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ABSTRACTO

En la publicacion titulada “Deteccidon del nuevo coronavirus 2019 (2019-nCoV) por RT-PCR en tiempo real” (Eurosurveillance 25 (8)
2020) los autores presentan un flujo de trabajo diagnostico y protocolo RT-qPCR para la deteccion y diagndstico de 2019-nCoV (ahora
conocido como SARS-CoV-2), que afirman estar validado, ademas de ser una metodologia de diagndstico sélida para su uso en
entornos de laboratorio de salud publica.

A la luz de todas las consecuencias que resultan de esta misma publicacidn para las sociedades de todo el mundo, un grupo de
investigadores independientes realiz6 una revision punto por punto de la publicacién mencionada en la que 1) todos los componentes
del disefio de prueba presentado se verificaron en forma cruzada, 2) el Las recomendaciones del protocolo RT-gPCR se evaluaron con
las buenas practicas de laboratorio, y 3) los parametros se examinaron frente a la literatura cientifica relevante que cubre el campo.
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El protocolo RT-gPCR publicado para la deteccion y el diagnéstico de 2019-nCoV y el manuscrito adolecen de numerosos errores
técnicos y cientificos, incluido un disefio de cebador insuficiente, un protocolo RT-gPCR problematico e insuficiente y la ausencia de
una validacion de prueba precisa. Ni la prueba presentada ni el manuscrito en si cumplen los requisitos para una publicacién cientifica
aceptable. Ademas, no se mencionan serios conflictos de intereses de los autores. Por Gltimo, el breve periodo de tiempo entre el envio
y la aceptacion de la publicacion (24 horas) significa que aqui no se llevé a cabo un proceso sistematico de revision por pares o fue de
mala calidad problematica. Brindamos evidencia convincente de varias deficiencias, errores y fallas cientificas.

Teniendo en cuenta las imperfecciones cientificas y metodologicas aqui presentadas, estamos seguros de que el consejo editorial de
Eurosurveillance no tiene mas remedio que retractarse de la publicacion.

INFORME DE REVISION CONCISA

Este articulo mostrard numerosos defectos graves en el articulo de Corman-Drosten, cuya importancia ha llevado a un diagnéstico
erréneo en todo el mundo de infecciones atribuidas al SARS-CoV-2 y asociadas con la enfermedad COVID-19. Nos enfrentamos a
estrictos bloqueos que han destruido la vida y los medios de subsistencia de muchas personas, el acceso limitado a la educacion y estas
restricciones impuestas por los gobiernos de todo el mundo son un ataque directo a los derechos basicos de las personas y sus
libertades personales, lo que resulta en dafios colaterales para economias enteras en un escala global.

Hay diez problemas fatales con el articulo de Corman-Drosten que describiremos y explicaremos con mayor detalle en las
siguientes secciones.

El primer y mayor problema es que el nuevo Coronavirus SARS-CoV-2 (en la publicacion denominada 2019-nCoV y en febrero de
2020 denominada SARS-CoV-2 por un consorcio internacional de expertos en virus) se basa en secuencias in silico (tedricas) ,
suministrado por un laboratorio en China [1], porque en ese momento los autores no disponian de material de control del SARS-CoV-2
infeccioso ("vivo") o inactivado ni del ARN genomico aislado del virus. Hasta la fecha, la autoria no ha realizado ninguna validacion
basada en virus SARS-CoV-2 aislados 0 ARN de longitud completa de los mismos. Segiin Corman et al .:

"Nuestro objetivo era desarrollar e implementar una metodologia de diagnéstico sélida para su uso en entornos de laboratorio de
salud publica sin tener disponible material de virus™. [1]

El enfoque aqui debe centrarse en los dos objetivos declarados: a) desarrollo yb) implementacion de una prueba de diagndstico para
su uso en entornos de laboratorio de salud publica . Estos objetivos no se pueden lograr sin disponer de material viral real (por
ejemplo, para determinar la carga viral infecciosa). En cualquier caso, solo un protocolo con la maxima precision puede ser el objetivo
principal y obligatorio en cualquier escenario-resultado de esta magnitud. La determinacion de la carga viral critica es informacion
obligatoria, y es responsabilidad del grupo de Christian Drosten realizar estos experimentos y proporcionar los datos cruciales.

Sin embargo, estas secuencias in silico se utilizaron para desarrollar una metodologia de prueba de RT-PCR para identificar el virus
mencionado. Este modelo se baso en la suposicion de que el nuevo virus es muy similar al SARS-CoV de 2003, ya que ambos son
beta-coronavirus.

Por lo tanto, la prueba de PCR se disefid utilizando la secuencia gendmica del SARS-CoV como material de control para el
componente Sarbeco; lo sabemos por nuestra comunicacion personal por correo electrénico con [2] uno de los coautores del articulo
de Corman-Drosten. Este método para modelar el SARS-CoV-2 se describi6 en el articulo de Corman-Drosten de la siguiente manera:

“El establecimiento y validacién de un flujo de trabajo de diagndéstico para la deteccion y confirmacion especifica de 2019-nCoV
disefiado en ausencia de aislados de virus disponibles 0 muestras originales de pacientes. El disefio y la validacion fueron posibles
gracias a la estrecha relacion genética con el SARS-CoV de 2003, y fueron ayudados por el uso de tecnologia de acido nucleico
sintético "

La reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa (RT-PCR) es una tecnologia biomolecular importante para detectar
rpidamente fragmentos de ARN raros, que se conocen de antemano. En el primer paso, las moléculas de ARN presentes en la muestra
se transcriben de forma inversa para producir ADNc. A continuacién, el ADNc se amplifica en la reaccion en cadena de la polimerasa
utilizando un par de cebadores especificos y una enzima ADN polimerasa termoestable. La tecnologia es muy sensible y su limite de
deteccion teéricamente es de 1 molécula de ADNCc. La especificidad de la PCR esta muy influenciada por errores de disefio
biomolecular.

¢ Qué es importante al disefiar una prueba de RT-PCR y la prueba cuantitativa de RT-qPCR descrita en la
publicacion de Corman-Drosten?

1. Los cebadores y sondas:

a) la concentracion de cebadores y sondas debe estar en el rango 6ptimo
(100-200 nM)



b) debe ser especifica del gen diana que desea amplificar

c) debe tener un porcentaje 6ptimo de contenido de GC en relacion con las bases nitrogenadas totales ( minimo 40%, méaximo 60%)
d) para el diagndstico de virus al menos 3 pares de cebadores deben detectar 3 genes virales (preferiblemente lo méas separados posible
en el genoma viral)

2. La temperatura a la que tienen lugar todas las reacciones:

a) temperatura de fusién del ADN (> 92 °)

b) temperatura de amplificacion del ADN (especifica de TagPol)

¢) Tm; la temperatura de hibridacién (la temperatura a la que los cebadores y las sondas alcanzan la unién / desprendimiento del
objetivo, que no debe exceder los 2 C por par de cebadores). Tm depende en gran medida del contenido de GC de los cebadores

3. El numero de ciclos de amplificacion (menos de 35; preferiblemente 25-30 ciclos);

En caso de deteccion de virus,> 35 ciclos solo detecta sefiales que no se correlacionan con virus infecciosos segtn lo determinado por
aislamiento en cultivo celular [revisado en 2]; Si alguien obtiene un resultado positivo mediante PCR cuando se usa un umbral de 35
ciclos 0 més (como es el caso en la mayoria de los laboratorios en Europa y los EE. UU.), la probabilidad de que dicha persona esté
realmente infectada es menos del 3%, la probabilidad de que dicho resultado es un falso positivo es del 97% [revisado en 3]

4. Validaciones biolégicas moleculares; Los productos de PCR amplificados deben validarse mediante la
ejecucion de los productos en un gel con una regla de ADN o mediante la secuenciacion directa de ADN.

5. Deben especificarse controles positivos y negativos para confirmar / refutar la deteccion de virus
especificos.

6. Debe haber un procedimiento operativo estandar (POE) disponible

SOP especifica inequivocamente los parametros anteriores, de modo que todos los laboratorios pueden configurar exactamente las
mismas condiciones de prueba. Tener un POE universal validado es esencial, porque permite la comparacion de datos dentro y entre
paises.

PREOCUPACIONES MENORES CON EL PAPEL DROSTEN CORMAN

1. En la Tabla 1 del articulo de Corman-Drosten, se indican diferentes abreviaturas: se especifica "nM", no "nm". Ademas, en lo que
respecta a la nomenclatura correcta, nm significa "nanémetro”, por lo tanto, nm debe leer nM aqui.

2. Es consenso general escribir secuencias genéticas siempre en la direccion 5'-3 ', incluidos los cebadores inversos. Es muy inusual

hacer una alineacion con la escritura complementaria inversa de la secuencia del cebador como lo hicieron los autores en la figura 2

del articulo de Corman-Drosten. Aqui, ademas, una base oscilante se marca como "y" sin descripcion de las bases que representan la
Y.

3. Dos errores engafiosos en el articulo de Corman-Drosten son que su Tabla 1 no incluye valores de Tm (valores de temperatura de
recocido), ni muestra valores de GC (nimero de G y C en las secuencias como% -valor de bases totales).

PRINCIPALES PREOCUPACIONES CON EL PAPEL CORMAN-DROSTEN
UN FONDO

Los autores presentan los antecedentes de su trabajo cientifico como: “El brote en curso del nuevo coronavirus recientemente surgido
(2019-nCoV) plantea un desafio para los laboratorios de salud publica, ya que los aislamientos de virus no estan disponibles mientras
existe evidencia creciente de que el brote esta mas extendido que inicialmente pensado, y la difusion internacional a través de los
viajeros ya se da .

Seguin BBC News [4] y Google Statistics [5], hubo 6 muertes en todo el mundo el 21 de enero de 2020, el dia en que se envi6 el
manuscrito. ;Por qué los autores asumieron un desafio para los laboratorios de salud publica cuando no habia evidencia sustancial en
ese momento que indicara que el brote estaba mas extendido de lo que se pensaba inicialmente?

Como objetivo, los autores declararon desarrollar e implementar una metodologia de diagndstico robusta para su uso en entornos de
laboratorio de salud publica sin tener material de virus disponible. Ademas, reconocen que “El presente estudio demuestra la enorme
capacidad de respuesta lograda a través de la coordinacion de laboratorios académicos y publicos en redes de investigacion nacionales
y europeas’.



B) METODOS Y RESULTADOS
1. Disefio de cebador y sonda
la) Concentraciones de cebador errdneas

Los protocolos de prueba de PCR fiables y precisos se disefian normalmente utilizando entre 100 nM y 200 nM por cebador [7]. En el
articulo de Corman-Drosten, observamos concentraciones de cebadores inusualmente altas y variables para varios cebadores (tabla
1). Para los pares de cebadores RdRp_SARSr-F y RdRp_SARSr-R, se describen 600 nM y 800 nM, respectivamente. De manera
similar, para el conjunto de cebadores N_Sarbeco_Fy N_Sarbeco_R, recomiendan 600 nM y 800 nM, respectivamente [1].

Debe quedar claro que estas concentraciones son demasiado altas para ser 6ptimas para amplificaciones especificas de genes diana. No

existe una razén especifica para utilizar estas concentraciones extremadamente altas de cebadores en este protocolo. Mas bien,
estas concentraciones conducen a un aumento de la unién inespecifica y a la amplificacion del producto de la PCR.

Tabla 1: Cebadores y sondas (adaptado del articulo de Corman-Drosten; se destacan las concentraciones de cebador erréneas)

Assay/use Oligonucleotide Sequence® Concentration®
RdRp_SARSr-F GTGARATGGTCATGTGTGGCGG Use@o@nM per reaction
Specific for 2019-nCoV, will not detect
RdRp_SARSr-P2 FAM-CAGGTGGAACCTCATCAGGAGATGC-BBQ RS
Use 100 nM per reaction and mix with P1
RdRP gene
Pan Sarbeco-Probe will detect 2019-nCoV,
RARP_SARSr-P1 FAM-CCAGGTGGWACRTCATCMGGTGATGC-BBQ SARS-EoVand bat-SARS:retated Cals;
Use 100 nM per reaction and mix with P2
RdRp_SARSr-R CARATGTTAAASACACTATTAGCATA Use @@‘ﬂM)per reaction
E_Sarbeco_F ACAGGTACGTTAATAGTTAATAGCGT Use qoo@per reaction
E gene E_Sarbeco_P1 FAM-ACACTAGCCATCCTTACTGCGCTTCG-BBQ Use 200 nm per reaction
E_Sarbeco_R ATATTGCAGCAGTACGCACACA Use 400 nm per reaction
N_Sarbeco_F CACATTGGCACCCGCAATC Use @ nm per reaction
N gene N_Sarbeco_P FAM-ACTTCCTCAAGGAACAACATTGCCA-BBQ Use 200 nm per reaction
N_Sarbeco_R GAGGAACGAGAAGAGGCTTG Use@nm per reaction

*Wis A/T; Ris G/A; Mis A/C; S is G/C. FAM: 6-carboxyfluorescein; BBQ: blackberry quencher.

> Optimised concentrations are given in nanomol per litre (nM) based on the final reaction mix, e.g. 1.5 uL of a 10 uM primer stock solution per
25 ul total reaction volume yields a final concentration of 600 nM as indicated in the table.

1b) Secuencias de cebador y sonda no especificadas (""oscilantes')

Para obtener resultados reproducibles y comparables, es esencial definir distintivamente los pares de cebadores. En el trabajo de
Corman-Drosten observamos seis posiciones no especificadas, indicadas por las letras R, W, My S (Tabla 2). La letra W significa que
en esta posicion puede haber una A o una T; R significa que puede haber una G o una A; M indica que la posicion puede ser una A o
una C; la letra S indica que puede haber una G o una C en esta posicion.

Este alto nimero de variantes no solo es inusual, sino que también es muy confuso para los laboratorios. Estas seis posiciones no
especificadas podrian facilmente dar como resultado el disefio de varias secuencias de cebadores alternativas diferentes que no se
relacionan con SARS-CoV-2 (2 cebadores RARp_SARSr_F distintos + 8 sondas RARp_SARS_P1 distintas + 4 RdARp_SARSr_R
distintos).Las variaciones de disefio conduciran inevitablemente a resultados que ni siquiera estan relacionados con el SARS
CoV-2. Por lo tanto, la descripcion confusa e inespecifica del articulo de Corman-Drosten no es adecuada como Protocolo
operativo estandar. Estas posiciones no especificadas deberian haberse disefiado de manera inequivoca.

Estas secuencias tambaleantes ya han creado una fuente de preocupacion en el campo y han dado lugar a una carta al editor escrita por
Pillonel et al. [8] sobre errores flagrantes en las secuencias descritas. Estos errores son evidentes en Corman et al. suplemento también.

Tabla 2: Cebadores y sondas (adaptado del articulo de Corman-Drosten; los nucleétidos no especificados (*"Wobbly™) en los
cebadores estan resaltados)



Assay/use Oligonucleotide Sequence® Concentration®

<CRdRp_SARSI-F> GTGARATGGTCATGTGTGGCGG Use 600 M per reaction
5 Specific for 2019-nCoV, will not detect
RdRp_SARSr-P2 FAM-CAGGTGGAACCTCATCAGGAGATGC-BBQ SARS-CoY,
Use 100 nM per reaction and mix with P1
RdRP gene
Pan Sarbeco-Probe will detect 2019-nCoV,
/ FAM-CCAGGTGG\@A@TCATC@GGTGATGC-BBQ SARS-CoV and bat-SARS-related CoVs.
y Use 100 nM per reaction and mix with P2
dRpfSA@” CP@‘\TGTTAAIJ@}CACTATTAGCATA Use 800 nM per reaction
E_Sarbeco,F" ACAGGTACGTTAATAGTTAATAGCGT Use 400 nm per reaction
E gene EfSarbe(,oLP1 FAM-ACACTAGCCATCCTTACTGCGCTTCG-BBQ Use 200 nm per reaction
E_Sarbeco R ' ATATTGCAGCAGTACGCACACA Use 400 nm per reaction
N;Sarbeco_F CACATTGGCACCCGCAATC Use 600 nm per reaction
N gene "N,‘SarbecoﬁP FAM-ACTTCCTCAAGGAACAACATTGCCA-BBQ Use 200 nm per reaction
{_N_sarbeco_R GAGGAACGAGAAGAGGCTTG Use 800 nm per reaction

@ 1@ @ @ FAM: 6-carboxyfluorescein; BBQ: blackberry quencher.
b Optimised comcentrations are given in nanomol per litre (nM) based on the final reaction mix, e.g. 1.5 uL of a 10 uM primer stock solution per

25 pL total reaction volume yields a final concentration of 600 nM as indicated in the table.

El protocolo de la OMS (Figura 1), que deriva directamente del articulo de Corman-Drosten, concluye que para confirmar la presencia
de SARS-CoV-2, se deben identificar dos genes de control (los genes E y RARp) en el ensayo. Cabe sefialar que el gen RdRd tiene una
posicién incierta ("tambaleante™) en el cebador directo (R = G/ A), dos posiciones inciertas en el cebador inverso (R=G/A;S=G/
C) y tiene tres posiciones inciertas en la sonda RdRp (W =A/T; R=G/A; M = A/ C). Por lo tanto, se pueden sintetizar dos
cebadores directos diferentes, cuatro cebadores inversos diferentes y ocho sondas distintas para el gen RdRd. jJuntos, hay 64
combinaciones posibles de cebadores y sondas!

El articulo de Corman-Drosten identifica ademas un tercer gen que, segun el protocolo de la OMS, no se validé méas y se considerd
innecesario:

"Es de destacar que el ensayo del gen N también funcion6 bien, pero no se sometié a una validacion adicional intensiva porque era
un poco menos sensible™.

Esta fue una omision lamentable, ya que seria mejor utilizar los tres genes PCR como ensayos de confirmacidn, y esto habria resultado
en un protocolo de herramienta de diagnéstico de deteccion de ARN de virus casi suficiente. Tres pasos de ensayo de confirmacion al
menos minimizarian los errores y las incertidumbres en cada paso de plegado con respecto a los puntos "tambaleantes”. (No obstante,
el protocolo adn no alcanzaria ninguna "buena practica de laboratorio”, si se tienen en cuenta todos los demas errores de disefio).

En su forma actual, el ensayo del gen N lamentablemente no se propone en la recomendacion de la OMS (Figura 1) como un tercer
paso de confirmacion obligatorio y crucial, ni se enfatiza en el articulo de Corman-Drosten como una garantia opcional importante
"para un flujo de trabajo de rutina”. (Tabla 2).

En consecuencia, en casi todos los procedimientos de prueba en todo el mundo, solo se utilizaron 2 coincidencias de cebadores
en lugar de las tres. Esta supervision hace que todo el protocolo de prueba sea inutil con respecto a la entrega de resultados de
prueba precisos de importancia real en una pandemia en curso.

Figura 1: El ensayo confirmatorio N-Gene no se enfatiza como un tercer paso necesario en la recomendacion oficial del
protocolo Drosten-Corman de la OMS a continuacion [8] ni se requiere como un paso crucial para una mayor precision de la
prueba en la publicacion de Eurosurveillance.



Background

We used known SARS- and SARS-related coronaviruses (bat viruses from our own studies
as well as literature sources) to generate a non-redundant alignment (excerpts shown in
Annex). We designed candidate diagnostic RT-PCR assays before release of the first
sequence of 2019-nCoV. Upon sequence release, the following assays were selected based
on their matching to 2019-nCoV as per inspection of the sequence alignment and initial
evaluation (Figures 1 and 2).

All assays can use SARS-CoV genomic RNA as positive control. Synthetic control
RNA for 2019-nCoV E gene assay is available via EVAg. Synthetic control for 2019-
nCoV RdRp is expected to be available via EVAg from Jan 21st onward.

First line screening assay: E gene assay
Confirmatory assay: RdRp gene assay

1c) Contenido de GC errdneo (discutido en 2c, junto con la temperatura de recocido (Tm))
1d) Deteccion de genes virales

No se recomienda la RT-PCR para el diagnéstico primario de infeccion. Esta es la razon por la que la prueba de RT-PCR utilizada en
la rutina clinica para la deteccién de COVID-19 no estéa indicada para el diagndstico de COVID-19 de forma reglamentaria.

“Los médicos deben reconocer la mayor precision y velocidad de las técnicas de diagndstico molecular para el diagnéstico de
infecciones, pero también deben comprender sus limitaciones. Los resultados de laboratorio siempre deben interpretarse en el
contexto de la presentacién clinica del paciente, y se requiere el lugar, la calidad y el momento adecuados para la recoleccién de la
muestra para obtener resultados confiables . [9]

Sin embargo, puede utilizarse para ayudar al médico en el diagnéstico diferencial cuando tiene que discriminar entre diferentes
infecciones del pulmoén (la gripe, la Covid-19 y el SARS tienen sintomas muy similares). Para un diagnéstico confirmatorio de un
virus especifico, se deben aplicar al menos 3 pares de cebadores especificos para detectar 3 genes especificos del

virus. Preferiblemente, estos genes diana deben ubicarse a la mayor distancia posible en el genoma viral (incluidos los extremos
opuestos).

Aunque el articulo de Corman-Drosten describe 3 cebadores, estos cebadores solo cubren aproximadamente la mitad del genoma del
virus. Este es otro factor que disminuye la especificidad para la deteccion de ARN del virus COVID-19 intacto y aumenta la cotizacion
de resultados falsos positivos.

Por lo tanto, incluso si obtenemos tres sefiales positivas (es decir, los tres pares de cebadores dan 3 productos de amplificacion
diferentes) en una muestra, esto no prueba la presencia de un virus. Un mejor disefio de cebador tendria cebadores terminales en
ambos extremos del genoma viral. Esto se debe a que todo el genoma viral estaria cubierto y tres sefiales positivas pueden
discriminar mejor entre un virus completo (y por lo tanto potencialmente infeccioso) y genomas virales fragmentados (sin
potencia infecciosa).Para inferir algo de importancia sobre la infectividad del virus, el gen Orfl, que codifica la enzima replicasa
esencial de los virus del SARS-CoV, deberia haberse incluido como diana (Figura 2). El posicionamiento de los objetivos en la region
del genoma viral que se transcribe de manera méas intensa y variable es otra debilidad del protocolo.

Kimy col. demuestran una expresion 3 'altamente variable de ARN subgendmico en Sars-CoV-2 [23]. Estos ARN se controlan
activamente como firmas para pacientes asintomaticos y no infecciosos [10]. Es muy cuestionable cribar una poblacion de personas
asintomaticas con cebadores gPCR que tienen 6 pares de bases cebador-dimero en el extremo 3 cebador de un cebador (Figura 3).
Al parecer, la OMS recomienda estos cebadores. Probamos todos los derivados de oscilacion del papel Corman-Drosten con la
herramienta web de dimero de imprimacién de Thermofisher [11]. El cebador directo RdRp tiene una homologia 3prime de 6 pb con
Sarbeco E Reverse. A altas concentraciones de imprimacion, esto es suficiente para crear inexactitudes.

Nota: existe una combinacion perfecta de uno de los cebadores N con un patégeno clinico (Pantoea), que se encuentra en pacientes
inmunodeprimidos. El cebador inverso también golpea a Pantoea, pero no en la misma regién (Figura 3).



Estos son errores de disefio graves, ya que la prueba no puede discriminar entre el virus completo y los fragmentos virales. La
prueba no se puede utilizar como diagnéstico para los virus del SARS.

Figura 2: Posiciones relativas de los objetivos de amplicén en el coronavirus del SARS y el genoma del nuevo coronavirus de
2019. ORF: marco de lectura abierto; RdRp: ARN polimerasa dependiente de ARN. Los nimeros por debajo del amplicén son
posiciones del genoma segiin SARS-CoV, NC_004718 [1];
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Figura 3: Una prueba con la herramienta de red de dimeros de cebadores de Thermofischer revela que el cebador directo
RdRp tiene una homologia primaria de 6 pb en 3 'con Sarbeco E Reverse (cuadro de la izquierda). Otra prueba revela que
existe una combinacion perfecta de uno de los cebadores N con un patogeno clinico (Pantoea) que se encuentra en pacientes
inmunodeprimidos (recuadro de la derecha).

Cross Primer Dimers:
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2. Temperaturas de reaccion
2a) Temperatura de fusion del ADN (> 92 °).
Adecuadamente abordado en el articulo de Corman-Drosten.

2b) temperatura de amplificacién del ADN.




Adecuadamente abordado en el articulo de Corman-Drosten.
2c) Contenido de GC y Tm erréneos

La temperatura de recocido determina a qué temperatura el cebador se adhiere / se desprende de la secuencia objetivo. Para una
amplificacion eficiente y especifica, el contenido de GC de los cebadores debe alcanzar un minimo del 40% y un méaximo del 60% de
amplificacion. Como se indica en la tabla 3, tres de los cebadores descritos en el articulo de Corman-Drosten no estan dentro
del rango normal para el contenido de GC. Dos cebadores (RdRp_SARSr_F y RdRp_SARSr_R) tienen valores GC inusuales y
muy bajos de 28% -31% para todas las variantes posibles de bases oscilantes, mientras que el cebador E_Sarbeco_F tiene un
valor GC del 34,6% (Tabla 3 y segundo panel de la Tabla 3) .

Cabe sefialar que el contenido de GC determina en gran medida la unién a su objetivo especifico debido a sus tres enlaces de
hidrégeno en el apareamiento de bases. Por tanto, cuanto menor es el contenido de GC del cebador, menor es su capacidad de union a
su secuencia de genes diana especifica (es decir, el gen que se va a detectar). Esto significa que para que se reconozca una secuencia
objetivo tenemos que elegir una temperatura que sea lo mas cercana posible a la temperatura de recocido real (valor de mejores
précticas) para que el cebador no se desprenda nuevamente, mientras que al mismo tiempo seleccionamos especificamente el secuencia
de destino.

Si el valor de Tm es muy bajo, como se observa para todas las variantes oscilantes de los cebadores inversos RdRp, los cebadores
pueden unirse de forma no especifica a varios objetivos, disminuyendo la especificidad y aumentando los posibles resultados falsos
positivos.

La temperatura de recocido (Tm) es un factor crucial para la determinacion de la especificidad / precision del procedimiento de qPCR
y esencial para evaluar la precision de los protocolos de gPCR. Recomendacion de mejores practicas: Ambos cebadores (directo e
inverso) deben tener un valor casi similar, preferiblemente el mismo valor.

Utilizamos el software de disefio de imprimaciones de uso gratuito Primer-BLAST [12, 25] para evaluar los valores de las mejores
précticas para todos los imprimadores utilizados en el articulo de Corman-Drosten (Tabla 3). Intentamos encontrar un valor de Tm de
60 ° C, mientras buscamos de manera similar el valor de% de GC més alto posible para todos los cebadores. Se consider6 aceptable
una diferencia maxima de Tm de 2 ° C dentro de los pares de cebadores. Al probar los pares de cebadores especificados en el articulo
de Corman-Drosten, observamos una diferencia de 10 ° C con respecto a la temperatura de recocido Tm para el par de cebadoresl
(RARp_SARSr_F y RdRp_SARSr_R). Este es un error muy grave y hace que el protocolo sea inGtil como herramienta de
diagnéstico especifica.

Pruebas adicionales demostraron que solo el par de cebadores disefiado para amplificar el gen N (N_Sarbeco_F y N_Sarbeco_R)
alcanzo el estandar adecuado para operar en una prueba de diagnostico, ya que tiene suficiente contenido de GC y la diferencia de Tm
entre los cebadores (N_Sarbeco_Fy N_Sarbeco_R ) es de 1,85 ° C (por debajo del méximo crucial de 2 ° C de diferencia). Es
importante destacar que este es el gen que no se probd en las muestras de virus (Tabla 2) ni se enfatiz6 como prueba de

confirmacion. Ademas de las temperaturas de fusion altamente variables y las secuencias degeneradas en estos cebadores, hay otro
factor que afecta la especificidad del procedimiento: los dNTP (0,4 uM) son 2 veces mas altos que los recomendados para una
amplificacion altamente especifica. También se afiade sulfato de magnesio adicional a la reaccion. Este procedimiento combinado con
una temperatura de recocido baja puede crear amplificaciones inespecificas. Cuando se requiere magnesio adicional para gPCR, la
especificidad del ensayo debe examinarse mas a fondo.

Los errores de disefio descritos aqui son tan graves que es muy poco probable que se produzca una amplificacion especifica del
material genético del SARS-CoV-2 utilizando el protocolo del articulo de Corman-Drosten.

Tabla 3: Contenido de GC de los cebadores y sondas (adaptado del articulo de Corman-Drosten; se destacan las aberraciones
del contenido de GC optimizado. El segundo panel muestra una lista de tablas de todos los valores de las mejores practicas de
Primer-BLAST para todos los cebadores y sondas utilizados en el articulo de Corman-Drosten del Prof.Dr. Ulrike Kdmmerer
y su equipo



Normal ranges for GC%: 40 - 60%; normal ranges for TM: 55-65°; Best-practise for qPCR in our case: 60° for both primers (reverse & forward)
Assay/use Oligonucleotide Sequence® Concentration®
GC% 59,09 @ — K RdRp_SARSr-F X GTGARATGGTCATGTGTGGCGG Use 600 nM per reaction
Specific for 2019-nCoV, will not detect
SARS-CoV.
‘ RdRp_SARSI-P2 FAM-CAGGTGGAACCTCATCAGGAGATGC-BBQ
Difference of | Use 100 nM per reaction and mix with P1
¢} | RARP gene -
almost 10 | Pan Sarbeco-Probe will detect 2019-nCoV,
RARP_SARSI-P1 FAM-CCAGGTGGWACRTCATCMGGTGATGC-BBQ SARS-CoV:and bat:SARS-related CoVs.
Use 100 nM per reaction and mix with P2
GC% 28,00 — RARp_SARSI-R D} @ CARATGTTAAASACACTATTAGCATA Use 800 nM per reaction
TM 58,29° <—— E_Sarbeco F_) < ACAGGTACGTTAATAGTTAATAGCGT Use 400 nm per reaction
E gene E_Sarbeco_P1 FAM-ACACTAGCCATCCTTACTGCGCTTCG-BBQ Use 200 nm per reaction
GC%4545%  TM60,93° <« -_ —_E_Sarbeco_.R_} «______ ATATTGCAGCAGTACGCACACA = Use 400 nm per reaction
N_Sarbeco_F CACATTGGCACCCGCAATC Use 600 nm per reaction
N gene N_Sarbeco_P FAM-ACTTCCTCAAGGAACAACATTGCCA-BBQ Use 200 nm per reaction
N_Sarbeco_R GAGGAACGAGAAGAGGCTTG Use 800 nm per reaction
"Wis A/T; Ris G/A; Mis A/C; S is G/C. FAM: 6-carboxyfluorescein; BBQ: blackberry quencher
® Optimised concentrations are given in nanomol per litre (nM) based on the final reaction mix, e.g. 1.5 pL of a 10 uM primer stock solution per
25 L total reaction volume yields a final concentration of 600 nM as indicated in the table.
GC ™ Search in MN908947 (first full genome from Wuihan, 12.01.2020)
Primer pairs Sequence (5°-3) Tes;'::::;e Length Start Stop Tm GC% Self 5' ity Self 3' i Product length (bp)
E_Sarbeco_F ACAGGTACGTTAATAGTTAATAGCGT Plus 26 26269 26294 58.29 34.62 8.00 8.00 113
E_Sarbeco_R ATATTGCAGCAGTACGCACACA Minus 22 26381 26360 60.93 45.45 7.00 1.00
N-Sarbeco_F CACATTGGCACCCGCAATC Plus 19 28706 28724 60.15 57.89 4.00 0.00 128
N-Sarbeco_R GAGGAACGAGAAGAGGCTTG Minus 20 28833 28814 58.00 55.00 3.00 1.00
RdRp_SARST-F GTGARATGGTCATGTGTGGCGG 22 63.74 59.09 4.00 to be added in next version
RdRp_SARST-R CARATGTTAAASACACTATTAGCATA 25 53.56 28.00 7.00
IfR=Gand $=G GTGAGATGGTCATGTGTGGCGG 22 63.74 59.09 4.00 1.00
CAGATGTTAAAGACACTATTAGCATA 26 55.22 30.77 7.00 5.00 not found in the Sequence
IfR=Gand $=C GTGAGATGGTCATGTGTGGCGG 22 63.74 59.09 4.00 1.00
CAGATGTTAAACACACTATTAGCATA 26 55.68 30.77 7.00 2.00
IfR=Aand S=G GTGAAATGGTCATGTGTGGCGG 22 62.58 54.55 4.00 1.00
CAAATGTTAAAGACACTATTAGCATA 26 54.23 26.92 7.00 5.00
IfR=Aand S=C GTGAAATGGTCATGTGTGGCGG 22 62.58 54.55 4.00 1.00
CAAATGTTAAACACACTATTAGCATA 26 54.69 26.92 7.00 2.00
Probes:
RdRp-SARST-P2 CAGGTGGAACCTCATCAGGAGATGC 25 64.89 56.00 6.00 5.00
RdRp-SARST-P1 CCAGGTGGWACRTCATCMGGTGATGC
E-Sarbeco-P1 ACACTAGCCATCCTTACTGCGCTTCG 26 66.78 53.85 4.00 2.00
N-Sarbeco-P ACTTCCTCAAGGAACAACATTGCCA 25 63.15 44.00 8.00 3.00

3. El numero de ciclos de amplificacion

Cabe sefialar que en ninguna parte del articulo de Corman-Drosten se menciona que una prueba sea positiva o negativa, o de hecho lo
que define un resultado positivo o negativo. Estos tipos de pruebas de diagnéstico viroldgico deben basarse en un POE, incluido un
numero fijo y validado de ciclos de PCR (valor Ct) después de los cuales una muestra se considera positiva o negativa. El valor Ct
maximo razonablemente confiable es de 30 ciclos. Por encima de un Ct de 35 ciclos, debe esperarse un nimero rapidamente creciente
de falsos positivos.

Los datos de PCR evaluados como positivos después de un valor de Ct de 35 ciclos son completamente poco fiables.

Citando a Jaafar et al. 2020 [3]: "En Ct = 35, el valor que usamos para informar un resultado positivo para la PCR, <3% de los cultivos
son positivos”. En otras palabras, no hubo un aislamiento exitoso del virus del SARS-CoV-2 con esos valores elevados de Ct.

Ademas, los estudios cientificos muestran que solo se detectan virus no infecciosos (muertos) con valores de Ct de 35 [22].

Entre 30 y 35 hay una zona gris, donde no se puede establecer con certeza una prueba positiva. Esta area debe excluirse. Por supuesto,
se pueden realizar 45 ciclos de PCR, como se recomienda en el protocolo de la OMS de Corman-Drosten (Figura 4), pero luego
también hay que definir un valor de Ct razonable (que no debe exceder los 30). Pero un resultado analitico con un valor Ct de 45 no
tiene ningun significado cientifico y diagnostico (un valor Ct razonable no debe exceder 30). Todo esto debe comunicarse con mucha
claridad. Es un error significativo que el articulo de Corman-Drosten no mencione el valor Ct maximo en el que una muestra puede



considerarse inequivocamente como un resultado de prueba positivo o negativo. Este importante limite de umbral de ciclo tampoco se
especifica en ninguna presentacion de seguimiento hasta la fecha.

Figura 4: Recomendacién del kit de RT-PCR en el protocolo oficial de la OMS de Corman-Drosten [8]. S6lo se puede
encontrar un valor de “ciclador” (ciclos) sin un Ct (valor de corte) correspondiente y cientificamente razonable. Este o
cualquier otro valor de ciclos no se encuentra en ninguna parte del documento Corman-Drosten real.

3. Discrimatory assay

RdRp assay:
MasterMix: Per reaction
Hz0 (RNAse free) 114
2x Reaction mix* 1254
MgSO«(50mM) 0.4 pl
BSA (1 mg/mi)** 1ul
Primer RIRP_SARSr-F2 165p GTGARATGGTCATGTGTGGCGG
(10 M stock solution)
Primer RARP_SARSr-R1 2pl CARATGTTAAASACACTATTAGCATA
(10 uM stock solution)
Probe RARP_SARSr-P2 05l FAM-CAGGTGGAACCTCATCAGGAGATGC-BBQ
(10 pM stock soiution)
SSIINTaq EnzymeMix* 1
Total reaction mix 204
Template RNA, add S5p
Total volume 254l

* Thermo Fischer/invitrogen: SuperScriptill OneStep RT-PCR System with Platinum® Taq DNA
Polymerase

** MgS04 (50 mM) [Sigma), This component is not provided with the OneStep RT-PCR kit

*** non-acetylated [Roche]

Cycler:
55°C 10
94°C 3
94°C 15"
58°C 30" |45

4. Validaciones biomoleculares

Para determinar si los productos amplificados son realmente genes del SARS-CoV-2, es esencial la validacion biomolecular de los
productos de PCR amplificados. Para una prueba de diagndstico, esta validacion es una necesidad absoluta.

La validacion de los productos de PCR se debe realizar procesando el producto de PCR en un gel de agarosa-EtBr al 1% junto con un
indicador de tamafio (regla de ADN o escalera de ADN) para poder estimar el tamafio del producto. El tamafio debe corresponder al
tamafio calculado del producto de amplificacion. Pero es incluso mejor secuenciar el producto de amplificacion. Este Gltimo dara un
100% de certeza sobre la identidad del producto de amplificacion. Sin validacién molecular, no se puede estar seguro de la identidad
de los productos de PCR amplificados. Teniendo en cuenta los graves errores de disefio descritos anteriormente, los productos de PCR
amplificados pueden ser cualquier cosa.

Tampoco se menciona en el articulo de Corman-Drosten el caso de pequefios fragmentos de gPCR (alrededor de 100 pb): podria ser un
gel de agarosa al 1,5% o incluso un gel de acrilamida.

El hecho de que estos productos de PCR no hayan sido validados a nivel molecular es otro error llamativo del protocolo, que
hace que cualquier prueba basada en él sea inatil como herramienta de diagnostico especifica para identificar el virus SARS-
CoV-2.

5. Controles positivos y negativos para confirmar / refutar la deteccién de virus especificos.

La suposicién no confirmada descrita en el articulo de Corman-Drosten es que el SARS-CoV-2 es el Unico virus del grupo del beta-
coronavirus similar al SARS que actualmente causa infecciones en humanos. Las secuencias en las que se basa su método de PCR son
secuencias in silico, suministradas por un laboratorio en China [23], ya que en el momento de desarrollo de la prueba de PCR no habia
material de control de SARS-CoV- infeccioso (“vivo™) o inactivado. 2 estaba disponible para los autores. Por lo tanto, la prueba de
PCR se disefi6 utilizando la secuencia del conocido SARS-CoV como material de control para el componente Sarbeco (Dr. Meijer,
coautor del articulo de Corman-Drosten en un intercambio de correo electrénico con el Dr. Peter Borger) [2].

Se supone que todas las personas que dan positivo en la prueba de RT-PCR, como se describe en el articulo de Corman-Drosten, son
positivas para las infecciones por SARS-CoV-2. Hay tres fallas graves en su suposicion. En primer lugar, una prueba positiva para las
moléculas de ARN descritas en el articulo de Corman-Drosten no puede equipararse a una "infeccién por un virus". Una prueba de
RT-PCR positiva simplemente indica la presencia de moléculas de ARN viral. Como se demostrd en el punto 1d (arriba), la prueba de
Corman-Drosten no fue disefiada para detectar el virus de longitud completa, sino solo un fragmento del virus. Ya llegamos a
la conclusidn de que esto clasifica la prueba como inadecuada como prueba de diagnéstico

para infecciones por el virus del SARS.



En segundo lugar, y de gran relevancia, la funcionalidad de la prueba RT-PCR publicada no se demostré con el uso de un control
positivo (ARN aislado del SARS-CoV-2), que es un estandar de oro cientifico esencial.

En tercer lugar, el articulo de Corman-Drosten afirma:

“Para demostrar que los ensayos pueden detectar otros virus relacionados con el SARS asociados a murciélagos, utilizamos el
ensayo del gen E para analizar seis muestras fecales derivadas de murciélagos disponibles de Drexler et al. /...] Und Muth et

al. /...J. Estas muestras positivas al virus procedian de murciélagos rinoléfidos europeos. La deteccion de estos valores atipicos
filogenéticos dentro del clado CoV relacionado con el SARS sugiere que es probable que se detecten todos los virus

asiaticos. Tedricamente, esto garantizaria una amplia sensibilidad incluso en el caso de multiples adquisiciones independientes de
variantes de virus de un reservorio animal ™.

Esta declaracion demuestra que el gen E utilizado en la prueba de RT-PCR, como se describe en el articulo de Corman-
Drosten, no es especifico del SARS-CoV-2.

Los cebadores del gen E también detectan un amplio espectro de otros virus del SARS.

El genoma del coronavirus es el mas grande de todos los virus de ARN que infectan a los humanos y todos tienen una estructura
molecular muy similar. Aln asi, el SARS-CoV1y el SARS-CoV-2 tienen dos huellas genéticas altamente especificas, que los
distinguen de los otros coronavirus. En primer lugar, una secuencia de huellas dactilares Unica (KTFPPTEPKKDKKKK) est4 presente
en la proteina N de SARS-CoV y SARS-CoV-2 [13,14,15]. En segundo lugar, tanto el SARS-CoV1 como el SARS-CoV2 no
contienen la proteina HE, mientras que todos los deméas coronavirus poseen este gen [13, 14].Por lo tanto, para detectar
especificamente un producto de PCR de SARS-CoV1 y SARS-CoV-2, se deberia haber elegido la region anterior en el gen N
como el objetivo de amplificacion. Una prueba de diagndstico confiable debe centrarse en esta region especifica del gen N como
prueba de confirmacién. La PCR para este gen N no fue validada ni recomendada como un gen de prueba por el articulo de
Drosten-Corman, debido a que “no es tan sensible” con la sonda original del SARS-CoV [1].

Ademas, la ausencia del gen HE tanto en el SARS-CoV1 como en el SARS-CoV-2 hace que este gen sea el control negativo ideal para
excluir otros coronavirus. El papel de Corman-Drosten no contiene este control negativo, ni contiene ninguin otro control negativo.Por
lo tanto, la prueba de PCR en el articulo de Corman-Drosten no contiene ni un control positivo Gnico ni un control negativo
para excluir la presencia de otros coronavirus. Este es otro defecto de disefio importante que clasifica la prueba como
inadecuada para el diagndstico.

6. El procedimiento operativo estdndar (POE) no esta disponible

Debe haber un procedimiento operativo estandar (POE) disponible, que especifique de manera inequivoca los parametros anteriores,
de modo que todos los laboratorios puedan establecer las mismas condiciones de prueba idénticas. Tener un POE universal validado es
esencial, porque facilita la comparacidn de datos dentro y entre paises. Es muy importante especificar todos los parametros del
cebador de forma inequivoca. Observamos que esto no se ha hecho.Ademas, no se especifica el valor Ct para indicar cuando una
muestra debe considerarse positiva o negativa. Tampoco se especifica cuando una muestra se considera infectada con los virus del
SARS-CoV. Como se muestra arriba, la prueba no puede discernir entre virus y fragmentos de virus, por lo que el valor Ct que indica
positividad es de crucial importancia. Este valor Ct deberia haberse especificado en el Procedimiento operativo estandar (POE) y
puesto en linea para que todos los laboratorios que realicen esta prueba tengan exactamente las mismas condiciones de

contorno. Sefiala a la ciencia defectuosa que tal POE no existe. Por lo tanto, los laboratorios son libres de realizar la prueba como lo
consideren apropiado, lo que resulta en una enorme cantidad de variacion. Los laboratorios de toda Europa se quedan con una multitud
de preguntas; que cartillas pedir? ;Qué nucleétidos llenar en los lugares indefinidos? ;Qué valor de Tm elegir? ;Cuéantos ciclos de
PCR se deben ejecutar? ;A qué valor Ct es positiva la muestra? ;Y cuando es negativo? ;Y cuantos genes probar? ¢ Deben probarse
todos los genes, o solo el gen E y RpRd, como se muestra en la Tabla 2 del articulo de Corman-Drosten? ;Deberia probarse también el
gen N? ;Y cual es su control negativo? ¢Cual es su control positivo?

El protocolo descrito es, lamentablemente, muy vago y erréneo en su disefio, por lo que uno puede ir en docenas de direcciones
diferentes. No parece haber ninguna estandarizacion ni un POE, por lo que no esta claro coémo se puede implementar esta
prueba.

7. Consecuencias de los errores descritos en 1-5: resultados falsos positivos.

La prueba de RT-PCR descrita en el articulo de Corman-Drosten contiene tantos errores de disefio biolégico molecular (ver 1-5) que
no es posible obtener resultados inequivocos. Es inevitable que esta prueba genere una gran cantidad de los llamados "falsos
positivos". La definicion de falsos positivos es una muestra negativa, que inicialmente obtiene una puntuacion positiva, pero que es
negativa después de volver a realizar la prueba con la misma prueba. Los falsos positivos son resultados positivos erréneos, es decir,
muestras negativas que dan positivo. Y esto es de hecho lo que se encuentra en el articulo de Corman-Drosten. En la pagina 6 del PDF
del manuscrito, los autores demuestran que, incluso en condiciones de laboratorio bien controladas, se genera un porcentaje
considerable de falsos positivos con esta prueba:



“En cuatro reacciones de prueba individuales, se observo una reactividad inicial débil, sin embargo, fueron negativas al volver a
realizar la prueba con el mismo ensayo. Estas sefiales no se asociaron con ningun virus en particular, y para cada virus con el que
se produjo una reactividad positiva inicial, hubo otras muestras que contenian el mismo virus en una concentracién mas alta pero
no dieron positivo. Dados los resultados de la amplia calificacion técnica descrita anteriormente, se concluyé que esta reactividad
inicial no se debid a la inestabilidad quimica de las sondas de PCR en tiempo real y muy probablemente a problemas de manejo
causados por la rapida introduccién de nuevas pruebas de diagndstico y controles durante esta evaluacion. estudio." [1]

La primera oracion de este extracto es una clara evidencia de que la prueba de PCR descrita en el articulo de Corman-Drosten
genera falsos positivos. Incluso bajo las condiciones bien controladas del laboratorio Charité de Gltima generacion, 4 de 310 pruebas
primarias son falsos positivos por definicion. Cuatro muestras negativas inicialmente dieron positivo, luego fueron negativas al volver
arealizar la prueba. Este es el ejemplo clésico de un falso positivo. En este caso los autores no los identifican como falsos positivos, lo
que es intelectualmente deshonesto.

Otra observacion reveladora en el extracto anterior es que los autores explican los falsos positivos como "problemas de manejo
causados por la rapida introduccion de nuevas pruebas de diagndstico”. Imagine los laboratorios que tienen que introducir la prueba sin
toda la informacién necesaria que normalmente se describe en un POE.

8. El articulo de Corman-Drosten no fue revisado por pares.

Antes de la publicacion formal en una revista académica, los articulos cientificos y médicos se certifican tradicionalmente mediante
una "revision por pares". En este proceso, los editores de la revista reciben el asesoramiento de varios expertos (“arbitros") que han
evaluado el articulo y pueden identificar debilidades en sus supuestos, métodos y conclusiones. Por lo general, una revista solo
publicard un articulo una vez que los editores estén satisfechos de que los autores han abordado las preocupaciones de los arbitros y
que los datos presentados respaldan las conclusiones extraidas en el articulo . Este proceso también se describe en Eurosurveillance
[16].

El articulo de Corman-Drosten se envi6 a Eurosurveillance el 21 de enero de 2020 y se aceptd para su publicacion el 22 de enero de
2020. El 23 de enero de 2020, el articulo estaba en linea. EI 13 de enero de 2020 se publicé la version 1-0 del protocolo en el sitio web
oficial de la OMS [17], actualizado el 17 de enero de 2020 como version de documento 2-1 [18], incluso antes de que se publicara el
articulo de Corman-Drosten el 23 de enero en Eurosurveillance.

Normalmente, la revisién por pares es un proceso que requiere mucho tiempo, ya que al menos dos expertos del campo tienen que leer
y comentar criticamente el documento enviado. En nuestra opinion, este documento no fue revisado por pares. Veinticuatro horas
simplemente no son suficientes para llevar a cabo una revision exhaustiva por pares. Nuestra conclusion esta respaldada por el hecho
de que encontramos una gran cantidad de fallas de disefio muy graves, que hacen que la prueba de PCR sea completamente inadecuada
como herramienta de diagndstico para identificar el virus SARS-CoV-2. Cualquier bidlogo molecular familiarizado con el disefio de
RT-PCR habria observado facilmente los graves errores presentes en el articulo de Corman-Drosten antes del proceso de revision

real. Le pedimos a Eurosurveillance el 26 de octubre de 2020 que nos enviara una copia del informe de revision por pares. Hasta la
fecha, no hemos recibido este informe y en una carta fechada el 18 de noviembre de 2020, el ECDC, como anfitrién de
Eurosurveillance, se neg6 a proporcionar acceso sin proporcionar razones cientificas sustanciales para su decision. Por el contrario,
escriben que "la divulgacion socavaria el proposito de las investigaciones cientificas". [24].

9. Autores como editores

Un dltimo punto es de gran preocupacion. Resulta que dos autores del articulo de Corman-Drosten, Christian Drosten y Chantal
Reusken, también son miembros del consejo editorial de esta revista [19]. Por lo tanto, existe un grave conflicto de intereses que
refuerza las sospechas de que el documento no fue revisado por pares. Parece que la publicacién rapida fue posible simplemente
porque los autores también formaban parte del consejo editorial de Eurosurveillance. Esta practica se clasifica como comprometida
con la integridad cientifica.

CATALOGO RESUMEN DE ERRORES ENCONTRADOS EN EL DOCUMENTO

El documento de Corman-Drosten contiene los siguientes errores especificos:

1. No existe una razon especifica para utilizar estas concentraciones extremadamente altas de cebadores en este protocolo. Las
concentraciones descritas conducen a un aumento de las uniones inespecificas y amplificaciones del producto de PCR, lo que hace que
la prueba no sea adecuada como herramienta de diagndstico especifica para identificar el virus SARS-CoV-2.

2. Seis posiciones oscilantes no especificadas introduciran una enorme variabilidad en las implementaciones de laboratorio del mundo
real de esta prueba; la descripcion confusa e inespecifica en el articulo de Corman-Drosten no es adecuada como Protocolo operativo

estandar, lo que hace que la prueba no sea adecuada como herramienta de diagndstico especifica para identificar el virus SARS-CoV-
2.



3. La prueba no puede discriminar entre el virus completo y los fragmentos virales. Por lo tanto, la prueba no se puede utilizar como
diagnéstico de virus intactos (infecciosos), lo que hace que la prueba no sea adecuada como herramienta de diagndstico especifica para
identificar el virus SARS-CoV-2 y hacer inferencias sobre la presencia de una infeccion.

4. Una diferencia de 10 ° C con respecto a la temperatura de hibridacién Tm para el par de cebadoresl (RdRp_SARSr_Fy
RdRp_SARSr_R) también hace que la prueba no sea adecuada como herramienta de diagnostico especifica para identificar el virus
SARS-CoV-2.

5. Un error grave es la omision de un valor Ct en el que una muestra se considera positiva y negativa. Este valor Ct tampoco se
encuentra en las presentaciones de seguimiento, lo que hace que la prueba no sea adecuada como herramienta de diagnostico especifica
para identificar el virus SARS-CoV-2.

6. Los productos de PCR no han sido validados a nivel molecular. Este hecho hace que el protocolo sea inatil como herramienta de
diagnéstico especifica para identificar el virus SARS-CoV-2.

7. La prueba de PCR no contiene un control positivo nico para evaluar su especificidad para el SARS-CoV-2 ni un control negativo
para excluir la presencia de otros coronavirus, lo que hace que la prueba no sea adecuada como herramienta de diagnéstico especifica
para identificar el SARS-CoV-2. virus.

8. El disefio de prueba en el articulo de Corman-Drosten es tan vago y defectuoso que uno puede ir en docenas de direcciones
diferentes; nada esté estandarizado y no hay POE. Esto cuestiona en gran medida la validez cientifica de la prueba y la hace
inadecuada como herramienta de diagndstico especifica para identificar el virus SARS-CoV-2.

9. Lo més probable es que el articulo de Corman-Drosten no haya sido revisado por pares, lo que hace que la prueba no sea adecuada
como herramienta de diagndstico especifica para identificar el virus SARS-CoV-2.

10. Encontramos graves conflictos de intereses para al menos cuatro autores, ademas del hecho de que dos de los autores del articulo
de Corman-Drosten (Christian Drosten y Chantal Reusken) son miembros del consejo editorial de Eurosurveillance. Se agreg6 un
conflicto de intereses el 29 de julio de 2020 (Olfert Landt es CEO de TIB-Molbiol; Marco Kaiser es investigador senior en
GenExpress y se desempefia como asesor cientifico de TIB-Molbiol), que no se declar6 en la version original (y aun lo es falta en la
version PubMed); TIB-Molbiol es la empresa que fue “la primera” en producir kits de PCR (Light Mix) basados en el protocolo
publicado en el manuscrito de Corman-Drosten y, segln sus propias palabras, distribuyeron estos kits de prueba de PCR antes de que
se publicara la publicacion. incluso presentado [20]; Ademas, Victor Corman y Christian Drosten no mencion6 su segunda afiliacion:
el laboratorio de pruebas comerciales "Labor Berlin". Ambos son responsables del diagnéstico de virus alli [21] y la empresa opera en
el &mbito de las pruebas de PCR en tiempo real.

A la luz de nuestro reexamen del protocolo de prueba para identificar el SARS-CoV-2 descrito en el
articulo de Corman-Drosten, hemos identificado errores y falacias inherentes que hacen que la prueba de
PCR del SARS-CoV-2 sea inatil.

CONCLUSION

La decision sobre qué protocolos de prueba se publican y se ponen a disposicion de todos esta directamente en manos de
Eurosurveillance. La decision de reconocer los errores aparentes en el articulo de Corman-Drosten tiene el beneficio de minimizar en
gran medida el costo humano y el sufrimiento en el futuro.

¢No le conviene a Eurosurveillance retractarse de este documento? Nuestra conclusion es clara. A la vista de todos los tremendos
defectos y errores de disefio del protocolo de PCR descritos aqui, concluimos: No queda mucha eleccion en el marco de la integridad y
la responsabilidad cientificas.
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