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1 USO PREVISTO 
 
Il saggio Platelia SARS-CoV-2 Total Ab è un test diagnostico in vitro semi-quantitativo di cattura dell’antigene 
in formato one-step per rilevare gli anticorpi IgM/IgA/IgG anti-SARS-CoV-2 in campioni di siero e plasma 
umano (EDTA, eparina, ACD o citrato). 
  
Questo saggio può contribuire alla formulazione della diagnosi in pazienti con sintomi indicativi di un’infezione 
causata da SARS-CoV-2. Il saggio Platelia SARS-CoV-2 Total Ab può aiutare a diagnosticare una COVID-19 
quando usato in associazione alla presentazione clinica e alle analisi condotte con altri metodi (RT-PCR, TAC, 
rilevamento specifico di anticorpi IgM/IgA/IgG anti-SARS-CoV-2).   
  
Questo saggio può essere inoltre utilizzato come strumento di screening per il rilevamento della presenza di 
anticorpi totali anti-SARS-CoV-2, al fine di determinare lo stato immunitario di singoli individui in relazione 
all’esposizione a SARS-CoV-2. 
 
Il saggio Platelia SARS-CoV-2 Total Ab può essere utilizzato sia manualmente sia su sistemi automatici. 
 

2 RIASSUNTO E SPIEGAZIONE DEL TEST  
 

Il Coronavirus (CoV) è un virus rivestito da un involucro contenente RNA a singolo filamento di senso 
positivo. SARS-CoV-2, precedentemente noto come 2019-nCoV, è un coronavirus di recente emergenza 
che colpisce principalmente il tratto respiratorio che può portare alla sindrome respiratoria acuta grave 
(SARS). La patologia sottostante causata da questo virus è la COVID-19. Negli ultimi due decenni, i 
coronavirus sono stati responsabili di diverse epidemie nel mondo. Nel 2003 e nel 2014, i coronavirus hanno 
causato epidemie rispettivamente soprattutto in Asia (SARS-CoV) e in Medio Oriente (MERS-CoV). Prima 
della comparsa del nuovo SARS-CoV-2, i coronavirus noti per infettare l’uomo erano sei (SARS-CoV, MERS-
CoV e quattro altri coronavirus che causano sindromi respiratorie lievi a carico del tratto respiratorio 
superiore e inferiore). 

 
Il SARS-CoV-2 è stato identificato per la prima volta nel mese di dicembre 2019 nella città di Wuhan, 
provincia di Hubei, in Cina, dopo che numerosi pazienti avevano sviluppato una polmonite grave simile a 
quella causata dal virus SARS-CoV. Da allora il virus si è diffuso rapidamente in tutto il mondo e nel mese 
di marzo 2020 l’OMS ha ufficialmente definito la COVID-19 una pandemia. La trasmissione del virus da 
persona a persona ha portato a una rapida diffusione della COVID-19, e la necessità di terapia intensiva per 
un elevato numero di pazienti ha spinto le autorità di tutto il mondo a porre in atto con urgenza una serie di 
misure di contenimento. Il periodo di incubazione varia da 2 a 14 giorni. 

 
Il virus è stato rilevato nelle secrezioni respiratorie, considerate come la principale via di trasmissione. Dopo 
l’ingresso nel tratto respiratorio, le particelle virali aderiscono alle cellule polmonari tramite i recettori ACE-2 
ed entrano nelle cellule per endocitosi. Il SARS-CoV-2 può essere trasmesso anche attraverso la via fecale. 

 
Ai pazienti positivi al SARS-CoV-2 e sintomatici viene diagnosticata la COVID-19. I sintomi possono variare 
notevolmente e in particolare includono febbre, tosse secca, anosmia, produzione di espettorato, cefalea, 
dispnea, spossatezza, nausea e diarrea. Sebbene alcuni casi possano essere asintomatici, altri possono 
arrivare a sviluppare la sindrome da distress respiratorio acuto (ARDS) e anche al decesso. 
 
La diagnosi si basa prevalentemente sull’analisi RT-PCR (reazione a catena della polimerasi con trascrittasi 
inversa in tempo reale) dei campioni respiratori. Tuttavia, la RT-PCR può portare a risultati falsi negativi 
dovuti a basse cariche virali o a prelievo, manipolazione e conservazione inappropriati dei campioni 
(tampone orofaringeo o rinofaringeo), o a errori durante la procedura di reazione. Per favorire la diagnosi è 
possibile effettuare anche analisi con tecniche di imaging, come la tomografia computerizzata (TAC), che 
evidenziano polmoni con opacità bilaterali multilobari a vetro smerigliato. 

 
Il saggio Platelia SARS-CoV-2 Total Ab rileva gli anticorpi IgM, IgA- e IgG contro SARS-CoV-2. In 
associazione ad altri esami diagnostici, questo saggio può essere usato per determinare se un paziente è 
stato esposto al virus SARS-CoV-2. 
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3 PRINCIPIO DI FUNZIONAMENTO 
 
Il Platelia SARS-CoV-2 Total Ab è un saggio di cattura dell’antigene in formato one-step per il rilevamento 
semi-quantitativo degli anticorpi totali (IgM / IgA / IgG) contro il nucleocapside di SARS-CoV in campioni di 
siero o plasma umano. 
 
§ Il saggio utilizza una proteina ricombinante del nucleocapside di SARS in un test di cattura dell’antigene 

in formato one-step. 
 

§ I campioni di siero o di plasma e i controlli vengono pre-diluiti. Il coniugato (proteina ricombinante del 
nucleocapside di SARS accoppiato alla perossidasi) viene aggiunto a ciascun campione e la miscela 
viene quindi incubata per un’ora a 37 °C in pozzetti rivestiti con la proteina ricombinante del nucleocapside 
di SARS. Durante questa incubazione, se nel campione sono presenti anticorpi IgM e/o IgG e/o IgA questi 
formano un complesso tra la proteina ricombinante del nucleocapside di SARS sui pozzetti e la proteina 
ricombinante del nucleocapside di SARS accoppiata alla perossidasi (POD). 
 

§ Dopo una fase di lavaggio, la presenza del complesso immunitario (proteina del nucleocapside di SARS 
/ anticorpi anti-nucleocapside di SARS/ proteina del nucleocapside di SARS marcata con la POD) è 
dimostrata a seguito della distribuzione di una soluzione cromogena che avvia una reazione con sviluppo 
di colore. 

 
§ Dopo 30 minuti di incubazione a temperatura ambiente, la reazione enzimatica viene arrestata 

aggiungendo una soluzione acida. La lettura della densità ottica (OD) ottenuta con uno spettrometro 
impostato a 450 / 620 nm è proporzionale alla quantità di anticorpi presente nel campione. La presenza 
di anticorpi anti-nucleocapside di SARS-CoV-2 nel singolo campione è determinata confrontando la 
lettura della densità ottica del campione con la densità ottica del siero di controllo di cut-off. 

 

4 REAGENTI 

4.1 Descrizione 
 

Identificazione 
sull’etichetta Descrizione 

Presentazione/ 
Preparazione  

 

R1 Microplate 

Micropiastra 
- 96 pozzetti (12 strisce da 8 pozzetti 

ciascuna) sensibilizzati con proteina 
ricombinante del nucleocapside di SARS. 

- Numero ID specifico = 19 

1 piastra 
Pronta all’uso 

R2 
Concentrated 

washing 
solution (20X) 

Soluzione di lavaggio concentrata (20X) 
- Tampone TRIS-NaCl (pH 7,4) 
- Conservante: 0,04% ProClin 300 

1 provetta 
70 mL 

Da diluire 

R3 Negative 
Control 

Controllo negativo 
- Tampone TRIS-NaCl (pH 8 ± 0,1), 

albumina sierica bovina, glicerolo 
- Conservante: 0,1% ProClin 300 

1 provetta 
1,0 mL 

Pronto all’uso 

R4 Cut-off Control 

Controllo di cut-off 
- Tampone TRIS-NaCl (pH 8 ± 0,1), 

albumina sierica bovina, glicerolo 
- Anticorpi policlonali di coniglio anti-

nucleocapside di SARS 
- Conservante: 0,1% ProClin 300 

1 provetta 
0,8 mL 

Pronto all’uso 
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R5 Positive 
Control 

Controllo positivo 
- Tampone TRIS-NaCl (pH 8 ± 0,1), 

albumina sierica bovina, glicerolo 
- Anticorpi policlonali di coniglio anti-

nucleocapside di SARS 
- Conservante: 0,1% ProClin 300 

1 provetta 
0,7 mL 

Pronto all’uso 

R6 Conjugate 

Coniugato 
- Proteina ricombinante del nucleocapside 

accoppiata con perossidasi di rafano 
- Tampone TRIS-NaCl (pH 8 ± 0,1), rosso 

fenolo 
- Conservante: 0,5% ProClin 300 

1 provetta 
9 mL 

Pronto all’uso 

R7 Sample Diluent 

Diluente campione 
- Tampone TRIS-NaCl (pH 8 ± 0,1),  rosso 

fenolo 
- Conservante: 0,5% ProClin 300 

1 provetta 
12 mL 

Pronto all’uso 

R8 Substrate 
buffer 

Tampone substrato 
Soluzione di acido citrico e acetato di sodio 
pH 4,0, contenente H2O2 (0,015%) e 
dimetilsolfossido (DMSO) (4%)  

1 provetta 
60 mL 

Da ricostituire 

R9 
Chromogen: 
TMB solution 

(11X) 

Cromogeno: soluzione TMB 
Soluzione contenente 3,3’-5,5’-
tetrametilbenzidina (TMB)  

1 provetta 
5 mL 

Da ricostituire 

R10 Stopping 
solution 

Soluzione di arresto 
Soluzione di acido solforico (H2SO4 1N) 

1 provetta 
28 mL 

Pronta all’uso 
 
 
4.2 Requisiti di conservazione e manipolazione 
 
Il kit deve essere conservato a +2-8 °C. I reagenti aperti devono essere conservati come indicato di seguito. 
 

Identificazione Conservazione 

R1 
Dopo l’apertura del sacchetto sottovuoto, le strisce dei micropozzetti vanno 
conservate per non più di 4 settimane a +2-8 °C nella confezione originale con 
l’essiccante, risigillata con del nastro adesivo. 

R2 

La soluzione di lavaggio diluita può essere conservata a +2-30 °C per 2 
settimane. La soluzione di lavaggio concentrata (R2) può essere conservata a 
+2-30 °C fino alla data di scadenza. Una volta aperta, in assenza di 
contaminazione la soluzione di lavaggio concentrata (R2) può essere conservata 
a +2-8 °C fino alla data di scadenza. 

R3, R4, R5, R6, R7, R8, 
R9 

Dopo l’apertura, in assenza di contaminazione questi reagenti sono stabili 
per 4 settimane quando conservati a +2-8 °C. 

R8 + R9 Una volta diluita, la soluzione è stabile fino a 6 ore al buio a +18-30 °C. 

R10 Dopo l’apertura, questo reagente conservato a +2-8 °C, in assenza di 
contaminazione, è stabile fino alla data di validità indicata sull’etichetta. 
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5.  AVVERTENZE E PRECAUZIONI 
 Per uso diagnostico in vitro da parte di un operatore specializzato unicamente in un ambiente di laboratorio. 
 
5.1    Precauzioni sanitarie e di sicurezza 
 
Questo kit di analisi deve essere manipolato esclusivamente da personale qualificato adeguatamente formato 
sulle procedure di laboratorio e a conoscenza dei loro potenziali rischi e pericoli. Indossare indumenti protettivi, 
guanti e protezione per viso/occhi adeguate e manipolare correttamente in ottemperanza alle Buone pratiche 
di laboratorio.  
  
Nessun metodo di analisi noto può offrire la sicurezza totale di assenza degli agenti infettivi. Pertanto, tutti i 
derivati del sangue umano, i reagenti e i campioni umani devono essere manipolati come potenzialmente in 
grado di trasmettere malattie infettive, seguendo le precauzioni universali raccomandate per ridurre il rischio 
di trasmissione di agenti patogeni per via ematica definite dalle normative locali, regionali e nazionali.  
 
Rovesciamento di materiali biologici: in caso di rovesciamento, i materiali di origine umana devono essere 
trattati come potenzialmente infettivi.  
I materiali rovesciati non contenenti acido devono essere immediatamente decontaminati, compresa l’area di 
rovesciamento, i materiali e qualsiasi superficie o apparecchiatura contaminata, con un appropriato 
disinfettante chimico che sia efficace contro il potenziale rischio biologico rappresentato dai campioni coinvolti 
(solitamente, una soluzione 1:10 di candeggina, 70-80% etanolo o isopropanolo, uno iodoforo come 0,5% 
Wescodyne™ Plus, ecc.), e asciugati con un panno asciutto.  
I materiali rovesciati contenenti acido devono essere correttamente assorbiti o neutralizzati, l’area sciacquata 
con acqua e asciugata con un panno asciutto; i materiali usati per assorbire il materiale rovesciato potrebbero 
necessitare di smaltimento come rifiuti biologici. L’area deve quindi essere decontaminata con uno dei 
disinfettanti chimici succitati.  
 
ATTENZIONE: Non mettere in autoclave soluzioni contenenti candeggina! 
 
Smaltire tutti i campioni e i materiali usati per effettuare il test come se contenessero un agente infettivo. I rifiuti 
di laboratorio, chimici o biologici devono essere manipolati e smaltiti conformemente a tutte le normative locali, 
regionali e nazionali. 
 
Per le raccomandazioni sui pericoli e le precauzioni da prendere relative ad alcuni componenti chimici presenti 
in questo kit di analisi, fare riferimento ai pittogrammi indicati in etichetta e alle informazioni fornite alla fine 
delle Istruzioni per l’uso. La Scheda di sicurezza dei materiali è disponibile su www.bio-rad.com. 
 
 
5.2.   Precauzioni relative alla procedura 
 

5.2.1. Preparazione 
 
● NON UTILIZZARE il kit se la confezione dei componenti è danneggiata. 
● NON UTILIZZARE reagenti scaduti.  
● NON UTILIZZARE se il sacchetto dei micropozzetti non contiene l’essiccante. 
● Prima dell’uso attendere 30 minuti perché i reagenti si stabilizzino a temperatura ambiente (18-30 °C).  
● Ricostituire i reagenti con attenzione evitando qualsiasi contaminazione. 
● Per la preparazione dei reagenti avvalersi preferibilmente di materiali monouso. Se si utilizza invece la 

vetreria, lavarla a fondo e sciacquarla con acqua deionizzata.  
● Non mescolare né associare reagenti di lotti diversi durante la stessa sessione di analisi. 
● Non lasciar essiccare la micropiastra tra la fine dell’operazione di lavaggio e la distribuzione del reagente. 
● Il nome del test e il numero di identificazione specifico per il test sono indicati sul supporto di ciascuna 

micropiastra. Questo numero identificativo specifico è indicato anche su ogni striscia. 
Platelia SARS-CoV Total Ab: Numero ID specifico = 19 
Verificare il numero di identificazione specifico prima dell’uso. Se il numero di identificazione manca o è 
diverso da quello indicato corrispondente al saggio da testare, la striscia non deve essere usata. 

● Non mescolare reagenti da altri kit aventi numeri di lotto diversi, con l’eccezione della Soluzione di 
lavaggio (R2, identificazione*: 20x di colore verde), il tampone substrato perossidasi (R8, identificazione*: 
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TMB buf., di colore blu), il cromogeno (R9, identificazione*: TMB 11X di colore viola) e la Soluzione di 
arresto (R10, identificazione*: 1N di colore rosso), a patto che questi reagenti siano rigidamente 
equivalenti e che si utilizzi lo stesso numero di lotto durante la stessa sessione di analisi. 

 

ATTENZIONE: la Soluzione di lavaggio (R2, identificata* in verde come 20X) non deve essere 
mescolata con la Soluzione di lavaggio (R2 identificata* in blu come 10X) fornita nei kit di reagenti 
Bio-Rad. 
*sull’etichetta della provetta 
 

● La preparazione della soluzione di sviluppo o della soluzione di lavoro con coniugato deve avvenire in un 
vassoio di plastica o contenitore di vetro puliti. Si raccomanda l’uso di contenitori di plastica monouso. 
Quando si usa un contenitore di plastica riutilizzabile, quest’ultimo dev’essere pulito immergendolo per 
tutta la notte in acqua distillata o soluzione di lavaggio. Quando si usa un contenitore di vetro, quest’ultimo 
può essere lavato con HCl 1N, sciacquato a fondo con acqua distillata e asciugato. 

● La soluzione di sviluppo deve essere conservata al buio. 
● La soluzione di sviluppo (tampone substrato + cromogeno) deve essere di colore rosa. Se questo colore 

rosa cambia dopo pochi minuti dalla ricostituzione il reagente non può essere usato e deve essere 
sostituito. La preparazione della soluzione di sviluppo può essere effettuata in un vassoio di plastica 
monouso pulito o in un contenitore di vetro preventivamente lavato con HCl 1N, sciacquato a fondo con 
acqua distillata e asciugato. Questo reagente deve essere conservato al buio.  

● La distribuzione del campione deve avvenire immediatamente dopo la distribuzione del coniugato. Il 
tempo di attesa tra distribuzione del coniugato e dei campioni non deve superare i 30 minuti. 

● La reazione enzimatica è molto sensibile agli ioni metallici. Di conseguenza, evitare il contatto tra 
eventuali elementi metallici e le varie soluzioni di coniugato o di substrato. 

● Non utilizzare mai lo stesso contenitore per distribuire coniugato e soluzione di sviluppo. 
 

5.2.2. Lavorazione  
 
● Non modificare la procedura del saggio.  
● Ogni sessione di analisi di questo saggio, una volta avviata, deve procedere fino alla fine senza 

interruzioni. Un ritardo non superiore a 5 min tra due fasi è accettabile. 
● Controllare la precisione e il corretto funzionamento delle pipette e delle altre attrezzature.  
● Non effettuare il test in presenza di vapori reattivi (acidi, alcalini, aldeidi) o polveri che potrebbero 

alterare l’attività enzimatica del coniugato.  
● Utilizzare un nuovo puntale di distribuzione per ogni campione.  
● Il lavaggio della micropiastra è una fase critica di questa procedura: rispettare il numero raccomandato 

di cicli di lavaggio e assicurarsi che tutti i pozzetti siano completamente riempiti e quindi completamente 
svuotati. Un lavaggio errato può portare a risultati errati. 

● Per ottenere le massime prestazioni di analisi seguire accuratamente le procedure di lavaggio descritte. 
Con alcuni strumenti, potrebbe essere necessario ottimizzare la procedura di lavaggio (aumento del 
numero di cicli della fase di lavaggio e/o del volume del tampone di lavaggio per ogni ciclo) per ottenere 
un livello accettabile di OD di fondo dei campioni negativi. 

● Per adattamenti e procedimenti speciali contattare il proprio rappresentante commerciale locale. 
 
 

6 CAMPIONI 
 
1. Il test si effettua su campioni di siero o plasma prelevati in provette contenenti gli anticoagulanti EDTA, 

eparina, ACD o citrato. 
2. Rispettare le seguenti linee guida relativamente a manipolazione, lavorazione e conservazione dei 

campioni di sangue: 
● Prelevare un campione di sangue conformemente alle procedure standard di laboratorio. Per il siero, 

lasciar coagulare completamente i campioni prima della centrifugazione. 
● Mantenere le provette sempre costantemente sigillate. 
● Dopo la centrifugazione, estrarre il siero o il plasma e conservarlo in una provetta sigillata. 
● Se il test viene effettuato entro 4 giorni, i campioni possono essere conservati a +2-8 °C. 
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● Se non è possibile portare a termine il test entro 4 giorni, congelare i campioni a -20 °C (o -80 °C). 
● I campioni di siero o plasma possono essere sottoposti a un massimo di 1 ciclo di 

congelamento/scongelamento. Prima del test, i campioni precedentemente congelati devono essere 
miscelati a fondo dopo lo scongelamento. 

3. I risultati non sono influenzati da campioni proteinemici contenenti 90 g/L di albumina, campioni itterici 
contenenti 100 mg/L di bilirubina, campioni lipemici contenenti l’equivalente di 36 g/L di trioleina 
(trigliceride) e campioni emolizzati contenenti fino a 10 g/L di emoglobina. 

4. Non scaldare i campioni. 
 

7 PROCEDURA 

7.1 Materiali necessari ma non forniti 
 
1. Acqua sterile distillata o demineralizzata per diluire la soluzione di lavaggio concentrata. 
2. Ipoclorito di sodio (candeggina) e bicarbonato di sodio. 
3. Carta assorbente. 
4. Pellicola adesiva. 
5. Occhiali protettivi. 
6. Provette monouso. 
7. Pipette o multipipette automatiche o semiautomatiche regolabili o preimpostate per misurare ed 

erogare volumi da 10 µL a 1000 µL, 1 mL, 2 mL e 10 mL. 
8. Cilindri graduati da 25 mL, 50 mL, 100 mL e 1000 mL. Miscelatore Vortex. 
9. Sistema di lavaggio manuale per micropiastre, bagno ad acqua o incubatore per micropiastre 

equivalente, con termostato impostato a 37 °C ± 1 °C (*). 
10. Lettore di micropiastre o sistema completamente automatico con filtri a 450 e 620 nm (*). 
11. Contenitore per rifiuti biologici. 

 
(*) Consultateci per informazioni dettagliate sulle apparecchiature raccomandate dal nostro reparto tecnico 

7.2 Preparazione dei reagenti 
 

7.2.1 Reagenti pronti all’uso 
 
Reagente 1 (R1): Micropiastra 
Ogni supporto contenente 12 strisce è avvolto in un sacchetto sigillato. Tagliare il sacchetto con le forbici a 
0,5-1 cm sopra la chiusura ermetica. Aprire il sacchetto ed estrarre il supporto. Riporre le strisce non utilizzate 
nel sacchetto con l'essiccante. Chiudere con cura il sacchetto e conservarlo a +2-8 °C. 
 
Reagente 3 (R3): Controllo negativo, Reagente 4 (R4): Controllo di cut-off, Reagente 5 (R5): Controllo 
positivo, Reagente 6 (R6): Coniugato, Reagente 7 (R7): Diluente campione 
Questi reagenti sono pronti all’uso. 
 

7.2.2 Reagenti da ricostituire 
 
Reagente 2 (R2): Soluzione di lavaggio concentrata (20X) 
Preparare la soluzione di lavaggio di lavoro diluendo 1:20 la soluzione di lavaggio concentrata in acqua 
distillata: 50 mL di R2 in 950 mL di acqua distillata. Per una micropiastra completa da 12 strisce usare 800 mL 
di soluzione di lavaggio di lavoro, escludendo il volume morto dovuto all’apparecchiatura usata.  
 
Reagente 8 (R8) + Reagente 9 (R9): Soluzione di sviluppo enzimatica 
Diluire 1:11 il cromogeno (R9) nel tampone substrato (R8) (per es. 2 mL di reagente R9 + 20 mL di reagente 
R8), dato che per 12 strisce sono necessari e sufficienti 20 mL. Omogeneizzare. 
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7.3 Procedura di analisi 
 

Attenersi rigorosamente alla procedura e alle Buone pratiche di laboratorio. 

Procedura EIA 
 
1. Portare i reagenti a temperatura ambiente (+18-25 °C) per almeno 30 minuti prima dell’uso. 
2. Usare i Controlli Negativo e Positivo in ogni sessione per validare i risultati. 
3. Impostare con attenzione il piano di distribuzione e di identificazione dei controlli e dei campioni dei 

pazienti. 
 

 
   

4. Preparare la diluizione della soluzione di lavaggio (R2). (Fare riferimento alla sezione 7.2). 
5. In una micropiastra inerte pre-diluizione, diluire i controlli R3, R4, R5 e i campioni di analisi E1, E2, in 

R7 per ottenere una diluizione 1:5:      
● Distribuire 60 µL di R7, quindi aggiungere 15 µL di campione in ogni pozzetto. 
● Aggiungere 75 µL di soluzione di coniugato (R6) a tutti i pozzetti della micropiastra 

di pre-diluizione 
● Miscelare aspirando ed espellendo una volta, quindi trasferire immediatamente 

100 µL dei controlli e campioni pre-diluiti nei pozzetti della micropiastra di reazione 
(R1). 

6. Coprire la micropiastra di reazione con una pellicola adesiva sigillante per piastre, premendo con 
decisione sulla piastra per assicurarne la chiusura ermetica. Incubare la micropiastra in un bagno ad 
acqua o incubatore per micropiastre per 60 minuti (+/- 5 min) a 37 ° C (+/- 2 ° C). 

7. Preparare la soluzione di sviluppo enzimatica (R8+R9). (Fare riferimento alla sezione 7.2). 
8. Alla fine del periodo di incubazione, rimuovere la pellicola adesiva sigillante. Aspirare il contenuto di 

tutti i pozzetti in un contenitore per rifiuti biologici (contenente ipoclorito di sodio). Lavare la piastra 
5 volte con un detergente per micropiastra (usando 800 μL di soluzione di lavaggio di lavoro). 
Invertire la micropiastra e tamponarla delicatamente su carta assorbente per rimuovere il liquido 
rimanente.  

9. In ogni pozzetto distribuire rapidamente 200 µL di soluzione di sviluppo (R8+R9). Lasciare sviluppare 
la reazione al buio per 30 minuti (+/- 4 min) a temperatura ambiente (+18-30 °C). Durante questa fase 
di incubazione non usare la pellicola adesiva sigillante per piastre. 

10. A ogni pozzetto aggiungere 100 µL di soluzione di arresto (R10) seguendo lo stesso ordine e alla stessa 
velocità di aggiunta della soluzione di sviluppo. Miscelare a fondo. 

11. Pulire bene il fondo della piastra. 
12. Leggere la densità ottica di ciascun pozzetto a 450 nm (filtro di riferimento a 620 nm) entro 30 minuti 

dall’aggiunta della soluzione di arresto (le strisce vanno tenute sempre al buio prima della lettura). 
13.  Prima di refertare i risultati, controllare la concordanza tra la lettura e il piano di distribuzione delle 

piastre. 

7.4 Controllo qualità 
Usare i controlli su ogni micropiastra tutte le volte che si effettua un test. 
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7.5 Criteri di validazione del test 
Il valore di cut-off della ODMR4 corrisponde al valore medio delle densità ottiche del controllo di cut-off R4. 

 

 Criteri di validazione 

R4 La ODMR4 deve essere: 0,5 < ODMR4 < 1,4  
R3 / R4 Il rapporto (OD R3/ODMR4 R4) deve essere ≤ 0,25 

R5 / R4 Il rapporto (OD R5/ODMR4 R4) deve essere ≥ 1,1 

 

7.6 Calcoli / Interpretazione dei risultati 
 

Il valore di cut-off della ODMR4 corrisponde al valore medio delle densità ottiche del controllo di cut-off R4. 
I risultati dei campioni sono espressi come rapporto usando la formula che segue: Rapporto campione = OD 
campione / ODMR4. 
Interpretazione dei risultati 
● Un rapporto campione inferiore a 0,8 è considerato come «negativo» per la presenza di anticorpi anti-

SARS-CoV-2. 
● Un rapporto campione tra 0,8 e 1,0 è considerato come «dubbio» per la presenza di anticorpi anti-

SARS-CoV-2. Il campione deve essere rianalizzato in duplicato prima dell’interpretazione finale. In caso di 
risultato dubbio ripetuto, si deve prelevare e analizzare un altro campione a qualche giorno di distanza. 

● Un rapporto campione superiore o uguale a 1,0 è considerato come «positivo» per la presenza di 
anticorpi anti-SARS-CoV-2. 

 
 

Rapporto 
campione Risultato 

R < 0,8 Negativo 

0,8 ≤ R < 1,0 Dubbio 

R ≥ 1,0 Positivo 
 

8 LIMITI DEL TEST  
 
1. La diagnosi clinica di COVID-19 non deve essere formulata sulla base del risultato di un singolo test. 

Devono essere presi in considerazione analisi di follow-up e analisi supplementari, oltre ad altri dati sia 
clinici, sia di laboratorio.  

2. Il rilevamento di anticorpi anti-SARS-CoV-2 nel siero o nel plasma è collegato alla frequenza dei test 
effettuati sui pazienti. Al fine di aumentare la sensibilità e la precocità della positività al test, i pazienti con 
sospetta infezione da SARS-CoV-2 devono essere tenuti sotto regolare controllo medico. 

3. Il rilevamento di anticorpi anti-SARS-CoV-2 dipende dalla presenza dell’analita nel campione. È possibile 
che si ottenga un risultato negativo o non reattivo se la quantità di anticorpi per il virus SARS-CoV-2 
presente nel campione è al di sotto del limite di rilevamento del saggio. Durante la fase acuta dell’infezione 
e/o nei pazienti immunosoppressi, gli anticorpi anti-SARS-CoV-2 potrebbero non essere rilevabili sebbene 
il soggetto sia infettato da SARS-CoV-2. Pertanto, un risultato negativo non è prova di assenza di infezione 
da COVID-19.  

4. Le caratteristiche prestazionali del saggio Platelia SARS-CoV-2 Total Ab non sono state valutate con 
campioni di siero o plasma prelevati da pazienti neonati o pediatrici. 
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5. Il saggio Platelia SARS-CoV-2 Total Ab può rilevare gli anticorpi totali specifici contro SARS-CoV-1 e 
SARS-CoV-2 senza alcuna differenziazione. Sono inoltre possibili reazioni crociate con MERS-CoV. 

 

9 CARATTERISTICHE PRESTAZIONALI  
 
Le prestazioni riportate di seguito sono state ottenute durante le valutazioni dei saggi PLATELIA SARS-CoV-
2 Total Ab. I risultati ottenuti in laboratorio possono essere diversi da questi. 
 

9.1 Caratteristiche delle prestazioni analitiche 
Tutti gli studi analitici sono stati effettuati presso il laboratorio di Ricerca e Sviluppo Bio-Rad. 
 

9.1.1 Precisione delle misurazioni 
 
Riproducibilità 
3 campioni positivi e 1 campione negativo sono stati analizzati 30 volte nello stesso ciclo. I CV intra-analisi 
sono inferiori al 10% per i campioni negativi e inferiori al 5% per tutti i campioni positivi. 
 

ID campione N Rapporto medio SD CV% 
Negativo 30 0.05 0,004 7,1% 
Basso positivo 30 1,15 0,038 3,3% 
Medio positivo 30 1,54 0,055 3,6% 
Alto positivo 30 2,36 0,095 4,0% 

 
Precisione intermedia 
Gli stessi campioni sono stati analizzati in 10 serie separate in 6 giorni. L'ANOVA nidificata è stata utilizzata 
per stimare all'interno della corsa, tra corsa, tra giorni e precisione totale. 
I CV tra le serie sono inferiori al 30% per il campione negativo e inferiori al 10% per tutti i campioni positivi. 
 

ID campione N Rapp. 
medio 

Riproducibilità Tra analisi Tra giorni Intra-laboratorio 

SD CV% SD CV% SD CV% SD CV% 

Negativo 20 0,05 0,005 10,9% 0,005 11,7% 0,009 20,0% 0,012 25,6% 
Basso positivo 20 1,26 0,046 3,6% 0,026 2,0% 0,040 3,2% 0,066 5,3% 
Medio positivo 20 1,77 0,053 3,0% 0* ND 0,122 6,9% 0,133 7,5% 
Alto positivo 20 2,52 0,065 2,6% 0* ND 0,089 3,5% 0,110 4,4% 

Nota:  (*) Il valore di varianza negativa è stimato a 0. 

 

9.1.2 Specificità analitica / Reattività crociata 
 

La reattività crociata è stata valutata testando campioni sieronegativi SARS-CoV-2 da pazienti con anticorpi 
verso altri coronavirus o condizioni mediche. Non è stata osservata reattività crociata (risultati falsi positivi) 
con il test Platelia SARS-CoV-2 Total Ab in nessuno dei campioni testati. 
 

Analita Numero di 
campioni testati Non reattivo Reattivo 

anti-229E (alpha coronavirus)   6 6 0 
anti-NL63 (alpha coronavirus)   3 3 0 
anti-OC43 (beta coronavirus)   13 13 0 
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anti-HKU1 (beta coronavirus)  71 71 0 
Vaccino antinfluenzale 15 15 0 
anti-Mycoplasma pneumoniae 4 4 0 
anti-VZV 5 5 0 
anti-HSV 9 9 0 
anti-EBV 4 4 0 
Fattore reumatoide 5 5 0 
Infezione da influenza A 11 11 0 
Infezione da RSV 11 11 0 

 
1 Un paziente è stato co-infettato con CovHKU1 + INF A e un paziente è stato co-infetto con CoVHKU1 + 
RSV. 
 

9.1.3 Effecto gancio 
Un campione positivo con alto titolo di anticoronirus Virus Ab è stato diluito in serie ed è stato testato pulito e 
diluito con il saggio Platelia SARS-CoV-2 Total Ab. 

Non sono stati osservati risultati negativi sul campione pulito. È stata osservata una diminuzione del segnale 
con il test di campioni diluiti. 

Non è stato osservato alcun effetto gancio sul test Platelia SARS-COV-2 Total Ab con il test di un campione 
altamente positivo. 

9.2 Caratteristiche delle prestazioni cliniche 
Le prestazioni cliniche del saggio Platelia SARS-CoV Total Ab sono state esaminate durante una valutazione 
multipla su campioni ottenuti da una popolazione generale asintomatica di soggetti pre-epidemici (donatori di 
sangue, pazienti ospedalizzati) e su pazienti con sintomi clinici di COVID-19 da coronavirus e risultati positivi 
al saggio di RT-PCR. Sulla popolazione asintomatica e su pazienti infetti selezionati sono stati effettuati studi 
sia prospettici che retrospettivi. 

9.2.1 Specificità diagnostica 
Sono stati testati un totale di 687 campioni (620 da donatori di sangue e 67 da pazienti asintomatici 
ospedalizzati) raccolti prima dello scoppio della pandemia di COVID-19. La specificità era del 99,56% 
(684/687) (intervallo di confidenza al 95% del 98,72-99,85%). 
 

9.2.2 Sensibilità diagnostica 
È stato condotto uno studio longitudinale su 51 pazienti (133 campioni) nell'unità di terapia intensiva in 3 
ospedali con sintomi clinici di COVID-19 e con un risultato PCR positivo. 
 
Sono stati raccolti da 2 a 5 campioni per paziente da 2 a 42 giorni dopo l'insorgenza dei sintomi clinici. Quando 
i campioni sono stati raccolti a> 8 giorni dopo l'insorgenza dei sintomi, 39 pazienti nello studio longitudinale 
hanno dimostrato un risultato positivo con il test Platelia SARS-CoV-2 per uno o più campioni che sono stati 
testati. Per ogni paziente che ha avuto un risultato positivo, la tabella seguente riassume quando è stato 
osservato il primo risultato positivo. 
 

Giorni tra l'inizio dei 
sintomi e la raccolta del 

campione 

Primo sorteggio 
reattivo per il 

paziente 
Paziente non 

reattivo Totale % 

<8 giorni 8 31 11 73% 
9-10 giorni 6 0 6 100% 
11-20 giorni 30 12 31 97% 
21-42 giorni 3 0  3 100% 
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Totale 47 4 51  
1 Non sono stati disponibili ulteriori campioni dopo 8 giorni per seguire la risposta immunitaria per questi 
pazienti. 
2 Non sono stati disponibili ulteriori campioni dopo 18 giorni per seguire la risposta immunitaria per questo 
paziente. 
 
Il 73 (73)% dei pazienti era positivo a meno di 8 giorni dall'esordio dei sintomi e il 97% era positivo quando i 
campioni venivano raccolti più di 8 giorni dopo l'insorgenza dei sintomi. I 3 pazienti che erano negativi a ≤8 
giorni e quello che era negativo a 18 giorni non sono stati testati ulteriormente per valutare una risposta 
immunitaria. 
 
La risposta immunitaria dovrebbe aumentare a> 7 giorni (Zhao et al., 2020)7. 
 
In questo studio, 39/40 pazienti sono diventati positivi> 8 e ≤42 giorni dopo l'insorgenza dei sintomi. La 
sensibilità per i pazienti PCR positivi testati a> 8 giorni è del 97,5% (39/40) con un IC al 95% [86,8% -
99,9%]. 
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