Anti-IgG / COYID-19 ELISA

Para la deteccion de anticuerpos IgG anti-SARS-CoV-2

Hoja de datos del producto.
Para uso exclusivo en investigacion.

Almacenamiento de 2 a 8 °C.
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Este kit es fabricado por:

Amunet S.A. de C.V.




1. Uso deseado

El kit Anti-lgG/COVID-19 ELISA, para la deteccién cualitativa de anticuerpos de clase IgG contra la
proteina de espiga S-ECD (proteina recombinante S1+S2) del virus SARS-CoV-2 en suero y plasma
humano.

"Solo para uso en investigacion. No para uso en procedimientos de diagndstico".

2, Resumen

La enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-19) es una pandemia en curso causada por el sindrome
respiratorio agudo severo coronavirus 2 (SARS-CoV-2). El primer caso conocido de COVID-19 se
identificd en diciembre de 2019 y actualmente se ha extendido por todo el mundo [1].

Hasta la fecha, no existe un fdrmaco antiviral suficientemente eficaz para tratar COVID-19. Por lo tanto,
el desarrollo de ensayos seroldgicos confiables es crucial, ademds, estos ensayos evalian la eficacia
de las vacunas aprobadas actualmente midiendo el nivel de anficuerpos producidos, determinando
su durabilidad e identificando umbrales de proteccion [2].

El SARS-CoV-2 cuenta con cuatro proteinas estructurales principales: espiga (S), envoltura (E),
nucleocdpside (N), proteinas de membrana (M). La glucoproteina S juega un papel relevante en la
infeccion de las células huésped y en su capacidad de fransmision. Es una proteina transmembrana,
comprende dos subunidades responsables de la unién al receptor de la célula huésped (subunidad S1)
y la fusidén de la membrana viral y celular (subunidad S2) [3]. La glucoproteina de superficie de pico (S)
es el objetivo antigénico principal para la mayoria de las vacunas y anticuerpos monoclonales (mAb)
actualmente en desarrollo o en ensayos clinicos en todo el mundo [4]. El dominio extracelular de la
proteina S (S-EDC, formado por los dominios S1 y S2) es blanco importante para la generaciéon de
anticuerpos. Se ha observado que la mayoria de los pacientes desarrollan anticuerpos después de los
10-11 dias de presentar sintomas [3, 5], por lo tanto, su andlisis representa la proteccion posterior a la
infeccion.

Aungue la RT-PCR sigue siendo el método de referencia para identificar la infeccidon aguda, a medida
que la pandemia de SARS-CoV-2 continia propagdndose, las pruebas serolégicas se han vuelto
esenciales para comprender la evolucion del paciente, asi como el comportamiento de la pandemia
[6].

3. Principio de la prueba

El kit Anti-lgG/COVID-19 ELISA es un inmunoensayo de incubacion en dos pasos. La placa de 96 pocillos
se encuentra recubierta con la proteina de espiga S recombinante (S-ECD) del SARS-CoV-2. Cuando la
muestra contiene anticuerpos IgG anti-S1 y/o anti-S2 del SARS-CoV-2, estos reconocerdn de forma
especifica la proteina S presente en el pozo, posteriormente al agregar el conjugado (anti-IgG
humano/HRP), el anti-lgG detectard a los anticuerpos de tipo IgG previamente unidos a la proteina
S-ECD en la placa. Esta interaccidon provocard que al agregar el sustrato TMB (3,3 ', 55'-
tetrametilbencidina) se observe una coloracién azul en el pozo. La solucidon de paro detendrd la
reaccién, transformando el color azul en seial amarilla, la cual se cuantifica con un lector de
microplacas a una absorbancia de 450 nm.
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4,

Reactivos y materiales suministrados

Reactivos y materiales del kit LR c?ntenedores/ Cantidad/unidades
unidades
:fé:s?clfél\slgrﬁveshdo con S-ECD 1 microplaca de 96 pozos 2 No Aplica
Buffer de Lavado (10X) 1 frasco 40 mL
Conjugado anti-lgG humano/HRP (100X) 1 tubo 120 pL
Solucién diluyente de muestra (10X) 1 frasco 20 mL
Solucién diluyente de conjugado 1 frasco 30 mL
Sustrato (TMB) 1 frasco 12mL
Solucién de Paro 1 frasco 12 mL
Blanco 1 tubo 2mL

[1] Las tiras de micropocillos se pueden usar por separado. Coloque los pocillos o tiras no utilizados en la bolsa
de almacenamiento sellable junto con el desecante y aimacene de 2-8 °C. Una vez abierto, su estabilidad se
mantiene durante 4 semanas a 2-8 ° C.

[2] 12 tiras de 8 pocillos cada una. Se presenta en un soporte para pozos blanco y sellado en una bolsa de
aluminio con desecante.

Reactivos vy materiales requeridos, pero no suministrados
Agua destilada.

Micropipetas y puntas desechables para micropipeta.

Depdsitos para residuos de reactivos y buffer (RPBI).

Toallas de papel o papel absorbente.

Lector de microplacas/ Espectrofotdmetro con capacidad de lectura de absorbancia a 450 nm
o doble longitud de onda a 450/600 ~ 650 nm.

Papel adherente para cubrir la placa.

Almacenamiento y preparaciéon de muestras

Se sugiere analizar las muestras inmediatamente después de su toma y separacién de suero o
plasma. En caso de no anadlizarse inmediatamente se debe separar el suero o plasma y
almacenarlo en congelacion (-20 °C) en dlicuotas. Se deben evitar multiples ciclos de
congelacién-descongelacion. Se recomienda analizar cada muestra minimo por duplicado.
Muestras de suero o plasma (con EDTA, citrato de sodio o heparina) pueden ser analizadas. No
se recomienda el andlisis de muestras lipémicas, ictéricas o con hemdlisis. No se deben utilizar
muestras con contaminacion microbiana visible.

Cuando sea necesario, se debe aplicar una agitacidén con vértex a las muestras de suero o
plasma a temperatura ambiente para garantizar la homogeneidad. Después, centrifugue las
muestras a 10,000 a 15,000 rom durante 5 minutos antes del ensayo para eliminar particulas
indeseables. No omita este paso de centrifugacién si las muestras se presentan turbias vy
contienen particulas suspendidas.
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7. Almacenamiento y estabilidad del kit

El kit debe almacenarse a 2-8 °C a su recepcion, en su caja, evitando exposiciones de luz. Todos los
reactivos deben equilibrarse a temperatura ambiente antes de su uso. Se debe refirar las tiras
recubiertas de antigeno no utilizadas de la microplaca, devolverlas a la bolsa de aluminio y sellar la
bolsa nuevamente. Una vez abiertas, las tiras pueden almacenarse a 2-8 °C por hasta un mes. Para
asegurar el méximo rendimiento, proteja los reactivos de la contaminacion con microorganismos o
productos quimicos durante el almacenamiento.

8. Preparacion de reactivos suministrados

8.1 Buffer de lavado (1X)

Prepare Buffer de lavado 1X mezclando el Buffer de lavado (40 mL) 10X con 360 mL de agua destilada.
Si se observan precipitados en la botella de Buffer de lavado 10X, caliente el contenedor en un bano
maria a 37 °C y mezcle hasta que desaparezcan los precipitados. El buffer de lavado 1X se puede
almacenar a 2-8 °C hasta por un mes.

8.2 Conjugado anti-lgG humano/HRP

Tomando en consideracion el total de pozos a usar, determine la cantidad de conjugado que deberd
usar. Por cada mL de solucién necesaria, se colocard 10 uL de conjugado concentrado y 990 yL de
solucién diluyente de conjugado. Homogenice previomente el conjugado concentrado y regrese
inmediatamente después de su uso a 2-8 ° C.

9. Preparaciéon de muestra

Prepare la muestra (suero o plasma) 1:100 diluyendo 10 pL de muestra en 990 uL de solucion diluyente
de muestra. El factor de dilucién se puede ajustar en funcidon del titulo de los anticuerpos en las muestras,
sin bajar de la proporcion 1:100.
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9.

Equilibre todos los reactivos a temperatura ambiente (20-25 ° C) durante al menos 30 minutos, antes de
usar.

Procedimiento del

ensayo

NUmero de paso

Actividad

Paso 1:
Mvuestras/Blanco

Agregue 100 pL de muestra previamente preparada y/o 100 uL de Blanco, al pocillo
correspondiente.

Usar una punta para pipeta desechable por cada muestra, para evitar contaminacion
cruzada.

Cubrir la placa e incubar a temperatura ambiente por 30 minutos.

Desechar la solucién de todos los pocillos, golpeando la placa sobre una toalla de
papel absorbente limpia para eliminar la soluciéon residual en cada pozo.

Paso 2: Lavar cada pocillo 5 veces, agregando 300 uL de solucién de lavado a cada uno.
Lavado Desechar la solucién de lavado de los pocillos en cada lavado.
Al terminar retirar completamente los residuos de la solucién de lavado golpeando la
placa contra un papel absorbente limpio.
Paso 3: Agregue 100 ulL de Solucién de conjugado anti-lgG humano/HRP a cada pocillo.
Deteccién Cubrir la placa e incubar a temperatura ambiente por 30 minutos.
Paso 4: . .
Lave cada pocillo 5 veces como se describe en el paso 2.
Lavado
Paso 5: .
‘s Agregue 100 pL de sustrato a cada pocillo.
Reaccion de . . .
.y Incube a temperatura ambiente durante 15 minutos. Proteja de la luz.
coloracion
Paso 6: Agregue 100 uL de Solucidn de paro a cada pocillo, golpee suavemente el marco de

Reaccién de paro

la placa durante unos segundos para garantizar una mezcla completa.

Paso 7:
Medicién

Mida la absorbancia de cada pocillo a 450 nm inmediatamente.
Nota: Leer la absorbancia dentro de los 10 minutos después de detener la reaccion
(después de la adicién de la solucién de paro).
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10, Control de calidad

Cada microplaca debe considerarse por separado al calcular e interpretar los resultados del ensayo,
independientemente del nUmero de placas procesadas simultdneamente.

Todos los resultados deben calcularse restando el valor de absorbancia del pozo blanco.

Los resultados de la prueba son vdlidos si se cumplen los criterios de control de calidad. Se recomienda
gue cada laboratorio establezca un sistema de control de calidad apropiado con material de conftrol
de calidad similar o idéntico a la muestra analizada.

El valor de absorbancia del pozo en blanco debe ser <0.100 determinado a 450 nm.

11, Resvltados esperados

Muestra Valor de D.O. detectada a 450 nm
Blanco <0.100
Muestras de pacientes con niveles de anticuerpos <0.500
IgG anti-SARS-CoV-2 menores al limite de deteccién -
Muestras de pacientes con presencia de anticuerpos >0.900

IgG anti -SARS-CoV-2

Se recomienda que cada laboratorio establezca su propio rango de referencia negativo y posifivo.
Ademds, también se recomienda que cada laboratorio incluya su propio panel de muestras de control
en el ensayo.

12, Limitaciones del procedimiento

A continuacién, se mencionan las limitaciones del procedimiento:

* Hiperlipidemia, muestras hemolizadas, muestras contfaminadas con microorganismos, muestras
con descongelamiento repetitivo y/o muestras inactivadas podrian afectar la precision del
ensayo y generar resultados errdneos.

* Las muestras con ictericia grave o contaminacion grave producirdn resultados incorrectos.

e La presencia de azida de sodio en la muestra afecta los resultados del ensayo. La azida de sodio
no se debe utilizar como conservador de muestras.

e Si la microplaca no se lava adecuadamente o presenta liquidos residuales, puede causar
alteraciones a los resultados.

e Sielintervalo de tiempo de adicidon de muestra o reactivos es demasiado largo, puede causar
alteraciones a la prueba vy los resultados.
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13.

Caracteristicas de desempeno

Reactividad cruzada: La reactividad cruzada del kit Anti-lgG/COVID-19 ELISA para la deteccidn
de anticuerpos IgG anti-SARS-CoV-2 se evalud por duplicado para distintos anticuerpos contra
Influenza A, VIH y otros Coronavirus. Ninguno de los anticuerpos reacciond de forma cruzada
con el kit, por lo tanto, no se generan resultados falsos positivos.

Interferencias endégenas/exégenas: Suero positivo a anticuerpos IgG anti-SARS-CoV-2 y suero
negativo a anticuerpos IgG anti-SARS-CoV-2 fue enriquecido con una de las siguientes
sustancias a concentraciones especificadas y probado en multiples repeticiones. No se
enconftraron resultados de falsa positividad o falsa negatividad.

Sustancia de interferencia Concentracion Resultado
Bilirrubina 4.76 mg/mL Sin interferencia
Colesterol 163 mg/mL Sin interferencia
Creatinina 3.84 mg/mL Sin interferencia
Glucosa 200 mg/mL Sin interferencia

Cafeina 20 mg/mL Sin interferencia

Urea 103 mg/mL Sin interferencia

Acido acetilsalicilico 10 mg/mL Sin interferencia
Acido ascérbico 10 mg/mL Sin interferencia
Acetaminofén 10 mg/mL Sin interferencia

Sensibilidad, Especificidad y Precision:

Método RT-PCR
RESULTADO Positivo (+) | Negativo (-) Total
Anti-lgG/COVID-19 ELISA|  Positivo (+) 56 ) -
Negativo (-) 1 114 115
Resultados totales 57 116 173

Sensibilidad Relativa: 98.25%

(95% Cl *: 94.29% ~ 99.4%)

Especificidad Relativa: 98.28% (95% Cl *: 94.34% ~ 99.41%)

Precision Global: 98.27%
*Intervalo de Confianza

(95% ClI *: 94.32% ~ 99.41%)

Se analizaron 173 muestras de pacientes con diagndstico previo positivo a SARS-CoV-2 por RT-PCR
para buUsqueda de anticuerpos IgG.
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14,

1.

10.
11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Precauciones y seguridad

Los ensayos ELISA son sensibles al fiempo y a la temperatura. Para evitar resultados incorrectos, se
recomienda seguir los pasos del procedimiento de ensayo.

No infercambie reactivos de diferentes lotes ni use reactivos de ofros kits disponibles
comercialmente. Los componentes del kit se combinan con precision para un rendimiento
6ptimo de los ensayos.

Asegurese de que todos los reactivos no presenten fecha de caducidad vencida (indicada
en la caja del kit). No use reactivos con fecha de caducidad vencida (indicada en las
etiquetas o cajas).

PRECAUCION: Paso critico. Permita que los reactivos y las muestras alcancen la temperatura
ambiente (20-25 © C) antes de su uso. Agite el reactivo suavemente antes de usar, teniendo
la precaucion de no generar espuma. Regrese a 2-8 °C inmediatamente después de su uso.
Use solo el volumen suficiente de muestra cdmo se indica en los pasos del procedimiento de
ensayo, de lo contrario, puede provocar baja sensibilidad del ensayo.

No toque el fondo exterior de los pozos, las huellas digitales o los rasgunos pueden interferir
con la lectura. Al leer los resultados, asegurese de que el fondo de la placa esté seco y que
no haya burbujas de aire dentfro de los pozos.

Nunca permita que los pozos de la microplaca se sequen después del paso de lavado.
Inmediatamente proceda al siguiente paso. Evite la formacion de burbujas de aire al
agregar los reactivos.

Evite interrupciones prolongadas de los pasos del ensayo. Asegure las mismas condiciones
de trabajo para todos los pozos.

Calibre la pipeta con frecuencia para asegurar la precisibn de la distribuciéon de
muestras/reactivos. Use puntas para micropipeta diferentes para cada muestra y reactivos
para evitar contaminaciones cruzadas.

Al agregar muestras o reactivos, no toque el fondo del pozo con la punta de la pipeta.
Mida con un lector de placa o espectrofotdmetro, determine la absorbancia a 450 nm.

La actividad enzimdtica del conjugado HRP podria verse afectada por el polvo vy los
guimicos reactivos y/o sustancias como hipoclorito de sodio, dcidos, dlcalis, etc. No realice
el ensayo en presencia de estas sustancias y utilice siempre puntas nuevas.

Todas las muestras de origen humano deben considerarse potencialmente infecciosas. El
cumplimiento estricto de las buenas prdcticas de laboratorio (BPL) puede garantizar la
seguridad del personal.

Nunca coma, beba, fume o apliqgue cosméticos en el laboratorio de andlisis.

Los productos quimicos deben manipularse y eliminarse solo de acuerdo con las buenas
prdcticas de laboratorio vigentes y las reglamentaciones locales o nacionales aplicables.
Las puntas de las pipetas, los viales, las tiras y los recipientes de muestras deben recogerse y
esterilizarse en autoclave durante no menos de 15 min a 15 psi o tratarse con hipoclorito de
sodio al 10% durante 30 minutos para descontaminar antes de cualquier paso adicional de
eliminacioén. Las soluciones que contienen hipoclorito de sodio nunca deben esterilizarse en
autoclave. Las hojas de datos de seguridad de los materiales (MSDS) se encuentran
disponibles a solicitud del interesado.

Algunos reactivos pueden causar toxicidad, irritacién, quemaduras o tener un efecto
cancerigeno. Se debe evitar el contacto con la piel y mucosas.

La solucién de paro es un dcido, Uselo con el cuidado apropiado, limpie los derrames
inmediatamente y lave sus manos con abundante agua si entra en contacto con la piel o
los ojos.
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15. Resumen del procedimiento de la prueba

Agregar en los pozos correspondientes:
. 100 pyL de muestra
. 100 yL de blanco.

Incubar a temperatura ambiente por 30 min.

l

Retire residuos. Lavar con 300 ylL de solucidén de
lavado, repitiendo 5 ocasiones.

l

Agregue 100 pL de Conjugado.

Incube a temperatura ambiente por 30 min.

Retire residuos. Lavar con 300 ylL de solucién de
lavado, repitiendo 5 ocasiones.

l

Agregue 100 L de Soluciéon de sustrato a cada
pocillo.

l

Incubar a temperatura ambiente durante 15
minutos.
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9 Agregue 100 L de Solucidon de paro a cada pocillo.

l

‘I O Mida la absorbancia de cada pocillo a 450 nm

M Positivo

Interprete los resultados. .
1 1 P v &l Negativo
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18, Simbologia vtilizada

Simbolo

Descripcion
IVD Dispositivo médico para diagndstico in vifro
REF NUmero de catdlogo

Lote

Fabricante

Fecha de fabricacion

Fecha de caducidad

No use si el empaque se encuentra danado

™
Rl
=
®
L]

Consulta instrucciones de uso

J[ o
+2°C

Temperatura limite 2°C~8°C.

Contiene 96 pozos

No se reUse

Precaucién

F >

Mantener seco

Para mds informacién ingresa a:

www.amunet.com.mx




