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Espanol

ELA CHEMSTRIP® COVID-19

Presentacion: 100 determinaciones

Contenido

Tiras reactivas (en envoltorio trilamindo para pro-
teccion de la luz y humedad)

100 tiras violetas (RNAsaP, 5 sobres) y 100 tiras
celestes (GenE, 5 sobres)

Diluyente de muestra 2x33ml
Tubos 15 ml 200 tubos
Control interno de extraccion 1x05ml
Mix ELA 2X 1x15ml
Primer Mix 10X GenE 1x0.2ml
Primer Mix 10X RNAsaP 1x02ml
Enzimas 1 U/l 1x02ml
Control positivo ELA 1x0,04 mi
ddH20 DNAsa y RNAsa free 1x1ml

Manual de instrucciones
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Nombre y aplicacion

ELA CHEMSTRIP®
COVID-19

Kit para la deteccion de SARS-Cov2 en
muestras de humanos.

El kit ELA CHEMSTRIP® COVID-19 es un
kit para la deteccion del virus SARS-Cov2
mediante amplificacion isotérmica (Easy
Loop Amplification, ELA®) y deteccidn
inmunocromatografica (CHEMSTRIP®),
La deteccidn se realiza sobre ARN ge-
nomico del virus purificado a partir de
muestras de hisopado nasofaringeo, oro-
faringeo y lavado broncoalveolar.

Introduccion

El COVID-19 es una enfermedad infec-
to-contagiosa causada por el SARS-Cov2
(Severe Acute Respiratory Syndrome Co-
ronavirus 2) que se presenta con un am-
plio espectro de sintomas como fiebre,
tos seca, dolor corporal, dificultad para
respirar, neumonia y diarrea entre otros
(1, 2). EI SARS-Cov2 es un virus pertene-
ciente a la familia Betacoronaviridae, a
la cual también pertenecen el SARS-Cov
y el MERS-Cov (Middle East Respiratory
Syndrome coronavirus), dos virus que
han causado un numero considerable de
muertes en los brotes epidémicos de los
anos 2003-2004 y 2012-2013 respectiva-
mente (3).

El SARS-Cov2 es un viribn cuyo material
genético esta compuesto por un ARN
monocatenario positivo que codifica para
las cuatro proteinas estructurales que
componen la particula viral asi como to-
das la proteinas no estructurales necesa-
rias para su ciclo replicativo (1).

La forma principal de propagacion del
SARS-Cov2 parece ser el contacto cer-
cano entre las personas. Se cree que el
virus se transmite mas ampliamente 3
través de las microgotas respiratorias que
se producen cuando una persona infec-
tada tose o estornuda (1, 2). El contagio

puede ocurrir cuando las microgotas de
|a tos o el estornudo de una persona in-
fectada se transmiten por el aire a corta
distancia y se depositan en las membra-
nas mucosas de la boca, nariz u ojos de
las personas que estan cerca (1,2). El virus
también se puede propagar cuando una
persona toca una superficie o un objeto
contaminado con el virus y luego se toca
la boca, Ia nariz o los 0jos. Ademas, si bien
aln no esta ampliamente documentado,
es posible que el SARS-Cov2 se propague
mas ampliamente a través del aire (propa-
gacion por aire) (4) o por otras formas que
todavia se desconocen.

El SARS-Cov2 ha sido responsable de
la mayor pandemia de los Ultimos 100
anos en el mundo, disemindndose a3 Mas
de 200 paises desde su identificacion
en diciembre de 2019 en la provincia de
Wuhan en China hasta mayo de 2020. Ha
causado, en menos de 6 meses, mas de 3
millones de infecciones y 260.000 muer-
tes (5).

Principio del ensayo

ELA CHEMSTRIP® COVID-19 esta espe-
cialmente disefado para amplificar una
region del Genk del virus SARS-Cov2 a
partir de ARN gendmico (ARNg) purifica-
do y del gen RNAsaP de humanos como
control de la extraccion y purificacion de
la muestra. El sistema utiliza una tecno-
logia exclusiva basada en amplificacion
mediada por loop denominada Easy loop
Amplification (ELA®) y deteccidon inmu-
nocromatografica (CHEMSTRIP®), La re-
accion de ELA se realiza a temperatura
constante (60 min a 63°C) y no requie-
re de termocicladores. El sistema utiliza
una sonda gque permite eliminar posibles
falsos positivos incrementando la espe-
cificidad del ensayo y oligonucledtidos
marcados con FAM (6-carboxifluores-
ceina) y Biotina; de esta manera, solo los
productos de amplificacion especificos
incorporan ambos marcadores.

La deteccion inmunocromatografica
(CHEMSTRIP®) de los productos de am-
plificacion marcados con FAM y Biotina



se basa en la captura inmunolégica de
nanoparticulas de oro recubiertas con
anticuerpos de cabra anti-FAM durante
SU paso a través de una membrana. Los
productos de amplificacion marcados
con FAM reaccionan con las particulas
de oro funcionalizadas con los anticuer-
pos anti-FAM vy los complejos formados
migran por cromatografia hacia la zona
de reaccion en la membrana. En esta
zona se han inmovilizado anticuerpos
anti-Biotina y anticuerpos anti-IgG de ca-
bra en las lineas de ensayo (TL) y control
(CL), respectivamente.

Si en la reaccion de ELA se generan pro-
ductos de amplificacion marcados con
FAM vy Biotina, los complejos nanopar-
ticula-amplicon son capturados por el
anticuerpo anti-Biotina inmovilizado en
la TL visualizandose como una banda de
color rojo purpura. Independientemente
de la presencia en |a muestra de produc-
tos de amplificacion marcados, los com-
plejos que no fueron capturados enla TL
contintan migrando y son capturados en
la CL por los anticuerpos anti-IgG de ca-
bra dando origen también a la formacion
de una banda de color rojo purpura. La
aparicion de la CL indica que la cromato-
grafia se ha desarrollado correctamente
y en condiciones que aseguran la reac-
cidn antigeno-anticuerpo.

Componentes del kit

-Tiras reactivas en formato dipstick
Tiras reactivas en envoltorio trilamina-
do sellado con sobres de silica gel en
SuU interior para proteccion de la luz y
humedad (20 tiras por sobre). 100 tiras
violetas (RNAsaP, 5 sobres) y 100 tiras
celestes (GenE, 5 sobres).

-Diluyente de muestra

Listo para usar.

-Tubos de 1,5 ml

-Control interno de extraccion
Listo para usar.

-Mix ELA

Concentrada 2X.

-Primer Mix GenE

Concentrada 10X.

-Primer Mix RNAsaP
Concentrada 10X,

-Enzimas
Concentracion 1 U/pl.

-Control positivo ELA
Listo para usar.

-ddH,0 DNAsa y RNAsa free
-Manual de instrucciones

Almacenamiento y vencimiento
Conservacion:

-Los reactivos para ELA (caja interna de
Reactivos ELA) deben ser conservados a
-20 + 5°C y protegidos de Ia luz.

-El resto de los componentes del kit
(sobres conteniendo 1as tiras reactivas,
diluyente de muestra y tubos de 1,5 ml)
deben ser conservados a temperatura
ambiente (15 a 25°C).

Nota: al descongelar los reactivos de ELA ho-
mogeneizarlos suavemente o con vortex y luego
realizar un spin. Evitar 13 excesiva repeticion de
ciclos de congelamiento/descongelamiento. Para
un uso frecuente, se recomienda alicuotar los re-
activos de ELA, una vez abierto.

Temperatura de transporte: 4 3 15°C has-
ta 72 horas.

Vencimiento: 12 meses.

No utilizar componentes del kit una vez
pasada la fecha de vencimiento.

Atencidn: conservar |3 caja de Reactivos
ELA 3 -20°C.

Materiales necesarios que no se sumi-
nistran

-Micropipetas (p2, p20 y p1000).
-Puntas de pipetas con filtro (libre de
RNAsas)

-Bloque térmico con tapa termostati-
zada y capaz de mantener constante |a
temperatura a 63°C durante 60 min.
-Microcentrifuga.

-Cronémetro.

Precauciones de uso




1. Leer atentamente y seguir todas las
instrucciones de uso ajustandose estric-
tamente al procedimiento detallado en
el Manual de instrucciones del kit.

2. Conservar el kit y todos sus componen-
tes en las condiciones arriba indicadas.
3. Las reacciones de amplificacion se
deben realizar en un sector diferente al
sector donde se realiza la deteccidn con
tiras reactivas y utilizando micropipetas
exclusivas para tal fin. Los tubos en don-
de se realiz6 la amplificacion NO deben
ser abiertos en el mismo sector donde se
realiza la mezcla de reaccion e incuba-
cion.

4. Mantener Ias tiras reactivas en su en-
voltorio original con desecante y hermé-
ticamente cerrado para protegerlas de Ia
luz y la humedad.

5. Sacarlas tiras de su envoltorio original
solo inmediatamente antes de usarlas.
6. Manipular todos los reactivos y mate-
riales siguiendo la Buenas Practicas de
Laboratorio.

7. Los ensayos deben realizarse en labo-
ratorios de andlisis clinicos con platafor-
ma de biologia molecular que cumplan
estrictamente con Ias practicas apropia-
das de bioseguridad; los laboratorios de-
ben reunir condiciones de Nivel de Bio-
seguridad 2 (BSL2) y poseer una Cabina
de Seguridad Biologica tipo 2 certificada
(https://www.paho.org/es/documen-
tos/directrices-provisionales-bioseguri-
dad-laboratorio-para-manejo-transpor-
te-muestras).

8. No usar el kit pasada la fecha de ca-
ducidad o si los componentes no fueron
conservados en las condiciones indica-
das arriba.

9. No mezclar componentes o manuales
de instrucciones de kits de distintos lo-
tes.

Instrucciones de uso (ver Figura 1)

Preparacién de |a muestra: agregar 5 pl
del Control interno de extraccion en el

primer paso del proceso de extraccion
del ARN genémico. Recomendamos uti-
lizar las columnas de extraccion PURO

Virus RNA (Productos Bioldgicos S. A.).

Paso 1: Amplificacion isotérmica

1. Descongelar los reactivos, mantenien-
do la Enzimas en frio. Equilibrar los reac-
tivos a temperatura ambiente y homoge-
neizarlos antes de su uso (Sector 1).

2. Preparar la reaccion en los tubos pro-
vistos en el kit segun Tabla 1. Todos los
pasos deben ser realizados manteniendo
los tubos en hielo (Sector 1). Mantener
los tubos cerrados y pasar al Sector 2.

Notas:

-Se deben preparar dos reacciones por muestra
de ARNg a analizar (2 tubos por muestra), una
para el GenE y otra para el control RNAsaP.
-Incluir en cada serie de reacciones los controles,
positivo y negativo, por duplicado.

3. Mezclar los componentes suavemente
y centrifugar 15 segundos (spin) (Sector
2).

4. Colocar los tubos en el bafo térmico
con tapa termostatizada e incubar du-
rante 60 min a 63°C (Sector 2).

Tabla 1: Preparacion de los tubos de reac-
cion.

Tubos Gen RNA- Cont Cont
Componentes E saP  pos  neg
Mix ELA
COVID-19 (2%) 75l | 751 | 754l | 75l
Primer Mix
GenE (10X) 15l - 15 | 154!
Primer Mix RNAsaP . 150l . .
(10X) ~b
Enzima (1U/p1) Tyl Tl Tl Tyl
Muestra (ARNg i .
purificado) Sl sul
Control pos ELA - - Syl -
ddH,0 - - - 5l
Volumen final Bl | 15 | 15p0 | 154

En el caso de preparar la mezcla de reac-
cion para mas de una muestra proceda
como se ejemplifica en la Tabla 2.



Tabla 2: Ejemplos de preparacién de Mix de
reaccion del GenE para distinto nUmero de
muestras a procesar.

NOmerode | MixELA | PrimerMix | Enzimas Vol,final
muestrasa | 2X(ml) | GenE10X (ml) (i)
analizar (miy*
1 75 15 1 10
2 15 3 2 20
3 225 45 3 30
4 30 6 4 40
5 375 75 5 50
6 45 9 6 60
7 525 105 7 70
8 60 12 8 80
9 675 135 9 90
10 75 15 10 100
n 825 165 1 10
1Y 90 18 2 120
3 975 195 13 130
4 105 21 4 140
5 m5 225 15 150
16 120 24 6 160
17 1275 255 17 170
8 135 27 18 180
19 1425 285 9 190
20 150 30 20 200

* Para los tubos de reaccion de RNAsaP proceder
de la misma manera pero utilizando la Mix de Pri-
mers (10X) correspondiente a RNAsaP.

** Se recomieda preaparar volumen suficiente
para una o dos reacciones mas con respecto a la
cantidad de muestras a analizar.

Una vez preparada Ia mix, alicuotar 10 pl
por tubo y agregar 5 ylde muestra.

Paso 2: Deteccion (Sector 2)

1. Centrifugar los tubos 15 segundos
(spin) (Sector 2).

2. Abrir el tubo cuidadosamente (evitan-
do generar aerosoles) y agregar 300 pl
del Diluyente de muestra (Sector 2).
Nota: agregar el diluyente de muestra suavemen-
te por las paredes del tubo sin tocar Ia superficie
del liquido.

3. Tomar una tira reactiva violeta y colo-
carla en el tubo de reaccion de RNAsaP,
y una tira celeste y colocarla en el tubo
de reaccion del GenE. Las tiras se deben
colocar en forma vertical siguiendo la
orientacion de las flechas impresas so-
bre la tira reactiva (Sector 2)

4., Esperar 10 minutos y sin retirar Ia tira
del tubo leer el resultado de la prue-
ba (Sector 2). Si el resultado es valido
para RNAsaP (ver criterios de validez en
el Paso 3) continuar con el analisis del
GenE (Paso 4).

Importante:

-Realizar Ia mezcla de las reacciones de
amplificacion isotérmica en un sector dife-
rente (Sector 1) al sector donde se realiza la
incubacion y deteccidn (Sector 2).

-Usar siempre tips con filtro.

-Las micropipetas y otros materiales uti-
lizados para la amplificacion NO DEBEN
SER USADOS para la deteccion. EVITAR LA
CONTAMINACION CRUZADA.

Importante:

-Para los tubos de reaccion del GenE se uti-
lizan las tiras reactivas celestes y para los
de RNAsaP las tiras violetas.

-No retirar la tira reactiva del tubo para leer
el resultado, solo levantarla lo suficiente
para poder visualizar la TLy CL y descartar
todo junto (tubo y tira) en un recipiente
adecuado.

-Cerrar con cinta adhesiva el sobre conte-
niendo Ias tiras que no se utilizan.

-Luego de cada ronda de evaluacion de
muestras, limpiar el equipamiento y Ias su-
perficies con solucion de lavandina al 5% u
otros agentes quimicos utilizados para Ia
eliminacion de acidos nucleicos.

Paso 3: Criterios de validez

Resultado valido: cuando para RNAsaP
(tira violeta) se observan dos bandas de
color rojo pUrpura correspondientes a la
CLylaTL.

Si el resultado es valido continuar con el
Paso 4.

Resultado invalido: cuando para RNAsaP




(tira violeta) se observa la CL pero no la
TL o cuando independientemente de Ia
visualizacion o no de la TL, no se observa
la CL.

Si el resultado es invalido no se puede
continuar con el ensayo y se debe repetir
el analisis desde el proceso de extraccion
del ARN en adelante.

Paso 4: Interpretacion del resultado

Resultado positivo: cuando para el GenE
(tira celeste) se observan dos bandas de
color rojo pUrpura correspondientes 3 13
CLylaTL.

Independientemente de la intensidad de
color de la TL el resultado se debe con-
siderar positivo.

Resultado negativo: cuando para el GenE
(tira celeste) sblo se observa una banda
de color rojo purpura correspondiente a
la CL.

Resultado invélido: cuando para el GenE
(tira celeste) independientemente de la
visualizacion o no de la TL, no se observa
la banda correspondiente a la CL.

En este caso, repetir el analisis desde
el paso de amplificacion en adelante
ajustandose estrictamente al proced-
imiento detallado en el Manual de in-
strucciones del kit.

entes con resultado positivo por confirma-
do por Real-Time PCR (RT-PCR).

Por lo tanto, recomendamos considerar
un resultado GenE (tira celeste) positivo y
RNAsaP (tira violeta) negativo como Resul-
tado Positivo.

Toda linea que pueda aparecer pasados
los 10 minutos no tendra valor diagnosti-
co.

Consideraciones acerca de la Inter-

pretacion del resultado

En algunos casos hemos observado un
resultado positivo para el GenE (visual-
izacion de dos bandas de color rojo-pUr-
pura correspondientes a la CL y Ia TL en
la tira celeste) y negativo para RNAsaP
(visualizacion de una Unica banda de color
rojo-purpura correspondiente a la CL en la
tira violeta).

En nuestros estudios de validacion hemos
observado que los casos en los que se ob-
tuvo este resultado correspondian a paci-

Limitaciones de uso

-ELA CHEMSTRIP® COVID-19 ha sido val-
idado con muestras de ARN extraido a
partir de muestras nasofaringeas y oro-
faringeas con kits de extraccion de ARN
basados en columnas de silica.

-Los resultados deben ser interpretados
por un profesional de Ia salud en el con-
texto de la historia clinica del paciente y
sus sintomas clinicos.

-EL kit no estd recomendado para mon-
itorear la evolucion en el tiempo de los
pacientes convalecientes.

-Un resultado negativo por cualquier test
que detecta genoma viral, no elimina
concluyentemente la posibilidad de una
infeccion.

Determinacion del limite de deteccion

Analisis del estandar SARS-Cov2 (ARN)

Fuente: Cedido por el Ministerio de Sa-
lud, Secretaria de Politicas, Regulacion
e Institutos, Administracion Nacional de
Laboratorios e Institutos de Salud “Dr.
Carlos G. Malbran”, Instituto Nacional de
Enfermedades Infecciosas (INEI-ANLIS).
Este estandar fue cuantificado usando
como referencia el estandar 30-XXXX-71
proporcionado por la Organizaciéon Pana-
mericana de la Salud/Organizacion Mun-
dial de la Salud (OPS/OMS).

Resultados: para determinar el limite de
deteccion (LOD, Limit Of Detection) del
kit ELA CHEMSTRIP® COVID-19 se re-
alizaron diluciones seriadas a partir del
stock del estandar proporcionado por
INEI-ANLIS de tal manera de contar con
2 x 105 2 x 104 2 x 10% 200, 100, 50 y
25 moléculas totales por tubo de reac-
cion. Todas las muestras se analizaron




por cuadriplicado para la deteccion del
GenE.

El LOD se determind como la minima
concentracion de moléculas por reac-
cion (moléc/rn) para la cual se observo
un resultado positivo, es decir, dos ban-
das coloreadas correspondientes a la TL
y CL.

Como se muestra en la Tabla 3, para la
concentraciéon de 2 x 10,2 x 1042 x10°y
200 y 100 moléculas/rn se obtuvieron 4
resultados positivos sobre 4 determina-
ciones totales, para 50 moléculas/rn dos
positivos sobre 4 y para 25 moléculas/rn
un resultado positivo sobre 4 determina-
ciones totales.

Tabla 3: Determinacién del limite de detec-
cion.

Target GenkE

Cc ARN
(moléc/ 2x10° | 2x10% | 2x10* [ 200 | 100 | 50 25
m)

Positivos /

4/4 4/4 a4 | a4 | a4 | 24 | 14
Total

Teniendo en cuenta los resultados ob-
tenidos para las distintas concentra-
ciones del ARNg del virus SARS-Cov2 en
las distintas repeticiones se establecio
que el Limite de Deteccidon o Limite de
Sensibilidad Analitica del kit ELA CHEM-
STRIP® COVID-19 es de 25 a 100 copias
del genoma del virus SARS-Cov2.

Sensibilidad y especificidad diagnosti-
ca

Para determinar la Sensibilidad (Se) y
Especificidad (Sp) diagnostica se anal-
izaron 60 muestras de ARN purificado
en las que no se detecto la presencia de
SARS-Cov2 y 100 muestras en las que si
se detectd la presencia del virus. Estas
muestras fueron analizadas por el IN-
EI-ANLIS “Dr. Carlos G. Malbran” utilizan-
do la metodologia de RT-PCR validada
segUn los estandares de la OPS/OMS.

Las 160 muestras se analizaron utilizan-
do el kit ELA CHEMSTRIP® COVID-19 ob-

teniéndose un resultado negativo para
las 60 muestras negativas, lo que deter-
mina una Especificidad diagnostica del
100%, y un resultado positivo para 94
muestras de las 100 muestras positivas
lo que determina una Sensibilidad diag-
nostica del 94%.

Reacciones cruzadas

A partir de un profundo analisis bioin-
formatico se evalud la posibilidad de
deteccion cruzada con otros virus respi-
ratorios y con genomas de otros entes
bioldgicos, incluyendo el genoma huma-
noy bacterias frecuentes en Ias areas de
toma de muestra.

La evaluacion se realizd utilizando el
programa BlastN, recuperando un total
de 1000 hits en cada prueba. En todos
los test se emplearon como sonda las se-
cuencias de los primers forward y reverse
disefados para el gen E.

En base a los criterios previamente de-
scriptos, podemos resumir la especifici-
dad in silico como*:

SARS-CoV-2 detectable

Alphacoronavirus 299 no detectable
Alphacoronavirus NL63 no detectable
Betacoronavirus HKU-1 no detectable
Betacoronavirus 1 no detectable
Influenza A no detectable
Influenza B no detectable
RSVA no detectable
RSVB no detectable
GenBank* no detectable

* En esta blsqueda se excluyeron: SARS-
CoV-2, SARS, MERS, Alphacoronavirus 299E,
Alphacoronavirus  NL63, Betacoronavirus
HKU-1, Betacoronavirus 1, Influenza Ay B, RSV
Ay B, construcciones sintéticas y patentes.

Interferencias

En ninguno de los ensayos realizados so-
bre ARN purificado a partir de muestras
clinicas y utilizando métodos de purfi-
cacion basados en matrices de silica (Qi



amp viral RNA minikit-Qiagen, Tianamp
virus DNA/RNA kit-Tiangen, PURO virus
RNA-Productos Bio-Ldgicos) se detectd
la presencia de inhibidores que afecten
a la amplificacion o visualizacion del pro-
ducto.

Advertencias

-Mantener fuera del alcance de los ninos
y animales domésticos. Centro Nacional
de Intoxicaciones: Tel. 0800-333-0160.

-La identificacion de casos sospechosos
de COVID-19 constituye un evento de no-
tificacion obligatoria en el marco de Ia
Ley 15465 y debe ser notificado en forma
inmediata y completa al Sistema Nacio-
nal de Vigilancia de la Salud (SNVS2.0)
al Grupo de Eventos: Infecciones respir-
atorias agudas (IRAS), Evento Sospecha
de Virus Emergente. La informacion a
notificar debe ser recopilada de acuerdo
a la Ficha de notificacion, investigacion
epidemiologica y pedido de estudios de
laboratorio ante caso sospechoso de
COVID-19 disponible en: https://www.ar-
gentina.gob.ar/salud/epidemiologia/fichas

ANMAT

-Autorizado por ANMAT PM 2360-05.
Chemtest Argentina S.A. Legajo N° 2360.
-Director Técnico: Andrés E. Ciocchini.

Para asistencia técnica

Ante cualquier consulta por favor con-
tactar al tel 54 11 2033-1455 (Ext. 6028)
info@chemtest.net / chemtest.net
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Paso 1: Amplificacion isotérmica
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Figura 1: Instrucciones de uso, criterios de validez e interpretacion
de los resultados.
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