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1. Przeznaczenie zestawu

Test genesig PCR real-time do detekcji koronawirusa (COVID-19) CE IVD jest przeznaczony
do jakosciowego wykrywania wirusowego RNA COVID-19 ekstrahowanego z wymazow z jamy
nosowo-gardtowej, ustno-gardtowej i plwociny pacjentéw w potgczeniu z systemem ekstrakcji
CE IVD i specjalnymi platformami PCR wymienionymi powyzej. Zestaw jest przeznaczony do
uzytku przez przeszkolony personel laboratoryjny.

2. Elementy zestawu

Element zestawu Liczba Objetos¢ Kolor wieczka | Zawieszone w?
fiolek (pl na
fiolke)
oasig® - liofilizowana 2 525* Czerwony Bufor do
mieszanka qPCR OneStep zawieszania Master
Master Mix Mix
(Master Mix
Resuspension

Buffer)
Mieszanka primera i sondy 2 110* Pomarahczowy Bufor do
COVID-19 (amber - zawieszania

bursztynowy) (Kit Resuspension

Buffer)
Bufor do zawieszania 2 600 Niebieski
Master Mix _
Bufor do zawieszania 2 1500 Zotty Nie dotyczy
Woda bez RNazy / DNazy 1 500 Biaty
Matryca kontroli pozytywnej 1 600" Czerwony, fiolka Bufor do
COVID-19 przechowywana .zawieszania.

w srebrnej folii | (Kit Rgs:ifspensmn
Wewnetrzna kontrola 2 1000* Niebieski, fiolka uffer)
ekstrakcji RNA przechowywana
w ztotej folii

* Prognozowana objeto$¢ po zawieszeniu
3. Warunki przechowywania i stosowania

Test genesig PCR real-time do detekcji koronawirusa (COVID-19) CE IVD jest transportowany
w temperaturze pokojowej, a po odbiorze nalezy go przechowywac w temperaturze -20°C.
Jesli przy odbiorze zostanie stwierdzone uszkodzenie opakowania ochronnego zestawu,
nalezy skontaktowac sie z Primerdesign w celu uzyskania instrukcji. Nalezy zwroci¢ uwage na
date przydatnosci do uzycia okreslong na etykiecie opakowania i etykietach poszczegdlnych
probéwek. Po uptywie tego terminu zestaw nalezy poddac utylizacji zgodnie z instrukcjami
zawartymi w rozdziale 8.

3.1. Stabilnos¢ w okresie uzytkowania

Test genesig PCR do detekcji koronawirusa (COVID-19) real-time CE IVD powinien by¢
przechowywany w oryginalnym opakowaniu i jest stabilny do 1 miesigca po utworzeniu
zawiesiny, jesli jest przechowywany w temperaturze -20°C, ale nie powinien by¢ uzywany po
dacie przydatnosci okreslonej na etykiecie opakowania i etykietach poszczegdélinych probowek.
Podczas uzytkowania nalezy zminimalizowaé czas pozostawania elementow zestawu w
temperaturze pokojowej i umieszczac je w lodéwce niezwtocznie po uzyciu. Rozmrazanie i
zamrazanie nalezy ograniczy¢ do minimum i nie powinno ono przekraczaé¢ 5 cykli zamrazania
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i rozmrazania. W razie potrzeby sktadniki mozna podzieli¢ na mniejsze objetosci po utworzeniu
zawiesiny.
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4. Okreslenie wymaganych, ale niewchodzgcych w sktad
zestawu materiatow i urzgdzen

4.1. Odczynniki

» Odpowiedni system i/ lub zestaw do ekstrakcji kwaséw nukleinowych (patrz punkt
9.1 ‘Procedura przygotowania prébki’).

4.2. Wyposazenie

Laminar do PCR

Wiréwka stotowa

Whytrzgsarka (vortex)

White Roche® LightCycler 480 Multiwell plate 96

White Bio-Rad® CFX96 Multiwell plate 96

Transparent Applied Biosystems® 7500 real-time PCR System Multiwell Plate 96
Regulowane pipety

Koncowki do pipet z filtrami

Rekawiczki jednorazowe

Probdéwki do wiréwki (do ekstrakcji) 1,5 ml

4.3. Urzadzenie do real-time PCR
* Odpowiednie urzgdzenie do real-time PCR (patrz punkt 6.3).

4.4. Pomieszczenia/ wymagane szkolenie

» Probki nalezy analizowac¢ w placowce z poziomu 2 bezpieczenstwa biologicznego,
przestrzegajgc tymczasowych wytycznych Swiatowej Organizacji Zdrowia
dotyczacych bezpieczenstwa biologicznego w laboratorium z 12 lutego 2020 r.
Badania na obecnos¢ COVID-19 powinny by¢ przeprowadzane w odpowiednio
wyposazonym laboratorium przez personel przeszkolony w zakresie odpowiednich
procedur technicznych i bezpieczenstwa.

5. Informacje ogolne

Wazne jest przeprowadzenie badan przesiewowych pod katem wystepowania u pacjentéw
objawéw koronawirusa. Wiarygodna i regularna detekcja koronawirusa pomoze ograniczyé
rozprzestrzenianie sie infekcji, a takze szybko wyleczy¢ zakazonych pacjentéw.

COVID-19 to zarazliwa, nowa odmiana koronawirusa, ktéra pojawita sie w Wuhan w Chinach
w grudniu 2019 r. Uwaza sie, ze wirus jest pochodzenia odzwierzecego i prawdopodobnie
rozprzestrzenit sie w miescie Wuhan. Wirus powoduje infekcje drég oddechowych z takimi
objawami jak zmeczenie, goraczka, dusznosé, niewydolnosé oddechowa, niewydolnos¢ nerek
i Smieré. W momencie opracowywania niniejszej instrukcji, w lutym 2020 r., globalnie
potwierdzonych jest ponad 60 000 przypadkéw zakazen.

Pacjenci moga zarazic sie COVID-19 przez kontakt cztowiek-cztiowiek (kontakt z
zanieczyszczonym srodowiskiem lub osobg). Osoby mtodsze i starsze (oraz inne osoby z
obnizong odpornoscig) sg najbardziej narazone na powazne powiktania, a u okoto 20%
zakazonych moze wystgpic¢ stan krytyczny.
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6. Opis produktu

Test genesig PCR real-time do detekcji koronawirusa (COVID-19) CE IVD jest testem
diagnostycznym in vitro, opartym na technologii real-time PCR (PCR w czasie rzeczywistym),
przeznaczonym do wykrywania specyficznego wirusowego RNA SARS-CoV-2. System sond
oparty jest na standardowym systemie hydrolizy sondy TagMan®. Sonda specyficzna dla
COVID-19 jest znakowana fluoroforem FAM, a kontrola wewnetrzna jest znakowana
fluoroforem HEX.

Zestaw zawiera kontrole wewnetrzng w celu zidentyfikowania mozliwego inhibowania reakcji
PCR, pomiaru czystosci ekstrakcji i potwierdzenia prawidtowego przebiegu reakcji PCR.

Technologia real-time PCR wykorzystuje reakcje tancuchowg polimerazy (PCR) do amplifikaciji
okreslonych sekwencji docelowych i specyficznych sond docelowych do wykrywania
zamplifikowanego RNA. Sondy sg znakowane fluorescencyjnymi barwnikami reporterowymi i
wygaszajgcymi.

6.1. Kontrola pozytywna

Matryca kontroli pozytywnej (PCT — positive control template) zawiera standaryzowane
stezenia sekwencji RNA SARS-CoV-2 (koronawirus COVID-19) w stezeniu 1,67 x 10° kopii na
MI. Wartosé Cq <22 dla PCT przy odczycie w kanale FAM swiadczy o prawidtowym przebiegu
reakcji Real Time PCR.

6.2. Zestawy/ urzgdzenia do ekstrakciji

Test genesig real-time PCR do detekcji koronawirusa (COVID-19) CE IVD jest przeznaczony
do uzytku w potgczeniu z systemem ekstrakcji zwalidowanym jako urzgdzenie CE IVD do
ekstrakcji RNA (samo RNA lub w potgczeniu z DNA) z probek pochodzacych od pacjentéw, w
tym wymazéw z jamy nosowo-gardtowej, ustno-gardtowej i plwociny.

Wallidacje zestawu przeprowadzono na zautomatyzowanym systemie ekstrakcji GenoXtract®
firmy HAIN Lifescience GmbH (Brucker) przy uzyciu zestawu do ekstrakcji DNA / RNA GXT
(CE IVD).

6.3. Urzadzenia do real-time PCR

Test genesig PCR real-time do detekcji koronawirusa (COVID-19) CE IVD zostat opracowany
i zwalidowany do uzytku z nastepujgcymi urzagdzeniami do real-time PCR.
o Applied Biosystem® 7500 Real-Time PCR System (wersja oprogramowania 2.3)
¢ Roche® LightCycler 480 Il (wersja oprogramowania 1.5)
¢ Bio-Rad CFX Maestro (wersja oprogramowania 1.1)

Uwaga: nalezy upewni¢ sie, Zze wszystkie uzywane urzgdzenia zostaty zainstalowane,
skalibrowane i poddane konserwacji zgodnie z instrukcjami i zaleceniami producenta.
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7. Ostrzezenia i srodki ostroznosci
7.1. Informacje dotyczgce bezpieczenstwa
7.1.1. Prébki

Badania na obecnos¢ COVID-19 powinny by¢ przeprowadzane w odpowiednio wyposazonym
laboratorium przez personel przeszkolony w zakresie odpowiednich procedur technicznych i
bezpieczehstwa. Nalezy bezwzglednie przestrzegaé krajowych wytycznych dotyczacych
bezpieczenhstwa biologicznego w laboratorium:

7.1.2. Test genesig PCR real-time do detekcji koronawirusa (COVID-19) CE IVD

Przed uzyciem tego zestawu nalezy zapoznac sie z kartg charakterystyki produktu (MSDS).
Jest ona dostepna na zyczenie.

e Element zestawu genesig PCR real-time do detekcji koronawirusa (COVID-19) CE IVD
,Bufor do zawieszania” zawiera EGTA. Z elementem tym nalezy postepowac zgodnie ze
wskazéwkami zawartymi w karcie charakterystyki. Jesli zostanie stwierdzone
uszkodzenie opakowania ochronnego zestawu, nalezy skontaktowac sie z Primerdesign
w celu uzyskania instrukcji.

7.1.3. Zestaw do ekstrakcji RNA (CE IVD) - ostrzezenia

Przed uzyciem wybranego zestawu do ekstrakcji CE IVD nalezy zapoznac sie z odpowiednig
kartg charakterystyki, dostepng u dostawcy.

7.2. Wymagania dotyczgce obstugi i procedur
7.2.1. Informacje ogoine

e Podczas kontaktu z elementami zestawu nalezy zawsze stosowac rekawiczki jednorazowe.

e Uzywa¢ oddzielnych obszaréw roboczych do przygotowywania prébek, reakcji i
amplifikaciji.

e Materialy eksploatacyjne i sprzet powinny by¢ oddzielone w kazdym obszarze roboczym
i nie moga by¢ przenoszone miedzy nimi.

e Podczas mieszania odczynnikéw przez pipetowanie w gére i w dét nalezy to robi¢ przy
objetosci z grubsza réwnej 50% catkowitej objetosci sktadnika.

e Nalezy upewnic sig, Zze woda nie zostanie uzyta do ponownego zawieszenia elementow
zestawu.

7.2.2. Zapobieganie zanieczyszczeniu matrycy

e Matryca kontroli pozytywnej znajduje sie w zapieczetowanej kopercie foliowej i zawiera
duzg liczbe kopii matryc. Nalezy go otwiera¢ i przetwarzac¢ z dala od prébek testowych i
elementéw zestawu, aby unikng¢ kontaminacji krzyzowej.

e Po ustawieniu i wykonaniu kazdej reakcji wyczys¢ powierzchnie robocze i sprzet za
pomocg srodka do usuwania DNA / RNA.

e Z ptytkami po amplifikacji nalezy obchodzi¢ sie ostroznie i upewnic sie, ze piecze¢ nie
jest zerwana. W celu uzyskania dalszych instrukcji dotyczgcych utylizacji patrz punkt 8
Instrukcje utylizaciji.

7.2.3. Zapobieganie kontaminacjg DNazg

e Nalezy uzywac jednorazowych naczyn plastikowych i pipet zarezerwowanych do pracy
z DNA / RNA, aby zapobiec skazeniu krzyzowemu DNazami / RNazami ze wspdlnego
sprzetu.
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e Podczas catej procedury nalezy uzywaé koncowek z filtrem wolnych od DNaz/ RNaz,
aby zapobiec skazeniu aerozolu i cieczy.
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Ograniczenia uzytkowania

Test genesig PCR real-time do detekcji koronawirusa (COVID-19) CE IVD zostat
zwalidowany do uzytku z wymazami ze plwociny, jamy nosowo-gardiowej, ustno-
gardtowej i systemem Roche® LightCycler 480 Il Real-Time PCR, Bio-Rad CFX96 i
Applied Biosystem® 7500 Real-Time PCR.
Nalezy postepowac zgodnie z procedurami opisanymi w niniejszej instrukcji. Wszelkie
odchylenia mogg prowadzi¢ do uszkodzenia testu lub uzyskania btednego wyniku.
Wymagana jest dobra praktyka laboratoryjna w celu zapewnienia prawidtowego
dziatania zestawu oraz zachowanie ostroznosci, aby zapobiec skazeniu elementow
zestawu. Elementy nalezy monitorowac¢ pod katem skazenia, a wszelkie elementy, ktére
mogty ulec skazeniu nalezy zutylizowaé¢ jako standardowe odpady laboratoryjne w
zamknietym woreczku lub plastikowej torebce z zamkiem btyskawicznym.
Wszystkie probki nalezy traktowac tak, jakby zawieraty materiat zakazny, stosujgc
odpowiednie srodki bezpieczenstwa biologicznego.
Interpretacja wynikéw musi uwzglednia¢ mozliwos¢ uzyskania wynikow fatszywie
ujemnych i fatszywie dodatnich.
Fatszywie negatywne wyniki mogg by¢ spowodowane przez:

o Niewfasciwe pobieranie, przenoszenie i/ lub przechowywanie prébek.

o Prébka poza fazg wiremiczna.

o Nieprzestrzeganie procedur opisanych w niniejszej instrukcji.

o Korzystanie z nieautoryzowanego zestawu do ekstrakgciji lub platformy PCR.
Fatszywie pozytywne wyniki mogg by¢ spowodowane przez:

o Niewtadciwe przenoszenie prébek zawierajgcych wysokie stezenie wirusowego

RNA COVID-19 lub matrycy kontroli pozytywne;.

o Niewtasciwe przenoszenie produktu po amplifikaciji.
Wszystkie wyniki powinny by¢ interpretowane przez pracownika stuzby zdrowia w
kontekscie historii choroby pacjenta i objawdw klinicznych.
Test nie moze wykluczy¢ choréb spowodowanych przez inne patogeny.
Wynik ujemny dla dowolnego testu PCR nie wyklucza jednoznacznie mozliwosci
zakazenia.
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9. Procedura
9.1.

Przygotowa¢ co najmniej 1 negatywng kontrole ekstrakcji (NEC — negative extraction control)
za kazdym razem, gdy przeprowadzana jest ekstrakcja (ij. ekstrakcja bez dodanej probki).

Procedura przygotowania probki

NEC bedzie stuzy¢ jako kontrola negatywna dla catego systemu testowego.

Wymazy z jamy
nosowo-gardtowej

Powlekane dacronem
lub poliestrem waciki

Wymazy z jamy
ustno-gardiowej

Powlekane dacronem
lub poliestrem waciki

Plwocina

Pobieranie . o . o Sterylny pojemnik**
w wirusowym nosniku | w wirusowym nosniku
transportowym transportowym
Temperatur*a 4°C 4°C 4°C
transportu

Przechowywanie
krétkoterminowe
(poprzedzajace
izolacje)*

4°C przez < 5 dni

4°C przez < 5 dni

4°C przez < 48 godzin

Przechowywanie
diugoterminowe
(poprzedzajace
izolacje)*

-70°C przez dtuzszy
czas

-70°C przez dtuzszy
czas

-70°C przez dtuzszy
czas

System ekstrakcji

System ekstrakcji CE
IVD przeznaczony do

System ekstrakcji CE
IVD przeznaczony do

System ekstrakcji CE
IVD przeznaczony do

izolacji RNA izolacji RNA izolacji RNA
Objetosci probki _— ok
ekstrakcji 700 pl 700 pl 700 pl
Objetosc¢ elucji w
ekstrakcji 85 il 85 85 il

* Sg to zalecenia Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO). Pierwszenstwo majg lokalne przepisy
dotyczgce pracy z probkami.
** Plwocina musi pochodzi¢ z dolnych drég oddechowych

*** Probka odnosi sie do wirusowego medium transportowego znajdujgcego sie w pojemniku
na probki stuzgcym jako repozytorium wacika.

9.1.1. Ekstrakcja RNA

Przed uzyciem wybranego zestawu do ekstrakcji CE IVD nalezy zapozna¢ sie z instrukcjg
uzytkowania.

Wewnetrzng kontrole ekstrakcji nalezy zawiesi¢ w 1000 pl buforu do przygotowania matrycy.
Nalezy jg wtaczy¢ do ekstrakcji zgodnie z instrukcjg uzytkowania zestawu przeznaczonego do
izolacji. Primerdesign zaleca dodanie 20 ul na probke. Wewnetrznej kontroli ekstrakcji nie
nalezy dodawaé bezposrednio do surowej probki (tj. przed zmieszaniem proébki z
buforem do lizy). Moze to zaki6ci¢ dziatanie testu.

W przypadku, gdy instrukcja uzytkowania nie zawiera konkretnych wytycznych dotyczgcych
stosowania wewnetrznej kontroli ekstrakcji lub gdy zautomatyzowany system nie obstuguje
dodawania 20 pl, nalezy skontaktowac sie z Primerdesign w celu uzyskania wskazéwek.
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Zestaw do ekstrakcji DNA/ RNA GXT VER 2.0 (instrukcja stosowania 120102-10)

Podczas badah walidacyjnych do przeprowadzenia ekstrakcji zastosowano zestaw do
ekstrakcji DNA/ RNA GXT VER 2.0 dla zautomatyzowanego systemu ekstrakcji GenoXtract®
(zgodnie z instrukcjg stosowania 120102-10). Wewnetrzng kontrole ekstrakc;ji (20 pl) natozono
bezposrednio do studzienki 12 (bufor do lizy) wktadu zestawu do ekstrakcji GXT DNA/ RNA
przed przejsciem do dalszej czesci protokotu.

9.2. Sporzadzanie mieszaniny Master Mix

a) Zawiesi¢ primer/ sonde koronawirusa (COVID-19) CE IVD w buforze do zawieszania w
proporcji 110 ul buforu na probéwke; wymiesza¢ w wytrzgsarce (vortex).

b) Zawiesi¢ liofilizowang mieszanke gPCR Master Mix w 525 ul buforu do zawieszania oasig;
delikatnie wymieszaé.

9.3. Nastawianie reakgc;ji

a) Przygotowa¢ mieszanke z nastepujgcych odczynnikow:

Element 1 x wymagana objetos¢ (ul)*
oasig gPCR OneStep 10*
Master Mix

Koronawirus (COVID-19)
Primer/ sonda CE IVD

* Pomnozy¢ wszystkie liczby zgodnie z wymaganiami eksperymentalnymi

2*

b) Doda¢ 12 pl do liczby studzienek wymaganych do testu na odpowiedniej 96-studzienkowej
ptytce dla wybranej platformy PCR, 1 studzienke przeznaczy¢ na PCT i 1 na NEC (w razie
potrzeby mozna przygotowac¢ dodatkowg studzienke na NTC - kontrola bez matrycy (no
template control))

c) Dodac¢ 8 pl nastepujacych sktadnikéw do odpowiednich studzienek zgodnie z konfiguracjg
ptytki:
i. Prébki
ii. PCT; zawieszone w 600 ul buforu do zawieszania (wymieszaé w wytrzgsarce
vortex)
iii. NEC
iv. NTC (opcjonalnie)

d) Zaklei¢ ptytke odpowiednig folig i umiesci¢ w instrumencie.

Zestaw genesig® real-time PCR do detekcji koronawirusa (COVID-19)
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9.4. Programowanie urzgdzenia do real-time PCR

Dodatkowe informacje na temat korzystania z urzgdzenia znajdujg sie w jednej z
naste,pUJacych instrukcji:
Applied Biosystem® real-time PCR 7500 - wzgledna krzywa standardowa i
poréwnawcze eksperymenty CT (© Copyright 2007, 2010 Applied Biosystem, wszelkie
prawa zastrzezone).
* Instrukcja obstugi LightCycler 480 (lipiec 2016, dodatek 4, wersja oprogramowania 1.5)
* Instrukcja obstugi CFX96™ Touch (© 2013, Bio-Rad Laboratories Inc.)

a) Poda¢ nastepujgcy program amplifikacji:

Etapy Czas | Temperatura Cykle Format detekcji
Odwrotna 10min| 55°C 1
transkrypcja
Wstepna denaturacia | , .- 95°C ] COVID-19 = FAM (465-510)
kt jaT
(aktywacja 'aq) p Wewnetrzna kontrola ekstrakcji (IEC)
Denaturacja | 10sek. | 95°C = VIC / HEX / Yellow555 (533-580)
Hybrydyzacja i 60 sek 60°C* 45
elongacja '

* Pomiar musi zosta¢ przeprowadzony na koncu tego etapu
** W przypadku korzystania z Roche® LightCycler 480 |l wybrac nastepujgcy format detekc;ji -
dwukolorowa sonda hydrolizy/ sonda UPL

b) Upewni¢ sie, ze studzienka wypetniona PCT jest oznaczona jako ,Rodzaj prébki -
standard” i posiada odpowiednie stezenie (patrz punkt 6.1)

c) Nalezy upewnic¢ sie, ze studzienki wypetnione probkg (-ami) sg oznaczone jako ,Rodzaj
prébki - nieznany”; oprogramowanie automatycznie obliczy ilosci dla tych studzienek, jesli
nastgpi amplifikacja

Zestaw genesig® real-time PCR do detekcji koronawirusa (COVID-19)
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9.5. Analiza danych

Przed interpretacjg wynikow probek nalezy zweryfikowac¢ prawidtowosc¢ przebiegu testu. Jesli
ponizsze kryteria nie sg spetnione, nalezy powtorzy¢ test:

a) NEC jest pozbawiona amplifikacji w kanale FAM (465-510)
b) NEC daje Cq < 30 przy odczycie w kanale VIC / HEX / Yellow555 (533-580)
c) PCT daje Cq 14-22 przy odczycie w kanale FAM (465-510)

Wskazowki dotyczgce prawidtowego przypisywania wartosci Cq dla danego urzgdzenia
znajdujg sie ponize;.

9.5.1. Roche® LightCycler 480 Il

e Wybrac¢ opcje ,Abs Quant/2nd Derivative Max”

o Wigczy¢ funkcje automatycznej kompensacji koloréw; ,Universal CC FAM (510) - VIC
(580)”, dostep do niej mozna uzyskac¢ za pomocg rozwijanego przycisku ,Color Comp”
na ekranie analizy

9.5.2. Bio-Rad® CFX96

e Ustawi¢ tryb ,Cq Determination Mode” na regresje. Dostep do tej opcji mozna uzyskac
z paska menu pod ,Widok”.

9.5.3. Applied Biosystem® 7500 Real-Time PCR System

Wybra¢ liniowy typ wykresu ,Graph Type: Linear”

Wybrac cel ,Target: FAM”

Odznaczy¢ pole automatycznego progu , Threshold: Auto”

Zaznaczy¢ pole wyswietlania progu ,Show: Threshold”

Recznie ustawic linie progowg na 1/10 wartosci koncowej wartosci fluorescencji dla PCT
Wybra¢ kanat VIC/HEX

Recznie ustawi¢ linie progowa na 1/10 sredniej fluorescencji w punkcie kohcowym
krzywych amplifikacji VIC/ HEX.

9.6. Interpretacja wynikow

Jesli wszystkie kryteria analizy danych sg spetnione, kazdg prébke mozna oceni¢ za pomoca
nastepujgcych wskaznikow:

FAM (465-510)
Cq pozytywna | Cq negatywna

Cq < (NEC Cq + 6) CVOV¥ITBY:3* Nie wykryto COVID-19
VIC /| HEX/ Wkrvt
Yellow555  Cq> (NEC Cq + 6) Co{’,";‘f 1‘;* Blad
(533-580)
Cqg negatywna CVOV¥II:By :3* Btad

*

Nalezy recznie sprawdzi¢ krzywe amplifikacji dla wszystkich prébek, ktérym przypisano
wartos¢ Cq, aby zweryfikowa¢ pozytywng amplifikacje

Zestaw genesig® real-time PCR do detekcji koronawirusa (COVID-19)
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10. Ocena dziatania testu

Wyniki oceny dziatania zestawu do detekcji koronawirusa (COVID-19) CE IVD zostaty
uzyskane przy uzyciu systemu Applied Biosystem® 7500 Real-Time PCR poprzez dodatkowe
testy przeprowadzone na urzgdzeniach Roche® LightCycler 480 Il i Bio-Rad CFX 96 pod
katem okreslenia czutosci analitycznej (LoD).

10.1. Czutosc¢ analityczna

Czutos¢ analityczna zostata zdefiniowana jako najnizsze stezenie substancji analizowanej,
ktére mozna byto wiarygodnie wykry¢ z 95% pewnoscig. Okreslono to poprzez dodanie do 3
ujemnych probek wymazu z jamy ustno-gardtowej matrycy o znanej liczbie kopii. Eluaty
nastepnie seryjnie rozcienczono, uzyskujgc 11 pozioméw, ktére badano przez 3 dni,
wytwarzajgc co najmniej 36 replikacji dla kazdego badanego stezenia.

10.1.1. Wyniki badania czutosci analitycznej

Dane te wskazuja, ze zestaw genesig® do detekcji koronawirusa (COVID-19) CE IVD wykrywa
0,58 kopii/ul wirusowego RNA COVID-19 przy poziomie ufnosci 295%. Stezenie to stuzy jako
granica detekcji zestawu.

| ABI 7500

Pozi Catkowite srednie % detekcji Srednia Odchylenie
oziom L . . <z standardowe
stezenie (kopie/pl) replikatow wartos¢ Cq Cq

1 2,28 x 108 100 26,77 1,577

2 1,34 x 103 100 27,71 1,386

3 4,09 x 102 100 29,50 1,404

4 2,36 x 102 100 30,36 1,373

5 3,55 x 10° 100 32,92 1,373

6 2,53 x 10! 100 33,98 1,353

7 0,8 100 36,25 1,447

8 0,58 100 38,33 1,125

9 1,4 97,2 38,41 2,564

10 0,90 72,2 39,30 2,077

11 0,14 19,4 40,53 0,790

10.1.2. Testowanie alternatywnymi urzgdzeniami

Urzadzenia CFX 96 (Bio-Rad®) i LightCycler 480 Il (Roche®) qPCR zostaty wykorzystane do
weryfikacji czutosci analitycznej i wartosci 0,58 kopii/ul. Na kazdym urzgdzeniu przetestowano
36 replik matrycy kontroli pozytywnej, w stezeniu reprezentujgcym czutos¢ analityczna.

Lightcycler 480 I Bio-Rad CFX96

C:::dor‘:vi';e % detekcji Srednig Odchylenie | detekcji Srednig Odchylenie
A . wartos¢ |standardowe o wartos¢ | standardowe

stez.enle replikatow Cq Cq replikatow Cq Cq

(kopie/ul)

1,25 x 105 100 15,49 0,061 100 14,87 0,030

1,25 x 10° 100 22,54 0,061 100 21,93 0,071

1,25 x 10 100 29,56 0,078 100 28,75 0,119
6,25 100 30,44 0,266 100 29,71 0,015
1,25 100 33,88 0,304 100 33,07 0,366
0,58 100 33,92 0,329 100 32,84 0,251

2 - Zestaw genesig® real-time PCR do detekcji koronawirusa (COVID-19)
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10.2. Specyficznos¢ analityczna

Test genesig real-time PCR do detekcji koronawirusa (COVID-19) CE IVD zostat
zaprojektowany do wykrywania wszystkich publicznie dostepnych sekwencji RNA wirusa
COVID-19. Zostato to potwierdzone na drodze analiz poréwnawczych sekwenciji in silico oraz
testow probek in vitro. Na podstawie analizy in silico stwierdzono, ze test genesig real-time
PCR do detekcji koronawirusa (COVID-19) CE IVD wykrywa wszystkie szczepy wirusa
COVID-19 i nie wykazuje reaktywnosci krzyzowej ze szczepami nienalezgcymi do COVID-19.

Do testow in vitro wykorzystano dwa panele Qnostics: panel oceny uktadu oddechowego i
panel historii QCMD z programu Coronavirus EQA. Wyniki badan prébek in vitro
przedstawiono ponizej

Organizm Interpretacja wyniku
Grypa A H1N1 Nie wykryto COVID-19
Grypa A H3N2 Nie wykryto COVID-19

Grypa B Victoria
Grypa B Yamagata
RSV A
RSV B
Koronawirus NL63
Koronawirus 229E
Koronawirus HKU
Koronawirus OC43

Nie wykryto COVID-19
Nie wykryto COVID-19
Nie wykryto COVID-19
Nie wykryto COVID-19
Nie wykryto COVID-19
Nie wykryto COVID-19
Nie wykryto COVID-19
Nie wykryto COVID-19

*

Wyniki zostaty zinterpretowanie zgodnie z Punktem 9.6.

10.3. Precyzja

Precyzja testu genesig real-time PCR do detekcji koronawirusa (COVID-19) CE IVD zostata
okreslona na drodze powtarzalnego testowania prébek klinicznych reprezentujgcych 3
poziomy obcigzenia wirusem:

* 120 kopii/reakcje (15 kopii/ul)

* 100 kopii/reakcje (12,5 kopii/ul)

» 80 kopii/reakcje (10 kopii/pl)
Precyzja zostata wyrazona jako odchylenie standardowe Cq i wspotczynnik zmiennosci.

10.3.1. Powtarzalnos¢

Powtarzalnosc¢ zostata okreslona na drodze analizy 10 replik kazdej prébki na jednej ptytce:

COVID-19 (FAM) IEC (HEX/VIC/Yellow555)

Stezenie probki | STe0M2 |0, detekcji| "oro 2y | Srednia o, detekcji| Wspolczynnik
(kopie/pl) Cq replikatéw (%) Cq replikatéw | zmiennosci (%)
15 31,48 100 0,31 19,77 100 0,72
12,5 31,83 100 0,45 19,37 100 0,33
10 32,19 100 0,36 19,84 100 0,91
; Zestaw genesig® real-time PCR do detekcji koronawirusa (COVID-19)
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10.3.2. Powtarzalnos¢ miedzy urzgdzeniami
Powtarzalno$¢ miedzy urzgdzeniami zostata okreslona na drodze badania 10 replik kazdej
prébki na 2 urzgdzeniach qPCR.

COVID-19 (FAM) IEC (HEX/VIC/Yellow555)
Srednia

Stezenie probki Sredn!a'l % detekcji WSP.O Iczyljn_lk .. | %o detekcji | Wspodtczynnik
. wartosc o zmiennosci | wartosc¢ o . T
(kopie/ul) Cq replikatow (%) Cq replikatow | zmiennosci (%)
15 31,39 100 2,99 19,83 100 6,98
12,5 31,77 100 3,41 19,45 100 7,01
10 32,04 100 3,02 19,86 100 8,2

10.3.3. Powtarzalno$¢ niezaleznie od operatora

Trzech roznych operatorow przetestowato 10 replik kazdej prébki przy uzyciu testu genesig
real-time PCR do detekcji koronawirusa (COVID-19) CE IVD, aby oceni¢ powtarzalnos¢. Do

kazdego testu uzyto tej samej partii i tego samego urzadzenia.

COVID-19 (FAM) IEC (HEX/VIC/Yellow555)

Stezenie probki Sredn!a'l % detekcji WSP.O iczyljn.l k Sredn!a'l % detekcji | Wspoétczynnik
. wartosé oo zmiennosci | wartosé o . 2 o
(kopie/ul) replikatéw o replikatéw | zmiennosci (%)
Cq (%) Cq
15 31,47 100 3,44 19,96 100 8,53
12,5 31,73 100 3,20 19,33 100 7,39
10 32,12 100 3,35 19,91 100 8,14

10.3.4. Powtarzalnos¢ niezaleznie od dnia

Powtarzalnos¢ niezaleznie od dnia oceniono na drodze analizy 40 replik kazdej probki w ciggu
4 dni, 10 replik kazdego stezenia dziennie. Do kazdego testu uzyto tej samej partii i tego

samego urzgdzenia.

COVID-19 (FAM) IEC (HEX/VIC/Yellow555)
Srednia

Stezenie probki | 520" |0, detekcji| VioPolczyanik | Srednf@ o, yetekcji| Wspotczynnik
(kopie/pl) Cq replikatow (%) Cq replikatéw | zmiennosci (%)
15 31,50 100 3,51 20,02 100 7,86
12,5 31,77 100 3,32 19,45 100 6,99
10 32,311 100 3,28 19,94 100 7,57
2 - Zestaw genesig® real-time PCR do detekcji koronawirusa (COVID-19)
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10.4. Trafnos¢

Ocene Kkliniczng testu genesig real-time PCR koronawirus (COVID-19) CE IVD
przeprowadzono z wymazami z jamy ustno-gardtowej (50 pozytywnych i 50 negatywnych) w
uniwersalnym medium transportowym Copan. Przygotowano 50 wymazow z matryca kontroli
pozytywnej i przetestowano w S$lepej prébie w celu okredlenia pozytywnej zgodnosci
procentowej (PPA), negatywnej zgodnosci procentowej (NPA) oraz ogdlnej zgodnosci
procentowej (OPA) jako miary trafnosci diagnostycznej:

Status przygotowanych prébek

Pozytywny Negatywny

Test genesig Pozytywny
real- time PCR
do detekc;ji
koronawirusa Negatywny
(COVID-19) CE
IVD

Pozytywna zgodnos¢ | Negatywna zgodnos¢
procentowa (PPA) procentowa (NPA)

Ogdlna zgodnos¢ procentowa (OPA)

11. Kontrola jakosci

Zgodnie z systemem zarzgdzania jakoscig Primerdesign Ltd certyfikowanym zgodnie z ISO
13485, kazda partia zestawu genesig do detekcji koronawirusa real-time PCR (COVID-19) CE
IVD jest testowana pod katem ustalonych wczesniej specyfikacji, aby zapewni¢ statg jakosé
produktu.

12. Wsparcie techniczne
Aby uzyskac¢ wsparcie techniczne, prosimy o kontakt z zespotem wsparcia technicznego:

Tel.: +44 (0) 800 0156 494

E-mail: support@primerdesign.co.uk

13. Znaki towarowe i wytgczenie odpowiedzialnosci

Znaki towarowe: oasige, genesigei logo Primerdesign.

Wszystkie inne znaki towarowe, ktére pojawiajg sie w niniejszej instrukcji uzytkowania, sg
wiasno$cig ich wtascicieli.
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14. Objasnienie symboli

Symbol

wl

REF

Objasnienie

IVD‘ Diagnoza in vitro

Producent

Numer katalogowy

Wystarcza do

Termin przydatnosci

Ograniczenie temperatury

Patrz instrukcja uzytkowania w formie elektronicznej

LOT Kod partii
4
— \ e 7 . .
:l\ Chronic¢ przed stoncem (mieszanka primer/ sonda)
CONTROL| +| Kontrola pozytywna
GZNZSIG E) ' 19
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