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Uso previsto

El ensayo QuantiFERON SARS-CoV-2 es una prueba de diagnéstico in vitro disefiada para la
deteccién cudlitativa del interferény (IFN-y) producido por los linfocitos T CD4+ y CD8+ en
respuesta a la estimulacién de un combinado de péptidos del SARS-CoV-2 en sangre total
heparinizada. La cantidad de IFN-y producida se mide mediante un enzimoinmunoandlisis de

adsorcién (Enzyme-linked Immunosorbent Assay, ELISA).

El ensayo QuantiFERON SARS-CoV-2 estd disefiado como ayuda en la evaluacién de la
reaccién inmunitaria celular (RIC) en personas sin antecedentes de infeccién por SARS-CoV-2
y que han recibido la vacunacién contra la COVID-19 con vacunas cuya diana virica es la

proteina de la espicula (S) del virus SARS-CoV-2.

El ensayo QuantiFERON SARS-CoV-2 debe usarse junto con otras pruebas de laboratorio y
evaluaciones epidemiolégicas y clinicas para valorar la reaccién inmunitaria de un paciente
debido a la vacunacién contra COVID-19.

La reaccién inmunitaria de los linfocitos T puede tardar en desarrollarse varios dias tras la
vacunacién, aunque la duracién del tiempo en que la respuesta inmunitaria de los linfocitos T

estd presente no se ha caracterizado bien en los pacientes vacunados.

Los resultados no reactivos no descartan la infeccién activa por SARS-CoV-2 ni determinan la
eficacia de las vacunas contra COVID-19. Si se sospecha de una infeccién activa, es
necesario confirmarlo con ofra prueba molecular o prueba de antigenos para el SARS-CoV-2.
Los resultados del ensayo deben usarse siempre junto con el examen clinico, los antecedentes

médicos del paciente y ofros hallazgos.

Para uso diagnéstico in vitro.
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Usuario previsto

Este kit se ha disefiado para uso profesional.

Solo el personal especialmente formado y cualificado en las técnicas de biologia molecular y

que esté familiarizado con esta tecnologia puede utilizar el producto.
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Descripcion y principio
Resumen y explicacién

QuantiFERON SARS-CoV-2 (QFN SARS) es un ensayo cualitativo que utiliza tubos de
recogida de sangre especializados que contienen antigenos peptidicos que estimulan las
células inmunitarias mediante el uso de proteinas especificas del SARS-CoV-2. La sangre se
extrae en los tubos y se incuba entre 16y 24 horas. Posteriormente se retfira y analiza el
plasma para determinar si se ha producido IFN-y como reaccién a los antigenos peptidicos.
Se han notificado respuestas de linfocitos T especificos a la infeccién por SARS-CoV-2 tras la

vacunacién con diferentes tipos de vacunas cuya diana es la proteina de la espicula [1-34].

En primer lugar se recoge sangre total en cada uno de los QuantiFERON SARS-CoV-2 Blood
Collection Tubes, que incluye un tubo Nil, un tubo Ag1, un tubo Ag2 y un tubo Mitogen. De
forma alternativa, la sangre se puede extraer en un Unico tubo de recogida de sangre con
heparina de litio o de sodio como anticoagulante y transferirla luego a los QuantiFERON
SARS-CoV-2 Blood Collection Tubes.

Los QuantiFERON SARS-CoV-2 Blood Collection Tubes se agitan para mezclar el antigeno
con la sangre y deben incubarse a 37 °C £ 1 °C lo antes posible durante las 16 horas
posteriores a la recogida de sangre. Tras el periodo de incubacién comprendido entre
16 y 24 horas, se centrifugan los tubos, se procesa el plasma y se mide la cantidad producida
de interferén IFN-y (Ul/ml) mediante el método ELISA. El ensayo QuantiFERON SARS-CoV-2
ELISA utiliza un estdndar de IFN-y humano recombinante que se ha analizado comparandolo
con una preparacién de IFN-y de referencia (ref. de NIH: Gxg01-902-535). Los resultados de
las muestras de la prueba se indican en Unidades internacionales por ml (Ul/ml) relativas a
una curva estandar preparada mediante el andlisis de las diluciones del estdndar suministrado

con el kit.
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Se sabe que los anticuerpos heterdfilos (p. ej., humanos antirratén) presentes en el suero o
plasma de determinados sujetos causa interferencias con los inmunoensayos. El efecto de los
anticuerpos heterdfilos en el ensayo QuantiFERON SARS-CoV-2 ELISA se minimiza mediante
la adicién de suero de ratén normal al diluyente verde y el uso de fragmentos de anticuerpos
monoclonales F(ab’)2 como el anticuerpo de captura IFN-y recubierto en los pocillos de

microplaca.

La muestra de plasma del tubo Mitogen sirve como control positivo de IFN-y para cada muestra
analizada. El tubo Nil ajusta el fondo (p. ej., niveles elevados de IFN+y en circulacién o la
presencia de anticuerpos heterdfilos). El nivel de IFN-y en el tubo Nil se sustrae del nivel de

IFN-y en los tubos Ag1, Ag2 y Mitogen.
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Materiales suministrados

Contenido del kit

Componentes para ELISA
N.° de catélogo

Kit biplaca
626420

Microplate Strips (Tiras de microplacas, 12 x 8 pocillos)
revestidas con anticuerpos monoclonales murinos
antihumano IFN+y

IFN-y Standard, (estédndar de IFN-y), liofilizado; contiene
IFN-y humano recombinante, caseina bovina, 0,01 % p/v de
timerosal

Green Diluent (Diluyente verde, contiene caseina boving,
suero de ratén normal, 0,01 % p/v de timerosal)

Conjugate 100x Concentrate, (Conjugado 100x
concentrado), liofilizado; IFN-y HRP murino antihumano,
contiene 0,01 % de timerosal)

Wash Buffer 20x Concentrate (Tampén de lavado 20x
concentrado, pH 7,2, contiene 0,05 % v/v de ProClin® 300)

Enzyme Substrate Solution (Solucién enzimdtica de sustrato,
contiene H202, 3,3’, 5,5’ tetrametilbenzidina)

Enzyme Stopping Solution (Solucién enzimdtica de parada,
contiene 0,5 M H2504)*
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2 conjuntos de tiras
para microplaca,

12x 8

1 x vial (8 Ul/ml
después de su
reconstitucién)

1 x 30 ml

1 x 0,3 ml (después de

su reconstitucién)
1 x 100 ml
1 x 30 ml

1 x15ml

1

* Contiene dcido sulfirico
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Componentes del kit

Controles y calibradores

El ensayo QFN-SARS ELISA utiliza un estandar de IFN-y humano recombinante, que se ha

analizado  compardndolo  con  una  preparacién  de IFNy de referencia

(ref. de NIH: Gxg01-902-535).

Plataforma y software

El software de andlisis de QFN SARS es de uso opcional y se puede utilizar para analizar los

datos obtenidos y calcular los resultados. Se puede descargar en www.giagen.com.
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Materiales necesarios pero no suministrados
Reactivos adicionales

e Agua desionizada o destilada, 2 litros

Equipo*

® Incubador a 37 £ 1°C (con o sin CO»)

® Pipetas calibradas de volumen variable para manejar entre 10 pl y 1000 pl con tiras

desechables
® Pipeta multicanal calibrada capaz de dispensar 50 pl y 100 pl con puntas desechables
e Agitador de microplacas capaz de alcanzar velocidades de entre 500 y 1000 rpm

® Lavador de microplacas (se recomienda un lavador de placas automatizado para la

manipulacién segura de las muestras de plasma)
® lector de microplacas con filtro de 450 nm y filtro de referencia de 620 nm a 650 nm
e Agitadora vorticial de velocidad variable

e Centrifugadora capaz de centrifugar los tubos de recogida de sangre al menos a
3000 RCF (g)

® Probeta graduada, 1 litro o 2 litros
e Tapa para la placa

e Toallitas absorbentes con poca pelusa

* Antes de usar el producto, asegirese de que los instrumentos se hayan verificado y calibrado siguiendo las
recomendaciones del fabricante.
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Advertencias y precauciones

Para usuarios de la Unién Europea: Tenga en cuenta que debe comunicar los incidentes
graves que hayan ocurrido en relacién con el dispositivo al fabricante y a la autoridad
competente del Estado miembro en el que el usuario o el paciente esté establecido.

Informacién de seguridad

Cuando trabaje con productos quimicos, use siempre una bata de laboratorio, guantes
desechables y gafas de proteccién adecuados. Si desea obtener més informacién, consulte
las hojas de dato sobre seguridad (Safety Data Sheets, SDS) correspondientes. Puede
obtenerlas en linea en el préctico y compacto formato PDF en www.qiagen.com/safety, desde
donde también podrd buscar, ver e imprimir las hojas de datos SDS de todos los kits y
componentes de los kits QIAGEN.

® Todos los materiales quimicos y biolégicos son potencialmente peligrosos. Los materiales de
muestra son material potencialmente infeccioso y deben tratarse como material biopeligroso.

® Deseche los residuos de muestras y ensayos conforme a los procedimientos de seguridad
local.

® los materiales de muestra y las muestras son potencialmente infecciosos. Deseche los
residuos de muestras y ensayos conforme a los procedimientos de seguridad local.

® El ensayo QFN SARS debe usarse junto con otras pruebas de laboratorio y evaluaciones
epidemiolégicas y clinicas para valorar la reaccién inmunitaria de un paciente debido a
la vacunacién contra COVID-19.

e Un resultado de QFN SARS no reactivo no descarta la posibilidad de infeccién por
SARS-CoV-2 ni determina la eficacia de las vacunas contra COVID-19. Los resultados no
reactivos falsos pueden deberse a la manipulacién incorrecta de los tubos de recogida
de sangre tras la venopuncién, el rendimiento incorrecto del ensayo u otras variables
inmunolégicas individuales, incluidas aquellas relacionadas con cualquier comorbilidad.
Los anticuerpos heteréfilos o la produccién de IFN-y inespecifico de otras enfermedades
inflamatorias pueden enmascarar respuestas especificas a los péptidos de SARS-CoV-2.

e Un resultado reactivo de QFN SARS tampoco debe considerarse como prueba Gnica 'y
definitiva para determinar la eficacia de la vacuna contra COVID-19. Llevar a cabo el
ensayo de forma incorrecta puede producir resultados reactivos de QFN SARS.
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® Un resultado reactivo de QFN SARS puede deberse a la recogida de muestras de

sangre incorrecta o a la manipulacién inadecuada de muestras que repercute en la
funcién de los linfocitos. Consulte el apartado “Procedimiento: Realizar el ensayo ELISA”
en la pdgina 18, para obtener informacién sobre la manipulacién correcta de las
muestras de sangre. Las demoras en la incubacién pueden provocar resultados no
reactivos falsos o indeterminados y otros pardmetros técnicos pueden afectar la
capacidad para detectar una respuesta de IFN-y significativa.

Una reaccién baja al Mitogen (<0,5 Ul/ml) indica un resultado indeterminado cuando
la muestra de sangre también presenta una respuesta no reactiva ante las proteinas de-
SARS CoV-2. Este resultado puede producirse con un nimero insuficiente de linfocitos,
con una menor actividad de los mismos provocada por una manipulacién incorrecta de
las muestras, con un llenado/mezclado del tubo Mitogen o con la incapacidad de los
linfocitos del paciente de producir IFN-y. Se pueden producir niveles elevados de IFN-y
en la muestra de Nil debido a la presencia de anticuerpos heteréfilos o a la secrecién
intrinseca de IFN-y.

Precauciones

PRECAUCION | Manipule la sangre humana como material potencialmente
infeccioso.

Siga las correspondientes directrices relativas a la
manipulacién de sangre. Elimine las muestras y los materiales
que hayan estado en contacto con la sangre o los productos
sanguineos segun la normativa federal, nacional y local.
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QuantiFERON Enzyme Stopping Solution

Contiene: écido sulfdrico. jAdvertencial Puede ser corrosivo para los metales.
|
f@ Provoca irritacién cutdnea. Provoca irritacion ocular grave. Llevar
guantes/prendas/gafas/mdscara de proteccién.

QuantiFERON Enzyme Substrate Solution

jAdvertencia! Causa irritacién leve de la piel. Llevar
guantes/prendas/gafas/mdscara de proteccién.

QuantiFERON Green Diluent

Contiene: fartrazina. jAdverfencia! Puede provocar una reaccién alérgica en la
piel. Llevar guantes/prendas/gafas/mdéscara de proteccién.

QuantiFERON Wash Buffer 20x Concentrate

Nocivo para los organismos acudticos, con efectos a largo plazo. Evitar su
emision en el medio ambiente.

Mds informacién

Hojas de datos sobre seguridad: www.qgiagen.com/safety

® Algunos reactivos QFN SARS incorporan timerosal, a modo de conservante. Puede

resultar téxico ingerido, inhalado o en contacto con la piel.

e No seguir las Instrucciones de uso de QuantiFERON ELISA Kit puede ocasionar

resultados erréneos. Lea las instrucciones atentamente antes de proceder.

® No utilice el kit si algdn frasco de reactivo muestra signos de estar dafiado o perder
liquido.

® Importante: Inspeccione los viales antes de utilizarlos. No utilice viales de conjugado o
de estandar de IFN-y que muestren signos de dafios o en los que el sello de goma no
esté intacto. No utilice viales rotos. Adopte las precauciones de seguridad apropiadas
para eliminar los viales de forma segura. Se recomienda usar un destaponador de viales
para abrir los viales de conjugado o de estdndar de IFN-y a fin de minimizar el riesgo

de lesiones producidas por las tapas metdlicas de rosca.
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No mezcle ni utilice las tiras para microplacas, el estandar de IFN-y, el diluyente verde o
el conjugado 100x concentrado de diferentes lotes del kit QFN SARS. Otros reactivos
(tampén de lavado 20x concentrado, solucién enzimdtica de sustrato y solucién
enzimdtica de parada) pueden intercambiarse entre kits siempre y cuando los reactivos

no hayan caducado y se anote la informacién de los lotes.

Elimine los reactivos no utilizados y las muestras biolégicas de acuerdo con la normativa

local, regional y nacional correspondiente.
No utilice el kit QFN SARS ELISA después de la fecha de caducidad indicada.
Se deben seguir en todo momento los procedimientos de laboratorio correctos.

Compruebe que el equipo del laboratorio (por ejemplo, el lavador y el lector de placas)

haya sido calibrado y validado para el uso.
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Almacenamiento y manipulacién de los reactivos

Debe prestar especial atencién a las fechas de caducidad y condiciones de almacenamiento
impresas en las cajas y etiquetas de todos los componentes. No utilice componentes

caducados o mal almacenados.
Estabilidad en uso

® Guarde los reactivos del kit ELISA a una temperatura comprendida entre 2-8 °C.

® Proteja en todo momento la solucién enzimdtica de sustrato de la luz directa del sol.
Reactivos reconstituidos sin utilizar

e Consulte el apartado “Procedimiento: Realizar el ensayo ELISA” en la pagina 18 para

obtener instrucciones sobre cémo reconstituir los reactivos.

® El estédndar reconstituido del kit puede conservarse durante 3 meses como mdximo si se

almacena a una temperatura de entre 2-8 °C.
Fijese en la fecha de reconstitucién del estandar del kit.

® El conjugado 100x concentrado reconstituido debe volver a almacenarse a una
temperatura comprendida entre 2-8° C y también debe utilizarse durante los 3 meses

siguientes.
Fijese en la fecha de reconstitucién el conjugado.
® El conjugado listo para el uso debe utilizarse en las 6 horas siguientes a su preparacién.

e El tampdn de lavado listo para el uso puede almacenarse a temperatura ambiente un

méximo de 2 semanas.
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Manipulacién y almacenamiento de material de
muestra

Consulte las Instrucciones de uso de los QuantiFERON SARS-CoV-2 (QFN SARS) Blood
Collection Tubes (1124422) para obtener informacién detallada sobre el flujo de trabajo de

recogida de sangre para la prueba QFN SARS.
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Procedimiento: Realizar el ensayo ELISA

Protocolo: ELISA para IFN-y

Puntos importantes

e Consulte el apartado Contenido del kit en la pdgina 9 y el apartado Materiales
necesarios pero no suministrados en la pdgina 11 para obtener informacién sobre los

materiales necesarios para realizar el ensayo ELISA.
Configuracién (tiempo necesario para la realizacién del ensayo)

Para obtener resultados vélidos del ensayo QFN SARS, el operador debe realizar tareas
especificas dentro de los plazos establecidos. Antes de usar el ensayo, se recomienda que el
operador planifique cuidadosamente cada etapa del ensayo para conceder la cantidad de
tiempo adecuada para llevar a cabo cada etapa. A continuacién se indica el tiempo
necesario para llevar a cabo el ensayo, asi como el tiempo necesario para analizar varias

muestras si vienen en lotes.

e Aproximadamente 3 horas para una placa ELISA
e <1 hora de trabajo

e Afadir de 10 a 15 minutos para cada placa adicional
Procedimiento

1. Todas las muestras de plasma y los reactivos, excepto el conjugado 100x concentrado,
deben estar a temperatura ambiente (22 °C = 5 °C) antes de ser utilizados. Espere por

lo menos 60 minutos para permitir el equilibrado.

2. Retire las tiras de la placa ELISA innecesarias del bastidor, vuelva a cerrar la bolsita de
aluminio y coléquela de nuevo en la nevera donde quedard almacenada hasta que se

necesite.
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3. Deje por lo menos 1 tira para los estdndares de QFN SARS y tiras suficientes para el

nimero de sujetos que se quieran diagnosticar (consulte el formato de placa

recomendado en la figura 2). Después, guarde el bastidor y la tapa para usarlos con el

resto de las tiras.

3a. Reconstituya el esténdar de IFN+y afiadiendo el volumen de agua desionizada o

destilada que se indica en la etiqueta del vial. Mezcle cuidadosamente para evitar

la formacién de espuma y asegurarse de que todo el contenido del vial se disuelva

por completo. Después de reconstituir el estandar de IFNy con el volumen correcto

se obtiene una solucién con una concentracién de 8,0 Ul/ml.
3b. Utilice el estandar reconstituido para preparar una serie de diluciones de
4 concentraciones de IFN-y (consulte la figura 1).
3c. Debe generarse una curva estédndar con las siguientes concentraciones de [FN-y:
S1 (estédndar 1) contiene 4,0 Ul/ml
S2 (esténdar 2) contiene 1,0 Ul/ml
S3 (estédndar 3) contiene 0,25 Ul/ml
S4 (estandar 4) contiene 0 Ul/ml (solo diluyente verde [Green Diluent, GD]).

3d. Los estdndares deben analizarse al menos por duplicado.

3e. Prepare diluciones nuevas del esténdar del kit para cada ensayo ELISA.

Procedimiento

Marque los 4 tubos: S1, S2, S3, S4

Afada 150 pl de GD a S1, S2, S3y S4

Afada 150 pl del esténdar del kit a S1 'y mezcle bien
Transfiera 50 pl de S1 a S2 y mezcle bien

Transfiera 50 pl de S2 a S3 y mezcle bien

m m O 0O @ >

El GD por si solo sirve como estandar cero (S4)
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(0

]
150 pl 50 pl 50 pl
—_— o >
Estandar del kit Estandar 1 Esténdar 2 Estandar 3 Esténdar 4
reconstituido 4,0 Ul/ml 1,0 Ul/ml 0,25 Ul/ml 0 Ul/ml
(diluyente
verde)

Figura 1. Preparacién de la serie de diluciones de curva estandar.

4. Reconstituya el conjugado 100x concentrado liofilizado con 0,3 ml de agua

desionizada o destilada. Mezcle cuidadosamente para evitar la formacién de espuma

y asegurarse de que todo el contenido del vial se disuelva por completo.

4a.

4b.

4c.

El conjugado listo para utilizar se prepara diluyendo la cantidad necesaria de
conjugado 100x concentrado en diluyente verde (tabla 1).

El conjugado listo para el uso debe utilizarse en las é horas siguientes a su
preparacion.

Vuelva a guardar inmediatamente los conjugado 100x concentrado no utilizados a

un temperatura de entre 2-8° C.

20
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Tabla 1. Preparacién del conjugado (listo para usar)

Nomero de tiras Volumen del conjugado

(Concentrado de 100x)

Volumen de diluyente verde

2 10 pl
3 15 pl
4 20 pl
5 25 pl
6 30 ¢l
7 35yl
8 40 pl
9 45 pl
10 50 pl
11 55 pl
12 60 pl

1,0 ml
1,5 ml
2,0 ml
2,5 ml
3,0 ml
3,5 ml
4,0 ml
4,5 ml
5,0 ml
5,5 ml

6,0 ml

5. Mezcle bien la muestra de plasma procedente de los tubos de recogida de sangre que

se haya almacenado (refrigerada o congelada) antes de verterla en el pocillo ELISA.
Las muestras de plasma pueden almacenarse en QFN SARS Blood Collection Tubes

durante un méximo de 28 dias a una temperatura comprendida entre 2-8 °C, o bien,

las muestras de plasma extraido pueden almacenarse durante un méximo de 28 dias a

una temperatura comprendida entre 2-8 °C. Las muestras de plasma extraido también

pueden almacenarse a temperaturas por debajo de 20 °C (preferiblemente a menos

de -70 °C) durante un mdaximo de 24 meses.

Las muestras de plasma pueden cargarse o usarse directamente desde los tubos de

recogida de sangre centrifugados a la placa ELISA para QFN SARS.
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Importante: Si las muestras de plasma se transfieren directamente desde los QFN SARS
Blood Collection Tubes centrifugados, evite mezclar el plasma. Tenga cuidado en todo
momento de no inferferir en el material de la superficie del gel.

6. ARada 50 pl de conjugado recién preparado listo para usar a cada uno de los pocillos
ELISA.

7. ARada 50 pl de muestra de plasma para analizar a los pocillos correspondientes
(consulte la distribucién recomendada de muestras de ELISA en la figura 2).

8. Por ¢ltimo, afiada 50 pl de cada uno de los estdndares 1 a 4 a los pocillos
correspondientes (consulte la distribucién recomendada de muestras de ELISA en la

figura 2). Los esténdares deben analizarse por duplicado como minimo.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 n 12
Al IN | 3N | 5N | 7N | 9N s s1 13N | 15N | 17N | 19N | 21N
B | 1Agl | 3Agl | 5Agl | 7Agl | 9Agl s2 S2 | 13Ag1 | 15Agl1 | 17 Agl | 19 Agl | 21 Agl
C | 1Ag2 | 3Ag2 | 5Ag2 | 7Ag2 | 9 Ag2 s3 S3 | 13Ag2 | 15Ag2 | 17 Ag2 | 19 Ag2 | 21 Ag2
D| 1M | 3M | 5M | 7M | 9M sS4 4 1BM | 15M | 17M | 19M | 21M
E| 2N | 4N | 6N | 8N [ 10N | 1IN [ 12N | 14N | 16N | 18N | 20N | 22N
F | 2Agl | 4Agl | 6Agl | 8Agl | 10Agl | 11 Agl | 12Ag1 | 14 Agl | 16 Agl | 18 Agl | 20 Agl | 22 Agl
G| 2Ag2 | 4Ag2 | 6Ag2 | 8Ag2 | 10Ag2 | 11 Ag2 | 12Ag2 | 14Ag2 | 16 Ag2 | 18 Ag2 | 20 Ag2 | 22 Ag2
H| 2M | 4M | 6M | 8M | 1T0M | 1TM | 12M | 14M | 16M | 18M | 20M | 22M

Figura 2. Disefio recomendado de la placa ELISA. S1 (estdndar 1), S2 (estédndar 2), S3 (estandar 3),
S4 (estédndar 4). TN (muestra 1, plasma de control de Nil), 1 Ag1 (muestra 1, plasma de Ag1),
1 Ag2 (muestra 1, plasma de Ag2), TM (muestra 1, plasma de Mitogen).

9. Tape la placa ELISA y mezcle bien el conjugado y las muestras de plasma/estandares

durante 1 minuto en un agitador de microplacas a 500-1000 rpm. Evite las
salpicaduras.

10. Tape la placa ELISA e incObela a temperatura ambiente (22 °C = 5 °C) durante 120 =
5 minutos. La placa ELISA no debe exponerse a la luz directa del sol durante la

incubacién. Una desviacién respecto del rango de temperatura especificado puede dar
lugar a resultados erréneos.
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11.

Durante la incubacién de la placa ELISA prepare el tampén de lavado listo para
utilizar. Diluya una parte de tampén de lavado concentrado 20x con 19 partes de
agua desionizada o destilada y mezcle bien. Se incluye suficiente tampén de lavado

20x concentrado para preparar 2 litros de tampén de lavado listo para utilizar.

. Cuando finalice la incubacién de la placa ELISA, lave los pocillos de la placa con

400 pl de tampén de lavado listo para usar. Realice el paso de lavado 6 veces como
minimo. Por cuestiones de seguridad, se recomienda utilizar un lavador de placas

automatizado al manipular muestras de plasmas.

Es muy importante lavar bien las placas para que el ensayo dé los resultados
esperados. Aseguirese de que todos los pocillos estdn completamente llenos de tampén
de lavado hasta el borde antes de iniciar cada ciclo de lavado. Se recomienda un

periodo de remojo de al menos 5 segundos entre cada ciclo.

Afada desinfectante normal de laboratorio al depésito de evacuacién y siga los

procedimientos establecidos para descontaminar materiales potencialmente infecciosos.

. Coloque la placa ELISA boca abajo sobre un pafio absorbente sin pelusa y dé unos

toquecitos para escurrir los restos de tampén de lavado que puedan quedar. Afada
100 pl de solucién enzimdtica de sustrato a cada pocillo, tape la placa y mezcle bien

durante 1 minuto a 500-1000 rpm con un agitador de microplacas.

. Tape la placa ELISA e incobela a temperatura ambiente (22 °C + 5 °C) durante

30 minutos. La placa ELISA no debe exponerse a la luz directa del sol durante la

incubacién.

. Luego de 30 minutos de incubacién, afiada 50 pl de solucién enzimdtica de parada a

cada pocillo de la placa en el mismo orden en el que se afiadié el sustrato y mezcle

bien a una velocidad entre 500 y 1000 rpm con un agitador de microplacas.

. Mida la densidad éptica (Optical Density, OD) de los pocillos ELISA en los 5 minutos

siguientes a la detencién de la reaccién utilizando un lector de microplacas con un
filtro de 450 nm y un filtro de referencia de 620 nm a 650 nm. Los valores de OD se

utilizan para calcular los resultados.
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Resultados (cdlculos)

El software de andlisis de QFN SARS se utiliza para analizar los datos obtenidos y calcular
los resultados. Se encuentra disponible en www.qiagen.com. Asegirese de utilizar la versién

mds reciente del software de andlisis de QFN SARS.

El software evalia la calidad del ensayo, genera una curva estdndar y proporciona un
resultado para cada sujeto, calculado tal y como se describe en el apartado “Interpretacién
de los resultados” en la pégina 28. El software informa acerca de todas las concentraciones
superiores a 10 Ul/ml como “>10", ya que dichos valores no corresponden al intervalo lineal
validado de ELISA.

Como alternativa al uso del software de andlisis de QFN SARS los resultados pueden

deferminarse por medio del método siguiente.
Generacién de valores de curva estédndar y muestra

Cuando no se utiliza el software de andlisis de QFN SARS

La determinacién de la curva esténdar y la determinacién de los valores de Ul/ml de la
muestra requieren un programa de hoja de cdlculo, como Microsoft® Excel®, si no se usa el
software de andlisis de QFN SARS.

Uso de un programa de hoja de cdlculo

1. Determine los valores de OD medios de las réplicas del estdndar del kit para cada

placa.

2. Genere una curva estdndar en escala loge-logi) mediante el razado del logaritmoy,) de
la OD media (eje y) con relacién al logy de la concentracién de IFN-y en los estédndares
en Ul/ml (eje x), sin incluir el estdndar cero en el cdlculo. Calcule la linea que mejor se

adapte a la curva estdndar mediante andlisis de regresion.
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3. Utilice la curva estdndar para determinar la concentracién de IFN-y (Ul/ml) en cada una
de las muestras de plasma de la prueba, utilizando para ello el valor de OD de cada

muestra.

4. Estos cdlculos pueden realizarse con diversos paquetes de software que existen en el
mercado para lectores de microplacas, asi como con hojas de cdlculos o programas
estadisticos (como por ejemplo Microsoft Excel). Se recomienda usar estos paquetes
para calcular el andlisis de regresidn, el coeficiente de variacién (Coefficient of
Variation, % CV) de los esténdares y el coeficiente de correlacién (r) de la curva

estandar.

Céleculo de la muestra

Si se obtuvieron las siguientes lecturas de densidad éptica para los estandares, los célculos

en los que se utiliza log(e) deberian coincidir con los de la tabla 2.

Tabla 2. Curva estéandar

Estandar Ul/ml Valoresayb Valor medio %CV Loge Ul/ml  Logi) Media
de OD de OD (DO)
Esténdar 1 4 1,089; 1,136 1,113 3,0 1,386 0,107
Estdndar 2 1 0,357;0,395 0,376 7.1 0,000 -0,978
Estdndar 3 0,25 0,114; 0,136 0,125 NA -1,386 -2,079
Estdndar4 O 0,034; 0,037 0,036 NA NA NA

La ecuacién de la curva es y = 0,7885(X) - 0,9837, donde “m” = 0,7885 y “c” = -0,9837. Estos
valores se usan en la ecuacién X = (Y—c)/m para resolver la X. Segin la curva esténdar, el coeficiente
de correlacién calculado (r) = 1,000. NA: No aplicable.

Si se emplea el criterio especificado en el apartado “Control de calidad de la prueba” en la

pdgina 26, se defermina la validez del ensayo.

La curva estdndar (tabla 2) se usa para convertir las respuestas de OD del antigeno a

Unidades Internacionales (Ul/ml).
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Tabla 3. Cdlculo de la muestra

Antigeno Valor de OD Loge) valor X e* (Ul/ml) Antigeno -Nil
de OD (Ul/ml)

Nil 0,037 -3,297 -2,934 0,05 -

Agl 1,161 0,149 1,437 4,21 4,15

Ag2 1,356 0,305 1,634 512 5,07

Mitogen 1,783 0,578 1,981 7,25 7,20

Se corrigen los valores de IFN«y (en Ul/ml) para Ag1, Ag2 y Mitogen en funcién del fondo
restando el valor de Ul/ml obtenido para el control de Nil respectivo. Estos valores corregidos

se usan para interpretar los resultados de la prueba.

Control de calidad de la prueba

La exactitud de los resultados de la prueba dependerd de la precisién de la curva estandar
que se genere. Por consiguiente, deben revisarse los resultados extraidos de los estdndares

antes de inferpretar los resultados correspondientes a las muestras analizadas.
Para que el ensayo ELISA se considere vdlido:

® El valor de OD medio para el estdndar 1 debe ser >0,600.
® El % CV de los valores de las réplicas del estdndar 1y el estandar 2 debe ser <15 %.

® Los valores OD de las réplicas del esténdar 3 y del esténdar 4 no deben alejarse en
més de 0,040 unidades de densidad éptica de su media.

® El coeficiente de correlacién (r) calculado a partir de los valores medios de absorbancia

de los estandares debe ser >0,98.

® Sino se cumplen los requisitos indicados, se considera que el andlisis no es vdlido y es

preciso repetirlo.
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® El valor de OD medio para el estdndar cero (diluyente verde) deberia ser <0,150. Si el

valor de OD medio es >0,150, deberia revisarse el procedimiento de lavado de placas.

El software de andlisis de QFN SARS calcula y muestra los valores de estos parametros de

calidad.

Cada laboratorio debe determinar los tipos adecuados de materiales de control y la
frecuencia de andlisis de acuerdo con la normativa local, regional y nacional, u ofros
organismos de acreditacién pertinentes. Deben considerarse los procedimientos de

evaluacién de calidad externa y validacién alternativa.

Nota: Los plasmas a los que se les afiadié IFN-y recombinante han mostrado reducciones de
hasta el 50 % en la concentracién al almacenarlos a una temperatura de entre 2-8 °C y -
20 °C. No se recomienda usar IFN-y recombinante para establecer estdndares de control en

las muestras de plasma.
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Interpretacién de los resultados

Los resultados de QFN SARS se interpretardn segin los siguientes criterios (tabla 4).

Importante: El ensayo QFN SARS debe usarse junto con otras pruebas de laboratorio y
evaluaciones epidemiolégicas y clinicas para valorar la reaccién inmunitaria de un paciente
debido a la vacunacién contra COVID-19.

Tabla 4. Interpretacién de los resultados de la prueba QFN SARS

Nil Antigeno Agl  Antigeno Ag2  Mitogen Resultado de Informe/Interpretacion
(Ul/ml)  menos Nil menos Nil menos Nil QFN SARS
(U1/ml) (U1/ml) (U1/ml)*
<8,0 >0,15y Cualquiera
225 % de Nil . . Reaccién a
. Cualquiera | Reactivo SARS-CoV-2 detectada
Cualquiera >0,15y
>25 % de Nil
<0,150 <0,150 >0,50 No reactivo NO S‘iha detectado
0,15y 20,15y reaccién a
<25 % de Nil | <25 % de Nil SARS-CoV-2
<0,150 <0,150 <0,50
>0,15y >0,15y No se puede detectar
<25 % de Nil | <25 % de Nil Indeterminado? | reaccién a

SARS-CoV-2 y Mitogen
>8,08 | Cualquiera

*Las reacciones al control positivo de Mitogen (y en ocasiones las reacciones al antigeno Ag) pueden
estar fuera del rango del lector de microplacas. Esto no afecta a los resultados de la prueba. El
software QFN SARS notifica los valores >10 Ul/ml como >10 Ul/ml.

* Consulte el apartado “Guia de resolucion de problemas” en la pdgina 53 para conocer las posibles
causas.

§ En estudios clinicos, menos del 0,25 % de los sujetos presentaron niveles de IFN-y de >8,0 Ul/ml
para el valor de Nil.
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Limitaciones

Los resultados de las pruebas QFN SARS deben completarse con la historia epidemiolégica

del individuo, estado fisico actual y otras pruebas médicas.

Los sujetos que presentan valores Nil superiores a 8 Ul/ml se clasifican como
“indeterminados” porque las reacciones a los antigenos Ag superiores en un 25 % se

consideran fuera de los limites de medicién del ensayo.

@ Un resultado no reactivo debe considerarse junto con los datos histéricos y médicos del
paciente relacionados con la probabilidad de la respuesta inmunitaria a la vacunacién,

particularmente en sujetos con una funcién inmunitaria deteriorada.

® El ensayo QFN SARS debe usarse junto con otras pruebas de laboratorio y evaluaciones
epidemioldgicas y clinicas para valorar la reaccién inmunitaria de un paciente debido a

la vacunacién contra COVID-19.

Pueden darse resultados poco fiables o indeterminados si:

® Desviaciones respecto del procedimiento descrito en las instrucciones de uso
e Transporte/manipulacién incorrectos de las muestras de sangre
e Niveles elevados de IFN-y en circulacién o presencia de anticuerpos heteréfilos

® Se han superado los tiempos validados de la sangre desde la extraccién de la muestra
hasta la incubacién. Consulte las Instrucciones de uso de los QFN SARS Blood
Collection Tubes (1124422).
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Caracteristicas del rendimiento del ensayo

Rendimiento analitico

Corte del ensayo

El valor de corte del ensayo QFN SARS se determiné con los datos de veinte (20) sujetos que
obtuvieron resultados no reactivos para SARS-CoV-2 con una prueba de PCR RT o una prueba
serolégica y veinte (20) donantes con vacunacién completa (entre 2-16 semanas después del
estado de vacunacién completa) con una vacuna autorizada por la EUA de la FDA. Se
analizaron los datos de sensibilidad y especificidad junto con los intervalos de confianza (IC)
del 95 % bilaterales exactos y con estos se demostré que el valor de corte 6ptimo de ELISA
fue de 0,15 Ul/ml (consulte la tabla 5).

30 Instrucciones de uso del QuantiFERON SARS-CoV-2 ELISA Kit 04/2022



Tabla 5. Los valores de corte de QFN SARS (Ul/ml) con la correspondiente sensibilidad y especificidad
con IC del 95 % bilateral exacto

Valor de
corte
0,1
0,15
0,2
0,25
0,3
0,35
0,4
0,45
0,5
0,55
0,6
0,65
0,7
0,75

0,8

Sensibilidad Especificidad
Valor Valor Valor Valor Valor Valor
inferior del  superior del inferior del  superior del
ICdel 95% IC del 95 % ICdel 95% ICdel 95 %
1,000 0,940 1,000 0,933 0,838 0,982
0,983 0,911 1,000 1,000 0,940 1,000
0,900 0,795 0,962 1,000 0,940 1,000
0,733 0,603 0,839 1,000 0,940 1,000
0,717 0,586 0,825 1,000 0,940 1,000
0,650 0,516 0,769 1,000 0,940 1,000
0,600 0,465 0,724 1,000 0,940 1,000
0,567 0,432 0,694 1,000 0,940 1,000
0,467 0,337 0,600 1,000 0,940 1,000
0,433 0,306 0,568 1,000 0,940 1,000
0,400 0,276 0,535 1,000 0,940 1,000
0,333 0,217 0,467 1,000 0,940 1,000
0,317 0,203 0,450 1,000 0,940 1,000
0,300 0,188 0,432 1,000 0,940 1,000
0,300 0,188 0,432 1,000 0,940 1,000
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Linealidad

Se ha demostrado la linealidad del ensayo QFN SARS ELISA mediante la colocacién aleatoria
de 5 réplicas de 11 grupos de plasma de concentraciones conocidas de IFN-y en la placa de
ELISA. La linea de regresién lineal presenta una pendiente de 1,002 + 0,011 y un coeficiente

de correlacién de 0,99 (figura 3).
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Figura 3. llustracién del andlisis de regresién del estudio de linealidad.

Reproducibilidad

Se realizé un estudio de reproducibilidad en varios laboratorios para evaluar el rendimiento
del ensayo QFN SARS en los laboratorios con varios operadores. Este estudio se llevé a cabo
en tres laboratorios en QIAGEN. En el estudio se inscribieron en total tres (3) sujetos reactivos
a SARS-CoV-2 y tres (3) sujetos no reactivos a SARS-CoV-2 (segin se determiné con la prueba
de PCR RT o la prueba serolégica).
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De cada sujeto del estudio se obtuvo sangre en cuatro (4) tubos de recogida de sangre con
heparina de litio. Los tubos de recogida de sangre con heparina de litio se transfirieron a
continuacién a uno de los laboratorios de andlisis, donde la sangre se dividi6 en alicuotas en
tres (3) juegos de QFN SARS Blood Collection Tubes (QFN SARS Ag1, Ag2, Mitogen y Nil).
Se transfirié un juego de cada uno de los QFN SARS Blood Collection Tubes (BCT) a cada
uno de los laboratorios de andlisis y luego se analizaron de acuerdo con el procedimiento
del ensayo QFN SARS. En cada sujeto se realizaron andlisis con diez (10) réplicas (cinco [5]
réplicas de Ag1 y cinco [5] réplicas de Ag2) en cada laboratorio. En cada laboratorio un (1)
operador realizé la prueba QFN SARS de forma independiente. Los operadores no conocian
los resultados obtenidos por los otros operadores ni conocian los resultados de la prueba de

PCR RT o la prueba serolégica del sujeto del estudio.

Se generaron 30 resultados en cada uno de los tres (3) laboratorios de andlisis, lo que supuso
un total de 90 puntos de datos. En la tabla 6 se proporciona un resumen de los resultados del

estudio de reproducibilidad.

Tabla 6. Resumen de los resultados del estudio de reproducibilidad: N = 30 muestras de pacientes

Laboratorio 1: 1 operador Laboratorio 2: 1 operador Laboratorio 3: 1 operador
25/30 =83 % 30/30 = 100% 30/30 = 100%
Concordancia de resultados Concordancia de resultados ~ Concordancia de resultados
cualitativos cualitativos cualitativos

El porcentaje de concordancia global entre todas las muestras reactivas y no reactivas con
los resultados cualitativos esperados (sujeto reactivo que arroja un resultado reactivo y sujeto
no reactivo que arroja un resultado no reactivo con base en el resultado del método de
referencia de los sujetos) fue de 94,4 % (85/90) en los tres (3) laboratorios.
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Repetibilidad entre lotes

Se llevé a cabo un estudio para determinar la variabilidad entre lotes de QFN SARS Blood
Collection Tubes. En el estudio se analizaron en total a dos (2) sujetos reactivos a SARS-CoV-2
y tres (3) sujetos no reactivos a SARS-CoV-2 (segin se determiné con la prueba de PCR RT o
la prueba serolégica). En este estudio se incluyeron tres (3) lotes por separado de QFN SARS
Agl y Ag2 Blood Collection Tubes. Se analizaron cinco (5) réplicas por donante por lote de
tubos de recogida de sangre. En la tabla 7 se proporciona un resumen de los resultados de

precisién entre lotes.

Tabla 7. Resumen de los resultados del estudio de precisién entre lotes - Porcentaje de concordancia
global para los QFN SARS Blood Collection Tubes Ag1 y Ag2; N = 25

QFN SARS  Nomero de Nimero de alertas Proporcién Limite de Limite de
BCT lote del BCT  cudlitativas en la confianza confianza
concordancia/alertas inferior superior
totales
Agl 1 25/25 100,00 % 86,28 % 100,00 %
2 25/25 100,00 % 86,28 % 100,00 %
3 25/25 100,00 % 86,28 % 100,00 %
Ag2 1 25/25 100,00 % 86,28 % 100,00 %
2 25/25 100,00 % 86,28 % 100,00 %
3 25/25 100,00 % 86,28 % 100,00 %

El porcentaje de concordancia global entre todas las muestras reactivas y no reactivas con
los resultados esperados (sujeto reactivo que arroja un resultado reactivo y sujeto no reactivo
que arroja un resultado no reactivo con base en el resultado del método de referencia de los

sujetos) fue de 100 % en los tres (3) lotes de QFN SARS BCT Agl y Ag2.

34 Instrucciones de uso del QuantiFERON SARS-CoV-2 ELISA Kit 04,/2022



Limite de blanco (Limit of Blank, LoB)

Se evalué el limite de blanco (Limit of Blank, LoB) del ensayo QFN SARS. Tres (3) operadores
analizaron dos (2) réplicas de cada una de las catorce (14) muestras de plasma humano
individuales normales (como los blancos) con dos (2) lotes de QFN SARS ELISA en tres (3)
dias de andlisis, un (1) operador por cada dia para un total de 84 réplicas de cada lote de

kit ELISA.

Los valores de LoB (Ul/ml) para los dos (2) lotes de kit ELISA se calcularon por separado,

como se muestra en la tabla 8.

Tabla 8. Valores de LoB (Ul/ml) para los dos (2) lotes del QFN SARS ELISA Kit

QFN SARS ELISA Kit LoB estimado (Ul/ml)
Kit 1 0,030
Kit 2 0,040

El valor de LoB mas grande, 0,040 Ul/ml, en ambos lotes de kit QFN SARS ELISA se informé

como el valor de LoB final.

Limite de deteccién (Limit of Detection, LoD)

Se evalué el limite de deteccién (Limit of Detection, LoD) del ensayo de QFN SARS. Se generé
un grupo de plasma humano al combinar catorce (14) muestras de plasma individuales. Cada
uno de los tres (3) operadores preparé una solucién madre de estédndar de referencia de IFN-
y en 1,0Ul/ml dilvido en tampén. Se realizé una serie de diluciones de ocho
(8) concentraciones en plasma. El estudio se realizé durante tres (3) dias y estuvo a cargo de
tres (3) operadores alternados que usaron dos (2) lotes de QFN SARS ELISA Kit. En cada dia
de andlisis, se analizaron cinco (5) réplicas de cada concentracién dentro de cada conjunto
de la serie de diluciones en serie para un total de 45 réplicas para cada dilucién de
concentracién de IFN-y por cada lote de QFN SARS ELISA Kit.
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El valor de LoD de cada uno de los lotes de QFN SARS ELISA Kit analizados se calculé por
separado como se muestra en la tabla 9. El LoD se calculé con un modelo de regresién Probit.
El LoD se basé en la concentracién estimada (Ul/ml) que arrojé una probabilidad estimada
del 95 % en la obtencién de una tasa de aciertos superior a 0,04 Ul/ml (determinada por el
LoB).

Tabla 9. Valores de LoD estimados (Ul/ml) de los dos (2) lotes de QFN SARS ELISA Kit

QFN SARS ELISA  Probabilidad Estimacién de Limite de Limite de
Kit concentracién confianza inferior  confianza
(U1/ml) al 95 % para la superior al 95 %
estimacién para la estimacién
Kit 1 0,95 0,063 0,060 0,067
Kit 2 0,95 0,065 0,060 0,073

El valor de LoD mds grande calculado en ambos lotes de QFN SARS ELISA Kit, 0,065 Ul/ml,

se notificé como el valor de LoD final.

Sustancias interferentes

Se llevé a cabo un estudio para determinar los efectos de las posibles sustancias inferferentes
al llevar a cabo la deteccién QFN SARS ELISA de IFN-y. Las sustancias interferentes incluidas
en este andlisis fueron: triglicéridos (totales), hemoglobina, proteina (suero total), bilirrubina
(conjugada), bilirrubina (no conjugada), sulfato de abacavir, ciclosporina y prednisolona. Se
prepararon cinco (5) grupos de plasma con concentraciones conocidas de IFN-y utilizando
diferentes concentraciones de sustancias interferentes. El nivel de IFN-y del grupo base se
preparé previamente con una cantidad predeterminada de IFN-y presente (aproximadamente
0,21; 0,45 y 1,4 Ul/ml). Este grupo se usé posteriormente para preparar el grupo de
sustancias interferentes. Se analizaron cinco niveles diferentes de concentraciones de
sustancias interferentes y se basaron en los intervalos de referencia, los valores patolégicos,
los intervalos terapéuticos y los intervalos téxicos, o en las recomendaciones del proveedor o
los niveles clinicos generales. Se analizaron seis (6) réplicas para cada nivel de concentracién

de muestra interferente.
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Por cada concentracién de las muestras, se realizé una prueba de la t, en la que se comparé
la diferencia en log10 (Ul/ml) medio del nivel de sustancia interferente alto (10) en
comparacién con el control (es decir, nivel sin sustancia interferente). En la tabla también se
notifican la diferencia estimada en la respuesta media, junto con los limites de confianza del

95 % bilaterales correspondientes y el valor de p.
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Tabla 10. Log10 Ul/ml: Tabla de resumen de la prueba de la t sobre las diferencias en las medias entre
el nivel de control y de interferente primario de cada interferente y nivel de concentracién de IFN-y

Interferente Nivel de Concentracién Diferencia  Valor Valor Valor p
interferente  de las media inferior del  superior
muestras ICdel 95% del IC del
(Ul/ml) 95 %
Triglicéridos ~ Alto 1,4 0,053 -0,004 0,110 0,063
0,45 0,039 =-0,021 0,058 <0,001
0,21 0,034 =0,002 0,071 0,061
Hemoglobina  Alto 1,4 -0,001 -0,042 0,040 0,967
0,45 0,016 =-0,007 0,040 0,152
0,21 0,014 -0,030 0,059 0,489
Proteina Alto 1,4 -0,030 =-0,071 0,011 0,136
0,45 0,000 -0,046 0,046 0,992
0,21 -0,045 =0,103 0,012 0,109
Bilirrubina Alto 1,4 0,001 =0,046 0,048 0,961
conjugada
0,45 0,012 -0,043 0,067 0,639
0,21 0,015 -0,044 0,074 0,586
Bilirrubina no  Alto 1,4 0,015 =0,011 0,042 0,231
conjugada
0,45 0,015 -0,023 0,052 0,411
0,21 0,012 -0,033 0,057 0,566
Abacavir Alto 1,4 0,013 =0,015 0,040 0,322
0,45 0,015 =-0,014 0,044 0,283
0,21 0,008 -0,034 0,050 0,677

La tabla continda en la pégina siguiente
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La tabla continta de la pdgina anterior

Tabla 10. Log10 Ul/ml: Tabla de resumen de la prueba de la t sobre las diferencias en las medias entre

el nivel de control y de interferente primario de cada interferente y nivel de concentracién de IFN-y

Interferente  Nivel de Concentracién Diferencia  Valor Valor Valor p
interferente  de las media inferior del  superior del

muestras IC del 95% IC del 95 %
(Ul/ml)

Ciclosporina  Alto 1,4 0,002 -0,019 0,024 0,816
0,45 0,007 -0,030 0,043 0,682
0,21 0,015 -0,007 0,038 0,155

Prednisolona  Alto 1,4 0,007 -0,016 0,030 0,518
0,45 -0,001 -0,034 0,033 0,964
0,21 0,021 -0,025 0,068 0,334

Los resultados no presentaron diferencias estadisticamente significativas entre el nivel de

sustancia interferente mds alto analizado y el control (nivel sin sustancia interferente), a

excepcion del nivel de concentracién de 0,45 Ul/ml de triglicérido. Se determiné que la

diferencia media de este valor fue de +2 desviaciones estdndar de la medicién del nivel de

control medio y esto demostré que la diferencia observada se encontraba dentro de la

variabilidad prevista del ensayo y que los niveles de trascendencia clinica de triglicéridos no

afectarian al QFN SARS ELISA.
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Rendimiento clinico

Se

evalué el rendimiento clinico del ensayo QFN SARS en un estudio observacional y

prospectivo que se llevé a cabo de junio a octubre de 2021 en sujetos sin antecedentes de

haber adquirido la infeccién por SARS-CoV-2 y a quienes se les habia administrado la vacuna

contra COVID-19 con vacunas cuya diana es la proteina S virica del SARS-CoV-2, asi como

en sujetos sin antecedentes de haber adquirido la infeccién por SARS-CoV-2 y a quienes no

se les habia administrado la vacuna contra la COVID-19.

Los sujetos que dieron su consentimiento se sometieron a una evaluacién basdndose en los

criterios de inclusividad y exclusividad del estudio y se registraron solo los sujetos que

cumplian con todos los criterios de inclusividad, y con ninguno de los criterios de exclusividad

para someterse a una recogida de sangre para el QFN SARS.

A continuacién, se muestra una descripcién de la poblacién registrada:

Grupo 1: Sujetos incluidos sin antecedentes de infeccién natural por SARS-CoV-2, a
quienes no se les habia administrado la vacuna contra la COVID-19 cuando se
sometieron a la recogida de sangre para el QFN SARS, nunca habian arrojado un
resultado positivo en el andlisis de infeccién por SARS-CoV-2, habian registrado un
resultado no reactivo en el andlisis de serologia y no habian presentado signos ni

sinftomas de COVID-19 en un plazo de 4 semanas antes de su registro en el estudio.

Grupo 2: Sujetos incluidos sin historial de infeccién por SARS-CoV-2, a quienes se les
habia administrado la vacuna contra COVID-19 cuya diana es la proteina S del
SARS-CoV-2 cuando se sometieron a la recogida de sangre para el QFN SARS y nunca

habian arrojado un resultado positivo en el andlisis de infeccién por SARS-CoV-2.

Ninguno de los sujetos era receptor de trasplantes (visceras macizas o células) ni
estaban bajo tratamiento contra el cdncer en el momento de su participacién en el

estudio.
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Se registré un total de 218 sujetos en el grupo 1, mientras que en el grupo 2 se registraron
171 sujetos. Después de la recogida de sangre para el QFN SARS, cuatro sujetos del grupo 1
no pudieron participar debido a un resultado reactivo en la prueba serolégica que se obtuvo
empleando una muestra recogida en la misma consulta donde se realizé la recogida de

sangre para el QFN SARS, quedando asi excluidos del andlisis.

Se recogieron las muestras, se procesaron los QFN SARS Blood Collection Tubes y se
almacené el plasma a <20 °C hasta que estuvo listo para el andlisis con el QFN SARS ELISA.
Todos los procesamientos de la placa QFN SARS ELISA fueron vélidos y no se obtuvieron
resultados indeterminados, lo que generd 214 y 171 muestras evaluables en los grupos 1y

2 respectivamente.

Datos demogrdficos

El nimero de muestras recogidas en cada pais y el porcentaje del total de cada grupo de

estudio se muestran en la tabla 11.

Tabla 11. Descripcién del pais de la recogida de muestras

Pais de la Grupo 1 Grupo 2

recogida de

muestras N % N %
Paises Bajos 214 100,00 % 153 89,47 %
EE. UU. 0 0,00 % 18 10,53 %

Se muestra una descripcién de la edad de los sujetos, incluyendo las edades media, mediana,

minima y mdxima, ademds de la desviacién estédndar (DE) de la edad, en la tabla 12.

Tabla 12. Descripcion de la edad de los sujetos (afios)

N Media Mediana DE Minimo Mdximo

385 40,47 37,00 14,168 18,00 80,00
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En la tabla 13 se muestra una descripcién del genero de los sujetos.

Tabla 13. Descripcién del género de los sujetos

Sexo N %

Femenino 234 60,78 %

Masculino 151 39,22 %
Especificidad

La concordancia clinica que compara los resultados del QFN SARS con los resultados del

método de referencia se muestra en la tabla 14.

Tabla 14. Concordancia clinica: Resultado del QFN SARS frente al método de referencia

Resultado del método de referencia
Grupo 1 (- vac., Grupo 2 (+ vac.,
-infeccién) -infeccién) Total
Resultado No
de QFN  reactivo U9 9 233
SARS
Reactivo | 15 137 152
Total 214 171 385

En los sujetos a los que no se les habia administrado la vacuna (grupo 1), 199 de 214 fueron
no reactivos en el andlisis empleando el QFN SARS, mientras que los 15 restantes fueron
reactivos. En los sujetos a los que se les habia administrado la vacuna (grupo 2), 137 de
171 fueron reactivos en el andlisis empleando el QFN SARS, mientras que los 34 restantes
fueron no reactivos. Ninguna de las 15 y 34 muestras con resultados discordantes en los
grupos 1 y 2, respectivamente, se sometieron a andlisis adicionales con un método

discordante.
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El porcentaje de concordancia negativa (PCN) (especificidad) se calculé para los sujetos sin
vacuna (grupo 1), junto con el intervalo de confianza (IC) del 95 % bilateral exacto, y este se

muestra en la tabla 15.

Tabla 15. Porcentaje de concordancia negativa (especificidad)

N.° de grupo PCN (especificidad) IC del 95 %
GrUpO 1 92,99 % 88 7096 02 %
(-vacuna, -infeccién) (199/214)

Sensibilidad

El porcentaje de concordancia positiva (PCP) (sensibilidad) se calculé para los sujetos
vacunados (grupo 2), junto con el IC del 95 % bilateral exacto, y este se muestra en la

tabla 16.

Tabla 16. Porcentaje de concordancia positiva (sensibilidad)

N.° de grupo PCP (sensibilidad) IC del 95 %
GFUPO 2 80,]2 % 73 34-85 82 %
(+vacuna, -infeccién) (137/171)
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Porcentaje de concordancia positiva por edad

En los sujetos vacunados (grupo 2), el porcentaje de concordancia positiva se estratificéd segin

la edad <60 y 260 afios y este se muestra en la tabla 17.

Tabla 17. Porcentaje de concordancia positiva segun <60 y 260 afios de edad

Intervalo de edad (afios) PCP (sensibilidad) IC del 95 %

<60 8533 % 78,78:90,64 %
(128/150)

260 42,86 % 21,82:65,98 %
(9/21)

Porcentaje de concordancia positiva segin la vacuna contra COVID-19

En los sujetos vacunados (grupo 2), el porcentaje de concordancia positiva se estratificéd segin

la vacuna contra COVID-19 administrada y este se muestra en la tabla 18.

Tabla 18. Porcentaje de concordancia positiva segin la vacuna contra COVID-19

Vacuna PCP (sensibilidad) IC del 95 %
62,50 %
Astra Zeneca (5/8) 24,49-91,48 %
Janssen 86,67 % .
(Johnson & Johnson) (13/15) A S
77,27 % )
Moderna (17/22) 54,6392,18 %
. 80,95 % .
Pfizer: BioNTech (102/126) 73,00-87,40 %
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Factores asociados con los resultados no reactivos en sujetos vacunados

Para determinar si el incremento de edad, la finalizacién del proceso de vacunacién contra
COVID-19, la vacuna administrada y el sexo se relacionan con los resultados no reactivos en
los sujetos vacunados (grupo 2), se realizé un andlisis de regresién de logistica invariable. La
relacién entre cada factor y los resultados no reactivos se calculé en funcién de la oportunidad

relativa (OR) y los resultados se muestran en la tabla 19.
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Tabla 19. Asociacién entre los factores y los resultados no reactivos en los sujetos vacunados

Factor O (IC del 95 %) valor p
Edad (afios) 1,08 (1,05-1,12) <0,001
e b PN SARS ] o o200k <0001
Vacuna Pfizer: BioNTech 1 -
Astra Zeneca 2,55 (0,57-11,42) 0,221
Janssen
(Johnson & Johnson) 0,65 (0,14-3,09) 0,592
Moderna 1,25 (0,42-3,72) 0,689
Sexo Femenino 1 -
Masculino 1,25 (0,59-2,65) 0,565

Los Gnicos factores que se relacionaban significativamente con los resultados no reactivos en

sujetos vacunados fueron la edad y el tiempo transcurrido desde la vacunacién.

Dado el estudio se llevd a cabo en paises donde las vacunas contra COVID-19 estaban
disponibles principalmente para sujetos mayores, es posible que la edad haya tenido un
impacto en la relacién entre el tiempo transcurrido desde la vacunacién y los resultados no

reactivos. En la tabla 20 se muestra el andlisis de regresién con la edad como covariable.

Tabla 20. Relacién entre los factores y los resultados no reactivos con control de edad

Factor O (IC del 95 %) valor p

Edad (afios) 1,07 (1,03-1,11) <0,001

Tiempo desde la vacunacién
hasta la recogida de sangre 1,01 (1,00-1,02) 0,214
para QFN SARS (dias)
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Cuando se controla la edad, la relacién entre el tiempo transcurrido desde la vacunacién y
los resultados no reactivos ya no es significativa; sin embargo, la edad sigue teniendo una

relacién significativa.
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Guia de resolucién de problemas

Esta guia de resolucién de problemas puede ayudarle a resolver cualquier problema que

pueda surgir. Para obtener mds informacién, también puede consultar la pégina de preguntas

frecuentes (Frequently Asked Question, FAQ) de nuestro Centro de servicio técnico:

www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Los cientificos del servicio técnico de QIAGEN se

encargardn de responder cualquier pregunta que tenga sobre la informacién y/o los

protocolos de este manual de uso, asi como sobre las tecnologias para la preparacién de

muestras y ensayos de biologia molecular (encontrard la informacién de contacto en

www.qiagen.com).

Comentarios y sugerencias

Resolucién de problemas para ELISA

Coloracién indeterminada

a) Placa mal lavada

b) Contaminacién
cruzada entre los

pocillos de ELISA

c) Kit o componentes
caducados

d) La solucién
enzimdtica de
sustrato estd
contaminada

Lave la placa al menos é veces con 400 pl de tampén de
lavado por pocillo. Puede que sean necesarios mds de
6 ciclos de lavado dependiendo del lavador. Debe dejarse
un periodo de remojo de al menos 5 segundos entre los
ciclos.

Extreme la precaucién durante el pipeteado y la mezcla de
la muestra para minimizar el riesgo.

Asegurese de utilizar el kit antes de la fecha de caducidad.
Compruebe que el estdndar reconstituido y el conjugado
100x concentrado se utilizan durante los tres meses
siguientes a la fecha de reconstitucién.

Deseche el sustrato si presenta una coloracién azul. Utilice
depésitos de reactivos limpios.
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Comentarios y sugerencias

e)

Plasma mezclado en
QFN SARS Blood
Collection Tubes
antes de la extraccién

Después del centrifugado, no pipetee arriba y abajo ni
mezcle el plasma de ninguna forma antes de la extraccién.
Tenga cuidado en todo momento de no interferir en el
material de la superficie del gel.

Valores bajos de densidad éptica para los estandares

a)

b)

<)

d

f)

gl

Error de dilucién del
estandar

Error de pipeteado

Temperatura de
incubacién
demasiado baja

Tiempo de incubacién
demasiado corto

Filtro de lectura de
placa incorrecto

Reactivos demasiado
frios

Kit o componentes
caducados

Asegirese de preparar correctamente las diluciones del
estédndar del kit, siguiendo las instrucciones de uso.

Compruebe que las pipetas estén calibradas y utilicelas
segun las instrucciones del fabricante.

La incubacién para ELISA debe realizarse a temperatura

ambiente (22 °C = 5 °C).

La incubacién de la placa con el conjugado, los estdndares
y las muestras debe durar 120 £ 5 minutos. La solucién
enzimdtica de sustrato debe incubarse en la placa durante
30 minutos.

La placa debe leerse a 450 nm con un filtro de referencia de
entre 620 y 650 nm.

Todos los reactivos, a excepcién del conjugado 100x
concentrado, deben estar a temperatura ambiente antes de
empezar el ensayo. Este paso puede tardar 1 hora
aproximadamente.

Asegirese de que el kit no esté caducado. Compruebe que
el estdndar reconstituido y el conjugado 100x concentrado
se utilizan durante los 3 meses siguientes a la fecha de
reconstitucién.
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Comentarios y sugerencias

Fondo elevado

a) Placa mal lavada

b) Temperatura de
incubacién
demasiado elevada

c) Kit o componentes
caducados

d) La solucién
enzimdtica de
sustrato estd
contaminada

Lave la placa al menos é veces con 400 pl de tampén de
lavado por pocillo. Puede que sean necesarios mds de
6 ciclos de lavado. Debe dejarse un periodo de remojo de al
menos 5 segundos entre los ciclos.

La incubacién para ELISA debe realizarse a temperatura

ambiente (22 °C = 5 °C).

Asegurese de que el kit no haya caducado. Compruebe que
el estdndar reconstituido y el conjugado 100x concentrado
se utilizan durante los tres meses siguientes a la fecha de
reconstitucion.

Deseche el sustrato si presenta una coloracién azul. Utilice
depésitos de reactivos limpios.

Curva estandar no lineal y variabilidad entre duplicados

a) Placa mal lavada

b) Error de dilucién del
estdndar

c) Mezclado mal hecho

d) Técnica de pipeteado
no fluida o
interrupcién durante
la preparacién del
ensayo

Lave la placa al menos é veces con 400 pl de tampén de
lavado por pocillo. Puede que sean necesarios mds de
6 ciclos de lavado. Debe dejarse un periodo de remojo de al
menos 5 segundos entre los ciclos.

Asegirese de preparar correctamente las diluciones del
esténdar, siguiendo las instrucciones de uso.

Mezcle bien los reactivos mediante inversién o agitacién
vorticial suave antes de dispensarlos en la placa.

Las muestras deben mezclarse con los estédndares de forma
fluida, sin inferrupciones. Todos los reactivos deben estar
preparados antes de comenzar el ensayo.

Instrucciones de uso del QuantiFERON SARS-CoV-2 ELISA Kit 04/2022

55



Simbolos

En las instrucciones de uso o en el embalaje y en el etiquetado pueden aparecer los siguientes

simbolos:

Simbolo Definicién del simbolo

Contiene suficientes reactivos para <N> reacciones

Fecha de caducidad

<
S

~* JEEREERE"

Producto sanitario para diagnéstico in vitro

Némero de catélogo

—

(0] Ndmero de lote

Némero de material (p. ej., el etiquetado de los componentes)
Componentes

Contenido

Ndmero

GTIN Ndmero mundial de articulo comercial

Representante autorizado
awo_n

“R" es la revisién de las Instrucciones de uso y “n” es el
nimero de revisién

Limitacién de temperatura
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Simbolo

Definicién del simbolo

Qe
4 |§
a

A\

Fabricante

Consultar las instrucciones de uso

Mantener alejado de la luz solar

Advertencia/precaucién

Informacidén de contacto

Para recibir asistencia técnica y solicitar mds informacién, visite nuestro Centro de servicio

técnico en el sitio www.qiagen.com/Support, llame al 00800-22-44-6000 o péngase en

contacto con uno de los departamentos del servicio técnico de QIAGEN o con los

distribuidores locales (consulte la contraportada o visite www.qiagen.com).
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Apéndice A: Informacién técnica

Resultados indeterminados

Los resultados indeterminados son poco habituales y pueden estar relacionados con el estado
inmunolégico del individuo o con varios factores técnicos (p.ej. manipulacién o
almacenamiento inadecuados de los tubo de recogida de sangre, placa ELISA mal lavada)

en caso de no seguir las instrucciones de uso indicadas.

Si existen sospechas de que se hayan producido fallos o errores técnicos durante el
almacenamiento de reactivos o la recogida o manipulacién de las muestras de sangre, repita
toda la prueba QFN SARS con muestras de sangre nuevas. Cuando el motivo puede deberse
a que el material no se ha lavado bien o a que se han cometido errores de procedimiento,
puede realizarse de nuevo la prueba ELISA con plasmas estimulados. Corresponde a los

médicos optar por extraer una segunda muestra o realizar otro tipo de pruebas.
Muestras de plasma coaguladas

Si en las muestras de plasma almacenadas durante mucho tiempo apareciesen codgulos de
fibrina, habra que centrifugarlas para que se sedimenten los codgulos, lo que facilita su paso

por la pipeta.
Muestras de plasma lipémico

Debe extremarse el cuidado al pipetear muestras lipémicas, ya que los depésitos grasos

pueden obstruir la punta de las pipetas.
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Apéndice B: Procedimiento de prueba ELISA
abreviado

1. Equilibre los componentes del andlisis ELISA, salvo el conjugado /D
1:00

100x concentrado, a temperatura ambiente durante al menos

60 minutos.

. Reconstituya el esténdar del kit hasta 8,0 Ul/ml con agua
desionizada o destilada. Prepare cuatro (4) diluciones de

estandar.

. Reconstituya el conjugado 100x concentrado liofilizado con agua

desionizada o destilada.

. Prepare conjugado listo para usar con diluyente verde y afiada

50 pl a cada uno de los pocillos.

. ARada 50 pl de las muestras de plasma de andlisis y 50 pl de los

patrones a los pocillos correspondientes. Mezcle con un agitador.

. Deje incubar durante 120 minutos a temperatura ambiente.

. Lave los pocillos al menos é veces con 400 pl de tampén de

lavado por pocillo.
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8. Afiada 100 pl de solucién enzimdtica de sustrato a los pocillos. ////
Mezcle con un agitador. l_l L L
9. Deje incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente. /D
0:30
10. Afada 50 pl de solucién enzimdtica de parada a todos los ////
pocillos. Mezcle con un agitador. l_l Ll L
11. Lea los resultados a 450 nm con un filtro de referencia de entre
620 nm y 650 nm.
12. Analice los resultados. Il
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Informacién para pedidos

Producto Contenido N.° de cat.

QuantiFERON SARS-CoV-2 Kit ELISA biplaca 626420
(QFN SARS) ELISA Kit

Productos relacionados

QuantiFERON SARS-CoV-2 200 tubos (50 de cada uno: Nil, 626725
Blood Collection Tubes Agl, Ag2 y Mitogen)

Para obtener informacién actualizada sobre licencias y exenciones de responsabilidad
especificas del producto, consulte el manual de uso o el manual del usuario del kit de QIAGEN
correspondiente. Los manuales de uso y las guias del usuario de los kits de QIAGEN estdn
disponibles en www.qiagen.com o pueden solicitarse a los servicios técnicos de QIAGEN o a

su distribuidor local.
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Historial de revisiones del documento

Fecha

Descripcién

R1, octubre de 2021

R2, noviembre de
2021

R3, abril de 2022

Versién inicial
Se han actualizado las secciones Caracteristicas del

rendimiento y Rendimiento clinico

Se ha actualizado el apartado Sustancias interferentes de la
seccion Caracteristicas del rendimiento analitico
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Esta pdgina se ha dejado intencionadamente en blanco.
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Acuerdo de licencia limitada para el QuantiFERON® SARS-CoV-2 (QFN SARS) ELISA Kit
La utilizacién de este producto implica por parte de cualquier comprador o usuario del producto la aceptacién de los siguientes términos:

1. El producto puede utilizarse Gnicamente conforme a los protocolos suministrados con el producto y a este manual de uso y para su uso exclusivo con los
componentes incluidos en el panel. QIAGEN no ofrece licencia alguna bajo ninguna de sus propiedades intelectuales para utilizar o incorporar los componentes
suministrados en este panel con componentes no incluidos en el mismo, excepto segin se describe en los protocolos proporcionados con el producto, este manual de
uso y ofros protocolos disponibles en www.qiagen.com. Algunos de estos protocolos adicionales han sido proporcionados por usuarios de QIAGEN para usuarios de
QIAGEN. QIAGEN no ha probado ni optimizado estos protocolos en profundidad. Por ello, QIAGEN no los garantiza ni asegura que no infrinjan los derechos de
terceros.

2. Aparte de las licencias expresamente especificadas, QIAGEN no garantiza que este panel ni su(s) uso(s) no infrinjan derechos de terceros.

3. Este panel y sus componentes tienen licencia para un solo uso y no se pueden reutilizar, reacondicionar ni revender.

4. QIAGEN renuncia especificamente a cualquier otra licencia, explicita o implicita, distinta de las licencias expr pecificad

5. El comprador y el usuario del panel aceptan no realizar ni permitir a otros realizar ningin paso que pueda conducir a acciones prohibidas en las

especificaciones anteriores o que pueda facilitarlas. QIAGEN se reserva el derecho de emprender acciones legales ante cualquier tribunal para el cumplimiento de
las prohibiciones especificadas en este Acuerdo de licencia limitada y recuperard todos los gastos derivados de la investigacién y de los gastos judiciales, incluidas
las costas procesales, en cualquier accién emprendida para hacer cumplir este Acuerdo de licencia limitada o cualquier ofro derecho de propiedad intelectual en
relacién con este kit y/o con sus componentes.

Para consultar los términos actualizados de la licencia, visite www.qgiagen.com.

Marcas comerciales: QIAGEN®, Sample to Insight®, QuantiFERON® (QIAGEN Group) Proclin®. Los nombres registrados, las marcas comerciales, etc., utilizados en
este documento, incluso cuando no aparecen marcados como tales, estén protegidos por la legislacién.

04-22 1124420 © 2022 QIAGEN. Todos los derechos reservados.
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