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Procedimiento de la OMSA para el registro de los kits de diagndstico
Resumen de los estudios de validacion

Nombre del kit de diagnéstico: Kit de diagnéstico rapido BIONOTE® Rapid MERS-CoV Ag (kit BRM)
Fabricante: BioNote, Inc.

Numero de procedimiento/aprobacion: 20160212

Fecha de registro: mayo de 2016

Fecha de renovaciéon: mayo de 2023

Enfermedad: Sindrome respiratorio de Oriente Medio

Agente patégeno: Coronavirus del sindrome respiratorio de Oriente Medio (MERS-CoV)

Tipo de prueba: Ensayo inmunocromatografico

Objetivo de la prueba: Certificado por la OMSA como apto para la deteccion cualitativa en el laboratorio de antigenos

del coronavirus del sindrome respiratorio de Oriente Medio (MERS-CoV) a partir de hisopos nasales de dromedarios,
para los siguientes fines:

- Deteccion de rebafios infectados por MERS-CoV (prueba de rebafio) con animales con infeccion aguda y con
cargas viricas altas;

- Cuando se utiliza como prueba complementaria, para estimar la prevalencia de la infeccion con el fin de facilitar el
analisis del riesgo, por ejemplo, en estudios, planes de sanidad a nivel de rebafios o programas de control de
enfermedades

Especies y muestras: Hisopos nasales de dromedarios

1. Informacién sobre el kit de diagnéstico
Por favor, consultese el prospecto del kit, disponible en la pagina web de Registros de la OMSA o contactando
con el fabricante en

Enlace a la pagina web: www.bionote.co.kr
Correo electronico: bionote@bionote.co.kr

2. Resumen de los estudios de validaciéon

Especificidad analitica

Conclusién: El kit BRM no presenta reactividad cruzada con los coronavirus del camello (DcCoV UAE-HKU23), COVID-
19 (SARS-CoV-2) y otros coronavirus (HCoV-229E, HCoV-NL63, HCoV-OC43, RbCoV HKU14 y Ty-Bat CoV HKU4).
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Tabla 1. Especificidad analitica

Resultado del kit

Virus BRM
. Coronavirus humano 229E (HCoV-229E) Negativo
Coronavirus alfa
Coronavirus humano NL63 (HCoV-NL63) Negativo
Coronavirus humano OC43 (HCoV-OC43) Negativo
Embecovirus Coronavirus del conejo HKU14 (RbCoV HKU14) Negativo
Coronavirus del dromedarioUAE-HKU23 (DcCoV UAE- Neaativo
HKU23) 9

Coronavirus Coronavirus del sindrome respiratorio agudo grave 2

beta Sarbecovirus (SARS-CoV-2) Negativo
Coronavirus del sindrome respiratorio de Oriente Medio o
(MERS-CoV) Positivo
Merbecovirus - — -
Coronavirus del murciélago Tylonycteris HKU4 (Ty-Bat Neaativo
CoV HKU4) 9

Sensibilidad analitica
Conclusion:

Experimento 1. El kit de diagnéstico rapido BIONOTE® Rapid MERS-CoV Ag (kit BRM) detecté hasta 3,125 ng/ml de
antigeno de nucleocapside recombinante de MERS CoV.

Experimento 2. Para la prueba del limite de deteccion se utilizaron hisopos nasales de camello negativos, recogidos en el
Central Veterinary Research Laboratory (CVRL) de Dubai (EAU), y liquido de cultivo de MERS-CoV. El liquido de cultivo
de MERS-CoV se diluy6 a la mitad y se analizé simultdneamente con la RT-PCR en tiempo real para los genes UpE y
Orflb (Corman et al., 2012). En los experimentos realizados con el liquido de cultivo de MERS-CoV, el kit BRM puede
detectar hasta 1,63x102 DICTso/mL, lo que corresponde a un valor CT de UpE de 32,51 y un valor CT de ORF1b de 34,93
segun el analisis molecular realizado simultaneamente.

Repetibilidad

La variacién entre ejecuciones se evalud utilizando cuadruplicados de 5 muestras internas (una fuerte, una media, una
débil y dos negativas) en cuatro ejecuciones realizadas por un técnico. La variacidn entre ejecuciones se evalué utilizando
triplicados de 5 muestras internas en 30 ejecuciones realizadas por 3 técnicos en dias distintos. La variacion entre lotes
se evalué utilizando 5 muestras internas analizadas por parte de 1 técnico en un Unico dia.

Conclusién: Todos los valores de CV intra-ejecucion, entre ejecuciones y entre lotes se situaron claramente por debajo
del 5%.

Caracteristicas diagnésticas:

Determinacion del umbral y estimaciones de la sensibilidad (DSe) y de la especificidad (DEs) diagndsticas:

Conclusion: El kit de diagndstico rapido BIONOTE® Rapid MERS-CoV Ag es una prueba cualitativa. La presencia de la
linea purpura tanto en la posiciéon de control (C) como en la de muestra problema (T) se considera la determinacion del
umbral. La muestra problema es positiva cuando aparecen dos lineas (tanto linea C como linea T) y negativa cuando
s6lo aparece la linea C. Las lineas consisten en la inmunorreaccién del conjugado a oro y los analitos diana. El
conjugado a oro consiste en oro coloidal y anticuerpo del CoV MERS. El umbral esta determinado por la sensibilidad
analitica como 10° DICTso (Dosis que resultaria Infectiva en el 50% de los Cultivos Tisulares).
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Tabla 22. Estimaciones de la sensibilidad (DSe) y de la especificidad (DEs) diagnésticas relativas

Método analitico evaluado Especies de destino
N (66)
Sensibilidad diagnéstica DSe (93,9%)
Cl (85,20-98,32%)
N (523)
Especificidad diagnéstica DEs (99,6%)
Cl (98,63-99,95%)

Tabla 2b. Tabla 2x2 para DEs y DSe relativas

rRT-PCR para UpE y Orf1a
Resumen Total
POS NEG
POS 62 2 64
Kit BRM
NEG 4 521 525
Total 66 523 589

Reproducibilidad
Reproducibilidad analitica

La reproducibilidad se evalud en tres centros utilizando un panel de referencia de cédigos enmascarados. Los paneles
fueron analizados usando tres lotes diferentes en 21 ejecuciones y en 3 centros diferentes por parte de un técnico cada
dia, durante tres dias. Cada centro utiliz6 paneles de referencia positivos y negativos para cada uno de los dias.
Conclusién: El CV de la reproducibilidad del ensayo entre distintos centros es del 3~11%.

Reproducibilidad diagnostica

El objetivo de esta comparacion entre laboratorios fue determinar la reproducibilidad de la PCR en tiempo real y del kit
BRM para detectar el MERS-CoV en muestras reales de hisopos nasales recogidas en medios de transporte en tres
laboratorios participantes.

[Fecha de la prueba]l: octubre de 2015

[Lugar de la prueba] Tres laboratorios participaron en la comparacion internacional entre laboratorios del kit BRM. (Los
participantes también analizaron muestras mediante PCR en tiempo real y los resultados se muestran Unicamente a titulo
informativo).

1. Autoridad en materia alimentaria de Abu Dhabi (ADFCA)

Ubicacién: Emiratos Arabes Unidos

Estado: Abu Dhabi

Nivel de experiencia: técnico altamente cualificado
Acreditacion: ISO 17025

2. Laboratorio de la King Faisal University (KFU)

Ubicacioén: Reino de Arabia Saudita

Estado: Al-Hasa

Nivel de experiencia: técnico altamente cualificado
Acreditacion: ISO 17025

3. Laboratorios de biologia y genética molecular (MBG)

Ubicacién: Emiratos Arabes Unidos
Estado: Dubai
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Nivel de experiencia: técnico altamente cualificado
Acreditacién: ISO 17025

[Materiales]

1. Informacion sobre el panel analizado

El panel consté de 6 muestras positivas y 4 negativas. Las muestras se prepararon a partir de muestras de historial
conocido. Se tomaron alicuotas de las muestras en porciones de 300 pl y se conservaron en viales de 2 ml. Las

muestras problema se prepararon a partir de hisopos nasales de camellos positivos y negativos al MERS.

2. Condiciones de transporte

Las muestras se enviaron a los participantes en el mes de octubre de 2015. Cada participante recibié una caja con los
materiales a analizar (diez viales de 2 ml que contenian 300 ul de cada muestra). Las muestras se congelaron y se

enviaron con hielo seco a los laboratorios.
[Resultado]
Kit de diagnéstico rapido BIONOTE® Rapid MERS-CoV Ag

Las muestras fueron analizadas en cada laboratorio utilizando el kit BRM y la PCR en tiempo real. Los resultados del kit
BRM de tres participantes se ilustran en la Tabla 3, a continuacion.

Tabla 3. Resultados del kit BRM obtenidos por los tres participantes

mﬁgfra Res”'t?g:’izi‘;z‘l’)e’ad°s KFU, Arabia Saudita LAB MBG VLD- ADFCA
1 Positivo Positivo Positivo Positivo
2 Positivo Positivo Positivo Positivo
3 Negativo Negativo Negativo Negativo
4 Positivo Positivo Débilmente Positivo Positivo
5 Positivo Positivo Débilmente Positivo Positivo
6 Negativo Negativo Negativo Negativo
7 Positivo Positivo Positivo Positivo
8 Negativo Negativo Negativo Negativo
9 Negativo Negativo Negativo Negativo
10 Positivo Positivo Positivo Positivo

PCR en tiempo real

Las muestras también fueron analizadas por los 3 participantes mediante PCR en tiempo real. Los resultados de la
PCR en tiempo real de ADFCA (Abu Dhabi, EAU) se basan en upE y en el kit gqPCR de Roche para MERS-CoV, en el
que el gen Orf1a es el objetivo. Los resultados obtenidos por la KFU (Arabia Saudi) con la PCR en tiempo real se
obtuvieron con el kit del CDC (Center for Disease Control) de gPCR para la deteccién del gen upE del MERS-Co V, en
el que el gen N2 es la diana. Los resultados de la PCR en tiempo real obtenidos en MBG (Dubai, EAU) se basan en el
segundo Derivative Max Analysis. Los resultados cualitativos y cuantitativos de la PCR en tiempo real de cada
participante se indican en la Tabla 4, a continuacién.

Se llegd a la conclusion de que el resultado "Sin valor CT" era claramente negativo. Cuando los valores CT eran
superiores a 35, las interpretaciones eran diferentes para cada laboratorio, pero cuando se realizaban otras PCR, las
interpretaciones se hacian junto con los resultados. Dado que, segun el CDC, para que las muestras se consideren
positivas para CoV MERS deben dar positivo para dos dianas genéticas distintas (por ejemplo, upE y N2 o N2y N3 o
upE y N3, etc.), ambas dianas deben ser positivas para que las muestras puedan ser interpretadas como positivas.
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Tabla 4. Resultados de la PCR en tiempo real obtenidos por los tres participantes

KFU, Arabia Saudita LAB MBG VLD- ADFCA
N° de Rfs:l(t:a: Dl Valor CT ekt R(Iesgléa: B al 2’ Derivative |Resultado de| Valor CT Valor CT
muestra ti:m - :agl para upE p;;a ti:m - rz?al Max Analysis la PCR para upE para Orf1a
p P

1 Positivo 21,33 16,65 Positivo 19,59 Positivo 23,65 241

2 Positivo 16,01 15,97 Positivo 19,61 Positivo 23,34 23,84

3 Negativo | Sin valor Ct | Sin valor Ct| Ambiguo** >35 Negativo | Sin valor Ct | Sin valor Ct
4 Positivo 19,95 18,16 Positivo 21,2 Positivo 24,8 24,68

5 Positivo 25,9 19,03 Positivo 21,15 Positivo 24,89 24,51

6 Negativo | Sin valor Ct | Sin valor Ct| Ambiguo** >35 Negativo | Sin valor Ct | Sin valor Ct
7 Positivo 20,06 19,86 Positivo 19,22 Positivo 23,16 23,26

8 Negativo | Sin valor Ct | Sin valor Ct| Ambiguo** >35 Negativo | Sin valor Ct | Sin valor Ct
9 Negativo | Sin valor Ct 39,95* Ambiguo** >35 Negativo | Sin valor Ct | Sin valor Ct
10 Positivo 22,16 18,95 Positivo 20,84 Positivo 24 23,87

* La muestra 9 dio un valor de Ct ambiguo, de 39,95, en la qPCR para N2, y no dio ningun valor Ct para upE; por lo tanto, la KFU

la consideré negativa.

**En el caso del laboratorio MBG, el valor de corte Ct es 35; toda amplificacion mas alla de 35 se considera un valor ambiguo.

[Conclusion]

Las pruebas de comparacion entre laboratorios del kit BRM con un panel formado por 6 muestras positivas para y 4
muestras negativas para 4 MERS, realizadas en 3 laboratorios diferentes, mostraron una concordancia del 100% de los
resultados del kit BRM al utilizar las pruebas moleculares de los centros KFU y VLD como pruebas de referencia. Se
excluyeron los resultados del ensayo realizado en el centro MGB porque en este ensayo no se obtuvo ningun resultado
negativo.

Otras pruebas
Se realizaron otras pruebas con muestras de hisopos nasales de camello, 12 positivos y 18 negativos, mediante el kit
BRM, la RT-PCR del MERS-CoV, la PCR en tiempo real del MERS-CoV y la PCR en tiempo real del DcCoV UAE-HKU23.

La especificidad y sensibilidad relativas del kit de diagndstico rapido de MERS-CoV Ag, en comparacion con la qPCR,
fueron del 100% (18/18) y del 91,7% (11/12), respectivamente (Lau, Susanna Kar-Pui, et al., 2022).

Tabla 5. Tabla de 2x2

PCR en tiempo real para MERS-CoV
Positivo Negativo Total
Kit de Positivo 11 0 11
diagnéstico Negativo 1 18 19
Mé;‘;f'&?,eAg Total 12 18 30
Sensibilidad 91,7%
Especificidad 100%

Conclusiones

El kit BRM ha mostrado ser menos sensible que las PCR en tiempo real. Es probable que las muestras con una carga
virica inferior al limite de deteccion del kit BRM den negativo en el kit BRM. Es una observacion habitual que las pruebas
de antigenos sean notablemente menos sensibles que las PCR en tiempo real. Los camellos infectados por MERS-CoV-
2 pueden excretar un nivel bajo de ARN virico durante un periodo prolongado (varias semanas). No obstante, el virus
infeccioso solo se detecta principalmente durante la primera semana tras la infeccion (Adney et al., EID 2014).
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En resumen, el kit BRM puede detectar una muestra positiva con una carga virica alta y seria util como prueba de cribado
para una identificaciéon rapida de camellos altamente infecciosos, lo cual permitiria una gestion oportuna del riesgo (por
ejemplo, la aplicacion de cuarentena). Dado que esta prueba de antigenos podria no detectar algunos camellos positivos
al MERS que tengan una carga virica baja (por ejemplo, los de inicio temprano), un resultado negativo en la prueba no
puede excluir completamente la infeccién por MERS-CoV. La prueba BIONOTE tiene una ventana diagnostica estimada
de 1~7 dias (claramente distinta a la de la PCR en tiempo real, que es de 1-35 dias). Es probable que las muestras
que se tomen una vez transcurrido este periodo de tiempo den negativo en la prueba Bionote (véase también el protocolo
detallado para la toma, conservacion y transporte de las muestras, en el prospecto del kit).

Cuando se utilice el kit de diagndstico BRM, debe seguirse el algoritmo de diagndstico que figura en las instrucciones de
uso. Si la prueba es negativa y el animal presenta signos clinicos, es necesario seguir investigando. Tal situacion podria
explicarse por un titulo virico bajo, inferior al limite de detecciéon de la prueba rapida de antigeno. En este caso, los
siguientes pasos consistiran en la repeticion de la prueba en los camellos negativos a intervalos de 2-3 dias para detectar
el antigeno virico, ya que es probable que este aumente poco después de la infeccion. Fijamos el intervalo de seguimiento
en 2~3 dias, porque la prueba rapida de antigeno podria detectar el antigeno del MERS-CoV en 7 dias tras el inicio de la
infeccion.
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