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1. Rendeltetésszerli hasznalat

Az AzureSeq CE qPCR Kit SARS-CoV-2 for 200 Reactions egy RT-qPCR alapu teszt, mely COVID-19
fert6zés tiineteit mutatd egyének orr-garati, és szaj-garati nyalkahartydbol szarmazé mintaban
kimutathaté 2019-nCoV nukleinsav mennyiségi detektaldsara alkalmas.

Az eredmények a 2019-nCoV RNS azonositasara alkalmasak. A 2019-nCoV RNS altalaban
kimutathatd orrgarati és szajgarati nydlkahartyabdl szarmazé mintakban a fert6zés akut
fazisaban. A pozitiv eredmények az aktiv fert6zésre utalnak.

A negativ eredmények nem zarjak ki a 2019-nCoV fert6zést, és Gnmagukban nem hasznalhatdk a
betegkezelési dontésekhez. A negativ eredményeket kombinalni kell a klinikai megfigyelésekkel,
a beteg kortorténetével és az epidemiolégiai adatokkal.

Az AzureSeq CE gPCR Kit SARS-CoV-2 for 200 Reactions olyan klinikai laboratériumi személyzet
altali alkalmazasra készilt, akiket kifejezetten a valds idejli PCR és in vitro diagnosztikai eljarasok
technikajara oktattak és képeztek.

2. Modszer elve

A teszt egy valds idejl reverz transzkripciés polimerdz lancreakcié (rRT-PCR) teszt. A termék
komponensei kompatibilisek a CDC 2019-nCoV primereivel és prdbaival, amelyek a COVID-19
fert6zés tlineteit mutatd egyének orr-garati, és szaj-garati nydlkahartyabdl szarmazé mintaiban
kimutathatd 2019-nCoV nukleokapszin gén két régidjanak detektdldsara alkalmas. A termék
kompatibilis tovabba azzal a CDC primerrel és prébaval is, melyet klinikai mintakban human Rnaz
P (RP) detektalasara alkalmaznak.

A SARS-CoV-2 genomjanak target szekvenciai ugyanazok, amelyeket a CDC is vizsgal a 2019-nCov
valds idejli RT-PCR diagnosztikai paneljében. Ezek a szekvencidk a virus nukleokapszid (N)
A nukleinsavak izoldlasa és tisztitdsa az orrgarati és szajgarati nydlkahartya mintavételbdl
szarmazd mintakbdl egy jol megalapozott nukleinsav-extrakcids rendszerrel torténik. A
vizsgalathoz sziikséges minta kezdeti mennyisége és ellcios térfogata rendszerfliggs. A termék
Virus Transzport Médiumban oldott, h6kezelt mintdk felhaszndlasat is lehet6vé teszi.

A megtisztitott nukleinsav az AzureSeq CE qPCR Kit SARS-CoV-2 for 200 Reactions (a tovabbiakban
AzureSeq — 200 CE) master mix-ben reverz transzkripcidéval cDNS-sé alakul. A folyamat soran a
proba egy specidlis célszekvencidhoz kot, amely a forward és a reverz primerek kozott
helyezkedik el. A PCR-ciklus extenzié fazisa sordn a Taqg-polimerdz 5 'nukleaz aktivitasa lebontja
a probat, aminek kovetkeztében a riporterfesték mar nem kot6dik a kioltéfestékhez, és képessé
valik a fluoreszcens jelet generdldsara. Minden ciklus sordn tovabbi riporter festékmolekulak
hasitdodnak le a probakrél, novelve ezzel a fluoreszcencia intenzitasat. A PCR reakcié soran
ciklusonként torténik a fluoreszcencia intenzitas monitorozasa.
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3. Termék tartalma

Termék kod Termék neve Csovek szama Mennyiség (uL)
. . . 2 1000
OA-ITMP-MM-100 2X InhibiTag Multiplex HotStart MasterMix
OA-RT-200 1 100
RTScript Reverse Transcriptase, 200U/uL
OA-CPPM-100ulL CoVi Primer/Probe Mix 3 2 100
OA-NFW-350uL 2 350
Nuclease Free Water

4. Szallitas és tarolas

Az AzureSeq - 200 CE termék szallitdsa szaraz jégen torténik. A komponensek fagyott allapotban
érkeznek. Kérjiik Iépjen kapcsolatba az tgyfélszolgalatunkkal (azureseq.support@omixon.com),
amennyiben barmelyik komponens nem az el6irasoknak megfelel6en érkezik.

A reagensek degradacidjat elkertilendd, érkezés utdan a komponensek -20°C-on tarolandok.
Amennyiben dramkimaraddsra hajlamos terileten dolgozik, javasolt egy tartalék generator és
egy hémérsékleti adatnapld hasznalata a komponensek megfelel6 hiitésének biztositasara.

A gyarté dltal biztositott lejarati id6 12 honap. Ne hasznalja a terméket a hatarid6 lejarta utan.
Ne hasznaljon sériilt terméket.

A haszndlt reagenseket és hulladékot a helyi szabalyozasoknak megfeleléen kezelje.
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5. Szuikséges, de nem biztositott anyagok és eszkozok

5.1. Mdszerek

e Valds-idejli PCR készilék, mely a FAM, HEX, vagy ROX (vagy ezekkel ekvivalens)
csatornakkal valé detektalasra alkalmas

e F(ithetd blokk (kompatibilis a teszt soran haszndlt 1.5 mL mikrocentrifuga cslivekkel,
95°C-on torténd inkubalasra alkalmas)

e 100 pL és 1000 pL mennyiségek kezelésére alkalmas mikropipetta

e 10 pL és 100 pL mennyiségek kezelésére alkalmas tobbcsatornas pipetta

e Vortex mixer

e Centrifuga

5.2. Reagensek
e Viralis/teljes RNS extrakcids rendszer
e CoVi Negativ Kontroll (Cat# OA-CVNC-150)
e CoVi Pozitiv Kontroll (Cat# OA-CVPC-150)

5.3. Fogyodeszkozok

e Optikai plate, mely kompatibilis a haszndlt qPCR készilékkel

e Optikai félia, mely kompatibilis a hasznalt gPCR késziilékkel

e Eldobhato DNaz/RNaz mentes steril pipetta hegyek (10 uL, 100 uL, and 1000 pL)
e DN3&z/RNaz mentes 1.5 ml mikrocentrifuka csé

e Eldobhaté gumikesztyd

e Fellletfert6tlenitd szer

e RNS izoladlashoz sziikséges eszkdzok
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6. Figyelmeztetések és Ovintézkedések

A helyes laboratériumi munkafolyamatok (,Good laboratory practices”, azaz GLP)

elengedhetetlenek a teszt megfelel6 kivitelezéséhez. A termék magasfoku érzékenysége miatt a

mintdk és anyagok kezelése sordn Ugyelni kell arra, hogy a reagensek és az amplifikacids

keverékek ne legyenek szennyezettek.

A felhasznaldnak figyelni kell az alabbi pontok betartasara:

Olvassa el a haszndlati utmutatdt miel6tt elkezdi a mintdk feldolgozdasat. A leirtaktél vald
eltérés befolydsolhatja az optimalis performanciat.

Haszndljon fertGtlenit6 szert a mintak feldolgozdsa sordn hasznalt teriiletek tisztitasahoz,
fert6tlenitéséhez.

A felhaszndlt mintdkat, reagenseket és egyéb potencidlisan szennyezett anyagot
fert6tlenitsen és a helyi el8irdsoknak megfeleléen kezelje.

A vizsgalat végrehajtasa soran alkalmazzon 4ltaldnos dvintézkedéseket. Kezelje a
mintdkat potencidlisan fert6z6ként.

Viseljen védéfelszerelést a laborfolyamatok kivitelezésekor.

Mosson kezet alaposan a keszty( eltdvolitdsa utdn, dobja a keszty(it a veszélyes
hulladékgydjtébe.

A reagenseket kizarélag az itt (Hasznalati Utmutatd) leirtak alapjan oldja, higitsa. A
Hasznalati Utmutatéban meghatarozottaktdl eltéré mennyiségli reagenseket ne
hasznaljon. Ezek a téves gyakorlatok hibakhoz vezethetnek.

A Hasznalati Utmutatéban leirt protokoll Iépések be nem tartasabdl ered hibak esetén a
forgalmazo (Omixon) nem vallal felel6sséget az eredmények hitelességéért.

Ne haszndlha a terméket, amennyiben azon barmilyen sériilés jelenlétét tapasztalja. (pl.
torott komponensek, laza kupakok)

Ne hasznalja a terméket a lejarati datum utan.

Ne helyettesitse, vagy vegyitse az AzureSeq reagenseket egyéb gyartd termékeivel.
Minden mdszert a gyartd utasitasainak megfelel6en kell mikddtetni és karbantartani.
Minden munkahelyet fel kell szerelni sajat, valtozé térfogatu pipettakkal, illetve a
sziikséges segédanyagokkal és felszerelésekkel.

Ne vegyitse ugyanazon terméket, komponenst kilénboz6é gyartasbodl (kilonbozé LOT
szammal ellava).

Ne dohanyozzon, ne igyon, ne egyen és ne haszndljon kozmetikumokat olyan tertileteken,
ahol a mintakat vagy a termék komponenseit kezelik.
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7. Procedura

Az AzureSeq-200 CE termék tartalmaz egy kontroll vizsgdlatot, amely az RNaseP RNS-t vizsgdlja.
Belsé kontroll, mely minden vizsgalt minta esetében aldtdmasztja a nukleinsav jelenlétét a
rendszerben, biztositva ezzel a termék komponenseinek funkcionalitasat.

Kilsé kontroll nem biztositott az AzureSeq — 200 CE termékhez. A vizsgalathoz szlikséges pozitiv,
illetve negativ kontroll a felhaszndlé szamara kiilon termékként elérhet6 (Omixon Biocomputing
Kft, kataldoguszam Id. 5. szekcid), egyéb esetben a sajat, laboratériumban megtalalhaté kontrollok
haszndlhatok.

7.1. Instrukciok a teszt 0sszedllitasahoz

Direkt mddszerrel tortén6é (RNS izolalds nélkili) munkafolyamat esetén koévesse az alabbi
protokollt az 1. 1épéstél.

Hagyomanyos, validalt izoldlé rendszerrel kivont RNS feldolgozasa esetén hagyja ki az 1-4.
pontokat és kezdje a munkafolyamatot a protokoll 5. pontjanal.

7.1.1. Munkafolyamat

Csak Virus Transzfer Médiumban oldott orrgarati és szdjgarati nyalkahdrtydbdl szarmazé mintak
feldolgozasa esetén javasolt. Javasolt VTM-ek: Clinichem, Copan, Puritan, CDC VTM, mwe
Medical Wire

A mintak maximum 48 éran at tarolhatdk 4°C-on Viralis Transzport Médiumban.

Oldja le a mintat a mintavételi palcardl Virus Transzfer Médiumban.
Pipettazzon 100-200 pL-t Virus Transzfer Médiumban oldott mintat egy Uj DN4z/RNaz
mentes csébe.

3. Inkubdlja a mintdkat 5 percig 95°C-on.

30 masodpercig centrifugdlja le a csovet ~1500 x g sebességgel, majd a kovetkez6 1épésig
tarolja jégen!

5. Helyezze jégre a CoVi Primer / Probe mix 3 jelzés(i csbvet (barna cs6/tetd), majd hagyja
felolvadni koriilbelll 30 percig. Miutan felolvadt, néhany mdsodpercig centrifugalja a
csovet, hogy tartalma annak aljara keriljon. Ezutan adjon hozza 384 pL nukledzmentes
vizet. Jeldlje meg a vizet tartalmazé csovet.

6. Vortexelje a csovet maximalis sebességgel 10 masodpercig, majd rovid ideig centrifugdlja,
hogy tartalma annak aljara kerljon.

7. Folytassa a master mix Osszeallitast az aldbbiak szerint egy tiszta helyiségben, vagy egy
erre kijelolt terileten:
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Reakcio Osszeallitdsa 20 plL végtérfogatra — 1. tablazat:

Komponens Térfogat/reakcid (uL) Térfogat/100 reakci6 (uL) Végkoncentracio
2x InhibiTag Multiplex gPCR MasterMix 10 1000 1x
RTScript Reverse Transcriptase, 200U/uL 0.5 50 5U/uL

Diluted Primer/Probe Mix (step #5) 4.5 450 1x

8. A pipettat a hozzdadott 2x Master Mix mennyiségének megfelel6 térfogatra allitva
szuszpendalja 6ssze a mastermixet, vagy vortexelje révid ideig, majd néhany masodperfig
centrifugdlja, hogy a tartalma a csé aljara kertljon.

9. Mérjen 15uL master mix-et a megfeleld plate pozicidkba.

10. Mérjen 5 uL mintat, pozitiv és negativ kontrollt a megfelel6 pozicidkba.

11. A plate félidval torténé lezdrdsa utan vortexelje néhdny mdsodpercig, végil néhany
masodpercig centrifugalassal a plate-et.

12. Helyezze a plate-et a kijel6lt gPCR gépbe és inditsa el az alabbi programot:

Javasolt PCR kondiciok:

Folyamatrész megnevezése Stadium Ciklusszam Hémérséklet (°C)
RT inkubdcio 1 1 50 15 perc
Enzim aktivacio 2 1 95 2 perc
95 3 masodperc
Amplifikacid 3 45
60** 30 masodperc

**A fluoreszcencia annealds/extenzié fazisaban (60°C) torténs monitorozasahoz hasznalja a FAM, HEX és ROS (vagy
azokkal ekvivalens) csatorndkat.
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8. Eredmények interpretacidja

A betegek eredményének értelmezése el6tt szitkséges a teszt kontrollok vizsgalata. Ervénytelen
kontrollok esetén a betegek eredménye és értelmezhetetlen. Rogzitse a FAM, HEX és ROX (vagy

ezzel egyenérték(i) csatornakon mért fluoreszcencia értékét az anneldcids/extenzios fazisban
(60°C). A 40 alatti Ct értékek pozitivként interpretdlhatdk a BioRad CFX96, a Roche Lightcycler
480 System és a QuantStudio 3, 5 és 7Pro mUiszerek esetén.

SARS-CoV-2 | SARS-CoV-2 Eredmények o
RN L. Teendd
N1 N2 Interpretacidja
N N 4 Pozitiv SARS-CoV- Jelentse az eredményt az egészségigyi szervnek és a
2 kozegészséglgyi hatdsagnak.
A két célgénbdl csak az . L o
+/- Bizonytalan A teszt ismétlése sziikséges.

egyik pozitiv.

SARC-CoV-2 Nem ) o
- - + , , Jelentse az eredményt az egészségligyi szervnek.
detektdlhatd

A teszt ismétlése szikséges. Ha még mindig érvénytelen, Uj
., mintavétel javasolt. Ha Uj mintavétel nem lehetséges,

- - - Ervénytelen . i L ,
jelentse az eredményt az egészségligyi szervnek és a

kozegészségligyi hatdsagnak.

Hasznalja a fenti tablazatot altaldnos utmutatdként az eredmények interpretacidjahoz.

A betegek eredménye csak abban az esetben értelmezhetd, amennyiben az azonos futdsban
vizsgalt minden kontrollnak érvényesnek tekintheté. Ha a kontrollok egyike, vagy esetleg
mindkett6 érvénytelen, vagy varatlan eredményt mutat, az adott futtatas betegeredményei nem
hasznalhatok.

RNaz P (Extrakcids kontroll)

Az RNaz P reakciéban minden klinikai mintanak olyan fluoreszcencia novekedési gorbét kell
mutatnia, amely 40 cikluson belil atlépi a kiiszobértéket (40 Ct), ezzel igazolva a humdan RNaz P
gén jelenlétét. Az RNaz P detektalasi elégtelensége barmely mintaban jelezheti:

e Nem megfelel6 nukleinsav izoldlas / hékezelés kovetkeztében fellép6 RNS vesztés /
degragacid.

e Nincs elegendd sejtszam a gyenge gy(jtés, vagy a minta integritdsvesztése miatt.

o Ateszt nem megfelel6 0sszeallitasa, kivitelezése.

e Reagens, késziilék hibak.
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Ha az Rnaz P vizsgdlat nem mutat pozitiv eredményt a human klinikai mintak esetén, az alabbiak

szerinti értelmezése javasolt:

Ha a 2019-nCoV N1 és N2 pozitiv, az eredményt pozitiv Rnaz P hidnyaban is érvényesnek
kell tekinteni. Lehetséges, hogy egyes mintak az eredeti klinikai mintaban lévé alacsony
sejtszamok miatt nem mutatnak RNaz P névekedési gorbéket. A negativ RNaz P jel nem
zarja ki a 2019-nCoV virus RNS jelenlétét egy klinikai mintaban.

Ha egy mintdra az 6sszes 2019-nCoV marker és az RNaz P is negativ, az eredményt
érvénytelennek kell tekinteni. Ha rendelkezésre all masik minta, ismételjik meg az
extrakcios eljarast és a vizsgalatot. Ha az Gjravizsgalat utdn minden marker negativ marad,
az eredményeket érvénytelennek kell mingsiteni, és lehet&ség szerint Uj mintat kell
gy(jteni.

2019-nCoV Markers (N1 and N2)

Ha minden kontroll a vart eredményt mutatja, akkor a minta abban az esetben tekinthet6
negativnak, ha a 2019-nCoV markerek (N1, N2) névekedési gorbéi nem (> 40 Ct), az RNaz
P gorbéje viszont atlépi a kiiszobértéket 40 cikluson belll (< 40 Ct).

Ha minden kontroll a vart teljesitményt mutatja, akkor a minta pozitivnak tekinthetd a
2019-nCoV-ra, ha az 6sszes 2019-nCoV marker (N1, N2) novekedési gorbéi 40 cikluson
belil atlépik a kiiszObértéket (< 40 Ct). Az eredmények az RNaz P-t6l fliggetleniil tovabbra
is.

Ha minden kontroll a vart eredményt mutatja, illetve a 2019-nCoV markerek (N1, N2) és
az RNase P marker novekedési gorbéi nem lépik at a kiiszobértéket 40 cikluson belil (<
40.00 Ct), az eredmény érvénytelen. A mintabdl kivont RNS (kozvetlen médszerrel vagy
szokdsos izoldlasi folyamattal) vizsgdlatat ismételni kell. Ha nem all rendelkezésre tovabbi
RNS, akkor ujra kell izoldlni az RNS-t a maradék mintabdl, majd meg kell ismételni a
tesztet. Ha az Ujravizsgdlt minta negativ minden markerre, tovabba az RNaz P-re, az
eredmény érvénytelen, és Uj mintavétel megfontolasa javasolt.

Ha az Osszes kontroll varhatd eredményt mutat és a névekedési gérbe az egyik marker
(vagy N1, vagy N2) esetén atlépi a kiiszobot 40 cikluson beliil (<40,00 Ct) az eredmény
nem meggy6z6, a tesztet ismételni kell. Ha nem all rendelkezésre maradék RNS, akkor
Ujra kell izolalni RNS-t a maradék mintabdl, és ismételni a vizsgalatot.

Omixon AzureSeq-200 CE. Protokoll verzié: v1; Dokumentum verzié: vO1
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9. Az teszt limitacioi

e A termék hasznalata el6tt a laboratériumi személyzetet ki kell képezni ezen technoldgia
alkalmazasara.

e A kapott diagnosztikai eredményeket mas klinikai, laboratériumi leletekkel egyutt kell
értelmezni, 6hmagdaban nem haszndlhaté.

e A rendszer validdldasa minden futas el6tt a felhasznald feladata, azt az Omixon
Biocomputing Kft. teljesitmény tanulmdanyai nem tartalmazzak.

e Atermék csak orrgarati és szajgarati mintavételbdl szarmazé mintakon alkalmazhaté.

e A direct mddszer (RNS kivonas, hékezelés nélkil) hatékonysaga nagymértékben fligg a
mintagydjtési folyamat sordn hasznalt Viralis Transzport Médiumtdl VTM). A kovetkezd
gyarték Virdlis Transzport Médiumanak hasznalata erésen ajanlott: Clinichem, Copan,
Puritan, CDC VTM. Egyéb gyarték Médiumat a felhaszndldi laboratériumnak kell
hitelesitenie.

e A negativ eredmény nem zarja ki a fert6zés lehet6ségét, az eredmények fliggenek a
megfelel6 mintagyUjtést6l és az inhibitorok hianyatél. A PCR-inhibitorok jelenléte
érvénytelen, vagy nem meggy6z6 eredményeket okozhatnak. Ezen esetek ismétlést
igényelnek.

e Alpozitiv eredmények tobb okbdl is bekdvetkezhetnek, amelyek tébbnyire az RNS minta
kezelése és el6készitése soran bekodvetkez6 szennyez6déséhez kapcsolddnak.

Omixon AzureSeq-200 CE. Protokoll verzié: v1; Dokumentum verzié: vO1
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10. Problémamegoldas

Probléma

Lehetséges ok

Dm’/eﬂn

Megoldasi javaslat

Gyenge, vagy hianyzd a
pozitiv kontroll esetén

Préba degradacio

Hasznaljon Uj proba aliquotot, vagy ismételje meg a
tesztet egy Uj, masik LOT-tal rendelkez6 termékbdl.

Nagy mértékd fluoreszcencia
intenzitasbeli inkonzisztencia
az azonos mintak esetében

Pontatlan pipettazas

Haszndljon kalibralt pipettakat, bizonyosodjon meg
arrél, hogy minden wellbe/cs6be azonos reagens
mennyiség jutott.

Fluoreszcencia detektalas a
negativ kontrollban

Kontaminacio, korabbi |épésbdl
atvitt szennyez6dés

Minden minta utan cseréjen pipetta hegyet. Vigyazzon a
mintak, negativ, illetve pozitiv kontroll kiosztasanal.

Amplifikaciés master mix
kontamindcidja

Haszndlja az amplifikaciés master mix uj aliquotjat.

Az izoldlo/el6készits terilet
kontamindcidja

Hasznaljon fert6tlenits szert a feliiletek tisztitasara
ferttlenitésére.

Fluoreszcens jel hianya mind
a mintak, mind pedig a pozitiv
kontroll esetében.

Degradalt préba

Haszndljon 4j aliquotot a prébabal.

Hibas PCR beadllitas

Ellenérizze a helyes beallitdsokat a gPCR késziléken.

Rosszul el6készitett master mix,
vélhetGen kihagyott reagens

Ellenérizze a komponenseket és ismételje meg a PCR
master mix el6készitését.

Alnegativ eredmény

RT-PCR inhibitorok jelenléte

Haszndlat el6tt validalja azRNS izolald terméket.
Haszndlja az IFU-ban listazott gyartok Virus Transzfer
Médiumat.

Nem megfelel6 mintavételezés

Kovesse a validalt mintavételezési mddszert.

A hasznalati utmutaté
utasitasainak be nem tartdsa

Olvassa el a Hasznalati Utmutatét a vizsgalat elvégzése
el6tt. A leirtaktdl vald eltérés befolyasolhatja a termék
optimalis miikodését.

Engedély nélkili reagensek
hasznalata

Ne cserélje ki, vagy keverje 6ssze az AzureSeq
készlet reagenseket mas gyartdk reagenseivel.

Alpozitiv eredmény

Mintdak kozti kontaminacio,
mintacsere

Forditson kiemelked§ figyelmet a betegek
mintakezelésére, haszndljon egyértelm és validalt
nyomonkovetési folyamatokat a laboratdriumban.

Omixon AzureSeq-200 CE. Protokoll verzié: v1; Dokumentum verzié: vO1
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11. Minoség ellenbrzés

Javasolt a teljes procedura (direkt, vagy RNS izolalast tartalmazd) és az amplifikacidé negativ,
illetve pozitiv kontrollokkal, vagy kalibralt referencia felhasznalasaval torténé validalasa.

12. Teljesitmény jellemzdk

12.1. Analitikai szenzitivitds — Detekcids limit (LoD) tanulmanyok

A LoD tanulmany meghatdrozza azt a legalacsonyabb SARS-CoV-2 koncentraciét (képia (cp) /
reakcid), ami az N1 és N2 vizsgalatok legalabb 95%-aban detektalhaté az AzureSeq — 200 CE
termékkel. A vizsgalatok tobb gPCR késziiléken keriiltek kivitelezésre.

12.1.1. BioRad CFX96 Touch

A BioRad CFX96 Touch valds idejl detektalé rendszer esetén AzureSeq — 200 CE reagenseinek
genomialis RNS-re vonatkozo LoD értéke az N1 target esetén 5 kopia/ 20 ulL reakcié (azaz 0,25
kdpia/ uL), az N2 target esetén pedig 10 kopia / 20 uL reakcid (vagy 0,5 képia/ uL). A genomi RNS-
t kozvetlentl a PCR reakcidhoz adtadk, majd a BioRad CFX96 Touch valds idejli detektdld
rendszeren elemezték.

Genomialis RNS vizsgalat BioRAD CFX96 Touch Real-Time Detection System késziiléken
Célgén N1 N2

RNS konc. (copies/uL) 0.05(.2x) | 0.25(1x) | 0.5(2x) | 0.05(.1x) | 0.5(1x) | 1 (2%x)

Pozitiv/Osszes 10/20 20/20 | 20/20 1/20 20/20 | 20/20
Atlag Ct (pozitiv esetek) N/A 37.05 36.25 N/A 37.01 | 3591
Ct sz6ras N/A 0.68 0.55 N/A 0.5 0.33

12.1.2. Applied Biosystems QuantStudio 3/5/7 Pro Real-time PCR System

Az Applied Biosystems QuantStudio 3 valds-idejli PCR késziilék esetén AzureSeq — 200 CE
reagenseinek genomialis RNS-re vonatkozé LoD értéke az N1 az N2 targetek esetén egyarant 10
képia/ 20 uL reakcid (azaz 0,5 képia/ pL). A genomi RNS-t kézvetleniil a PCR reakcidhoz adtak,
majd a Quant-Studio valds-idej PCR készllékkel elemezték.

Omixon AzureSeq-200 CE. Protokoll verzié: v1; Dokumentum verzié: vO1
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A QuantStudio 3, 5 és 7 Pro platformokat 6sszehasonlité konkordancia vizsgalatot 20 korabban
SARS-CoV-2 pozitivnak (n = 11) és negativnak (n = 9) azonositott klinikai minta felhasznaldsaval
végezték el. Az N1, N2 és az RNaseP atlagos Ct-értékét a pozitiv mintak esetében minden
készliléken, mig az RNaseP atlagos Ct-értékét az 6sszes negativ minta esetében kiszamitottuk.
Ezen adatok megmutattak, hogy a harom vizsgalt platformokon a varhaté klinikai eredményeket
tekintve nincs eltérés.

Genomialis RNS a ThermoFisher QuantStudio 3 Real-Time PCR System késziléken
Célgen N1 N2
RNS konc. (copies/pL) 025 | 05 1 2 0.25 0.5 1 2
Pozitiv/Osszes 16/20 | 20/20 | 20/20 | 20/20 | 15/20 | 19/20 | 20/20 | 20/20
Atlag Ct (pozitiv esetek) 32.04 |1 31.12 | 30.45 [ 29.04 | 38.67 | 37.02 |36.47 | 34.35
Ct szoras 7.89 | 358 | 410 | 409 | 257 | 478 | 261 | 3.14

12.1.3. Roche LightCycler® 480 System

Megallapitast nyert, hogy a valds idej(i PCR-rendszer RNS koncentracidja 10 kdpia / 20 pL reakcid
(azaz 0,5 kdpia / uL) mind az N1, mind az N2 célpontok esetében. A genomi RNS-t kézvetlendl a
PCR reakcidkba adtak, majd a Quant-Studio Real-Time PCR rendszeren elemezték.

Genomidlis RNS a Roche LightCycler® 480 System készliléken
Célgén N1 N2
RNS konc. (copies/uL) 0,5 1 2 0,5 1 2
Pozitiv/Osszes 22/23 | 23/23 | 23/23 | 23/23 | 23/23 | 23/23
Atlag Ct (pozitiv esetek) 37,63 | 36,76 | 35,78 | 36,37 | 35,55 | 34,61
Ct szbras 091 | 057 | 0,20 | 1,80 | 0,47 | 0,44

Omixon AzureSeq-200 CE. Protokoll verzié: v1; Dokumentum verzié: vO1
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12.2. Inkluzivitas teszt - analitikai specificitas

Az AzureSeq — 200 CE olyan CDC altal tervezett N1 és N2 SARS-CoV-2 markerekhez hasznalt
primert / probat alkalmaz, melyeken in-Silico elemzést végeztek a SARSCoV-2 ismert
szekvenciaival. Az elemzés adatai az FDA EUA EUA200001 ,,CDC 2019-Novel Coronavirus (2019-
nCoV) valds idejli RT-PCR diagnosztikai paneljén érheték el.

Eredmények - A primer és préba szekvenciak in silico analizise

A CDC 2019 nCoV Real-Time RT-PCR diagnosztikai panel oligonukleotid primer és prdba
szekvenciait 6sszehasonlitottak 31 623 a Global Initiative on Sharing All Influenza Data (GISAID,
https://www.gisaid.org) adatbazisban 2020. junius 20 éta elérhetd szekvenciaval. A cél a 2019-
CoV Real-Time RT-PCR Diagnostic Panel megjosolt inkluzivitasanak bemutatasa volt. Az primer /
proba régidinak 0,1% -nal nagyobb frekvencidju nukleotid-eltérései megtalalhaték alabb.
Leszamitva az N1 préba harmadik pozicidjaban > 1%-ban (2,00%) el6forduld nukleotid-eltérés, az
Osszes gyakorisdga <1% volt, jelezve, hogy az eltérések el6fordulasa sporadikus volt. Az N1 préba
esetén csak egy szekvenciaban (0,0032%) figyeltek meg két nukleotid eltérést. Az N1 reverz
primer esetén egy masik izoldatumbdl (0,0032%) szdrmazd szekvencia mutatott két nukleotid
eltérést. Az N2 primer, illetve préba régid esetében nem talaltak olyan szekvencidkat, amelyeknél
egynél tobb eltérés figyelhet6 meg. A prdbdk és primerek tervezésének készonhetGen alacsony
az eltéréseknek azon kockdzata, miszerint a reaktivitds jelent6s mérték(i csokkenése alnegativ
eredményhez vezet. A 60°C folotti olvadasi, illetve az 55 °C annedlasi hémérsékletnek
koszonhetben két nukleotid eltérést jol toleralnak.

7. Tablazat: A CDC 2019-nCoV Real-Time RT-PCR Diagnostic Panel in silico inkluzivitds vizsgdlata
a GISAID-ban 2020. junius 20-a 6ta rendelkezésre allé 31.623 genomszekvencia kézétt.

Primer/Préba N1 préba ‘ N1 reverz N2 préba
Pozicié (5’>3’) 3 15 21 13
Nukleotid eltérés C>T G>T T>C C>T
Eltérések szama 632 34 71 46
Eltérések gyakorisaga (%) 2.00 0.11 0.22 0.15

12.3. Keresztreaktivitas - analitikai specifitas

Az AzureSeq — 200 CE olyan CDC altal tervezett N1 és N2 SARS-CoV-2 markerekhez hasznalt
primert / probat alkalmaz, melyeken in silico kereszt-reaktivitds tesztet végeztek. A CDC
laboratdriumi teszteket is végzett keresztreaktivitdsra az FDA altal ajanlott organizmus
felhasznaldsaval. Ezen elemzések adatai az FDA EUA EUA200001 ,,CDC 2019-ujszer( koronavirus
(2019- nCoV) valés idejl RT-PCR diagnosztikai paneljén” érhetdk el.

Omixon AzureSeq-200 CE. Protokoll verzié: v1; Dokumentum verzié: vO1
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Eredmények Specificitas/Exkluzivitas teszt: in silico elemzés

A 2019-nCoV rRT-PCR panel primereit és prébait BLAST algoritmust alkalmazva nyilvdnosan elérhet6

szekvencidkat hasonlitottdk 6ssze. Az alabbi adatbaziskeresési paramétereket hasznaltak:

1. A nukleotidok valogatdsahoz a GenBank, EMBL, DDBJ, PDB, RefSeq szekvencidit hasznaltak.
Kizartak az EST, STS, GSS, WGS, TSA, szabadalmi, fazis 0, 1 és 2 HTGS, és 100 MB-nal hosszabb
szekvencidkat.

2. Az adatbdzis nem tartalmaz redundans adatokat. Az azonos szekvencidkat egy egységbe osztottdk,

megGrizve az egyes egységek hozzaférési adatait, cimét, Gl, rendszertani informacidit.

Az adatbdzis 2019. oktdber 3-én frissiilt.

A keresési paraméterek automatikusan rovid szekcenciakat keresnek, az elvart hatarérték 1000.

Az egyezés pontszdma 1, migy az eltérésé -3.

o vk w

Az illesztés sordn nukleotidok kozotti rés generalasaért 5, kiterjesztéséért pedig 2 biintetGpont
kalkuldlédott.

2019-nCoV_N1 teszt:

Az N1 2019-nCoV rRT-PCR teszt préba szekvencidja nagyfoki homoldgiat mutatott a SARS
koronavirussal és a denevérek SARS-szer( koronavirus genomjaval, mig a forward és reverz primerek
nem. A primerek és a prébak kombinalasa nem mutat szignifikdns homoldgiat a humdan genommal,
mas koronavirusokkal, vagy human mikrofléraval, igy nem vezet alpozitiv rRT-PCR eredményekhez.

2019-nCoV_N2 teszt:

Az N2 2019-nCoV rRT-PCR teszt fprward primer szekvencidja nagyfoki homoldgidt mutatott a
denevérek SARS-szer( koronavirus genomjdval. A reverz primerek és a prébdk esetében nem volt
megfigyelhet6 homolégia sem humdan genommal, sem pedig egyéb koronavirusokkal, vagy human
mikrofléraval. A primerek és a probak kombinaldsa nem vezet adlpozitiv rRT-PCR eredményekhez.

Osszegezvén, a 2019-nCoV specifikus detekciéjahoz tervezett 2019-nCoV rRT-PCR N1 és N2 tesztek
kombindlva nem mutattak homolégiat human genommal, egyéb koronavirusokkal, vagy human
mikrofldoraval, ezaltal nem vezetnek alpozitiv rRT-PCR eredményhez.

A 2019-nCoV Real-Time RT-PCR Diagnostic Panel analitikai specificitasat és exkluzivitdsat szamos
organizmust tesztelésével is alatdmasztottdk. A vizsgalatokat a QIAGEN EZ1 Advanced XL készilékkel
és EZ1 DSP Virus Kit izolalé rendszerrel kivont nukleinsavakon végezték. A nukleinsavat magas titerU
(jellemzéen = 105 PFU/mL, vagy = 106 CFU/mL) preparatumokbdl vontak ki. A vizsgalatot
ThemoFisher Scientific TagPath™ 1-Step RT-qPCR Master Mix, CG felhaszndlasaval, Applied
Biosystems™ 7500 Fast Dx Real-Time PCR késziléken végezték. Az adatok a CDC 2019-nCoV Real-
Time RT-PCR Diagnostic Panel alkalmazdsdval minden organizmus esetében a vart eredményeket
mutatjak.

Omixon AzureSeq-200 CE. Protokoll verzié: v1; Dokumentum verzié: vO1
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8. Tabldzat: A CDC 2019-nCoV Real-Time RT-PCR Diagnostic Panel specificitdsa és exkluzivitdsa

. . 2019- Eredmén
Torzs | Forras
nCoV N1 y
Human koronavirus 229E Izolatum 0/3 0/3 negativ
Human koronavirus 0C43 Izoldtum 0/3 0/3 negativ
Human koronavirus NL63 Klinikai minta | 0/3 0/3 negativ
Human koronavirus HKU1 | Klinikai minta | 0/3 0/3 negativ
MERS-koronavirus - Izolatum 0/3 0/3 negativ
SARS-koronavirus - Izoldtum 0/3 0/3 negativ
bocavirus - Klinikai minta | 0/3 0/3 negativ
Mycoplasma pneumoniae - Izolatum 0/3 0/3 negativ
Streptococcus - Izolatum 0/3 0/3 negativ
Influenza A (HIN1) - Izolatum 0/3 0/3 negativ
Influenza A (H3N2) - Izoldtum 0/3 0/3 negativ
Influenza B - [zolatum 0/3 0/3 negativ
Human adenovirus (1-es tipus) | Ad71 [zolatum 0/3 0/3 negativ
Human metapneumovirus - Izolatum 0/3 0/3 negativ
Respiratory Syncytial Virus Long A | Izolatum 0/3 0/3 negativ
Rhinovirus - Izolatum 0/3 0/3 negativ
Parainfluenza 1 C35 [zolatum 0/3 0/3 negativ
Parainfluenza 2 Greer | lzoldtum 0/3 0/3 negativ
Parainfluenza 3 C-43 [zolatum 0/3 0/3 negativ
Parainfluenza 4 M-25 [zoldtum 0/3 0/3 negativ

12.4. Mikrobiolégiai interferencia vizsgalatok

Mikrobioldgiai interferencia-vizsgalatokra nincs sziikség, mert a CDC (FDA EUA EUA200001 ,,CDC
2019-Novel Coronavirus (2019- nCoV) Real-Time RT-PCR Diagnostics Panel”) in-silico elemzése
nem felelt meg azoknak a kritériumoknak, amelyek ezen tanulmanyok elvégzését igényelnék.

12.5. Robusztussag teszt

A termék ekvivalencidjanak vizsgdlata tortént meg kiilonb6z6 enzim master mixekkel.

A genomidlis RNS 6tven (50) példanyat 20 ulL-es reakcidkba osztottak a BioRad CFX96 Touch valés
idejl detektald rendszeren. Minden master mix-szel 12 pozitiv mintat teszteltek.

Tesztelt enzim master mix-ek:
e Thermo Fisher TagPath 1-Step RT-qPCR System
® Promega GoTaq Probe-1 Step RT-gPCR System
® AzureSeq-200 CE

Omixon AzureSeq-200 CE. Protokoll verzié: v1; Dokumentum verzié: vO1
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Reagens Gsszehasonlitds: PCR reakcioba spikeolt genomidlis RNS vizsgdlata BioRad késziiléken
Célgén | N1 N2
Thermo Fisher Promega Thermo Fisher Promega
Master Mi AzureSeq- TaqPath 1-Step GoTaqg Probe | AzureSeq- | TagPath 1-Step | GoTaq Probe
aster Mix
200 CE RT-gPCR Master 1-Step RT- 200 CE RT-gPCR Master 1-Step RT-
Mix, CG qPCR System Mix, CG gPCR System
Pozitiv,
.. / 12/12 12/12 12/12 12/12 12/12 12/12
Osszes
Atlag  Ct
L 34.78 33.12 33.97 35.89 35.38 35.87
érték
Széras - Ct 0.31 0.24 0.20 0.27 0.25 0.16

12.6. Megismételhet6ség és reprodukalhatdsag

Pozitiv és negativ kontroll PCR-reakcidkhoz addsdval — kdvetve a Haszndlati Utmutatd leirdsat - pozitiv
és negativ mintakat allitottunk el6. A pozitiv és negativ minta 5-5 replikdtumat dolgoztuk fel
QuantStudio 3 (Applied Biosystems) valds-idejli PCR késziléken. Két operator altal végzett teszttel
megismételhetségi és reprodukalhatdsagi becsléseket allitottunk fel a futdson beliili, operatorok

kozotti variabilitas szempontjabdl.

Operator 1 - eredmények Operator 2 - eredmények Operatorok
kozti
Replikatumok Replikatumok egyezés
N1 N2 RNazP kozti egyezés RNazP kozti egyezés (%)
(%) (%)

Pozitiv

mintak 5/5 5/5 5/5 100 5/5 5/5 5/5 100 100

Negativ

mintak 5/5 5/5 5/5 100 5/5 5/5 5/5 100 100

Omixon AzureSeq-200 CE. Protokoll verzié: v1; Dokumentum verzié: vO1
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12.7. Klinikai teljesitmény

A klinikai oropharyngealis (OP) mintakat - amelyeket kordbban a BioRad CFX96 pozitivnak (11 minta) vagy
negativnak (6 minta) nyilvanitott - a KingFisher Flex rendszeren izoldltuk. Az elualt mintdbdl 6t (5)
mikrolitert adunk az AzureSeq-200 CE reagensekhez, majd amplifikdljuk és detektdljuk a BioRad CFX96
rendszerrel. Valamennyi pozitiv és negativ minta 100%-os egyezést mutatott a korabbi karakterizacioval.

A klinikai oropharyngealis (OP) mintakat (30 pozitiv, 30 negativ) a Clinichem Ltd. (Magyarorszag) altal
forgalmazott Virus Transzfer Médiumban vették fel, majd hékezelés utan dolgoztdk fel. Az hékezelt
mintabadl 6t (5) mikrolitert adunk az AzureSeq-200 CE reagensekhez, majd amplifikaljuk és detektaljuk a
Roche LightCycler® 480 System késziilékkel. Valamennyi pozitiv és negativ minta 100%-os egyezést
mutatott a korabbi karakterizacidval.

AzureSeq-200 CE Referencia
eredmények eredmények  Konkordancia
(%)

Platform Minta tipusa Protokol

Pozitiv | Negativ Pozitiv | Negativ

BioRAD Klinikai oropharyngealis o
. RNS izolalassal 11 6 11 6 100
CFX96 (OP) minta
Roche S . s
. Klinikai nasopharyngealis RNS izolalas
LightCycler® . o 30 30 30 30 100
480 (NP) minta nélkil
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13. Cimkén megjelené szimbdolumok

LOT LOT szam / gyartasi azonositd
Referencia / katalégus szam

REF
Dﬂ Olvassa el a hasznalati Utmutatot

v A termék a megjeldlt mintaszamhoz megfeleld reagenst tartalmaz
20

N Gyartg, az itt megjelolt datum a gyartas idejére utal

15°C
/l/ Javasolt tarolasi hdmeérséklet

Lejarati id&

IVD In Vitro Diagnosztikai Orvosi Eszkoz

c € Conformité Européenne

14. Kapcsolat

A hasznalati dtmutatdval kapcsolatos kérdésekkel kérjlk forduljon az alabbi kontaktokhoz:

E-mail
azureseq.support@omixon.com

Telefon:
+36-70-672-7551
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