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1. Domeniul de utilizare

Kitul AzureSeq gPCR SARS-CoV-2 pentru 200 de reactii este un test RT-qPCR destinat detectarii calitative
a acidului nucleic a virusului 2019-nCoV din tampoane nazofaringiene (NP) si orofaringiene (OP) de la
persoane cu semne si simptome de infectie cu suspiciune de COVID-19.

Rezultatele sunt pentru identificarea ARN 2019-nCoV. ARN-2019-nCoV este in general detectabil din
tampoane nazofaringiene si orofaringiene Tn timpul fazei acute a infectiei. Rezultatele pozitive sunt
indicative ale infectiei active.

Rezultatele negative nu exclud infectia 2019-nCoV si nu ar trebui sa fie folosite ca baza unica pentru
deciziile de gestionare a pacientilor. Rezultatele negative trebuie combinate cu observatii clinice, istoricul
pacientului si informatii epidemiologice.

Kit-ul AzureSeq CE gPCR SARS-CoV-2 pentru 200 de reactii este destinat utilizarii de catre personal
calificat, din laborator clinic, special instruit Tn tehnicile PCR in timp real si a procedurilor de diagnostic in
vitro.

2. Principiul metodei

Testul este un test de reactie in lant a polimerazei cu transcriptie inversa in timp real (rRT-PCR) care este
conceput pentru a detecta ARN din doua regiuni diferite ale genei nucleocapsidei SARS-CoV-2 intampoane
nazofaringiene (NP) si orofaringiene (OP) de la pacienti cu semne si simptome de infectie suspectate de
COVID-19. Setul de primeri si sonda detecteaza, de asemenea, RNaza P umana (RP) intr-oproba clinica ca
si control intern.

Secventele tinta de acid nucleic din genomul SARS-CoV-2 sunt aceleasi secvente utilizate de CDC pentru
Panoul de diagnosticare RT-PCR in timp real al Coronavirusului (2019-nCoV) din 2019. Aceste secvente
sunt continute in 2 regiuni diferite (N1 si N2) ale genei nucleocapsidei virale (N). Acizii nucleici sunt izolati si
purificati din tampoane nazofaringiene si orofaringiene utilizdnd sisteme de extractie a acidului nucleic.
Volumul de intrare si elutie al esantionului depinde de sistem. Probele recoltate in mediu de transport viral
specific care au fost supusi unei incubatii termice pot fi, de asemenea, utilizate ca elemente de intrare la
etapele ulterioare.

Acidul nucleic purificat sau esantionul extras termic este transcris invers in ADNc prin combinarea acidului
nucleic cu master mixul AzureSeq CE qPCR Kit SARS-CoV-2 pentru 200 de reactii (denumit Tn continuare
AzureSeq - 200 CE) care este apoi amplificat in instrumentul real-time PCR . In acest proces, sonda se
aliniaz& la o secventa tinta specifica situata intre primerii forward si revers . In timpul fazei de extensie a
ciclului PCR, activitatea de nucleazad 5'a polimerazei Taq degradeaza sonda, determinand separarea
colorantului raportor de colorantul de stingere, generand un semnal fluorescent. Cu fiecare ciclu, molecule
de colorant raportor suplimentare sunt scindate din sondele respective, crescand intensitatea fluorescentei.
Intensitatea fluorescentei este monitorizata la fiecare ciclu PCR de instrumentul real-time PCR .
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3. Continutul kitului

Cod produs Denumire produs Numar tuburi Volum (* L)

OA-ITMP-MM-100 2X InhibiTag Multiplex HotStart 5 1000
MasterMix
RTScript Reverse Transcriptase,
OA-RT-200 200U/uL. 1 100
OA-CPPM-100uL CoVi Primer/Probe Mix 3 2 100
OA-NFW-350uL Nuclease Free Water 2 350

4. Transport si depozitare

Kitul AzureSeq - 200 CE este livrat pe gheata uscata. Componentele kitului ar trebui sa ajunga inghetate.
Va rugam sa contactati azureseq.support@omixon.com daca componentele nu sunt inghetate la primire
sau sunt compromise n timpul expedierii.

Pentru a preveni degradarea reactivilor, toate componentele trebuie depozitate imediat la - 20 ° C.

Se recomanda sa aveti un generator de rezerva pentru congelator, precum si un jurnal de date de
temperatura pentru a va asigura ca componentele kitului AzureSeq - 200 CE vor ramane congelate la -20
¢ C daca lucrati intr-o zona predispusa la intreruperi de curent.

Expira la 12 luni de la data fabricatiei. Nu utilizati dupa data expirarii.
Nu utilizati kitul daca este defect.

Aruncati reactivii neutilizati si deseurile conform reglementarilor din tara.

5. Recoltarea, transportul si stocarea specimenelor

Recoltarea, transportul si stocarea inadecvata sau necorespunzatoare pot mari probabilitatea unui

rezultat fals negativ.

Omixon AzureSeq-200 CE. Protocol version: v1; Document version: vO1
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5.1. Recoltarea

Accesati site-ul CDC pentru a vizualiza ghidul Interim pentru Recoltarea, Manipularea si Testarea
Specimenelor Clinice ale Pacientilor Sub Observatie (PSO) pentru Noul Coronavirus (2019-nCoV).

https://www.cdc.gov/coromavirus/2019-nCoV/quidelines-clinical-specimens.html

Folositi doar tampoane din fibra sintetica, cu tija de plastic. Nu utilizati tampoane cu alginat de calciu
sau tija din lemn, deoarece acestea pot contine substante care pot inactiva unele virusuri sau inhiba

testarea PCR.

Respectati instructiunile producatorilor dispozitivelor de recoltare privind metodele de recoltare

corespunzatoare. .
Recoltarea orofaringiana

Utilizand un tampon steril, stergeti partea posterioara a faringelui, evitand limba. Puneti imediat
tamponul in tubul steril etichetat, continand mediu de transport viral. Rupeti tija aplicatorului cat mai
aproape de varf sau taiati cu o foarfeca sterild, pentru a permite strangerea capacului. Transportati proba

imediat la rece.
Recoltarea nazofaringiana

Introduceti tamponul in cavitatea nazala (nara) paralel cu palatul (cerul gurii). Tamponul trebuie sa
ajunga la 0 adancime egala cu distanta dintre cavitatea nazala si partea exterioara a deschiderii urechii.
Tineti tamponul timp de cateva secunde pentru a absorbi secretiile. Retrageti usor tamponul, rotindu-I.
Puneti imediat tamponul in tubul steril etichetat, contindnd mediu de transport viral. Rupeti tija
aplicatorului cat mai aproape de varf sau taiati cu o foarfeca sterila, pentru a permite strangerea

capacului. Transportati proba imediat la rece.

5.2. Transportul

Toate specimenele trebuie transportate pe gheata/cutie cu ice-gel/gheata carbonica, sigilate si

manipulate in siguranta.

Transportul probelor clinice trebuie sa repecte reglementarile locale. Reglementarile locale pentru

biosecuritate referitoare la SARS-CoV-2 trebuie respectate.
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5.3. Manipularea

In timpul manipularii specimenelor potential infectioase, personalul de laborator trebuie sa poarte

echipament adecvat, care include manusi de unica folosinta, halat si ochelari de protectie.

Instructiuni specifice privind manipularea specimenelor clinice de coronavirus 2019, pot fi vizualizate

pe pagina web a CDC mai sus mentionata.

5.4. Stocarea

Specimenele pot fi stocate la 2-8°C pana la 48 de ore de la recoltare. In cazul stocarii pentru mai mult de

2 zile, specimenele trebuie congelate la -70°C.

Daca proba este stocatda mai multe de 48 de ore, este necesara extractia de ARN utilizand un sistem de

izolare validat.

Daca proba nu este congelata si a fost stocata pentru mai putin de 48 de ore, poate fi utilizata o abordare

directa de lucru.

Congelarea/decongelarea repetata a specimenului trebuie evitatd. Daca este necesara retestarea,

specimenul trebuie alicotat in tuburi diferite pentru a evita congelarea/decongelarea repetata.

In functie de tipul de specimen si mediul de transport folosit, pot fi necesare metode speciale de stocare,

iar pentru izolarea ARN, pre-tratarea probei. Va rugam respectati instructiunile furnizate de producitor.

6. Materiale si echipamente necesare, dar nefurnizate

6.1. Echipament

» Thermocycler real-time PCR capabil sa detecteze canale FAM, HEX sau ROX (sau echivalent)

» Termobloc (potrivit pentru tuburi de microcentrifuga de 1,5 ml, capabile sa se incalzeasca la 95 ° C)
* micropipete de 100 pL si 1000 pL

* Pipeta multicanal de 10 pL aL si 100 pL

* mixer Vortex

OQEptriflygrded-200 CE. Protocol version: v1; Document version: vO1
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6.2. Reactivi

Kit de extractie ARN viral / ARN total
*  Mediu de transport viral (Clinichem, Copan, Puritan, CDC VTM, mwe Medical Wire)
»  Control negativ CoVi (Cat # OA-CVNC-150)

»  Control pozitiv CoVi (Cat # OA-CVPC-150)

6.3. Materiale

* Placi optice cu 96 de godeuri sau tuburi optice de 0,2 ml

+ Etansare optica compatibila cu instrumentul gPCR

« Varfuri de unica folosinta pentru pipete fara DNasa / RNasa cu filtre (10 uL, 20 L si 200 pL)
* Tuburi de 1,5 ml fara DNaza / RNaza

» Méanusi de unica folosinta fara pulbere

* Produse de decontaminare de suprafata, cum ar fi ,RNAse away”

+ Material necesar extractiei acidului nucleic

Omixon AzureSeq-200 CE. Protocol version: v1; Document version: vO1
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7.Atentionari si precautii

Bunele practici de laborator sunt esentiale pentru efectuarea corecta a acestui test. Datorita sensibilitatii
ridicate a testului, trebuie sa aveti grija la manipularea probelor si a materialelor in timp ce efectuati
testul pentru a mentine reactivii si amestecurile de amplificare libere de contaminare.

Utilizatorii trebui sa fie atenti la urmatoarele:

« Cititi cu atentie Instructiunile de utilizare Tnhainte de prelucrarea probelor. Orice abatere de la procedurile
scrise aici poate afecta performanta optima.

« Utilizati dezinfectant pentru a curata si dezinfecta zona din jurul probei

» Decontaminati si aruncati toate probele, reactivii si alte materiale potential contaminate in conformitate cu
reglementarile locale

« Utilizati masuri de precautie universale atunci cand efectuati testul. Manipulati probele ca si cum ar fi
capabile sa transmita infectia.

+ Purtati echipament de protectie individuala pe tot parcursul procedurii de testare.
+ Spalati bine mainile dupa indepartarea manusilor si aruncati manusile ca deseuri periculoase

* Nu reconstituiti sau diluati reactivii in alte volume decét cele descrise in acest prospect. Nu utilizati un
volum mai mic de reactivi decét cel specificat in acest prospect. Aceste activitati pot duce la erori de
performanta.

+ Omixon nu poate oferi suport pentru problemele care rezultd din nerespectarea pasilor de protocol
descrisi in acest prospect .

* Nu utilizati produsul in caz de deteriorare detectabild a componentelor (flacoane rupte, placa, capace
desigilate etc.).

* Nu utilizati reactivi dupa data de expirare.

* Nu Tnlocuiti si nu amestecati reactivii kitului AzureSeq - 200 CE cu reactivi de la alti producatori.
* Toate instrumentele trebuie intretinute si operate conform instructiunilor producatorului.

* Fiecare loc de munca trebuie sa fie echipat cu propriul set de pipete cu volum variabil,
materiale si echipamente auxiliare necesare.

* Nu amestecati reactivi din loturi diferite sau din flacoane diferite din acelasi lot.

* Nu fumati, nu beti, nu mancati si nu aplicati produse cosmetice in zonele in care sunt manipulate
specimenele sau componentele trusei.

Omixon AzureSeq-200 CE. Protocol version: v1; Document version: vO1
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8.Procedura

Kitul AzureSeq contine un test de control care vizeazd RNazaP. Acesta este un control intern necesar
confirmarii prezentei acidului nucleic in fiecare proba cu testul AzureSeq si este utilizat in general

pentru a confirma functionalitatea componentelor kitului de testare.

Tn afara de aceasta, nu exista controale externe furnizate impreuna cu kitul de testare AzureSeq - 200 CE.
Se asteapta ca utilizatorii sa furnizeze controale pozitive si negative disponibile Th comert de la Omixon
ca produs separat (hnumerele de catalog sunt listate in sectiunea 5) sau le pot folosi pe cele preparate
in laboratoriul propriu.

8.1. Instructiuni pentru configurarea reactiilor

In caz de abordare directad fara extractie separata de ARN (tratament termic), va rugam sa urmati
instructiunile de la pasul 1. In cazul in care incepeti cu ARN purificat cu truse de extractie ARN uzuale,
validate, sariti peste pasii 1-4 si incepeti cu pasul 5.

8.1.1.Instructiuni

Recomandat pentru utilizare numai cu tampoane OP sau NP in mediu de transport viral (VTM) de la
urmatorii producatori: Clinichem, Copan, Puritan, CDC VTM, mwe Medical Wire

Proba in VTM poate fi stocata pana la 48 de orela4 ° C.

1. Obtineti material recoltat OP / NP in VTM.

2. Transferati 100-200 pL de material recoltat t OP / NP VTM in tuburi compatibile fard DNaza / RNaza.

3. Se incalzeste proba timp de 5 minute la 95 ° C.

4. Dupa incubare, centrifugati proba incalzitéd la ~ 1500x rpm timp de 30 de secunde pentru a colecta
materialul la baza tubului. Depozitati pe gheata. Proba este acum gata sa fie adaugata la reactia RT-gPCR
(vezi pasii urmatori).

5. Dezghetati complet amestecul CoVi Primer / Probe 3 (tub/ capac maro) punandu-| pe gheata timp de ~ 30
de minute. Odata dezghetat, centrifugati scurt pentru a colecta in partea de jos a tubului, apoi adaugati 384
WL de apa fara nucleaza in tub. Marcati tubul cu apa adaugata

6. Vortexati i tubul la viteza maxima timp de 10 secunde pentru a amesteca, apoi centrifugati scurt pentru a
colecta in partea de jos a tubului.

Omixon AzureSeq-200 CE. Protocol version: v1; Document version: vO1
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7. Continuati cu prepararea master mixului prezentata mai jos, intr-o camera curata sau o0 zona desemnata.

Prepararea reactivilor pentru volumul de reactie de 20 pyL Tabelul 1:

Final

Component Volum/ reactie (pL) Volum/100 reactii (pL)

concentration

2x InhibiTag Multiplex gPCR 10 1000 1x
MasterMix
RTScript Reverse Transcriptase, L
200U/ 0.5 50 5U/p
Diluted Primer/Probe Mix (step #5) 4.5 450 1x

8. Se omogenizeaza master mixul pipetédnd in sus si in jos in mod repetat cu pipeta setata la volumul dublu
al amestecului adaugat sau prin vortexarea scurta a tubului inchis urmat de o centrifugare scurta pentru a
colecta amestecul la fundul tubului.

9.Distribuiti 15 yl de master mix in toate godeurile unei placi care va fi folosita.folosind o pipetd adecvata
10.Adaugati 5 pl de proba, control pozitiv sau control negativ in godeurile corespunzatoare.

11. Sigilati placa, vortexati scurt sau loviti usor pentru a amesteca; centrifugati pentru a colecta probele
amestecate.

12. Asezati placa in aparatul gPCR desemnat si rulati urmatorul program.

Conditii recomandate:

ciclu Nr. De cicluri Temperatura (°C) Timp
Incubare 1 1 50 15 min.
Activare enzima 2 1 95 2 min.
95 3 sec.
Amplificare 3 45
60** 30 sec.

** Colectati fluorescenta in timpul fazei de recoacere / extensie (60 ° C) pe canalele FAM, HEX si ROX (sau
canale echivalente
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8.2. Setari gPCR

8.2.1 QuantStudio 3,5, 7 Pro

1 - Creati un experiment nou si configurati Proprietatile (Tip instrument, Tip bloc, Tip experiment, Chimie, modul
Run) conform imaginii de mai jos.

& QuantStudio™ Design & Analysis Software ¥1.5,1 = o X
Fle  EM Muhee  Took  Heo
Select an Option
New Expetiment Open Exiating Experiment
+ +
Bl I~
axs &t
——

rwre
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@ QuantStudic™ Design & Analysis Software v1.5,1
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2 - Setati metoda conform programului PCR detaliat mai sus
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3 - Setati tintele si mostrele din fila Plate si atribuiti canalele.

o CuantSiudtio™ Design & Anafyus Seftware vi.3.1 - o ®
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4 - Exportati protocolul pe o unitate USB.
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5 - TIncarcati Experimentul de pe unitatea USB de pe instrumentul gPCR, introduceti Clmyé'ﬂn

placa si porniti Run.
8.2.2. Roche LightCycler 480 System

Va rugam consultati manualul operatorului instrumentului LightCycler 480 pentru informatii suplimentare despre
utilizarea instrumentului.

» Creati un ,Format de detectie” pentru a configura tintele (N1, N2, RNase P) si canalele (FAM, HEX, ROX -
sau echivalent).

*  Reporniti un software pentru a accesa noul Format de Detectare creat.
+  Selectati culoarea placii si creati un Experiment Nou.
» Alegeti noul Format de Detectie din lista derulanta.
» Setati Dimensiunea Blocului la 96 si Volumul de Reactie la 20 pL.
* Introduceti programul PCR detaliat la pasul 8.1.1.

+ Setati modul de analiza ,None” pentru incubatia RT si activarea enzimei si , Quantification” pentru pasul de
Amplificare.

+ Setati rampa la 4.4 pentru etapa 1, 2 si primul pas din etapa 3 si la 2.2 pentru al doilea pas din etapa 3.
+  Tncarcati placa si incepeti procedura.

8.2.3. BioRAD CFX96 Touch

Va rugam sa consultati Manualul de Instructiuni CFX96 ™ Touch pentru informatii suplimentare despre utilizarea
instrumentului.

* Rulati software-ul CFX Manager pe computerul conectat la CFX96.
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+ Creati un Protocol Nou selectand tipul de rulare ,Definit de utilizator”. Dmyéan

* Faceti clic pe ,, Edit Selected” in fila ,Protocol” pentru a face modificari la protocol. Setati parametrii programului
PCR detaliati in sectiunea 8.1.1.

* Faceti clic pe , Edit Selected” in fila ,Plate” pentru a configura placa.
* Faceti clic pe ,, Select Fluorophores”, verificati ciberboxul fluoroforilor (FAM, HEX, ROX - sau echivalent).

» Specificati godeul pentru controlul pozitiv, setati tipul de proba la ,Positive Control” si setati fluorescentele de
detectie (tintd N1 - FAM, tintd N2 - HEX, Rnase P - ROX).

+ Specificati godeul pentru controlul negativ, setati tipul de proba la ,, Negative Control” si setati fluorescentele de
detectie (tinta N1 - FAM, tintd N2 - HEX, Rnase P - ROX).

* Godeurile cu esantioane clinice trebuie specificate ca Necunoscut, setati fluorescentele de detectie (tinta N1 -
FAM, tinta N2 - HEX, Rnase P - ROX).

« In meniul Setare, setati tipul pl&cii pe alb BR.
* Accesati Start Run, selectati Block Name (instrumentul PCR) de utilizat, inchideti capacul si incepeti rularea.
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9.Interpretarea rezultatelor

Toate controalele testelor trebuie verificate Tnainte de interpretarea rezultatelor pacientului. Daca
controalele nu sunt valide, rezultatele pacientului nu pot fi interpretate. Colectati fluorescenta in timpul fazei
de aliniere/extensie (60 ° C) pe canalele FAM, HEX si ROX (sau canale echivalente). Valorile Ct <40 sunt
interpretate ca pozitive de cétre utilizator pentru BioRad CFX96, Roche Lightcycler 480 System si
QuantStudio 3, 5 si 7 Pro.

SARS-COV-2N1  SARS-CoV-2N2  RNaseP Interpretaren NP

(FAM) (HEX) (Texas Red) rezultatelor

__|Raportati rezultatele furnizorului de asistenta medicala
+ + +- SARS- CoV-2 Pozitiv | N o ) )
si agentiilor de sanatate publice corespunzatoare.

Daca doar una dintre cele doua tinte

+/- Neconcludent Repetati testul
este pozitiva
) ) + SARC-CoV-2 Raportati rezultatele furnizorului de asistenta medicala
Nedetectat ’

Repetati testul. Daca este inca invalid, colectati un alt
- - - Invalid specimen. Dacé un alt specimen nu este disponibil,
raportati-l la furnizorul de asistenta medicala.

Utilizati tabelul de mai sus ca ghid general pentru interpretarea rezultatelor.

Pentru a raporta un rezultat al testului pacientului, toate controalele din cadrul aceleiasi rulari trebuie sa fie valide sisa
prezinte rezultatele asteptate. Dacé oricare dintre controale sau ambele sunt considerate nevalide sau prezinta

rezultate neasteptate, rezultatele pacintilor din aceea rulare nu trebuie raportate.
RNase P (controlul extractiei)

Toate probele clinice trebui sa prezinte curbe de crestere a fluorescentei in reactia RNase P care trec linia de prag in
40,00 cicluri (<40,00 Ct), indicand astfel prezenta genei RNase P umane. Nedetectarea RNazei P in oricare

esantion clinic poate indica:

+ Extractia necorespunzatoare a acidului nucleic / extractia termica necorespunzatoare din materialele clinice

rezultdnd in pierderea ARN si/ sau degradarea ARN.
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» Material celular uman insuficient datorat recoltarii necorespunzatoare sau a pierderii
integritatii probelor.

+ Configurarea si executarea necorespunzatoare a testului.
+ Deteriorarea reactivului sau a echipamentului.

Daca testul RP nu produce un rezultat pozitiv pentru esantioanele clinice umane, interpretati dupa cum
urmeaza:

» Daca 2019-nCoV N1 si N2 sunt pozitive chiar si in absenta unui PR pozitiv, rezultatul trebuie considerat
valid. Este posibil ca unele esantioane sa nu prezinte curbe de crestere RNase P din cauza numarului
scazut de celule din esantionul clinic original. Un semnal RP negativ nu exclude prezenta ARN-ului virusului
2019-nCoV intr-un specimen clinic.

+ Daca toti markerii 2019-nCoV S| RNase P sunt negative pentru specimen, rezultatul trebuie considerat
invalid pentru specimen. Daca este disponibil un specimen rezidual, repetati procedura de extractie si
repetati testul. Daca toti markerii raman negativi dupa retestare, raportati rezultatele ca invalide si, daca
este posibil, trebuie recoltat un nou specimen.

Markeri 2019-nCoV (N1 si N2)

+ Cand toate controalele prezinta performanta asteptata, un specimen este considerat negativ daca nici o
curba de crestere a pragului ciclului marker 2019-nCoV (N1, N2) NU traverseaza linia de prag in termen de
40,00 cicluri (<40,00 Ct) SI curba de crestere a RNazei P TRAVERSEAZA linia de prag in termen de 40,00
cicluri (<40,00 Ct).

+ Cand toate controalele prezinta performanta asteptata, un specimen este considerat pozitiv pentru 2019-
nCoV daca toate curbele de crestere ale pragului ciclului markerului 2019-nCoV (N1, N2) trec linia deprag in
termen de 40,00 cicluri (<40,00 Ct). RNaza P poate fi sau nu pozitivd asa cum este descris mai sus,dar
rezultatul 2019-nCoV este totusi valid.

+ Cand toate controalele prezinta performanta asteptata si curbele de crestere pentru markerii 2019- nCoV
(N1, N2) SI markerul RNazei P NU traverseaza curba de crestere a pragului ciclului in 40,00 cicluri (<40,00
Ct), rezultatul este invalid. ARN-ul extras (obtinut prin metoda directd sau cu izolare obisnuita) din specimen
trebui retestat. Daca ARN-ul rezidual nu este disponibil, extrageti din nou ARN din specimenul rezidual si
retestati. Daca proba retestata este negativa pentru toti markerii si RNazaP, rezultatul este invalid si trebuie
luata in considerare recoltarea unui nou specimen de la pacient.

» Cand toate controalele prezintd performanta asteptatd si curba de crestere a pragului ciclului pentru un
singur marker (N1 sau N2, dar nu ambii markeri) traverseaza linia de prag in termen de 40,00 cicluri (<40,00
Ct), rezultatul este neconcludent. ARN-ul extras trebuie retestat. Daca ARN rezidual nu este disponibil,
extrageti din nou ARN din specimenul rezidual si retestati.
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10.Limitarile procedurii

Utilizatorii trebuie sa fie instruiti cu aceasta tehnologie Thainte de utilizarea acestui dispozitiv.

Orice rezultate de diagnosticare generate trebuie interpretate impreuna cu alte rezultate clinice sau de
laborator.

Este responsabilitatea utilizatorului sa valideze performanta sistemului pentru orice proceduri utilizate Tn

laboratorul lor care nu sunt acoperite de studiile de performanta ale Omixon Biocomputing Ltd.

Utilizati acest produs numai cu urmatoarele probe biologice umane: tampoane nazofaringiene (NP) si

orofaringiene (OP)

Eficienta abordarii directe (fara extractie ARN; tratament termic) depinde in mare masura de mediul VTM
utilizat in timpul procesului de recoltare a probelor. Se recomanda utilizarea VTM de la urmatorii
producatori: Clinichem, Copan, Puritan, CDC VTM. VTM-ul altor producatori trebuie validat de laboratorul

utilizatorului.

Un rezultat negativ nu exclude posibilitatea infectiei, deoarece rezultatele depind de recoltarea adecvata a
probelor si de absenta inhibitorilor. Prezenta inhibitorilor PCR poate provoca rezultate invalide sau

neconcludente care necesita repetare.

Rezultatele falspozitive pot aparea din multiple motive, cele mai frecvente fiind contaminarea cu ARN in

timpul manipularii si prepararii esantionului.
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11.Eliminarea problemelor

Probleme

Intensitatea
fluorescenta este
slaba sau nu apare
in controlul pozitiv

Posibile cauze principale

Degradarea sondei

Recomandare

Utilizati un nou alicot al sondei sau repetati
testul cu un kit cu LOT nou

Inconsistenta

Utilizati pipete calibrate, asigurati-va ca se

fluorescent este

ridicata in|_. . . 8 o
semnalele de Pipetare incorecta adauga un volum egal de reactivi in fiecare
fluorescenta  din godeu/ tub
probe

Schimbati intotdeauna varfurile intre
Semnalul Contaminare carry over probe. Aveti grija cand pipetati probele,

controalele negative si controalele pozitive

detectat in reactia
de control negativ

Contaminarea master mixului de amplificare

Utilizati un nou alicot al mixului de
amplificare

Contaminarea zonei de extractie / preparare

Utilizati dezinfectant pentru a curata si
dezinfecta zonele

Nu se detecteaza
semnal fluorescent
in toate probele,
inclusiv controlul
pozitiv

Degradarea sondei

Utilizati un nou alicot al sondei

Eroare la setarea instrumentului PCR

Verificati setarea corecta a programului
instrumentuluireal-time PCR

Master mix preparat gresit, posibila omitere
a unui component

Verificati fiecare component si repetati
prepararea master mixului PCR

Rezultate fals
negative

Prezenta inhibitorilor RT-PCR

Validati trusa de extractie ARN Tnainte de
utilizare. Utilizati VTM de la producatorii
recomandati enumerati Tn acest prospect

Recoltare incorecta a probelor

Urmati metoda validata de recoltare a
probelor

Nerespectarea instructiunilor de utilizare

Cititi cu atentie Instructiunile de utilizare
inainte de prelucrarea probelor. Orice
abatere de la procedurile scrise aici poate
afecta performanta optima.

Utilizarea reactivilor neautorizati

Nu nlocuiti si nu amestecati reactivii kitului
AzureSeq cu reactivi de la alti producatori.

Reactie fals
pozitiva

Contaminarea incrucisata intre probe

Aveti grija deosebitd cand manipulati
probele pacientului, utilizati procese de
trasabilitate exacte si validate, Tn laborator

Amestecarea probelor
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12.Controlul Calitatii

Se recomanda validarea intregii proceduri de testare (directa sau incluzand o extractie separata de ARN) si
sesiunea de amplificare prin prelucrarea unei probe testate negativ si a unei probe testate pozitiv sau a unui
material de referinta calibrat.

13.Indicatori de performanta

13.1. Sensibilitate analitica - Studii privind limita de detectie (LoD)

Studiul LoD a stabilit cea mai scazuta concentratie de SARS-CoV-2 (copii genom-echivalente (cp) / reactie)
care poate fi detectata prin testele N1 si N2 in cel putin 95% din timp utilizand reactivii AzureSeq - 200 CE.
Studiile LoD au fost efectuate pe mai multe instrumente real-time PCR .

13.1.1. BioRad CFX96 Touch

LoD pentru AzureSeq - 200 reactivi CE pentru ARN genomic pe sistemul de detectie in timp real BioRad
CFX96 Touch a fost stabilit ca fiind de 5 copii pe reactie de 20 pL (sau 0,25 copii / L) pentru N1 si 10 copii
pe 20-uL reactie (sau 0,5 copii / yL) pentru N2. ARN-ul genomic a fost introdus direct in reactile PCR si apoi
analizat pe sistemul BioRad CFX96 Touch.

ARN genomic pe sistemul BioRAD CFX96

Tinta N1 N2

Conc. ARN (copii/pL) 0.05 (.2x) |0.25 (1x) 0.5 (2x) 0.05 (.1x) 0.5 (1x) 1(2x)
Pozitive/Total 10/20 20/20 20/20 1/20 20/20 20/20
Ct mediu (pozitive) N/A 37.05 36.25 N/A 37.01 35.91
Deviatie St. Ct N/A 0.68 0.55 N/A 0.5 0.33

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

LoD pentru AzureSeq - 200 reactivi CE pentru ARN genomic pe sistemul Applied Biosystems QuantStudio
3 afost stabilit ca fiind de 10 copii pe reactie de 20 pL (sau 0,5 copii / pL) atat pentru tintele N1, cat si pentru
N2. ARN genomic a fost introdus direct in reactile PCR si apoi analizat pe sistemul de real-time PCR Quant-
Studio.
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Un studiu de concordanta care a comparat platformele QuantStudio 3, 5 si 7 Pro a fost realizat folosind 20
de probe clinice, identificate anterior ca pozitive (n = 11) si negative (n = 9) pentru SARS-CoV-2. Cts-urile
medii au fost calculate pentru N1, N2 si RNaseP pentru fiecare instrument cu esantioanele pozitive, in timp
ce Ct-ul mediu pentru RNaseP a fost calculat pentru toate esantioanele negative. Aceste date au demonstrat
ca nu exista nicio diferenta asteptata in rezultatele clinice pe aceste platforme.

ARN genomic pe ThermoFisher QuantStudio 3 Real-Time PCR System
Tinta N1 N2
Conc. ARN (copii/uL) 0.25 0.5 1 2 0.25 0.5 1 2
Pozitive/Total 16/20 | 20/20 | 20/20 | 20/20 | 15/20 | 19/20 | 20/20 | 20/20
Ct mediu (pozitive) 32.04 | 31.12 | 30.45 | 29.04 | 38.67 | 37.02 | 36.47 | 34.35
Deviatie St. Ct 7.89 3.58 4.10 4.09 2.57 4.78 2.61 3.14

13.1.3. Roche LightCycler® 480 System

LoD pentru AzureSeq - 200 reactivi CE pentru ARN genomic pe sistemul real-time PCR Roche LightCycler®
480 a fost stabilit ca fiind 10 copii pe reactie de 20 pL (sau 0,5 copii / pL) atat pentru tintele N1 cat si pentru
N2. ARN genomic a fost introdus direct in reactiile PCR si apoi analizat pe sistemul de PCR 1in timp real
Quant-Studio.

Genomic RNA on Roche LightCycler® 480 System

Nl

Conc. ARN (copii/uL) 0,5 1 2 0,5 1 2
Pozitive/Total 22123 23/23 23/23 23/23 23/23 23/23
Ct mediu (pozitive) 37,63 36,76 35,78 36,37 35,55 34,61
Deviatie St. Ct 0,9062 0,5680 0,1956 1,795 0,4712 0,4441
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13.2. Specificitate analitica — Testare de inclusivitate

Sistemul AzureSeq utilizeaza setul de primeri/sonda pentru markerii N1 si N2 ai SARS-CoV-2 dezvoltate de catre

CDC, care a condus o analiza in-silico pe o secventa cunoscuta de SARS-CoV-2. Rezultatele acestor

analize sunt disponibile in FDA EUA EUA200001 “CDC 2019-Novel Coronavirus (2019-nCoV) Real-Time
RT-PCR Diagnostics Panel”.

Rezultate — analiza in silico a secventelor primerilor gi a sondei:

Secventele primerilor si sondelor de oligonucleotide ale Panelului de Diagnostic CDC 2019 nCoV Real-Time
RT-PCR au fost evaluate comparandu-le cu cele 31632 de secvente disponibile in baza de date a Global Initiative
on Sharing All Influenza Data (GISAID, http://www.gisaid.org) disponibila din 20 lunie 2020, pentru a demonstra

inclusivitatea prezisa a Panelului de Diagnostic 2019-nCoV Real-Time RT-PCR. Nepotrivirea nucleotidelor in
regiunea de primer/sonda cu o frecventd mai mare de 0,1% este prezentata mai jos. Cu exceptia unei singure
nepotriviri de nucleotide cu o frecventa mai mare de 1% (2,00%) in a 3-a pozitie a probei N1, toate nepotrivirile au
avut o frecventd mai mica de 0,1%, indicand faptul ca nepotrivirile au fost sporadice. Doar o singura secventa
(0,0032%) a prezentat 2 nepotriviri de nucleotide in proba N1, si doar o altd secventa dintr-un izoltat diferit
(0,0032%)a prezentat 2 nepotriviri de nucleotide Tn primerul revers N1. Nicio altd secventa nu a avut mai mult de
0 singura nepotrivirea in regiunea N2 a primerului/sondei . Riscul ca aceste nepotriviri sa rezulte intr-o scadere
semnificativa a reactivitatii, fapt care duce la obtinerea unui rezultat fals negativ, este extreme de mic, datorita
designului primerilor si s sondelor , acestia avand temperatura de topire >60° C si o temperatura de aliniere la 55°

C care pot tolera pana la 2 nepotriviri.

Analiza de Inclusivitate In Silico a Panelului de Diagnostic a CDC 2019-nCoV Real-Time RT-PCR comparativ cu
31623 Secvente de Genom Disponibile pe GISAID din 20 lunie 2020

Primer/Sonda Sonda N1 N1 revers Sonda N2
Locatie (5°>3") 3 15 21 13
Nuclotide Nepotrivite C>T G>T T>C C>T

Nr. de Nepotriviri 632 34 71 46
Frecventa Nepotrivirilor (%) | 2,00 0,11 0,22 0,15
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13.3. Specificitate Analitica — Reactivitate incrucisata

Kitul AzureSeq utilizeaza setul de primeri/sonde pentru markerii N1 si N2 ai SARS-CoV-2 dezvoltat de catre CDC
care a condus o testare in silico de reactivitate incrucisata. CDC a condus testare umeda pentru reactivitate
incrucisata utilizand Lista Recomandata de Organisme a FDA. Rezultatele obtinute in urma acestor analize sunt
disponibile in FDA EUA EUA200001 “CDC 2019-Novel Coronavirus (2019-nCoV) Real-Time RT-PCR Diagnostics
Panel

Rezultate —testare de specificitate/exclusivitate: analiza in silico

Interogarile de analiza BLASTn ale primerilor si sondelor 2019-nCoV rRT-PCR au fost efectuate comparandu-le
cu secvente de nucleotide din domeniul public. Parametrii cautati in baza de date au fost: 1) Colectia de nucleotide
consta in GenBank+EMBL+DDBJ+PDB+RefSeq, dar exclude EST, STS, GSS, WGS, TSA, secventele patentate
precum si fazele O, 1 si 2 ale secventelor HTGS si secventele mai lungi de 100Mb; 2) Baza de data este
non-redundanta. Secventele indentice au fost comasate, pastrand informatiile despre accesare, Gl, titlu si
taxonomie ale fiecareia; 3) Baza de date a fost actualizata in 10/03/2019; 4) Parametrii de cautare se ajusteaza
automat pentru secvente scurte de input, iar pragul de asteptare este de 1000; 5) Scorul de potrivire si nepotrivire
este de 1, respectiv -3; 6) Penalitatile pentru crearea si extinderea unei lacune intr-o aliniere este de 5, respectiv
2.

Testarea N1 2019-nCoV

Secventa sondei testului N1 al 2019-nCoV rRT-PCR a prezentat un nivel ridicat de omologie secventiald cu
coronavirusul SARS si genomul coronavirusului de liliac SARS-like. Totusi, primerii forward si revers nu au
prezentat omologie de secventa cu coronavirusul SARS si genomul coronavirusului de liliac SARS-like.
Combinand primerii si sondele, nu s-a demonstrat o omologie semnificativd cu genomul uman, alte coronavirusuri

sau microflora umana care ar putea prezice eventuale rezultate rRT-PCR fals pozitive.
Testarea N2 2019-nCoV

Secventa primerului forward a testului N2 al 2019-nCoV rRT-PCR a prezentat un nivel ridicat de omologie
secventiald cu coronavirusurile de liliac SARS-like. Primerul revers si secventele sondei nu au prezentat omologii
semnificative cu genomul uman, alte coronavirusuri sau microflora umana. Combinand primerii si sonda nu exista

riscul unui rezultat rRT-PCR fals pozitiv.
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In concluzie, testele N1 si N2 ale 2019-nCoV rRT-PCR, create special pentru detectarea nCoV-2019, nu au
prezentat omologii semnificative combinate cu genomul uman, alte coronavirusuri sau microflora umana care ar

putea prezice eventuale rezultate rRT-PCR fals pozitive.

Pe langa analiza in silico, cateva organisme au fost extrase si testate cu Panelul de Diagnostic nCoV-2019
Real-Time RT-PCR al CDC pentru a demonstra specificitatea si exclusivitatea analitica. Studiile au fost efectuate
cu acizii nucleici extrasi folosind aparatul QIAGEN EZ1 Advanced XL si kitul virologic EZ1 DSP. Acizii nucleici au
fost extrasi din preparate cu titru Thalt (de obicei =2 105 PFU/mL sau = 106 PFU/mL). Testarea s-a efectuat utilizand
Master Mixul ThermoFisher Scientific TagPath™ 1-Step RT-qPCR, CG pe aparatul Applied Biosystems™ 7500
Fast Dx Real-Time PCR. Datele demonstreaza ca rezultatele asteptate sun obtinute pentru fiecare organism care
este testat cu Panelul de Diagnostic CDC 2019-nCov Real-Time RT-PCR.
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Specificitatea/Exclusivitatea Panelului de Diagnostic CDC 2019-nCoV Real-Time RT-PCR

2019-nCoV 2019-nCoV
Tulpina Sursa Rezultate

N1 N2

Coronavirus uman Izolat Negativ
Coronavirus uman 0C43 Izolat 0/3 0/3 Negativ
Coronavirus uman NL63 Specimen clinic 0/3 0/3 Negativ
Coronavirus uman HKU1 Specimen clinic 0/3 0/3 Negativ
MERS-coronavirus - Izolat 0/3 0/3 Negativ
SARS-coronavirus - Izolat 0/3 0/3 Negativ
bocavirus - Specimen clinic 0/3 0/3 Negativ
Mycoplasma pneumoniae - Izolat 0/3 0/3 Negativ
Streptococcus - Izolat 0/3 0/3 Negativ
Influenza A (HIN1) - Izolat 0/3 0/3 Negativ
Influenza A (HLN1) - Izolat 0/3 0/3 Negativ
Influenza B - Izolat 0/3 0/3 Negativ
Adenovirus uman (de tipl) Ad71 Izolat 0/3 0/3 Negativ
Metapneumovirus uman - Izolat 0/3 0/3 Negativ
Virus Sinctial Respirator Long A Izolat 0/3 0/3 Negativ
Rinovirus - Izolat 0/3 0/3 Negativ
Parainfluenza 1 C35 Izolat 0/3 0/3 Negativ
Parainfluenza 2 Greer Izolat 0/3 0/3 Negativ
Parainfluenza 3 C-43 Izolat 0/3 0/3 Negativ
Parainfluenza 4 M-25 Izolat 0/3 0/3 Negativ
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13.4. Studii de Interferenta Microbiana

Studiile de interferentd microbiana nu sunt necesare, deoarece analiza in-silico condusa de CDC (FDA EUA
EUA200001 “CDC 2019-Novel Coronavirus (2019- nCoV) Real-Time RT-PCR Diagnostics Panel”) nu a indeplinit

criteriile pentru a fi necesare studiile de interferenta.

13.5. Teste de robustete

Echivalenta testelor a fost comparata cu diferite tipuri de master mixuri.

Cincizeci (50) de copii ale ARN-ului genomic sunt inserate in reactii de 20 uL pe BioRad CFX96 Touch Real-Time

Detection System. 12 probe pozitive sunt testate cu fiecare master mix.

Master mixuri testate:

e ThermoFisher TagPath 1-Step RT-gPCR System

e Promega GoTaq Probe-1 Step RT-gPCR System
e AzureSeq-200 CE

Comparatie Reactivi: ARN genomic inserat in reactii PCR pe BioRad

ThermoFisher Promega ThermoFisher Promega
TagPath GoTaq TagPath GoTaq
) AzureSeq-200 1-Step Probe AzureSeq-200 1-Step Probe
Master Mix
CE RT-gPCR 1-Step CE RT-gPCR 1-Step
Master Mix, RT-gPCR Master Mix, RT-gPCR
CG System CG System
Pozitive/Total 12/12 12/12 12/12 12/12 12/12 12/12
Medie Ct 34,78 33,12 33,97 35,89 35,38 35,87
Deviatie
0,31 0,24 0,20 0,27 0,25 0,16
Standard Ct
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13.6. Repetabilitate si repoductibilitate

Probele pozitive si negative au fost obtinute adaugand control pozitiv si negativ reactiilor PCR, conform
Instructinilor de Utilizare. 5 replicate ale probelor pozitive si negative au fost examinate pe aparatul real-time PCR
QuantStudio 3 produs de Applied Biosystems, de catre doi operatori pentru a stabili repetabilitatea si

reproductibilitatea din timpul rularii si variabilitatea de la operator la operator.

Rezultate Operator 1 Rezultate Operator 1
Concordanta

Concordanta Concordanta intre

RNaza  _ - RNaza | ..
intre copii intre copii operatori (%)

Probe
- 5/5 5/5 5/5 100 5/5 5/5 5/5 100 100
pozitive
Probe
] 5/5 5/5 5/5 100 5/5 5/5 5/5 100 100
negative
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13.7. Performante clinice
Specimenele recoltate pe tampon orofaringian determinate anterior pe BioRad CFX96 ca fiind pozitive (11 probe)

si negative (6 probe) pentru SARS-CoV-2 au fost extrase pe Sistemul KingFisher Flex . Cinci (5) microlitri de probe
eluate au fost adaugati reactivilor AzureSeq si amplificate si detectate pe sistemul BioRad CFX96. Toate probele

pozitive si negative au prezentat o concordanta de 100% cu caracterizarea originala a comparatorului.

Specimenele nazofaringiene (30 pozitive si 30 negative) au fost recoltate pe VTM fabricate de Clinichem Ltd.
(Ungaria) si procesate folosind extractie directa de ARN folosind tehnica de lucru de tratament termic a
protocolului. Cinci (5) microlitri de proba tratata termic au fost adaugati reactivilor AzureSeq si amplificati si
detectati pe sistemul Roche LightCycler®480. Toate probele pozitive si negative au prezentat o concordanta de

100% cu caracterizarea originala a comparatorului.

Rezultate Rezultate
Concordanta

(%)

Platforma Tip proba Protocol ~ AzureSeq-200 CE comparator

Pozitive | Negative Pozitive Negative

) Probe Cu izolare
BioRad CFX96 o 11 6 11 6 100
orofaringiene ARN
Fara
Roche Probe )
) o izolare 30 30 30 30 100
LightCycler®480 | nazofaringiene ARN
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15. Simboluri utilizate pe etichete

LOT/Batch number
Reference/catalogue number

E:Ial Consult Instructions for Use

Contains reagents for number of tests

:.: 200
M Legal manufacturer. The date coupled with this symbol refers
/l/-ﬁ'c

EE

to the date of manufacture

Recommended storage temperature

Expiration date

IVD In Vitro Diagnostic Medical Device

c € Conformité Européenne
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16. Informatii de contact

Pentru asistenta generalé cu acest protocol, contactati:

Asistenta prin e-mail:

azureseq.support@omixon.com

Suport telefonic:
+36-70-672-7551

Informatii despre producator:

Numele companiei:Omixon Biocomputing Ltd
Adresa de vizitare:Kaposvar u. 14-18.

Oras: Budapest

Cod postal: H-1117

Tara: Hungary
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