colegas, utilizando un ELISA de Zhu Hai Liv Zon Diagnostics, evaluaron la sensibilidad de la prueba en 44, 82
y 87% para IgM, IgG e IgM + G respectivamente para una especificidad del 100 %. La reproducibilidad fue del 64, 89
y 92%, respectivamente. El uso combinado de un ELISA de IgM y un ELISAde IgG (agqui denominado ELISA de IgM
+ G) parece ser incluso mas sensible que lagPCR (87% versus 52%). Sin embargo, se desconoce el antigeno utilizado
en este estudio.

En otro estudio, Xia et al. hicieron un trabajo similar con un ELISA usando un antigeno no especificado y llegaron a la
misma conclusion. La sensibilidad del ELISA IgM + G combinado es superior a la de los ELISA de clase sencillay a la
de la gPCR.

EUROIMMUN desarrolla ELISAs utilizando diferentes proteinas del coronavirus, incluida la proteina Espicula del
SARS-CoV-2 producida en las células HEK293T. Utilizando esta prueba en desarrollo, Okba y sus colaboradores han
demostrado reactividad cruzada entre diferentes coronavirus.

Liu y colegas, utilizando un ELISA anti-nucleocapside y proteina S de Lizhu (Zhuhai, China), detectaron IgM e IgG
anti-SARS-Cov-2 con alta sensibilidad en 214 pacientes. La combinacion IgM + G ofrece mayor sensibilidad que los
ELISAs que detectan una sola clase de inmunoglobulina (IgM o IgG). Finalmente, el ELISA anti-proteina S es mas
sensible que el ELISA anti-nucleocapside. Finalmente, Liu y colegas del mismo laboratorio puente concluyeron con un
ELISA anti-nucleocapside que la sensibilidad de esta prueba también era mayor que la de la gPCR.

El método ELISA tiene la ventaja de que puede utilizarse en muchos laboratorios de diagnostico. Sin embargo, el
método ELISA requiere una gran cantidad de proteina antigénica por punto de medicién, lo que repercute en el precio
de coste. No permite la deteccion simultanea de varios anticuerpos en el mismo pocillo, lo que seria util en el contexto
de una respuesta antiviral contra varios antigenos.

El método de inmunoensayo con perlas laser direccionables (ALBIA) basado en la tecnologia Luminex™ se basa en el
principio de la citometria de flujo. Combina el uso de microperlas de poliestireno fluorescentes sobre las cuales se fijan
los antigenos diana y una doble lectura mediante dos laseres que detectan las sefiales emitidas por las microperlas y
un anticuerpo secundario acoplado. Utilizando un panel de perlas acopladas a diferentes antigenos y que contienen
una proporcion diferente de fluorescencia roja y naranja, es posible multiplexar los ensayos y detectar varios
anticuerpos en el mismo pocillo. Sin embargo, dicho método aun no ha sido investigado aun para el diagnéstico de la
infeccién por coronavirus.

Sumario de la invencion:

Como se define por las reivindicaciones, la presente invencidn se refiere a métodos para detectar la presencia de
anticuerpos especificos para SARS-Cov-2 en un sujeto.

Descripcion detallada del invento:

Aqui, los inventores han desarrollado un inmunoensayo con perlas laser direccionables multiplex (ALBIA) para detectar
y cuantificar Abs IgG contra el dominio Espicula S1 y la nucleocapside N del SARS-Cov-2, y un ALBIA monoplex para
analizar Abs IgM anti-S1. Las proteinas recombinantes S1 y N se unieron a perlas fluorescentes (ALBIA-IgG-S 1/N).
Los Abs se revelaron utilizando Abs Ig anti-humano clase-especificos. Los resultados de la prueba se analizaron en
575 muestras de suero, incluyendo 192 de pacientes confirmados con reaccion en cadena de la polimerasa para
SARS-CoV-2, 13 de coronavirus estacionales, 70 de diferentes enfermedades inflamatorias/autoinmunes y 300 de
donadores sanos. Las IgM anti-S1 se detectaron mediante ALBIA-IgM-S1 monoplex. ALBIA-IgG-S1/N multiplex fue
eficaz en la deteccion y cuantificacion de Abs IgG anti-SARS-CoV-2. Dos semanas después de los primeros sintomas,
la sensibilidad y la especificidad fueron de 97.7 y 98.0% (anti-S1) y del 100 y 98.7% (anti-N), respectivamente.

En consecuencia, el primer objetivo de la presente invencion se refiere a un método para detectar la presencia de
anticuerpos especificos para SARS-Cov-2 en un sujeto, que comprende los pasos de:

a) colocar una muestra obtenida del sujeto en un unico receptaculo del ensayo, en presencia de una pluralidad de
particulas que pertenecen a al menos dos grupos diferentes, estando uno de los grupos conjugado con un primer
polipéptido coronaviral y un otro grupo estando conjugado con un segundo polipéptido coronaviral,

b) incubar la mezcla bajo condiciones que permitan la formacion de inmunocomplejos en cada grupo de particulas,
¢) eliminar de la mezcla del paso b) las inmunoglobulinas que no se han unido a las particulas,

d) incubar la mezcla del paso ¢) con al menos un anticuerpo IgG anti-humano que esta acoplado a un marcador
fluorescente;

e) eliminar de la mezcla del paso d) la IgG anti-humano no unida a los inmunocomplejos formados en el paso b), y

f) detectar simultdneamente, por medio de un detector capaz de diferenciar los al menos dos grupos de particulas
mencionados anteriormente, los inmunocomplejos formados en el paso d) en cada particula, con lo que se revela la
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presencia o ausencia de anticuerpos especificos para SARS-CoV-2 y en el que se mide la fluorescencia de la etiqueta
fluorescente para cuantificar los anticuerpos especificos para SARS-CoV-2 detectados,

en el que uno del primer y segundo polipéptido coronaviral deriva de la nucleoproteina (N) del SARS-CoV-2 y el otro
polipéptido coronaviral deriva de la subunidad S 1 de la proteina de espicula (S) del SARS-CoV-2.

SARS-CoV-2 es un coronavirus cuyo genoma es un ARN de cadena-positiva de alrededor de 27 kb a alrededor de 33
kb de longitud, dependiendo del virus en particular. EIARN de viridn tiene una tapa en el extremo 5'y una cola poli A
en el extremo 3'. La longitud del ARN hace que los coronavirus sean los genomas de virus de ARN mas grandes. En
particular, los ARN del SARS-CoV-2 codifican para: (1) una ARN polimerasa dependiente de ARN; (2) proteina-N; (3)
tres glicoproteinas de envoltura; mas (4) tres proteinas no estructurales. En particular, la particula del SARS-CoV-2
comprende al menos las cuatro proteinas estructurales canonicas E (proteina de la envoltura), M (proteina de la
membrana), N (proteina de la nucleocapside) y S (proteina de la espicula). La proteina S se escinde en 3 cadenas:
proteina Espicula S1, proteina Espicula S2 y proteina Espicula S2'. La produccién de las proteinas replicasa se inicia
por la traduccion de ORFla y ORFlab mediante un mecanismo de cambio de marco ribosomal -1. Este mecanismo
produce dos grandes poliproteinas virales, ppla y pplab, que son procesadas adicionalmente por dos cisteina
proteasas codificadas viralmente, la proteasa tipo papaina (PLpro) y una proteasa tipo 3C (3CLpro), que a veces se
denomina proteasa principal (Mpro). El SARS-CoV-2 se transmite por aerosoles de secreciones respiratorias.

En algunas realizaciones, el sujeto puede ser humano o cualquier otro animal susceptible a la infeccion por SARS-
CoV-2 (por ejemplo, animales domésticos como gatos y perros; ganado y animales de granja como caballos, vacas,
cerdos, pollos, etc.). En algunas realizaciones, el sujeto es un animal no-humano. En algunas realizaciones, el sujeto
es un animal de granja o una mascota. En algunas realizaciones, el sujeto es un humano. En algunas realizaciones,
el sujeto es un humano infante. En algunas realizaciones, el sujeto es un nifio humano. En algunas realizaciones, el
sujeto es un ser humano adulto. En algunas realizaciones, el sujeto es un humano anciano. En algunas realizaciones,
el sujeto es un humano infante prematuro.

En algunas realizaciones, el sujeto puede ser sintomatico o asintomatico. Como se utiliza en la presente, el término
"asintomatico" se refiere a un sujeto que experimenta sintomas no detectables de la infeccidén por SARS-CoV-2. Como
se utiliza en la presente, el término "sintomatico" se refiere a un sujeto que experimenta sintomas detectables de
infeccidon por SARS-CoV-2. Los sintomas de infeccién por SARS-CoV-2 incluyen: fatiga, anosmia, dolor de cabeza,
tos, fiebre, dificultad para respirar.

Tal como se utiliza en la presente, el término "muestra” se refiere a una muestra bioldgica obtenida con el propdsito
de evaluacion in vitro. Las muestras bioldgicas tipicas que se utilizaran en el método de acuerdo con la invencion son
muestras de sangre (por ejemplo, muestra de sangre total o0 muestra de suero). En algunas realizaciones, dichos
liguidos bioldgicos comprenden sangre, plasma, suero, saliva y exudados. Por lo tanto, en algunas realizaciones, la
muestra se elige de muestras de sangre, muestras de plasma, muestras de saliva, muestras de exudado y muestras
de suero. Preferiblemente, la muestra es una muestra de sangre, una muestra de suero 0 una muestra de plasma.

Como se utiliza en la presente, el término "anticuerpo”, "inmunoglobulinas" o "Igs" tiene su significado general en la
técnica y se relaciona con proteinas de la superfamilia de inmunoglobulinas. Las inmunoglobulinas se caracterizan por
un dominio estructural, es decir, el dominio de inmunoglobulina, que tiene un plegamiento caracteristico de
inmunoglobulina (Ig). El término abarca inmunoglobulinas secretoras. Las inmunoglobulinas generalmente
comprenden varias cadenas, tipicamente dos cadenas pesadas idénticas y dos cadenas ligeras idénticas que estan
unidas mediante enlaces disulfuro. Estas cadenas estan compuestas principalmente por dominios de inmunoglobulina,
incluido el dominio VL (dominio variable de cadena ligera), el dominio CL (dominio constante de cadena ligera), el
dominio VH (dominio variable de cadena pesada) y los dominios CH (dominios constantes de cadena pesada) CH1,
opcionalmente una region bisagra, CH2, CH3 y opcionalmente CH4. Hay cinco clases principales de cadenas pesadas
(o isotipos) que determinan la actividad funcional de una molécula de anticuerpo: mu () para IgM, delta (8) para IgD,
gamma (y) para IgG, alfa (a) para IgAy épsilon (€) para IgE. En el contexto de la invencion se detectan IgG especificas
para las proteinas S1 y N. Otras inmunoglobulinas que pueden detectarse, ademas de dichas IgG, son IgM, IgD, 1gG,
IgA o IgE. Como bien sabe el experto en la técnica, el isotipo IgG abarca cuatro subclases: las subclases IgG1, 1gG2,
lgG3 y IgG4. El isotipo IgA engloba 2 subclases: inmunoglobulinas IgA1 e IgA2.

Como se utiliza en la presente, el término "particula" tiene su significado general en la técnica y se refiere a una
particula de 1 nm a 1000 nm, preferiblemente de 100 a 500 nm e incluso mas preferiblemente de 350 a 450 nm de
tamano. En algunas realizaciones, el tamafio de la particula es de alrededor de 400 nm. Por lo general una particula
puede ser esférica, aunque la forma no se limita a la de una esfera y puede incluir otras formas como esferoide,
particulas irregulares, cubos, cubos irregulares y discos. De acuerdo con la presente invencion el término "particula"
es intercambiable con el término "perla”.

En algunas realizaciones, la particula de la presente invencion estd hecha de un polimero organico. Los polimeros
organicos abarcan, pero no se limitan, poliestireno, poli(acetato de vinilo), poli(metilestireno), poli(acrilamida),
poli(acrilonitrilo), poli(cloruro de vinilo), poli(acrilato de butilo), poli(acido acrilico), copolimeros de estireno y
(met)acrilato de alquilo C 1-C4, copolimeros de estireno y acrilamida, copolimeros de estireno y acrilonitrilo,
copolimeros de estireno y acetato de vinilo, copolimeros de acrilamida y (met)acrilatos de alquilo C1-C4, copolimeros
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de acrilonitrilo y (met)acrilato de alquilo C1-C4, copolimeros de acrilonitrilo y acrilamida, terpolimeros de estireno,
acrilonitrilo y acrilamida, poliimetacrilato de metilo), poliimetacrilato de etilo), copolimeros de estireno/butadieno,
estireno/acido acrilico, estireno/vinilpirrolidona y butadieno/acrilonitrilo, o copolimero de metoxi poli(etilenglicol)-
poli(lactida) (MPEG-PLA). Las particulas de polimero pueden estar entrecruzadas o no. Por ejemplo, las particulas
organicas incluyen, pero no se limitan a, nailon (por ejemplo comercializado por ATOCHEM), polvos de polietileno (por
ejemplo comercializados por PLAST LABOR), polvos de poli-2-alanina, polvos polifluorados tales como
politetrafluoroetileno (por ejemplo comercializados por DUPONT DE NEMOURS), polvos de copolimero acrilico (por
ejemplo comercializados por DOW CHEMICA), polvos de poliestireno (por ejemplo comercializados por
PRESPERESE), polvos de poliéster, microesferas expandidas en material termoplastico (por ejemplo comercializados
por EXPANCEL), microbolas de resinas de silicon (por ejemplo comercializados por TOSHIBA), polvos de polimeros
hidrofilicos sintéticos tales como poliacrilatos (por ejemplo comercializados por MATSUMOTO), poliamidas acrilicas
(por ejemplo comercializadas por ORIS), poliuretanos insolubles (por ejemplo comercializados por TOSHNU),
microesferas porosas de celulosa, micro- o particulas de PTFE (politetrafluoroetileno).

En algunas realizaciones, las particulas se seleccionan para que tengan una variedad de propiedades utiles para los
formatos experimentales particulares. Por ejemplo, se pueden seleccionar particulas que permanezcan suspendidas
en una solucion de viscosidad deseada o que precipiten facilmente en una solucion de viscosidad deseada. Las
particulas también pueden codificarse con fines de identificacion, tales como mediante codigos de barras,
luminiscencia, fluorescencia y similares. Los expertos en la técnica conocen bien una variedad de particulas
codificadas e incluyen, por ejemplo, particulas codificadas Luminex® y Cyvera® Con respecto a las particulas
codificadas, cada particula puede incluir un cédigo Unico, preferiblemente, las particulas codificadas contienen un
cddigo distinto del presente en la etiqueta detectable utilizada para detectar la presencia o cantidad de sustrato
modificado (por ejemplo, porcion de producto unido al soporte, porcion del producto libre o sustrato modificado unido
al soporte). El codigo puede estar incrustado (por ejemplo, dentro del interior de la particula) o unirse de otro modo a
la particula de una manera que sea estable mediante hibridacién y analisis. El codigo puede proporcionarse mediante
cualquier medio detectable, tal como mediante codificacion holografica, mediante una propiedad de fluorescencia,
color, forma, tamafo, emision de luz, emision de puntos cuanticos y similares para identificar particulas y, por lo tanto,
las sondas de captura inmovilizadas en las mismas. Por ejemplo, las particulas pueden codificarse utilizando etiquetas
opticas, quimicas, fisicas o electronicas. Ejemplos de tales tecnologias de codificacion son cédigos de barras opticos,
tintes fluorescentes u otros medios. Una plataforma ejemplar utiliza mezclas de tintes fluorescentes impregnados en
particulas de polimero como medio para identificar a cada miembro de un conjunto de particulas en el que se ha
inmovilizado una sonda de captura especifica. Otra plataforma ejemplar utiliza cédigos de barras holograficos para
identificar particulas de vidrio cilindricas. Por ejemplo, Chandler et al. (Patente de EE.UU. No. 5,981,180) describen
un sistema basado en particulas en el que diferentes tipos de particulas estan codificadas por mezclas de diversas
proporciones de dos 0 mas tintes fluorescentes impregnados en particulas poliméricas. Soini (Patente de EE. UU. No.
5,028,545) describe un sistema de ensayo multiplexado basado en particulas que emplea fluorescencia resuelta en el
tiempo para la identificaciéon de particulas. Fulwyler (Patente de EE. UU. No. 4,499,052) describe un método ejemplar
para utilizar particulas distinguidas por color y/o tamafo. Publicaciéon de patentes de EE. UU. Nos. 2004-0179267,
2004-0132205, 2004-0130786, 2004-0130761, 2004-0126875, 2004-0125424, y 2004-0075907 describen particulas
ejemplares codificadas por cddigos de barras holograficos. Patente de EE. UU. No 6,916,661 describe particulas
poliméricas (por ejemplo, microparticulas) que estan asociadas con particulas que tienen tintes que proporcionan un
cddigo para las particulas.

Como se utiliza en la presente, el término "antigeno" se refiere a una sustancia que puede causar que el sistema
inmune produzca una respuesta de anticuerpos contra ella, y posiblemente pueda desencadenar una reaccion
bioldgica cuando un anticuerpo se une a ella en las condiciones in vivo apropiadas. El término antigeno tal como se
utiliza en la presente se referira a una molécula diana completa o un fragmento de dicha molécula reconocida por un
sitio de unién al antigeno. Especificamente, las subestructuras de un antigeno, por ejemplo, un polipéptido,
generalmente denominadas "epitopes”, que son inmunologicamente relevantes, pueden ser reconocidos por un
anticuerpo. En particular, un antigeno de acuerdo con la presente invencién es un polipéptido del SARS-CoV-2 tal
como se describe en la presente a continuacion y normalmente incluye antigenos Ny S 1. Por tanto, en algunas
realizaciones, el antigeno de la presente invencion comprende al menos un epitope. Los métodos para identificar y
caracterizar epitopes son bien conocidos en la técnica. Normalmente, dichos métodos incluyen, pero no se limitan a,
algoritmos de prediccidn de epitopes y peptidoma asociado al MHC identificado mediante espectrometria de masas
(MS).

Como se utilizan en la presente, los términos "polipéptido”, "péptido" y "proteina" se utilizan indistintamente en la
presente para referirse a polimeros de aminoacidos de cualquier longitud. Los polipéptidos, cuando se discuten en el
contexto de la presente invencion, se refieren al respectivo polipéptido intacto, o cualquier fragmento o derivado
disefiado genéticamente del mismo, el cual conserva la funcion bioguimica deseada y/o la conformacion de la proteina
intacta.

En el método anterior, uno del primer y segundo polipéptidos del SARS-CoV-2 deriva de la proteina nucleoproteina
(N). En algunas realizaciones no mencionadas en las reivindicaciones de esta patente, pero aun asi no son
inconsistentes con el tema en cuestidn reivindicado, este polipéptido tiene una secuencia de aminoacidos que tiene al
menos 90% de identidad con la secuencia de aminoacidos como se establece en SEQ ID NO: 1.
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SEQ ID NO: 1 >sp | PODTC9 | NCAP_SARS2 Nucleoproteina OS= sindrome respiratorio agudo severo
coronavirus 2 OX = 2697049 GN=NPE =18V =1

En el método anterior, el otro del primer y segundo polipéptido del SARS-CoV-2 deriva de la proteina S1. En algunas
realizaciones, otro polipéptido del SARS-CoV-2 deriva de la proteina S. En algunas realizaciones, otro polipéptido del
SARS-CoV-2 deriva de la proteina S2. En algunas realizaciones, otro polipéptido del SARS-CoV-2 deriva de la proteina
S2'. En algunas realizaciones, no mencionadas como tales en las reivindicaciones de esta patente, pero aun asi no
inconsistentes con el tema en cuestidn reivindicado, el polipéptido del SARS-CoV-2 tiene una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos 90% de identidad con la secuencia de aminoacidos como se establece en SEQ ID
NO:2. En algunas realizaciones, no mencionadas como tales en las reivindicaciones de esta patente, pero aun asi no
inconsistentes con el tema en cuestidn reivindicado, el polipéptido del SARS-CoV-2 tiene una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos 90% de identidad con la secuencia de aminoacidos que oscila desde el residuo de
aminoacido en la posicién 13 hasta el residuo de aminoacido en la posicion 685 en SEQ ID NO:2 ("proteina S1"). En
algunas realizaciones, no mencionadas como tales en las reivindicaciones de esta patente, pero aun asi no
inconsistentes con el tema en cuestidn reivindicado, el polipéptido del SARS-CoV-2 tiene una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos 90% de identidad con la secuencia de aminoacidos que oscila desde el residuo de
aminoacido en la posicion 686 hasta el residuo de aminoacido en la posicién 1273 en SEQ ID NO:2 ("proteina S2").
En algunas realizaciones, no mencionadas como tales en las reivindicaciones de esta patente, pero aun asi no
inconsistentes con el tema en cuestidn reivindicado, el polipéptido del SARS-CoV-2 tiene una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos 90% de identidad con la secuencia de aminoacidos que oscila desde el residuo de
aminoacido en la posicion 816 hasta el residuo de aminoacido en la posicion 1273 en SEQ ID NO:2 ("proteina S2").

SEQ ID NO: 2 >sp | PODTC9 | SPIKE_SARS2 Glicoproteina de espicula OS = sindrome respiratorio agudo
severo coronavirus 2 OX = 2697049 GN=SPE=18v =1
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En algunas realizaciones, el polipéptido SARS-CoV-2 deriva de la proteasa tipo papaina. En algunas realizaciones, no
mencionadas como tales en las reivindicaciones de esta patente, pero aun asi no inconsistentes con el tema en
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En el presente texto, una primera secuencia de aminoacidos que tiene al menos 90% de identidad con una segunda
secuencia de aminoacidos significa que la primera secuencia tiene 90; 91; 92; 93; 94; 95; 96; 97; 98; 99 o0 100% de
identidad con la segunda secuencia de aminodcidos. La identidad de secuencia se mide frecuentemente en términos
del porcentaje de identidad (o similitud u homologia); cuanto mayor es el porcentaje, mas similares son las dos
secuencias. Los métodos de alineamiento de secuencias para comparacién son bien conocidos en la técnica. Varios
programas y algoritmos de alineamientos se describen en: Smith and Waterman, Adv. Appl. Math., 2:482, 1981,
Needleman and Wunsch, J. Mol. Biol., 48:443, 1970; Pearson and Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU., 85:2444,
1988; Higgins and Sharp, Gene, 73:237-244, 1988; Higgins and Sharp, CABIOS, 5:151-153, 1989; Corpet et al. Nuc.
Acids Res., 16:10881-10890, 1988; Huang et al., Comp. Appls Biosci., 8:155-165, 1992; and Pearson et al., Meth. Mol.
Biol., 24:307-31, 1994). Altschul et al., Nat. Genet., 6:119-129, 1994, presenta una consideracién detallada de los
métodos de alineamiento de secuencias y calculos de homologia. A modo de ejemplo, las herramientas de
alineamiento ALIGN (Myers and Miller, CABIOS 4:11-17, 1989) o LFASTA (Pearson and Lipman, 1988) pueden
utilizarse para realizar comparaciones de secuencias (Internet Program® 1996, W.R. Pearson and The University of
Virginia, fasta20u63 version 2.0u63, fecha de lanzamiento diciembre de 1996). ALIGN compara secuencias completas
entre si, mientras que LFASTA compara regiones de similitud local. Estas herramientas de alineamiento y sus
respectivos tutoriales estan disponibles en Internet en el sitio web de NCSA, por ejemplo. Alternativamente, para
comparaciones de secuencias de aminoacidos de mas de alrededor de 30 aminoacidos, se puede emplear la funcién
de secuencias Blast 2 utilizando la matriz predeterminada BLOSUM®62 configurada con parametros predeterminados
(coste de existencia de hueco de 11 y un coste de hueco por residuo de 1). Cuando se alinean péptidos cortos (menos
de alrededor de 30 aminoacidos), el alineamiento debe realizarse utilizando la funcion de secuencias Blast 2,
empleando la matriz PAM30 configurada con los parametros predeterminados (hueco abierto 9, penalizaciones de
extension de hueco 1). El sistema de comparacion de secuencias BLAST esta disponible, por ejemplo, en el sitio web
del NCBI; véase también Altschul et al., J. Mol. Biol., 215:403-410, 1990; Gish. & States, Nature Genet., 3:266-272,
1993; Madden et al. Meth. Enzymol., 266:131-141, 1996; Altschul et al., Nucleic Acids Res., 25:3389-3402, 1997; and
Zhang & Madden, Genome Res., 7:649-656, 1997.

En algunas realizaciones, el polipéptido de SARS-CoV-2 se une a la superficie de la particula mediante cualquier
método convencional bien conocido en la técnica, tal como se describe en Hermanson, Greg T. Bioconjugate
technigues. Academic press, 2013. En algunas realizaciones, se utilizan reacciones de 1-etil-3-[3-dimetilaminopropil]
clorhidrato de carbodiimida (EDC)-N-hidroxisulfosuccinimida (Sulfo NHS) para conjugar los polipéptidos coronavirales
a las particulas. En algunas realizaciones, la particula esta conjugada con una fraccién de avidina que puede crear un
complejo de avidina-biotina con los polipéptidos coronavirales biotinilados y las particulas. Adicionalmente, los agentes
que entrecruzan apropiados para uso en la invencion incluyen una variedad de agentes que son capaces de reaccionar
con un grupo funcional presente en una superficie de la particula. Los reactivos capaces de tal reactividad incluyen
reactivos homo- y hetero-bifuncionales, muchos de los cuales son conocidos en la técnica. Se prefieren los reactivos
hetero-bifuncionales. Un agente que entrecruza tipico bifuncional es N-succinimidilo (4-yodoacetilo) aminobenzoato
(SIAB). Sin embargo, otros agentes que entrecruzan, incluyen, sin limitacion, dimaleimida, acido ditio-bis-nitrobenzoico
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(DTNB), N-succinimidil-S-acetil-tioacetato (SATA), N-succinimidil-3-(2-piridilditio) propionato (SPDP), succinimidilo 4-
(N-maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilato (SMCC) y 6-hidrazinonicotimida (HYNIC) también pueden utilizarse. Para
mas ejemplos de reactivos que entrecruzan, véase, por ejemplo, S. S. Wong "Chemistry of Protein Conjugation and
Cross-Linking," CRC Press (1991), and G. T. Hermanson, "Bioconjugate Techniques," Academic Press (1995).

En algunas realizaciones, el receptaculo puede ser cualquier recipiente sélido, por ejemplo, un tubo de ensayo, un
pocillo de microplaca o una cubeta de reaccidén hecha de polipropileno.

En algunas realizaciones, la eliminacién de los reactivos no unidos se puede llevar a cabo mediante cualquier técnica
conocida por los expertos en la técnica, tal y como, por ejemplo, lavado mediante pasos repetidos de centrifugacion.

Como se utiliza en la presente el término "inmunocomplejo” se refiere al complejo formado entre los anticuerpos
especificos para el coronavirus del sujeto y su antigeno especifico, es decir, el polipéptido coronaviral que esta
conjugado a la particula.

La presencia y cantidad de los inmunocomplejos se pueden detectar mediante métodos conocidos en la técnica,
incluida la deteccion basada en marcadores y libre de marcadores. En algunas realizaciones, el método de la presente
invencién incluye el uso de un anticuerpo secundario que esta acoplado a un reactivo indicador que comprende un
compuesto generador de sefiales. En algunas realizaciones, el anticuerpo secundario tiene especificidad por una
inmunoglobulina en particular. En algunas realizaciones, el anticuerpo secundario es un anticuerpo IgG anti-humano,
que incluye los anticuerpos anti-lgG1, 1gG2, IgG3 e IgG4. En algunas realizaciones, el anticuerpo secundario €s un
anticuerpo anti-IgM. En algunas realizaciones, el anticuerpo secundario es un anticuerpo IgA anti-humano, incluidos
los anticuerpos anti-IgA1 e IgA2. En algunas realizaciones, el anticuerpo que tiene especificidad por un tipo particular
de inmunoglobulina es un anticuerpo de conejo o de cabra. En algunas realizaciones, el anticuerpo de la presente
invencion es un anticuerpo monoclonal o un anticuerpo policlonal. Por tanto, en algunas realizaciones, el método de
la presente invencién es particularmente adecuado para detectar la presencia de los anticuerpos IgM especificos para
SARS-CoV-2. El método de la presente invencion es particularmente adecuado para detectar la presencia de
anticuerpos IgG especificos para SARS-CoV-2. En algunas realizaciones, el método de la presente invencidn también
es particularmente adecuado para detectar la presencia de anticuerpos IgA especificos para SARS-CoV-2. En algunas
realizaciones, el método de la presente invencion es particularmente adecuado para detectar la presencia de
anticuerpos IgG, IgM e IgA especificos para SARS-CoV-2. Los reactivos indicadores incluyen agentes cromogénicos,
catalizadores como conjugados enzimaticos, compuestos fluorescentes tal como fluoresceina y rodamina, compuestos
quimioluminiscentes tales como dioxetanos, acridinios, fenantridinios, rutenio y luminol, elementos radiactivos,
marcadores visuales directos, asi como cofactores, inhibidores y particulas magnéticas. Ejemplos de conjugados
enzimaticos incluyen fosfatasa alcalina, peroxidasa de rabano picante y beta-galactosidasa. En algunas realizaciones,
el anticuerpo secundario esta conjugado a ficoeritrina.

Los métodos para detectar los codigos de identidad de particulas, por ejemplo, un cédigo fluorescente, son conocidos
en la técnica y se describen a continuacion. Ejemplos de sistemas que leen (detectan o analizan) sefiales de ensayo
multiplex de perlas Luminex incluyen, por ejemplo, los instrumentos Luminex xMAP 100 y xMAP 200 o el Bio-Plex 100
y Bio-Plex 200 de BioRad Instruments. Otro método para detectar y/o separar conjuntos de particulas basandose en
cddigos ID es la citometria de flujo. Los métodos de y la instrumentacién para la citometria de flujo se conocen en la
técnica, y aquellos que se conocen pueden utilizarse en la practica de la presente invencién. La citometria de flujo, en
general, involucra el paso de una suspensién de particulas como una corriente a través de un haz de luz y sensores
electrodpticos, de tal manera que solo una particula a la vez pasa a través de la regidn. A medida que cada particula
pasa por esta region, el haz de luz se ve perturbado por la presencia de la particula y se detecta la luz dispersada y
fluorescente resultante. La instrumentacion utiliza las sefiales Opticas para identificar el subgrupo al cual pertenece
cada particula, junto con la presencia y cantidad de marcador, de modo que se logren resultados de ensayo
individuales. Las descripciones de instrumentacion y métodos para citometria de flujo se conocen en la técnica e
incluyen, por ejemplo, McHugh, "Flow Microsphere Immunoassay for the Quantitative and Simultaneous Detection of
Multiple Soluble Analytes," Methods in Cell Biology 42, Part B (Academic Press, 1994); McHugh et al., "Microsphere-
Based Fluorescence Immunoassays Using Flow Cytometry Instrumentation,” Clinical Flow Cytometry, Bauer, K. D., et
al., eds. (Baltimore, Md., USA: Williams and Williams, 1993), pp 535-544; Lindmo et al, "Immunometric Assay Using
Mixtures of Two Particle Types of Different Affinity," J. Immunol. Meth. 126: 183-189 (1990); McHugh, "Flow Cytometry
and the Application of Microsphere-Based Fluorescence Immunoassays," Immunochemica 5; 116 (1991); Horan et al.,
"Fluid Phase Particle Fluorescence Analysis: Rheumatoid Factor Specificity Evaluated by Laser Flow Cytophotometry,”
Immunoassays in the Clinical Laboratory,185-189 (Liss 1979); Wilson et al, "A New Microsphere-Based
Immunofluorescence Assay Using Flow Cytometry," J. Immunol. Meth. 107: 225-230 (1988); Fulwyler et al., "Flow
Microsphere Immunoassay for the Quantitative and Simultaneous Detection of Multiple Soluble Analytes," Meth. Cell
Biol. 33: 613-629 (1990); Coulter Electronics Inc., Patente del Reino Unido No. 1,561,042 (publicada el 13 de febrero
de 1980) y Steinkamp et al., Review of Scientific Instruments 44(9): 1301-1310 (1973).

Tipicamente, el paso de deteccion implicaba asi el uso de un detector. Como se utiliza en la presente, el término
"detector" pretende referirse a un dispositivo 0 aparato que convierte la energia de los fotones en contacto en una
respuesta eléctrica. Por ejemplo, el término puede incluir un aparato que produce una corriente eléctrica en respuesta
a fotones impactando, tal como en un fotodiodo o un tubo fotomultiplicador. Un detector también puede acumular carga
en respuesta a fotones incidentes y puede incluir, por ejemplo, un dispositivo de carga acoplado. En particular, el
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detector implica el uso de una fuente de radiacion. Como se utiliza en la presente, el término "fuente de radiacion"
pretende referirse a un origen o generador de energia electromagnética propagada. El término puede incluir cualquier
fuente de iluminacion incluidas, por ejemplo, aquellas que producen radiacién electromagnética en las regiones
ultravioleta, visible y/o infrarroja del espectro. Una fuente de radiacion puede incluir, por ejemplo, una lampara tal como
una lampara de arco o una lampara halégena de cuarzo, o un laser. Tal como se utiliza en la presente, el término
"laser" pretende referirse a una fuente de radiacion producida por amplificacion de la luz mediante emision estimulada
de radiacion. El término puede incluir, por ejemplo, un laser de iones tal como de iones de argdn o laser de iones de
cripton, laser de helio nedn, laser de helio cadmio, laser de colorante tal como laser de rodamina 6G, laser YAG o laser
de diodo. Estos y otros laseres utiles en el aparato de la invencién son conocidos en la técnica como se describe, por
ejemplo, en Shapiro, Practical Flow Cytometry, 3rd Ed. Wiley-Liss, New York (1995).

En algunas realizaciones, el detector es un citdmetro de flujo. Como se utiliza en la presente, el término "citdmetro de
flujo" pretende significar un dispositivo 0 aparato que tiene un medio para alinear las particulas en una corriente de
muestra y un detector alineado de manera que las particulas entren individualmente en una zona de deteccion. Una
corriente de muestra puede incluir cualquier fase mévil que pase particulas en una sola fila, incluyendo, por ejemplo,
una corriente de fluido o un chorro de fluido.

El método de la presente invencion implica el uso de una tecnologia multiplex. La tecnologia multiplex es el término
colectivo para una variedad de técnicas que pueden evaluar multiples especificidades de inmunoglobulinas
simultaneamente en pequefios volimenes de muestra. La ventaja de la tecnologia multiplex es que es capaz de
proporcionar tiempos de prueba muy rapidos y un rendimiento de muestras muy alto.

En algunas realizaciones, los grupos de particulas utilizados en el paso a) del método anterior difieren entre si por sus
cddigos de identidad (por ejemplo, fluoréforos).

El método de la presente invencién es particularmente adecuado para detectar simultaneamente inmunoglobulinas
que tienen especificidad por la nucleoproteina (N) de SARS-Cov-2 y la proteina S 1 de SARS-Cov-2. La deteccion de
la proteina de espicula (S) (incluido un fragmento del mismo tal como fragmentos S2 o S2') y/o la proteinasa tipo
papaina (PL-Pro) no se mencionan en las reivindicaciones de esta patente, pero aun asi no son inconsistentes con el
tema en cuestién reivindicado. Por tanto, el método de la presente invencién comprende el paso de poner en contacto
la muestra con al menos 2 grupos de particulas, estando cada particula conjugada con un antigeno de SARS-Cov-2
particular. De acuerdo con la invencion, la muestra se pone en contacto con una pluralidad de particulas, en el que un
polipéptido que deriva de la proteina N esta unido a la superficie de algunas particulas y en el que un polipéptido que
deriva de la proteina S 1 esta unido a la superficie de otras particulas. En algunas realizaciones no mencionadas en
las reivindicaciones de esta patente, pero aun asi no son inconsistentes con el tema en cuestién reivindicado, la
muestra también se pone en contacto con particulas en las que un polipéptido derivado de la proteina PL-Pro esta
unido a la superficie.

En algunas realizaciones, el método de la presente invencidén implica un inmunoensayo con perlas laser direccionables
(ALBIA), que esta disponible comercialmente en Plataformas basadas en -Luminex™ Por ejemplo, ALBIA es un
inmunoensayo de microparticulas semi-cuantitativo homogéneo basado en fluorescencia que se puede utilizar para la
deteccidn simultdnea de varias inmunoglobulinas (por ejemplo, hasta 10 inmunoglobulinas). Cada antigeno (es decir,
polipéptidos N, S1, S2, S2' y/o PL-Pro SARS-CoV-2) esta acoplado covalentemente a un conjunto de particulas
codificadas por colores de tamafo uniforme distinto. Luego, la muestra se incuba con las particulas en el receptaculo
de ensayo unico. Luego, las particulas se lavan y luego se incuban con anticuerpos secundarios IgG o IgM anti-
humano conjugados con un marcador fluorescente (por ejemplo, ficoeritrina). Después de lavarlas nuevamente, las
particulas se analizan en un sistema en el que laseres separados identificaron el antigeno por el color de la perla y
cuantificaron el anticuerpo midiendo la fluorescencia de la etiqueta fluorescente. Dicha cuantificacion indicd asi el nivel
de las inmunoglobulinas detectadas.

El método de la presente invencion es particularmente adecuado para el diagnédstico de la infeccion por coronavirus.
Tal como se utiliza en la presente, el término "diagnosticando" o "diagndstico”, como se utiliza en la presente, significa
identificar la infeccion por coronavirus. En particular, el método de la presente invencién es particularmente adecuado
para el diagndstico del Sindrome Respiratorio Agudo Severo (SARS). El método de la presente invencion es adecuado
para el diagndstico de COVID-19.

En particular, el método de la presente invencion es particularmente adecuado para discriminar sujetos que han sido
infectados recientemente por el SARS-CoV-2 de aquellos que ya estan inmunizados. Las inmunoglobulinas IgM son
los primeros anticuerpos que se producen en el cuerpo en respuesta a una infeccién. Las inmunoglobulinas IgM son
mas grandes que las inmunoglobulinas IgG y cuando estan presentes en cantidades elevadas, pueden indicar una
infeccién activa reciente 0 nueva. En resumen, una IgM positiva puede ser un signo de una infeccidén actual o muy
reciente. Por el contrario, la presencia de anticuerpos especificos IgG para SARS-CoV-2 indica que el sujeto esta
inmunizado. Por tanto, el método, al permitir la deteccion de anticuerpos IgM, 1gG y/o IgA especificos para SARS-CoV-
2, proporciona un método asistido de deteccién rapido, sencillo y preciso para identificar pacientes infectados, en
particular pacientes COVID-19.
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El método de la presente invencion también es particularmente adecuado para el seguimiento seroldgico y el control
terapéutico de infecciones por SARS-CoV-2, en particular COVID-19. En algunas realizaciones, el método de la
presente invencion es particularmente util con fines de vacuna.

Tal como se utiliza en la presente, el término "vacuna" incluye al menos un antigeno en un vehiculo farmacéuticamente
aceptable util para inducir una respuesta inmune en un hospedero. Las composiciones de vacuna se pueden
administrar en dosis y mediante técnicas bien conocidas por los expertos en las técnicas médicas o veterinarias,
teniendo en consideracion factores tales como edad, sexo, peso, especie y condicidon del animal receptor y la via de
administracion. El término "candidato a vacuna" se refiere a una vacuna que esta en desarrollo (por ejemplo, pruebas
preclinicas o ensayos clinicos).

En particular, el método se puede llevar a cabo para determinar si un sujeto logra una proteccion con una vacuna o un
candidato a vacuna que comprende i) detectar mediante la realizacion del método de la presente invencién la presencia
de anticuerpos especificos para SARS-CoV-2 (en particular anticuerpos IgG especificos para SARS-CoV-2) ii) y
concluir que el sujeto logra una proteccion con la vacuna o candidato vacunal cuando se detecta la presencia de
anticuerpos especificos para SARS-CoV-2.

El método de la presente invencion también es adecuado para determinar si un sujeto tiene que ser vacunado contra
SARS-CoV-2, comprendiendo dicho método i) detectar mediante la realizacion del método de la presente invencién la
presencia de anticuerpos especificos para SARS-CoV-2 (en particular anticuerpos IgG especificos para SARS-CoV-
2) ii) y concluir que el sujeto tiene que ser vacunado cuando se detecta la ausencia de anticuerpos especificos para
SARS-CoV-2 o por el contrario no necesita ser vacunado si se detecta la presencia de anticuerpos especificos para
SARS-CoV-2.

El método de la presente invencion también ofrece a los médicos una herramienta fiable para fines de investigacion
(por ejemplo, seleccionar una vacuna candidata, evaluar una terapia, estudiar la replicacién del virus o estudios
epidemiologicos). El método de la presente invencion también es adecuado para decidir medidas de contencién o
descontencion para un individuo, o para un grupo de individuos.

El método también es particularmente adecuado para tomar las decisiones clinicas mas precisas. En particular, la
deteccion de anticuerpos IgG especificos para SARS-CoV-2 puede hacer que el sujeto sea elegible para un tratamiento
inmunosupresor. Tal como se utiliza en la presente, el término "tratamiento inmunosupresor” se refiere a cualquier
sustancia capaz de producir un efecto inmunosupresor, por ejemplo, la prevencién o disminucion de la respuesta
inmune y en particular la prevencion o disminucion de las respuestas inflamatorias agudas. En algunas realizaciones,
el método de la presente invencion es particularmente adecuado para determinar si un sujeto es elegible para una
terapia con un corticosteroide. Como se utiliza, el término "corticosteroides" tiene su significado general en la técnica
y se refiere a una clase de ingredientes activos que tienen un sistema de anillo de ciclopentoperhidrofenantreno
hidrogenado dotado con una actividad antiinflamatoria. Los fArmacos corticosteroides suelen incluir cortisona, cortisol,
hidrocortisona (118,17-dihidroxi, 21-(fosfonooxi)-pregn-4-eno, 3,20-diona disddica), dihidroxicortisona, dexametasona
(21-(acetiloxi)-9-fluoro-1B,17-dihidroxi- 16a-m-etilpregna-1,4-dieno-3,20-diona) y farmacos esteroides altamente
derivatizados como beconasa (dipropionato de beclometasona, que es 9-cloro-11-, 17,21, trihidroxi-16-metilpregna-
1,4 dieno-3,20-diona 17,21-dipropionato). Otros ejemplos de corticosteroides incluyen flunisolida, prednisona,
prednisolona, metilprednisolona, triamcinolona, deflazacort y betametasona. corticosteroides, por ejemplo, cortisona,
hidrocortisona, metilprednisolona, prednisona, prednisolona, betametesona, dipropionato de beclometasona,
budesonida, fosfato sddico dexametasona, flunisolida, propionato de fluticasona, acetonido de triamcinolona,
betametasona, fluocinolona, fluocinonida, dipropionato de betametasona, valerato de betametasona, desonida,
desoximetasona, fluocinolona, triamcinolona, acetonido de triamcinolona, propionato de clobetasol y dexametasona.

Otro objetivo adicional de la presente invencion se refiere a un kit para realizar el método de la presente invencion. El
kit comprende una 0 mas pluralidades de particulas como se describid anteriormente y medios para determinar los
inmunocomplejos. También se pueden proporcionar reactivos para tipos particulares de ensayos en kits de la
invencion. Por lo tanto, los kits pueden incluir diferentes grupos de particulas, cada una de ellas identificada por una
identidad especifica, placas que comprenden receptaculos de ensayo Unicos (por ejemplo, una placa multi pocillo) y
anticuerpos secundarios como se describid anteriormente. En algunas realizaciones, los kits comprenden un
dispositivo como un detector como se describe anteriormente. Los grupos de particulas, la placa y los dispositivos son
utiles para realizar el inmunoensayo de la presente invenciéon. Ademas, los kits pueden incluir varios diluyentes y
tampones, conjugados marcados u otros agentes para la deteccién de inmunocomplejos especificos y otros reactivos
generadores de sefales, como sustratos enzimaticos, cofactores y cromégenos. Un experto en la técnica puede
determinar facilmente otros componentes de un kit.

La invencion se va a ilustrar mejor mediante las siguientes figuras y ejemplos. Sin embargo, estos ejemplos y figuras
no deben interpretarse de ninguna manera como limitativos del alcance de la presente invencion.

Figuras:

Figura 1. Deteccidn, titulacién y reactividad cruzada de anticuerpos anti-SARS-CoV-2 Espicula S1, IgG proteina de
nucleocapside Ny anticuerpos IgM anti-SARS-CoV-2 Espicula S1 mediante ALBIA-IgG-S1/N y ALBIA-IgM-S1.
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(A) Se obtuvo una curva de calibracién después de diluciones en serie del calibrador, es decir, una muestra altamente
positiva. Se alcanzé una meseta de intensidad de fluorescencia media (MFI) para diluciones 1:400 o inferiores.

(B) Célculo de la titulacidon de anticuerpos con referencia al valor de MFI del calibrador (barra rayada) utilizado en una
dilucion de 1/400 en el ensayo y su nivel establecido arbitrariamente en 100 unidades arbitrarias (AU)/ml. El ensayo
se realizd primero utilizando una dilucién de cribado del suero 1/100. En caso de que la MFI de la muestra en una
dilucion 1/100 sea superior al 70% de la MFI del calibrador, se realizan diluciones adicionales y la primera dilucién que
produce una MFI inferior al 70% de la MFI del calibrador se conserva para el calculo. Se proporciona un ejemplo: en
una dilucién 1/100, la MFI fue superior al 70% de la MFI del calibrador (23,311 x 0.7 = 16,318), lo que requiridé una
diluciéon 1/800 para calcular la titulacién, es decir, nivel de 1IgG 94 AU/ml anti-S 1.

(C-E) Especificidad hacia pacientes no COVID-19: reactividad de anticuerpos (C) anti-Espicula S1y (C) IgG, IgM anti-
N y (E) IgM anti-Espicula S1 en pacientes con diferentes afecciones: Infeccion confirmada por PCR- con otros CoV
(17 sueros de 13 pacientes; HKU1, n = 3; OC43, n = 11; NL63, n = 3). RA, artritis reumatoide; SS, sindrome de Sj6gren;
ASS, sindrome antisintetasa; SLE, lupus eritematoso sistémico.

(F-H) Repetibilidad de (F) ALBIA-IgG-S1, (G) ALBIA-IgG-N, (H) ALBIA-IgM-S1. El ensayo se realizé 30 veces en la
misma muestra, es decir, un suero de un paciente PCR* a Covid-19 utilizado en una dilucién de trabajo alta de 1/100.
Las barras horizontales representan la media y la desviacion estandar.

Figura 2. Respuesta de anticuerpos para SARS-CoV-2 el dia > 13 post infeccion.

(A) lgG Anti-S1 (mediana = 276 AU/m), (B) IgG Anti-N (mediana = 1,434 AU/ml), (C) Nivel de IgM Anti-S1 (mediana =
48 AU/ml). Los numeros entre paréntesis indican los porcentajes de datos por encima y por debajo del umbral. (D-F)
Curva de caracteristicas operativas del receptor (ROC) de ALBIA-IgG-S 1, ALBIA-IgG-N y ALBIA-S 1-IgM. La linea de
puntos indica el valor umbral de la 'media C 3 desviaciones estandar (M C 3SD)' del control de la distribucion. D, dia
post sintomas. Se: Sensibilidad y Sp: especificidad.

Figura 3. Niveles de anticuerpos contra SARS-CoV-2 en diferentes tiempos después del inicio de los sintomas.

(A) Nivel de IgG anti-S 1 (mediana = 6 AU/ml y 13 AU/ml para el dia < 7 y los dias 7-13, respectivamente). (B) Nivel
de IgG anti-N (mediana = 11 AU/ml y 60 AU/ml para el dia < 7 y los dias 7-13, respectivamente). (C) Nivel de IgM anti-
S 1 (mediana = 3 AU/ml y 23 AU/ml para el dia < 7 y los dias 7-13, respectivamente). Los numeros entre paréntesis
indican los porcentajes de datos por encima y por debajo del umbral. *P < 0.05, **P < 0.01 (prueba de Mann-Whitney).

Ejemplo:
Material y métodos
Muestras de suero

Este es un estudio retrospectivo de muestras de suero procedentes de biodepdsitos de tres hospitales universitarios
franceses autorizados por el Ministerio de Investigacion francés para la recolecta, analisis, almacenamiento y
reutilizacion: Hospital Universitario de Rouen (autorizacién AC 2008-87), Hospital Universitario de Limoges (CRBioLim,
autorizacion DC 2008-604) y Hospital Universitario de Estrasburgo (autorizacién DC 2010-2222). Los 192 sueros
analizados, recolectados entre el 23 de marzo y el 30 de abril, procedian de pacientes hospitalizados o ambulatorios
que habian sido positivos confirmados por laboratorio para SARS-CoV-2 mediante RT-PCR de muestras de hisopados
faringeos. De estos 192 pacientes, 18 fueron hospitalizados en la unidad de cuidados intensivos por una forma grave
de la enfermedad.

Se recolectaron sueros de control de 300 donadores de sangre sanos (Etablissement Francais du Sang, Lille, Francia),
13 pacientes con infecciones confirmadas por PCR por otros coronavirus humanos (17 sueros: HKU1, n = 3; OC43, n
= 11; NL63, n = 3), y 70 pacientes con diferentes enfermedades inflamatorias/autoinmunes de acuerdo con criterios
de clasificacion establecidos: Criterios revisados del Colegio Americano de Reumatologia para el lupus eritematoso
sistémico (SLE) (Tan et al., 1982) con aAbs anti-ADNds (n = 12), criterios de la Asociacion Americana de Reumatismo
para la artritis reumatoide (RA) (Arnett et al., 1988) con Abs anti-CCP y/o factor reumatoide (n = 23), criterios Europeos
revisados para el sindrome de Sjégren (SS) primario (Vitali et al., 2002) con aAbs anti-SSA y/o anti-SSB (n = 14) y
criterios de Troyanov para el sindrome antisintetasa (ASS) (Troyanov et al., 2005) (n = 21). Todas las muestras de
suero se almacenaron a -80°C hasta su uso. El manejo de las muestras de suero se realizé en un laboratorio BSL-2.

Proteinas recombinantes

La subunidad 1 de Espicula recombinante etiquetada con polihistidina (S1, referencia 40591-V08H) y la proteina de
nucleocapside (N, referencia 40588-V08B) se obtuvieron de Sino Biologicals (Beijing, China). La identidad y pureza
de estas proteinas recombinantes se determind primero mediante electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)
con gradiente de 4 a 10% de dodecilsulfato de sodio bajo condiciones no-reductoras, seguido de tincién con azul de
Coomassie. El analisis de Western blot se realizé6 ademas mediante la transferencia de proteinas separadas mediante
SDS-PAGE no-reductor a una membrana de nitrocelulosa, seguido de incubacion con Ab monoclonal anti-6 x histidina
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(Sigma, St. Louis, MO, Estados Unidos) y revelacion con el correspondiente Ab secundario acoplado a Alexa Fluor
680 (Invitrogen, Cergy Pontoise, Francia)

Inmunoensayo multiplex de perlas laser direccionable (ALBIA) para la deteccidn y cuantificacién simultanea de IgG
anti-S1 y Anti-N en pacientes COVID-19 (ALBIA-IgG-S1/N)

Para detectar simultdneamente 1gG anti-S1 y anti-N de una sola muestra, utilizamos dos tipos de perlas con una firma
espectral especifica. Los cddigos de colorde las perlas acopladas a-S 1 y-N se numeraron 26 y 55 (Bio-Rad, Hercules,
CA, Estados Unidos), respectivamente; se acoplaron 10 mg de proteinas recombinantes a 1.25 x 106 microesferas de
COOH- Bio-Plex® fluorescentes (Bio-Rad) con el kit de acoplamiento de aminas Bio-Plex® (Bio-Rad) de acuerdo con
el protocolo del fabricante. Después del acoplamiento, las perlas recubiertas se utilizaron inmediatamente o se
almacenaron a -20°C en la oscuridad. La eficacia del acoplamiento se valido utilizando un Ab comercial que reconoce
la etiqueta de polihistidina (Sigma), seguido de un Ab secundario de IgG biotinilado anti-ratén de cabra (Southern
Biotech, Birmingham, AL, Estados Unidos). Luego se realizd el revelado mediante la incubacion con 50 ml de
estreptavidina-R-PE (Qiagen, Venlo, Paises Bajos) durante 10 minutos.

Inmediatamente antes de su uso, las perlas recubiertas se agitaron vigorosamente durante 30 segundos. Luego, se
afadio un volumen de 10 ml de perlas recubiertas con proteinas S1 y N (que contienen 1,250 perlas) a 100 ml de
suero de pacientes o controles [diluido en solucién salina tamponada con fosfato de Dulbecco (DPBS) mas suero
bovino fetal al 1%] en placas de fondo plano Pro de Bio-Plex (Bio-Rad). Las placas se incubaron durante 1 hora a
temperatura ambiente en la oscuridad en un agitador de placas a 650 rpm. En cada ensayo se incluyeron blancos (sin
suero, solo Ab secundario), controles negativos (suero negativo de Ab anti-S1 y anti-N) y controles positivos (suero
altamente positivo de Ab humano anti-S1 y anti-N). Las perlas se recolectaron con una lavadora magnética (Bio-Rad)
y se lavaron dos veces con 150 ml de DPBS que contenia Tween-20 al 0.1%. Se afiadidé Ab secundario especifico de
IgG ant-ihumano de ratdn biotinilado (Southern Biotech) a una dilucion de 1:2,000 y se incubd durante 30 minutos a
temperatura ambiente bajo agitacién. Después del lavado, las perlas se incubaron con 50 ml de estreptavidina-R-
ficoeritrina a una dilucién 1:1,000 durante 10 minutos. Finalmente, las perlas se resuspendieron en 100 ml de DPBS y
se determind la intensidad de fluorescencia media (MFI) en un aparato Bio-Plex® que utiliza Bio-Plex® Manager
Software 4.0 (Bio-Rad) por investigadores experimentados (L.D., M.L.). En cada experimento se incluyo un calibrador
(es decir, un suero humano de un paciente COVID-19 PCR positivo) con un valor de MFI| que alcanzaba la meseta.

Las muestras de suero se analizaron inicialmente con una dilucién de cribado de 1:100. El calibrador se utiliz6 a una
diluciéon de 1:D' en el ensayo y su nivel se fijé arbitrariamente a 100 unidades arbitrarias (AU)/ml. Los niveles de Ab se
determinaron a una dilucién de 1:D, calculada mediante la siguiente formula: ([suero de MFI/calibrador de MFI] x nivel
de calibrador) x D/D'. Cuando la MFI de una muestra de suero determinada en una dilucién 1:100 era superior al 70%
de la MFI del calibrador, se realizaron diluciones adicionales. La primera dilucion que produjo una MFI inferior al 70%
de la MFI del calibrador se retuvo para el calculo de las titulaciones de Ab (expresados en AU/ml).

Para determinar la repetibilidad, se realizé ALBIA 30 veces en el mismo suero positivo. El coeficiente de variacion (CV)
de la titulacion se determind como la proporcion de la desviacion estandar (DS) a la media.

Las curvas de caracteristicas operativas del receptor (ROC) se computaron al variar el umbral de positividad de la
prueba, incluido un valor que consiste en la media de + 3 DS de los controles negativos.

ALBIA para la deteccion y cuantificacion de Abs IgM anti-S1 (ALBIA-IgM-S1)

Para detectar Abs IgM anti-S1, utilizamos el mismo protocolo que para ALBIA-IgG-S1/N excepto por las siguientes
modificaciones. Solamente se utilizaron perlas acopladas a-S1. Los Abs IgM anti-S1 se revelaron utilizando un Ab IgM
anti-humano de ratén biotinilado (Southermn Biotech) a una dilucién 1:2,000 durante 30 minutos. La repetibilidad y el
nivel de Ab se determinaron como se describié anteriormente.

Ensayos comerciales de Ab para SARS-CoV-2

Los sueros se probaron utilizando un CLIA basado en N que detecta IgG (Abbott IgG SARS-CoV-2 para alinidad
automatica), un CLIA basado en Espicula -S1 y -S2 que detecta IgG (Diasorin IgG para enlace automatico) y un ELISA
anti-SARS-CoV-2 basado en S1-RBD que detecta Ig humano total (ELISA Wantai Ab SARS-CoV-2 en plataforma
abierta SQ2), de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Analisis estadistico

Las estadisticas se realizaron con el software Prism (GraphPad, La Jolla, CA). Las titulaciones de Ab se compararon
mediante la prueba no paramétrica de Mann-Whitney. La concordancia entre los métodos se analizd mediante la
prueba de K. La interpretacién de la prueba de K depende del valor calculado del coeficiente K: discrepancia entre las
dos pruebas (K < 0); acuerdo muy bajo (0 < K < 0.2); acuerdo bajo (0.2 < K < 0.4); acuerdo moderado (0.4 < K <0.6);
buena concordancia (0.6 < K < 0.8); y excelente concordancia (0.8 <K < 1).
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Resultados
Validacién de ALBIA-IgG-S1/N y ALBIA-IgM-S1

Para permitir el analisis cuantitativo de IgG anti-S1/N o IgM anti-S1 en pacientes, desarrollamos dos ALBIAs (ALBIA-
IgG-S1/N y ALBIA-IgM-S1, respectivamente). Para esto, utilizamos como antigeno la subunidad 1 (S1) de Espicula
recombinante etiquetada con polihistidina y la proteina de nucleocapside (N) del SARS-CoV-2. La identidad y pureza
de estas proteinas se confirmoé mediante tincion con azul de Coomassie después de SDS-PAGE, revelando una banda
unica (datos no mostrados) que fue reconocida especificamente por un Ab anti-polihistidina en Western blot (datos no
mostrados).

Los antigenos S1 y N se acoplaron covalentemente a perlas fluorescentes y se utilizaron para determinar los niveles
de Abs IgG anti-S1 y N, 0 Abs IgM anti-S1. Un ejemplo del método utilizado para calcular el nivel anti-S1 se ilustra en
la Figura 1. Se obtuvo una curva de calibracion después de diluciones seriadas de un suero altamente anti-S1 positivo
utilizado como calibrador. Se alcanz6 una meseta de MFI para la dilucion 1:400 (Figura 1A). En la dilucién de cribado
de 1:100, la muestra utilizada en este ejemplo mostré una sefial de saturacion (Figura 1B). Se retuvo una dilucién
superior de 1:800 para computar el nivel de Ab con referencia al calibrador cuyo nivel se establecié arbitrariamente en
100 AU/ml. Se utilizé el mismo método de calculo para computar los niveles de Ab IgG anti-N e IgM anti-S1.

Se utilizé ALBIA-IgG-S1/N para investigar simultaneamente la presencia de Ab IgG anti-S1 y anti-N. Se calculé un
umbral de positividad como la titulacién media de + 3 DS de los 300 sueros de control negativos, que produjeron
valores de 7.29 y 20.98 AU/ml para Ab IgG anti-S1 y anti-N, respectivamente (Figuras 1C, 1D). Para ALBIA-IgM-S 1,
este umbral fue 23.64 AU/ml (Figura 1E).

Para evaluar la posible reactividad-cruzada en nuestro ALBIA entre Ab para anti-SARS-CoV-2 y otros coronavirus
humanos, analizamos 17 sueros de 13 pacientes infectados con HKU1, OC43 o NL63. Se encontrd una reactividad
de IgG para S1, pero no a N solamente una vez, en dos sueros del mismo paciente muestreados en dos tiempos
diferentes tras la infeccion con coronavirus humano NL63 (Figuras 1C-E). Ademas, se realizaron mas pruebas a 70
pacientes con diferentes afecciones inflamatorias/autoinmunes que conducian a la produccién de factor reumatoide u
otros auto-Abs, por ejemplo, SLE, RA, SS 0 ASS. Todos obtuvieron resultados negativos, excepto por un paciente con
lupus que dio débilmente positivo para IgG anti-N (Figuras 1C-E).

El rendimiento diagnostico del ensayo se determind utilizando una coleccion de 133 sueros de pacientes con PCR
positiva para SARS-CoV-2 que se recolectaron al menos 14 dias después de los primeros sintomas de COVID-19. El
analisis de la curva ROC de ALBIA-IgG-S1/N confirmd la precision del valor umbral antes mencionado, es decir, media
+ 3 DS. De hecho, la sensibilidad fue 97.7% y la especificidad fue 98.0% con un umbral de 7.29 AU/ml para IgG anti-
S1 (2A, D). Para los Ab IgG anti-N, la sensibilidad fue 100 % vy la especificidad fue 98.7 % con un umbral de 20.98
AU/mI (Figuras 2E). Para ALBIA-IgM-S1, la sensibilidad y especificidad fueron 74.8 y del 98.7% con un umbral de
23.64 AU/mI (Figuras 2C, F).

Repetibilidad de las medidas

La repetibilidad de la prueba se determind calculando la variacidn intra-ensayo para un suero determinado. Los CVs
fueron 4.5, 5.5 y 4.6% para IgG anti-S1, anti-N e IgM anti-S1, respectivamente (Figuras 1F-H), lo que indica una buena
repetibilidad de esta ALBIA.

Frecuencia de seropositividad durante el periodo de seroconversion

De las 192 muestras de pacientes con PCR-positiva para SARS-CoV-2 analizadas en la presente, 19 se recolectaron
hasta el dia 7 después del inicio de los sintomas, 40 entre los dias 7y 13, y 133 en el dia 14 0 mas después de los
primeros sintomas. En los pocos pacientes asintomaticos de esta serie (n = 3), se utilizoé en su lugar el momento de la
PCR positiva para SARS-CoV-2. La tasa de positividad aumentd con el tiempo para todos los Abs probados (Figuras
3A-C). El ALBIA-IgG-S1/N multiplex obtuvo resultados positivos en un 53% en el dia del grupo <7 (en comparacion
con un 37% para anti-S1 y un 42% para IgG anti-N cuando se consideran por separado; Figuras 3A,B), en un 75% en
el grupo de los dias 7-13 (en comparacion con un 60% para anti-S 1 y un 73% para IgG anti-N; Figuras 3 A,B) y 100%
en el grupo dia > 13 (en comparacion con 98% para anti-S1y 100% para IgG anti-N; Figuras 2 A,B). A nivel de grupo,
se observd un aumento en la titulaciéon de Ab con el tiempo (valor de mediana en el grupo dia <7, dias 7-13 y dia >13:
IgG anti-S1, 6, 13y 276 AU/ml; IgG anti-N, 11, 60 y 1,434 AU/mI; e IgM anti-S1, 3, 23 y 48 AU/m|, respectivamente).
Todas las diferencias entre los grupos el dia > 13y los dias 7-13, y entre el dia > 13 y el dia <7, fueron estadisticamente
significativas (Figuras 2 D-E). Los niveles de IgG anti-N e IgM anti-S1 también fueron significativamente mayores en
el grupo de los dias 7-13 que en el grupo del dia <7 (p < 0.05 y < 0.01, respectivamente; Figuras 3 B,C), aunque el
aumento de los niveles de IgG anti-S 1 no fue estadisticamente significativo (p = 0.08; Figura 3A). Cuando se analiz6
independientemente del momento de aparicion de la enfermedad, 161 (84%) y 170 (89%) de los 192 pacientes de
esta serie fueron positivos para IgG anti-S1 0 anti-N, respectivamente. Los niveles de Ab en pacientes seropositivos
fueron muy variables, oscilando de 7.5 a 19,944 AU/ml, y de 24.74 a 491,992 AU/ml para IgG anti-S1 o anti-N,
respectivamente. Utilizando ALBIA-IgM-S1, 123 pacientes (64%) fueron positivos, con titulaciones que oscilaron de
24.03 y 676 AU/ml. Al combinar los resultados de los tres tipos de Ab (IgM, IgG S1 y N), la sensibilidad alcanzo6 91%.

Niveles de Ab en pacientes que requieren cuidados criticos
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De esta serie, 18 pacientes tenian una forma grave de enfermedad que requirid hospitalizacion en ICU. Los niveles
de IgG anti-S1 (mediana = 511 AU/ml) y N (mediana = 2,930 AU/ml) fueron significativamente mas altos en estos
pacientes que en todos los demas pacientes (IgG anti-S1, mediana = 126 AU/ml; IgG anti-N, mediana = 696 AU/ml; p
= 0.02 y 0.04, respectivamente). No se encontrd ninguna diferencia estadisticamente significativa para IgM anti-S 1
(no mostrado).

Comparacion con ensayos EIA comerciales

El rendimiento de nuestro ensayo novedoso se comparo con el de diferentes ensayos comerciales en 76 muestras de
suero disponibles (10, 20 y 70 en grupos dia < 7, dias 7-13 y dia > 13, respectivamente). La concordancia global del
ALBIA-IgGS1/N multiplex con los ensayos Diasorin y Abbott fue 91% y 93%, respectivamente, con coeficientes de K
de 0.64 y 0.73 indicando una buena concordancia. Las pruebas discordantes fueron las siguientes: positividad de
ALBIA cuando Diasorin fue negativo (n = 6/7), negatividad de ALBIA cuando Diasorin fue positivo (n = 1/7) y positividad
de ALBIA cuando Abbott fue negativo (n = 5/5). Ademas, analizamos los resultados de ALBIA de acuerdo con la
reactividad antigénica (IgG anti-S o anti-N). La concordancia de ALBIA IgG anti-S con Diasorin fue 93% con un
coeficiente de K de 0.74 (buena concordancia). La concordancia de ALBIA IgG anti-N con Abbott fue 97% con un
coeficiente de K de 0.91 (excelente concordancia). La concordancia de ALBIA IgG + IgM con el ensayo Wantai
(deteccion de Abs totales) fue 95% con un coeficiente K de 0.80 (excelente concordancia).

Discusién

En este estudio, reportamos la alta sensibilidad y especificidad de un nuevo ALBIA multiplex para explorar la respuesta
inmune humoral a la subunidad S1 (IgG e IgM) del SARS-CoV-2 y la proteina N de la nucleocapside (IgG). Desde la
aparicion de la COVID-19 a finales de 2019, se han realizado esfuerzos para desarrollar pruebas serologicas cuyas
limitaciones han sido ampliamente resefiadas (Duong et al., 2020; Lai et al., 2020; Smithgall et al., 2020). Diferentes
autoridades sanitarias u organizaciones cientificas han emitido recomendaciones sobre el desempefio que deben
tener las pruebas seroldgicas, es decir, una especificidad clinica de al menos 98% y una sensibilidad clinica de 90%
0 mas (Farnsworth and Anderson, 2020; Haute Autorité De Santé [HAS], 2020). Nuestro ALBIA-IgG-S multiplex 1/N
cumple en gran medida estos criterios y confirma el excelente rendimiento de los inmunoensayos con perlas de
acuerdo con un reporte reciente (Ayoubaa et al., 2020). Nuestro estudio muestra ademas que la sensibilidad del ALBIA-
IgM-S1 monoplex se mantiene alrededor del 75%, lo que destaca el hecho de que no todos los pacientes con COVID-
19 producen niveles detectables de IgM (Guo et al., 2020; Liu et al., 2020).

En un gran metaanalisis se ha considerado que el rendimiento de las pruebas serologicas actuales para COVID-19 es
perfectible (Lisboa Bastos et al., 2020). Las diferencias observadas en la sensibilidad de dichas pruebas dependen de
la fuente antigénica utilizada para cada ensayo. Incluso si se espera que los Abs dirigidos contra la proteina S viral del
SARS-CoV-2 aparezcan antes que los dirigidos contra la proteina N (Liu et al., 2020), se ha demostrado que los Abs
especificos de -N eran mas sensibles que los Abs especificos de -S para detectar infeccion temprana (Burbelo et al.,
2020). Por tanto, los ensayos multiplex ofrecen varias ventajas. Al permitir el andlisis simultaneo de las respuestas
inmunes a diferentes antigenos, aumentan la sensibilidad de la prueba. De hecho, independientemente del momento
de aparicidn de la enfermedad, la sensibilidad del ensayo multiplex de IgG anti-S1 mas anti-N (30%) fue mayor que la
sensibilidad de las |gG anti-S1 y anti-N tomadas por separado (84 y 89%, respectivamente). La sensibilidad aumenta
a 91% sitambién se tienen en cuenta los resultados del ensayo de IgM anti-S1. Finalmente, combinar varios antigenos
en el mismo pocillo reduce el coste y el tiempo de manipulacion del ensayo.

La cuantificacion de IgM e IgG anti-S 1 permite el estudio de la dindmica poblacional de la respuesta de Ab IgG anti-
S 1. Nuestros resultados confirman que se recomienda un retraso de 2-semanas para analizar Ab IgG en pacientes
expuestos al SARS-CoV-2 de acuerdo con la literatura (Huang, 2020). Ademas, los niveles de IgG de pacientes
gravemente enfermos que requirieron hospitalizacion en la unidad de cuidados intensivos fueron significativamente
mas altos que los de pacientes con enfermedad mas leve, de acuerdo con un informe reciente (Long et al., 2020).

El rendimiento diagndstico de ALBIA es equivalente a los mejores ELISAs o CLIAs reportados en la literatura (Bischof
et al., 2020; Bryan et al., 2020; Kruttgen et al., 2020; Mahase, 2020; Montesinos et al., 2020; Traugott et al., 2020). Por
lo tanto, comparamos nuestro ensayo novedoso con diferentes ensayos CLIA o ELISA disponibles comercialmente.
Globalmente, nuestro ensayo multiplex fue mas sensible que los otros ensayos probados. La mejor correlacion se
encontro con el Wantai ELISA, que detecta Abs totales contra el antigeno S1-RBD del SARS-CoV-2, un ensayo ya
destacado por su excelente desempefo (GeurtsvanKessel et al., 2020).

En conclusion, hemos desarrollado un ensayo serolégico altamente sensible y especifico para explorar la inmunidad
humoral para SARS-CoV-2. Esto convierte a ALBIA en una herramienta adecuada para el diagnostico y seguimiento
de COVID-19, estudios epidemioldgicos o de vacunacién o para investigar el papel del SARS-CoV-2 en formas atipicas
de la enfermedad (Hebert et al., 2020).
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REIVINDICACIONES

1. Un método para detectar la presencia de anticuerpos especificos para SARS-CoV-2 en un sujeto, que comprende
los pasos de:

a) colocar una muestra que se ha obtenido del sujeto en un unico receptaculo de ensayo, en la presencia de una
pluralidad de particulas pertenecientes a al menos dos grupos diferentes, uno de los grupos estando conjugado con
un primer polipéptido coronaviral y un otro grupo estando conjugado con un segundo polipéptido coronaviral,

b) incubar la mezcla bajo condiciones que permitan la formacion de inmunocomplejos en cada grupo de particulas,
¢) eliminar de la mezcla del paso b) las inmunoglobulinas que no se han unido a las particulas,

d) incubar la mezcla del paso ¢) con al menos un anticuerpo IgG anti-humano que esta acoplado a un marcador
fluorescente;

e) eliminar de la mezcla del paso d) los anticuerpos IgG anti-humano no unidos a los inmunocomplejos formados en
el paso b), y

f) detectar simultdneamente, por medio de un detector capaz de diferenciar los al menos dos grupos de particulas
mencionados anteriormente, los inmunocomplejos formados en el paso d) en cada particula, por lo cual se revela la
presencia o ausencia de anticuerpos especificos para SARS-CoV-2 y en el que se mide la fluorescencia del marcador
fluorescente para cuantificar los anticuerpos especificos para SARS-CoV-2 detectados,

en el que uno del primer y segundo polipéptido coronaviral deriva de la nucleoproteina (N) del SARS-CoV-2 y el otro
polipéptido coronaviral deriva de la subunidad S1 de la proteina espicula (S) del SARS-CoV-2.

2. El método de la reivindicacion 1, en el que la muestra se obtuvo del sujeto mas de 13 dias después de la infeccidn
por SARS-CoV-2.

3. El método de la reivindicacién 1 y la reivindicacion 2, en el que los grupos de particulas difieren uno de otro por sus
cddigos de identidad.

4. Uso del método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, para el diagnédstico de la infeccidén por SARS-
CoVv-2.

5. Un método para determinar si un sujeto logra una proteccién con una vacuna o un candidato a vacuna contra el
SARS-CoV-2 comprendiendo i) detectar mediante la realizacién del método de una cualquiera de las reivindicaciones
1 a 3, la presencia de anticuerpos especificos para SARS-CoV-2, y ii) concluir que el sujeto logra una proteccion con
la vacuna o candidato a vacuna cuando se detecta la presencia de anticuerpos especificos para SARS-CoV-2.

6. Un método para determinar si un sujeto debe ser vacunado contra SARS-CoV-2, comprendiendo dicho método i)
detectar, mediante la realizacion del método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, la presencia de
anticuerpos especificos para SARS-CoV-2, y ii) concluir que el sujeto tiene que ser vacunado cuando se detecta la
ausencia de anticuerpos especificos para SARS-CoV-2 o por el contrario no necesita ser vacunado si se detecta la
presencia de anticuerpos especificos para SARS-CoV-2.

7. Un kit para realizar el método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, comprendiendo las particulas y
los anticuerpos secundarios de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3.
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