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1. Intended use

VIASURE SARS-CoV-2 § gene Real Time PCR Detection Kit is designed for the specific identification and
differentiation of 2019 Novel Coronavirus (SARS-CoV-2) in respiratory samples from patients with signs and symptoms
of COVID-19 infection. This test is infended to be used as an aid in the identification in the diagnosis of COVID-19 in
combination with patient's clinical signs and symptoms and epidemiological risk factors. The assay uses the BD
MAX™ System for automated extraction of RNA and subsequent real-time PCR employing the reagents provided
combined with universal reagents and disposables for the BD MAX™ System. RNA from respiratory specimens is

detected using fluorescent reporter dye probes specific for SARS-CoV-2.

2. Summary and Explanation

Coronavirus are enveloped non-segmented positive-sense RNA viruses and belong to Coronaviridae family [1,2].
There are six coronavirus species known to cause human diseases [2]. Four viruses (229E, OC43, NL63 and HKUT1)
cause common cold symptoms and the other two (severe acute respiratory syndrome coronavirus (SARS-CoV) and
Middle East respiratory syndrome coronavirus (MERS-CoV)) are zoonotic and producing more severe complications
[2]. SARS-CoV and MERS-CoV have caused more than 10,000 cumulative cases in the past two decades, with
mortality rates of 34% MERS-CoV and 10% SARS-CoV [1,3].

In December 2019, some people that worked at or lived around the Huanan seafood market in Wuhan, Hubei
Province, China, have presented pneumonia of unknown cause [2,4]. Deep sequencing analysis of the respiratory
samples indicated a novel coronavirus, which was named firstly 2019 novel coronavirus (2019-nCoV) and lately
SARS-CoV-2 [5].

Human-to-human transmission of the SARS-CoV-2 has been confirmed, even in the incubation period without
symptoms, and the virus causes severe respiratory illness like those SARS-CoV produced [1,6,7]. Although the
pneumonia is the principal illness associated, a few patients have developed severe pneumonia, pulmonary
edema, acute respiratory distress syndrome, or multiple organ failure and death [1,4]. Centers of Disease Confrol
and Prevention (CDC) believes that symptoms of SARS-CoV-2 may appear in as few as 2 days or as long as 14 days
after exposure, being the most common fever, cough, myalgia and dyspnea [1,4,8]. Less common symptoms are
sore throat, headache, diarrhea and vomiting [1,4]. It seems that older males with comorbidities have been more
affected [4].

Diagnosis of SARS-CoV-2 is performed detecting conventional causes of pneumonia early and detected by next-
generation sequencing or real-time RT-PCR methods [1,9]. Several assays that detect the SARS-CoV-2 have been
are currently  available, and listed on the WHO (World Health  Organization) website
https://www.who.int/emergencies/diseases/novel-coronavirus-2019/technical-guidance/laboratory-guidance
[10].

WHO recommends upper respiratory fract specimens (nasopharyngeal and oropharyngeal swabs) and/or lower

respiratory specimens (sputum, endotfracheal aspirate, or bronchoalveolar lavage) for the identification of SARS-
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CoV-2 [9,11]. In addition, other clinical specimens as blood, urine and stool may be collected to monitor the

presence of the virus [2,11].
3. Principle of the procedure

VIASURE SARS-CoV-2 S gene Real Time PCR Detection Kit is designed for the identification of SARS-CoV-2 in
respiratory samples. The detection is done in one step real time RT-PCR format where the reverse transcription and
the subsequent amplification of specific target sequence occur in the same reaction well. The isolated RNA target
is franscribed generating complementary DNA by reverse transcriptase which is followed by the amplification of a

conserved region of § gene using specific primers and a fluorescent-labeled probe.

VIASURE SARS-CoV-2 S gene Real Time PCR Detection Kit is based on 5” exonuclease activity of DNA polymerase.
During DNA amplification, this enzyme cleaves the probe bound to the complementary DNA sequence, separating
the quencher dye from the reporter. This reaction generates an increase in the fluorescent signal which is

proportional fo the quantity of the target tfemplate. This fluorescence is measured on the BD MAX™ System.

VIASURE SARS-CoV-2 § gene Real Time PCR Detection Kit contains in each tube all the components necessary for
real fime PCR assay (specific primers/probes, dNTPS, buffer, polymerase) in a stabilized format, as well as an internal
confrol to monitor PCR inhibition. SARS-CoV-2 is amplified and detected in channel 475/520 and the internal conftrol
(IC) inin channel 530/565.

4. Reagents provided

VIASURE SARS-CoV-2 S gene Real Time PCR Detection kit includes the following materials and reagents detailed in
Table 1:

Reference Reagent/Material Description Color Amount

A mix of enzymes, primers probes,
SARS-CoV-2 5 gene buffer, dNTPs, stabilizers and internal Transparent | 2 pouches of 12

reaction tube control in stabilized format Green foil fubes

VS-NCO112

Solution to reconstitute the stabilized Transparent 1 pouch of 24

VS-RB0O9 Reh tion Buffer t
ehydration Buffer fube product Orange foll tubes

Table 1. Reagents and materials provided in VIASURE SARS-CoV-2 S gene Real Time PCR Detection kit with Ref. VS-NCO124 (444212).
5. Reagents and equipment to be supplied by the user

The following list includes the materials and equipment that are required for use but not included in the VIASURE
SARS-CoV-2 § gene Real Time PCR Detection kit.

e Real-time PCR instrument: BD MAX™ System.

e BD MAX™ EXK™ TNA-3 (Ref: 442827 or 442828).
e BD MAX™ PCR Cartridges (Ref: 437519).

e Vortex.

e Micropipettes (accurate between 2 and 1000 ulL).
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e  Filter tips.

e Powder-free disposable gloves.
6. Transport and storage conditions

e The kits can be shipped and stored at 2-40°C until the expiration date which is stated on the label.

e After opening the aluminum pouches which contain the reaction tubes, they can be used for up to 28 days.
7. Precavutions for users

e The product is indented for use by professional users only, such as laboratory or health professionals and
technicians, tfrained in molecular biological techniques.

e Forin vitro diagnostic use.

e Do not use expired reagents and/or materials.

e Do not use the kit if the label that seals the outer box is broken.

¢ Do not use reagents if the protective box is open or broken upon arrival.

¢ Do not use reagents if the protective pouches are open or broken upon arrival.

¢ Do not use reagents if desiccant is not present or broken inside reagent pouches.

e Do not remove desiccant from reagent pouches.

o Close protective pouches of reagents promptly with the zip seal after each use. Remove any excess air in the
pouches prior to sealing.

e Do not use reagents if the foil has been broken or damaged.

e Do not mix reagents from different pouches and/or kits and/or lofs.

e Protect reagents from humidity. Prolonged exposure to humidity may affect product performance.

e Keep components away from light.

e Incases where other PCR tests are conducted in the same general area of the laboratory, care must be taken
to ensure that the VIASURE SARS-CoV-2 S gene Real Time PCR Detection kit, BD MAX™ ExK™ TNA-3 exiraction
kit, any additional reagents required for testing, and the BD MAX™ System are not contaminated. Avoid
microbial and ribonuclease (RNase)/deoxyribonuclease (DNase) contamination of reagents at all times. The
use of sterile RNase/DNase-free disposable aerosol resistant or positive displacement pipette tips is
recommended. Use a new tip for each specimen. Gloves must be changed before manipulating reagents
and cartridges.

e To avoid contfamination of the environment by amplicons, do not break apart the BD MAX™ PCR Cartridge
after use. The seals of the BD MAX™ PCR Cartridge are designed to prevent contamination.

e Design a unidirectional workflow. It should begin in the Exiraction Area and then move to the Amplification
and Detection Area. Do not return samples, equipment and reagents to the area in which the previous step
was performed.

e Follow Good Laboratory Practices. Wear protective clothing, use disposable gloves, goggles and mask. Do
not eat, drink or smoke in the working area. Wash your hands after finishing the fest.

e Samples must be freated as potentially infectious as well as all the reagents and materials that have been
exposed fo the samples and they must be handled according fo the national safety regulations. Take

necessary precautions during the collection, storage, freatment and disposal of samples.

IU-NCO124enpo0520 rev.02




VIASURE Real Time PCR Detection Kits
.

e Regular decontamination of commonly used equipment is recommended, especially micropipettes and work
surfaces.

e  Consult the BD MAX™ System User’'s Manual for additional warnings, precautions and procedures.

8. Test procedure

8.1. SAMPLE COLLECTION, STORAGE AND TRANSPORT

The VIASURE SARS-CoV-2 S gene Real Time PCR Detection kit has been validated on negative nasopharyngeal/
oropharyngeal swab collected in viral transport media (VIM) Vircell S.L., Spain) and nucleic acid isolated from

positive nasopharyngeal/ oropharyngeal swab collected in VIM.

Another different types of samples from nasopharyngeal/oropharyngeal swabs in VIM must be validated by the

user.

Collection, storage and transport specimens should be maintained per the conditions validated by the user.
Overall, respiratory samples should be collected and labelled appropriately in clean containers with or without
fransport media (depending on sample type), and processed as soon as possible to guarantee the quality of the
test. The specimens should be tfransported at 2 to 8°C for up to 48 hours, following the local and national regulations
for the transport of pathogen material. For long term transport (more than 48 hours), we recommend shipping af <-
20°C. It is recommended to use fresh specimens for the test. The samples can be stored at 2 to 8°C for up to 48
hours or frozen at -20°C or ideally at -70°C for conservation. Repeated freeze-thaw cycles should be avoided in

order to prevent degradation of the sample and nucleic acids.
8.2. SAMPLE PREPARATION AND RNA EXTRACTION

Perform the sample preparation according to the recommendations in the instructions for use of the extraction kit
used, BD MAX™ ExK™ TNA-3. Note that some other samples may require pre-processing. Application-specific

extraction preparation procedures should be developed and validated by the user.

1. Pipette between 200 and 750 uL of nasopharyngeal/ oropharyngeal swab collected in viral fransport media
(VIM) info a BD MAX™ TNA-3 Sample Buffer Tube and close the fube with a septum cap. Ensure complete mixing

by vortexing the sample at high speed for 1 minute. Proceed to BD MAX™ System Operation.
8.3. PCRPROTOCOL
Note: Please, refer to the BD MAX™ System User’'s Manual for detailed instructions.

8.3.1. Creating PCR test program for VIASURE SARS-CoV-2 S gene Real Time PCR Detection
kit

Note: If you have already created the VIASURE SARS-CoV-2 S gene Real Time PCR Detection test, you can skip
step 8.3.1 and go directly to 8.3.2.

1) On the “Run” screen of the BD MAX™ System, select the "Test Editor” tab.
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2) Click the “Create” button.

3) Inthe “Test Name" window, name your test: i.e. VIASURE SARS-CoV-2 S gene.
4) In the "Extraction Type" drop down menu, select "ExK TNA-3".

5) In the “Master Mix Format” drop down menu, choose “Type 5".

a. Note: Product may be used in combination with an additional VIASURE for BD MAX test, then select

“Dual Master Mix Concentrated Lyophilized MM with Rehydration Buffer (Type 5)".

6) Inthe “Sample extraction parameters” select “User defined” and adjust sample volume to the volume of

clinical specimen used plus 500 pL.

a. Example: If pipette 200 ulL of respiratory clinical specimen into a BD MAX TNA-3 Sample Buffer Tube

then set parameter to 700 pL.
b. Note: maximum setting is 950 pL
7) Inthe “Ct Calculation” select "Call Ct at Threshold Crossing”.

8) In “PCR settings” tab enter the following parameters: “Channel Settings”, "Gains” and “Threshold” (Table

2).
a. Note: Product may be used in combination with an additional VIASURE for BD MAX tfest, PCR
Settings and Test Steps should be completed for snap 2 (green) and snap 4 (blue) positions.
Channel Alias Gain Threshold Ct Min Ct Max
475/520 (FAM) | SARS-COV-2S 60 100 0 40
gene
530/565 (HEX) IC 80 100 0 40
585/630 (ROX) - 0 0 0 0
630/665 (Cy5) - 0 0 0 0
680/715 (Cy5.5) - 0 0 0 0

Table 2. PCR settings.

Note: It is recommended to set the minimum threshold values listed above for each channel as a starting point, but the final settings must be
determined by the end-user during the result interpretation in order to ensure that thresholds fall within the exponential phase of the
fluorescence curves and above any background signal. The threshold value for different instruments may vary due to different signal

intensities.

9) In “PCR settings” tab enter the following parameters “Spectral Cross Talk” (Table 3), as well

False Receiving Channel

Channel 475/520 530/565 585/630 630/665 680/71 5

475/520 - 0.0 0.0 0.0 0.0

530/565 0.0 - 0.0 0.0 0.0
Excitation 585/630 0.0 0.0 - 0.0 0.0
Channel

630/665 0.0 0.0 0.0 - 0.0

680/715 0.0 0.0 0.0 0.0 _

Table 3. Spectral cross-talk parameters.
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10) In “Test Steps” tab, enter the PCR protocol (Table 4).

Step Name Profile Type Cycles |Time (s)| Temperature Detect
Reverse transcription Hold 1 900 45°C -
Initial denaturation Hold 1 120 98°C -
Denaturation and 10 95°C -
Annealing/Extension (Data | 2-Temperature 45
collection) 58 60°C v

Table 4. PCR protocol.

11) Click the “Save Test” button.

8.3.2. BD MAX™ Rack set up

1) For each sample to be tested, remove one Unitized Reagent Strips from the BD MAX™ ExK TNA-3 kit. Gently
tap each strip onto a hard surface to ensure that all the liquids are at the bottom of the tubes and load
on the BD MAX™ System sample racks.

2) Remove the required number of BD MAX™ ExK TNA Extraction Tubes (B4) (white foil) from their protective
pouch. Snap the Extraction Tube(s) (white foil) into its corresponding positions in the TNA strip (Snap position
1, white color coding on the rack. See Figure 1). Remove excess air, and close the pouch with the zip seal.

3) Determine and separate the appropriate number of VIASURE SARS-CoV-2 § gene reaction tube (green
foil) and snap into their corresponding positions in the strip (Snap position 2, green color coding on the
rack. See Figure 1).

a. Remove excess air, and close aluminum pouches with the zip seal.
b. In orderto carry out a correct rehydration, please make sure that the lyophilized product is in the
bottom of the tube and is not adhered to the top area of the tube or to the foil seal.

i. Note: If you choose the format “Dual Master Mix Concentrated Lyophilized MM with
Rehydration Buffer (Type 5)" (Section 8.3.1), determine and separate the appropriate
number of addifional VIASURE reaction tubes (different foill and snap into their
corresponding posifions in the strip (Snap position 4, blue color coding on the rack. See
Figure 1). Remove excess air, and close aluminum pouches with the zip seal.

4) Remove the required number of Rehydration Buffer tubes (orange foil) and snap info their corresponding
positions in the strip (Snap position 3, non-color coding on the rack. See Figure 1). Remove excess air, and
close the pouch with the zip seal.

a. Inorder to ensure a correct transfer, please make sure that the liquid is in the bottom of the fube

and is not adhered to the top area of the tube or to the foil seal.
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Figure 1. BD MAX™ TNA Reagent Strip (TNA) from the BD MAX™ ExK TNA -3 kit.
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8.3.3. BD MAX™ Instrument set up

1) Select the "Work List” tab on the “Run” screen of the BD MAX™ System software v4.50A or higher.

2) In the “Test” drop down menu, select VIASURE SARS-CoV-2 S gene (if not already created see Section
8.3.1).

3) Select the appropriate kit lot number (found on the outer box of exiraction kit used) from the pull down
menu (optional).

4) Enter the Sample Buffer Tube identification number into the Sample tube window of the Worklist, either by
scanning the barcode with the scanner or by manual entry.

5) Fill the Specimen/Patient ID and/or Accession window of the Worklist and click the “Save” button.
Continue until all Sample Buffer Tubes are entered. Ensure that the specimen/patient ID and the Sample
Buffer Tubes are accurately matched.

6) Place the prepared Sample Buffer Tube into the BD MAX™ Rack(s).

7) Load the rack(s) into the BD MAX™ System (Rack A is positioned on the left side of the BD MAX™ System
and Rack B on the right side).

8) Place the required number of BD MAX™ PCR Cartridge(s) into the BD MAX™ System.

9) Close the BD MAX™ System door.

10) Click “Start Run” to begin the procedure.

8.3.4 BD MAX™ report

1) In main menu, click the “Results” button.

2) Either double click on your run in the list or press the “view button”.

3) Click on “Print", select: "Run Details, Test Details and Plot..."”

4) Click on "Print or Export button” on the “Run Reports” screen.
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9. Result interpretation

For a detailed description on how to analyze data, refer to the BD MAX™ System User’'s manual.

The analysis of the data is done by the BD MAX™ software according to the manufacturer’s instructions. The BD
MAX™ software reports Ct values and amplification curves for each detector channel of each sample tested in

the following way:

- Ct value of 0 indicates that there was no Ct value calculated by the software with the specified Threshold (see

Table 2). Amplification curve of the sample showing a 0" Ct value must be checked manually.
- Ct value of -1 indicates that no amplification process has occurred.

- Any other Ct value should be interpreted in correlation with the amplification curve and according to the sample

interpretation guidelines outlined in Table 5.

Check Internal Confrol signal to verify the correct functioning of the amplification mix. In addition, check that there

is no report of BD MAX™ System failure.

-Results should be read and analyzed using the following table:

SARS-CoV-2 §

gene Internal control Interpretation
(475/520) i)
- + SARS-CoV-2 S gene RNA Not Detected
+ +/- SARS-CoV-2 S gene RNA Detected

Unresolved (UNR) Result obtained in the presence of
- - inhibitors in the PCR reaction or when a general problem
(not reported by an error code) with the sample
processing and/or amplification steps occurs.

IND IND Indeterminate assay result (IND). Due to BD MAX™
System failure. Assay result displayed in case of an
instrument failure linked to an error code.

INC INC Incomplete assay result (INC). Due to BD MAX™ System
failure. Assay result displayed in case of failure to
complete run.

Table 5. Sample interpretation

+: Amplification occurred

-: No amplification occurred

A sample is considered positive if the Ct value obtained is less than 40. The infernal control may or may not show
an amplification signal because a high copy number of target can cause preferential amplification of target-

specific nucleic acids instead of the internal control. In these cases, the detection of the IC is not necessary.

A sample is considered negative, if the sample shows no amplification signal in the detection system but the internal

control is positive. An inhibition of the PCR reaction can be excluded by the amplification of internal control.

IU-NCO124enpo0520 rev.02




VIASURE Real Time PCR Detection Kits
.

In case of unresolved results (UNR), absence of internal control signal in negative sample it is recommended to

repeat the assay diluting the sample 1:10 to check for possible problems of inhibition.

The results of the test should be evaluated by a health care professional in the context of medical history, clinical

symptoms and other diagnostic tests.

10. Limitations of the test

e The results of the test should be evaluated by a health care professional in the context of medical history,
clinical symptoms and other diagnostic tests.

e Although this assay can be used with other types of samples it has been validated with nasopharyngeal/
oropharyngeal swab collected in VIM.

+ The quality of the test depends on the quality of the sample; proper extracted nucleic acid from respiratory
samples must be extracted.

e Exiremely low levels of target below the Iimit of detection might be detected, but results may not be
reproducible.

e There is a possibility of false positive results due to cross-contamination by SARS-CoV-2 suspicious samples
containing high concentrations of target RNA or contamination due to PCR products from previous reactions.

e The specific primer and probe combination for detection of the § gene used in VIASURE SARS-CoV-2 § gene
Real Time PCR Detection Kit designed for the detection of SARS-CoV-2, do not show significant combined
homologies with the human genome, human microflora, SARS-CoV or other coronaviruses, which might result
in predictable false positive.

e False Negative results may arise from several factors and their combinations, including:

o Improper specimens’ collection, tfransport, storage, and/or handling methods.

o Improper processing procedures (including RNA extraction).

o Degradation of the viral RNA during sample shipping/storage and/or processing.

o Mutations or polymorphisms in primer or probe binding regions may affect detection of new or
unknown SARS-CoV-2 variants.

o Aviralload in the specimen below the limit of detection for the assay.

o The presence of RT-gPCR inhibitors or other types of interfering substances. The impacts of vaccines,
anftiviral therapeutics, antibiotics, chemotherapeutics or immmunosuppressant drugs used fo prevent
COVID-19 or used during the freatment of the infection have not been evaluated.

o Failure to follow instructions for use and the assay procedure.

e Negative results do not preclude SARS-CoV-2 infection and should not be used as the sole basis for freatment
or other patient management decisions. Optimum specimen types and fiming for peak viral levels during
infections caused by SARS-CoV-2 have not been determined. The collection of multiple specimens (types and
time points) from the same patient may be necessary to detect the virus.

e If diagnostic tests for other respiratory illnesses are negatfive and the patient’s clinical presentation and
epidemiological information suggest that SARS-CoV-2 infection is possible, then a false negative result should

be considered, and a re-testing of the patient should be discussed.
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e A negative result does not preclude the presence of SARS-CoV-2 virus RNA in a clinical specimen. If clinical
observations, patient history and epidemiological information suggest COVID-19 infection, re-testing
increasing sample volume should be considered.

e In the case of obtaining Unresolved, Indeterminate or Incomplete results using VIASURE SARS-CoV-2 § gene
Real Time PCR Detection Kit retesting will be required. Unresolved results may be due to the presence of
inhibitors in the sample or an incorrect rehydration of lyophilized reaction mix tube. If there is an instrument

failure, Indeterminate or Incomplete results will be obtained.

11. Quality control

VIASURE SARS-CoV-2 § gene Real Time PCR Detection Kit contains an internal control (IC) in each reaction tube

which confirms the correct performance of the technique.

12. Perfformance characteristics

12.1. Clinical sensitivity and specificity

The clinical performance of VIASURE SARS-CoV-2 § gene Real Time PCR Detection Kit was tested using 4 nucleic
acids isolated from positive nasopharyngeal and/or oropharyngeal swabs collected in VIM and 15 respiratory
samples (nasopharyngeal and/or oropharyngeal swabs in VIM) from patients with clinical suspicion of COVID-19
disease or other similar respiratory diseases. Four 4 SARS-CoV-2 positive samples were found and these results were
in agreement with a PCR test developed according to the China CDC Primers and probes for detection 2019-
nCoV. Additionally, the 4 SARS-CoV-2 positive samples were confirmed using a molecular detection method by
the Spanish National Reference Center (Institute of Health Carlos Il (ISCIIl)) (the protocol “2019-nCoV by real-time
RT-PCR"” suggested by Charité (Berlin), with modifications).

In conclusion, the results show a high sensitivity and specificity to detect SARS-CoV-2 using VIASURE SARS-CoV-2 §

gene Real Time PCR Detection Kit.
12.2. Analytical sensitivity

VIASURE SARS-CoV-2 S gene Real Time PCR Detection Kit has a detection limit of = 24 cDNA copies per reaction

(cp/mn) with a positive rate of > 95%.

Figure 2. Dilution series of SARS-CoV-2 S gene (2.4*107-2.4*10' cp/rxn) template run on the BD MAX™ System (475/520 (FAM) channel).
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12.3. Analytical specificity

The specificity of the SARS-CoV-2 § gene assay was confirmed by testing a panel consisting of different

microorganisms representing the most common respiratory pathogens. No cross-reactivity was detected

between any of the following microorganisms tested:

Cross-reactivity testing

Human Adenovirus types 1-5, 8, 15, 31,
40 and 41

Influenza
A/California/7/2009 (HIN1)pdm09-like
Virus

Legionella dumoffii -

Human Bocavirus

Influenza A/Michigan/45/2015
(HIN1)pdmO09 virus

Legionella longbeachae -

Bordetella bronchiseptica

Influenza A/Singapore/GP1908/2015,
IVR-180 (HIN1)pdm09 virus

Legionella micdadei -

Bordetella holmesii

Influenza A/Victoria/210/2009 (H3N2)

Legionella pneumophila -

virus
Bordetella parapertussis Influenza A/Thunvnicrguesn/S/Qm 7 (H3N2) Human me’ropngumowrus A and )
Bordetella pertussis Influenza A/ Swrrzerlon_d/ 9715273/2013 Moraxella catarrhalis -
(H3N2) virus

Chlamydia caviae

Influenza A/Hong Kong/4801/2014,
NYMC X-263B (H3N2) virus

Mycoplasma pneumoniae -

Chlamydia psittaci genotype A and
C

Influenza A/ South Australia/55/2014,
IVR-175 (H3N2) virus

Mycobacterium tuberculosis -

Chlamydophila pneumoniae

Influenza A/DE-
SH/Reiherente/AR8444/ 2016 (H5N8)
Virus

Human parainfluenza 1, 2, 3 and
4 viruses

Human coronavirus 229E, OC43, NL63
and HKU1

Influenza A/Anhui/1/2013 (H7N9) virus

Pneumocytis jirovecii Type Al
and g885652

MERS Coronavirus

Influenza B/Brisbane/60/2008 virus

Human rhinovirus type C -

SARS Coronavirus Strain Frankfurt 1

Influenza B/Florida/04/06 virus

Staphylococcus aureus subsp.
aureus

Haemophilus influenzae MinnA

Influenza B/Phuket/3073/2013 virus

Streptococcus pneumoniae -

Influenza A/New
Caledonia/20/99(HIN1) virus

Legionella bozemanii

Respiratory syncytial virus (RSV) A
and B

Table 6. Reference pathogenic microorganisms used in this study.

12.4. Analytical reactivity

The reactivity of VIASURE SARS-CoV-2 § gene Real Time PCR Detection Kit was evaluated against RNA from Human
2019-nCoV strain BetaCoV/Germany/BavPat1/2020 p.1, Human 2019-nCoV strain 2019-nCoV/Italy-INMIT, synthetic
RNA confrols for two variants of the SARS-CoV-2 virus: MT007544.1 (SARS-CoV2 isolate Australia/VIC01/2020) and
MN908947.3 (SARS-CoV-2 isolate Wuhan-Hu-1), showing positive result.
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JEZYK POLSKI

1. Przeznaczenie

Zestaw VIASURE SARS-CoV-2 S gene Real Time PCR Detection Kit jest przeznaczony do specyficznej identyfikacji i
réznicowania nowego koronawirusa 2019 (SARS-CoV-2) w prébkach pobranych z drég oddechowych pacjentow
Z objawami przedmiotowymi i podmiotowymi choroby COVID-19. Ten test jest przeznaczony do wspomagania
diagnostyki choroby COVID-19 w potqgczeniu z klinicznymi objawami podmiotowymi i przedmiotowymi oraz
epidemiologicznymi czynnikami ryzyka Przy oznaczeniu wykorzystywany jest system BD MAX™ do
zautomatyzowanej ekstrakcji RNA, a nastepnie-PCR w czasie rzeczywistym z wykorzystaniem dostarczonych
odczynnikdw w potgczeniu z uniwersalnymi odczynnikami i materiatami jednorazowymi przeznaczonymi do
stosowania z systemem BD MAX™. RNA z probek z drég oddechowych jest wykrywane za pomocqg sond z

fluorescencyjnym barwnikiem reporterowym swoistych dla SARS-CoV-2.
2. Streszczenie i objasnienia

Koronawirusy to wirusy otoczkowe, zawierajgce niesegmentowang ni¢ RNA o dodatniej polaryzaciji, nalezgce do
rodziny Coronaviridae [1,2]. Znanych jest sze$¢ gatunkdw koronawiruséw powodujacych choroby ludzi [2]. Cztery
wirusy (229E, OC43, NL63 and HKU1) powodujg objawy przeziebienia, a pozostate dwa (koronawirus ciezkiego
ostrego zespotu oddechowego, SARS-CoV) oraz koronawirus bliskowschodniego zespotu oddechowego, MERS-
CoV) sg wirusami zoonotycznymi i dajqg ciezsze powiktania [2]. SARS-CoV i MERS-CoV spowodowaty w sumie ponad
10 000 zgondw, przy wskaznikach $miertelnosci rownych 34% dla MERS-CoV i 10% dla SARS-CoV [1,3].

W grudniu 2019 r. niektére osoby pracujgce lub mieszkajgce wokdt targu owocdw morza Huanan w miescie
Wuhan, prowincji Hubei w Chinach, zgtaszaty sie z zapaleniem ptuc o nieznanej przyczynie [2.4]. Analiza
gtebokiego sekwencjonowania probek pobranych z drég oddechowych wskazata na obecno$s¢ nowego

koronawirusa, ktéry najpierw otrzymat nazwe nowy koronawirus 2019 (2019-nCoV), a ostatnio — SARS-CoV-2) [5].

Potwierdzono transmisje wirusa SARS-CoV-2 miedzy ludzmi, nawet w okresie inkubacji bez wystepowania objawdw
przedmiotowych. Wirus ten powoduje ciezkg chorobe uktadu oddechowego podobng do choroby wywotywanej
przez SARS-CoV [1,6,7]. Chociaz gtéwng chorobg zwigzang z tym wirusem jest zapalenie ptuc, u kiku pacjentéw
wystgpito ciezkie zapalenie ptuc., obrzek ptuc, zespdt ostrej niewydolnosci oddechowej lub niewydolnosé
wielonarzgdowa i zgon [1,4]. Osrodki Zapobiegania i Zwalczania Choréb (CDC) stojg na stanowisku, ze objawy
SARS-CoV-2 mogg wystepowaé po 2-14 dniach po ekspozycji. Najczestszymi objawami sg gorqczka, kaszel, bdle
miesni i duszno$¢ [1,4,8]. Rzadszymi objawami sqg: bdl gardta, bdl gtowy, biegunka i wymioty [1,4]. Wydaje sie, ze

starsi mezczyzni z chorobami towarzyszgcymi wykazujq ciezszy przebieg choroby [4].

Rozpoznanie SARS-CoV-2 opiera sie ha wczesnym wykrywaniu konwencjonalnych przyczyn zapalenia ptuc oraz
wykrywaniu za pomocq sekwencjonowania nastepnej generacji lub metod PCR w czasie rzeczywistym [1,9].
Obecnie dostepnych jest kilka testdw wykrywajgcych SARS-CoV-2. Wymieniono je na stronie internetowej WHO

(Swiatowe] Organizacji Zdrowia.) https://www.who.int/emergencies/diseases/novel-coronavirus-2019/technical-

guidance/laboratory-guidance [10].
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WHO zaleca pobieranie prébek z gérnych drég oddechowych (nosogardta oraz jamy ustnej i gardta) i (lub)
dolnych drég oddechowych (plwocina, aspirat z rurki dotchawiczej lub materiat w ptukania oskrzelowo-ptucnego)
do identyfikaciji SARS-CoV-2 [9,11]. Dodatkowo w celu monitorowania obecnosci wirusa, mozna pobierac¢ inne

prébki kliniczne, takie jak krew, moczu i stolec [9,11].
3. Zasada oznaczania

Zestaw VIASURE SARS-CoV-2 S gene Real Time PCR Detection Kit jest przeznaczony do identyfikacji SARS-CoV-2 w
prébkach z drég oddechowych. Wykrywanie opiera sie na jednoetapowym formacie oznaczania PCR w czasie
rzeczywistym, w ktérym odwrotna transkrypcija, nastepnie amplifikacja swoistych docelowych sekwencji odbywa
sie w tej samej studzience reakcyjnej. Docelowa sekwencja izolowanego RNA podlega transkrypcji za pomocq
odwrotnej transkryptazy, generujgc komplementarne DNA, a nastepnie amplifikacji konserwatywnego regionu

genu S przy uzyciu swoistych starteréw oraz sond oznaczonych barwnikiem fluorescencyjnych.

Zasada dziatania Zestawu VIASURE SARS-CoV-2 § gene Real Time PCR Detection Kit opiera sie na aktywnosci
egzonukleazy 5' polimerazy DNA. Podczas amplifikacji DNA ten enzym odrywa sonde powigzang z
komplementarng sekwencjg DNA, oddzielajgc wygaszacz od barwnika reporterowego. Reakcja ta generuje
wzrost sygnatu fluorescencyjnego, ktéry jest proporcjonalny do ilosci docelowej matrycy. Ta fluorescencja jest

mierzona za pomocgq systemu BD MAX™,

Zestaw VIASURE SARS-CoV-2 S gene Real Time PCR Detection Kit zawiera w kazdej probdwce wszystkie elementy
konieczne do oznaczenia PCR w czasie rzeczywistym (swoiste startery/sondy, dNTPS, bufor, polimeraza) w postaci
stabilizowanej oraz kontrole wewnetrzng do monitorowania hamowania PCR. Wirus SARS-CoV-2 ulega amplifikacji

i wykrywaniu w kanale 475/520, a kontrola wewnetrzna (IC) w kanale 530/565.
4. Dostarczane odczynniki

Zestaw VIASURE SARS-CoV-2 § gene Real Time PCR Detection Kit zawiera nastepujgce materiaty i odczynniki

wymienione szczegbétowo w Tabeli 1:

Kod Odczynnik/materiat Opis Kolor llosé

Mieszanina enzymow, starterdéw, sond,
SARS-CoV-2 § gene buforéw, dNTP, stabilizatoréw oraz Przezroczysta 2 woreczki po

reaction tube kontroli wewnetrznej w formacie zielona folia 12 probowek
stabilizowanym

VS-NCO112

Roztwor do rekonstytucii Przezroczysta 1 woreczek po
VS-RBO9? Rehydration Buffer tube . yiud pomaranczo , |o
ustabilizowanego produktu wa folia 24 probowki

Tabela 1. Odczynniki i materiaty dostarczane z zestawem VIASURE SARS-CoV-2 S gene Real Time PCR Detection Kit z kodem VS-NCO124
(444212)

5. Odczynniki i sprzet zapewniane przez uzytkownika

Ponizej wymieniono materiaty i sprzet, ktérych uzycie jest konieczne, ale ktére nie nalezg do zestawu VIASURE SARS-
CoV-2 § gene Real Time PCR Detection Kit.
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e  Przyrzgd do PCR w czasie rzeczywistym: BD MAX™ System.
e BD MAX™ ExK™ TNA-3 (Ref: 442827 lub 442828).

e BD MAX™ PCR Cartridges (Ref: 437519

e Wirédwka

e Mikropipety (doktadnos¢ w zakresie 2-1000 yl)

e Koncdwkiz filfrem

e Bezpudrowe rekawice jednorazowe
6. Warunki transportu i przechowywania

e Zestawy mozna przesytac i przechowywaé w temperaturze 2-10°C do uptywu terminu waznosci podanego
na etykiecie.
e Po otwarciu aluminiowych woreczkédw zawierajgcych prébdwki reakcyjne, mozna je zuzy¢é w ciggu

maksymalnie 28 dni.
7. Srodki ostroznosci dla uzytkownikéw

e Ten produkt jest przeznaczony do stosowania wytgcznie przez profesjonalnych uzytkownikéw, takich jak
fachowi pracownicy laboratorium lub fachowy personel medyczny i technicy, przeszkoleni w zakresie technik
biologii molekularne;j.

¢ Do stosowania w diagnostyce in vitro.

e Nie nalezy uzywac¢ przeterminowanych odczynnikéw i (lub) materiatdw.

e Nie uzywac zestawu, jezeli etykieta zamykajgca pudetko zewnetrzne zostata zerwana.

e Nie uzywac odczynnikdw w razie otwarcia sie lub rozdarcia sie pudetka ochronnego w chwili dostarczenia.

e Nie uzywac odczynnikdw w razie otwarcia sie lub rozdarcia sie woreczkdw ochronnych w chwili dostarczenia.

e Nie stosowa¢ odczynnikdw, jezeli srodek osuszajgcy nie jest obecny lub jest pekniety wewnatrz woreczkéw
odczynnika.

¢ Nie nalezy wyjmowac srodka osuszajgcego z woreczkdw z odczynnikami.

e Po kazdym uzyciu szybko zamkngé na zamek woreczki ochronne odczynnikdw. Przed zamknieciem
woreczkdw nalezy usungé z nich nadmiar powietrza.

¢ Nie wolno uzywacé odczynnikdw, jezeli folia zostata rozerwana lub uszkodzone.

¢ Nie wolno miesza¢ odczynnikdw z réznych woreczkéw i (lub) zestawdw i (lub) serii.

e Chroni¢ odczynniki przed wilgociq. Przedtuzajgca sie ekspozycja na wilgoé moze wptywaé na dziatanie
produktu.

e  Chroni¢ elementy przed $wiattem.

e W razie przeprowadzania innych testdw PCR w tej samej czesci laboratorium, nalezy zachowad ostroznosc,
aby unikng¢ skazenia zestawu VIASURE SARS-CoV-2 S gene Real Time PCR Detection Kit, zestawu do ekstrakciji
BD MAX™ ExK™ TNA-3, jakichkolwiek dodatkowych odczynnikdw potrzebnych do przeprowadzania testéw
oraz systemu BD MAX™. Przez caty czas nalezy unika¢ skazenia odczynnikdw drobnoustrojami oraz
rybonukleazg (RNaza) / dezoksyrybonukleazg (DNaza). Zaleca sie stosowanie jatowych, wolnych od RNazy /

DNazy, jednorazowych kohcéwek do pipet, opornych na aerozole lub kohcédwek do pipet wyporowych. Do
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kazdej probki nalezy stosowaé nowqg kohcdwke. Przed obchodzeniem sie z odczynnikami i wktadami trzeba
zmienia¢ rekawiczki.

e Aby unikng¢ skazenia srodowiska amplikonami, nie nalezy roztamywac¢ wktadu BD MAX™ PCR Cartridge po
uzyciu. Zamkniecia wktadu BD MAX™ PCR Cartridge majg na celu zapobieganie skazeniu.

e Nalezy zaplanowacd przebieg pracy w jednym kierunku. Przeprowadzanie testu nalezy zaczynaé¢ w miejscu
wykonywania ekstrakciji, a nastepnie przechodzi¢ do miejsca wykonywania amplifikacii i detekcii. Nie nalezy
przenosi¢ z powrotem prébek, sprzetu i odczynnikdw do miejsca, w ktdérym wykonywano wczesniejszy etap
testu.

e Nalezy postepowac zgodnie z zasadami dobrej praktyki laboratoryjnej. Nalezy stosowaé odziez ochronng,
jednorazowe rekawiczki, okulary i maseczke. W miejscu przeprowadzania testu nie nalezy jes¢, pi¢ ani pali¢
tytoniu. Po zakohczeniu przeprowadzania testu nalezy umyc rece.

e Prébki traktowad jako potencjalnie zakazne, podobnie jak wszelkie odczynniki i materiaty, ktére byty narazone
na kontakt z prébkami. Nalezy obchodzi¢ sie z nimi zgodnie z krajowymi przepisami dotyczqgcymi
bezpieczenstwa. Podczas pobierania, przechowywania, przetwarzania i utylizaciji probek nalezy zachowywaé
konieczne $rodki ostroznosci.

e Zaleca sie regularne odkazanie czesto uzywanego sprzetu, szczegdinie mikropipet i powierzchni roboczych.

e Dodatkowe ostrzezenia, srodki ostroznoscii procedury opisano w Podreczniku Uzytkownika systemu BD MAX™,
8. Procedura testowa

8.1. POBIERANIE, PRZECHOWYWANIE | TRANSPORT PROBEK

Zestaw VIASURE SARS-CoV-2 S gene Real Time PCR Detection Kit zostat zweryfikowany w odniesieniu do ujemnego
wymazu z nosogardta / jamy ustnej i gardta pobranego na wirusowym podtozu transportowym (VTIM) (Vircell S.L.,
Spain) oraz kwasu nukleinowego izolowanego z dodatniego wymazu z nosogardta / jamy ustnej i gardta

pobranego na VIM.

Inne rodzaje probek z wymazdw z nosogardta / jamy ustnej i gardta na VIM muszq zostaé zweryfikowane przez

uzytkownika.

Pobieranie, przechowywanie i transport prébek powinien odbywad sie w warunkach zweryfikowanych przez
uzytkownika. Ogdlnie, w celu zapewnienia jakosci testu, prébki z drég oddechowych nalezy pobierac i oznaczad
odpowiednio w czystych pojemnikach z podtozem transportowym lub bez podtoza (w zaleznosci od rodzaju
probki) i przetwarzac niezwtocznie. Transport prébek musi powinien odbywac sie w temperaturze 2-8°C zgodnie z
lokalnymi i krajowymi przepisami dotyczgcymi transportu materiatéw patogennych. W przypadku dtugotrwatego
transportu (ponad 48 godziny) zalecamy przesytanie w temperaturze <-20°C. Zaleca sie uzywanie $wiezych prébek
do testu. Prébki mozna przechowywaé w temperaturze 2-8°C przez maksymalnie 48 godziny lub zamrozone w
temperaturze -20°C lub idealnie -70°C w celu ich konserwaciji. Nalezy unika¢ cykli zamrazania i rozmrazania, aby

zapobiega¢ degradacii prébki i kwasdw nukleinowych.
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8.2. PRZYGOTOWANIE PROBKI | EKSTRAKJA RNA

Dokonac¢ przygotowania prébki zgodnie z zalecaniami podanymi w instrukcji uzytkowania zastosowanego zestawu
do ekstrakcji, BD MAX™ ExK™ TNA-3. Nalezy pamietac, ze niektdre inne probki mogg wymagad przetwarzania
wstepnego. Procedury przygotowania ekstrakcji wiasciwe dla danej aplikacji powinny zostaé opracowane i

zweryfikowane przez uzytkownika.

1. Pobrac¢ pipetq od 200 do 750 yl wymazu z nosogardta / jamy ustnej i gardta pobranej na wirusowym podtozu
fransportowym i przenie$¢ do probdwki z buforem BD MAX™ TNA-3 Sample Buffer Tube i zamkng¢ probdwke
nasadkg z podktadkg. Zapewni¢ catkowite wymieszanie poprzez wirowanie probki przy wysokiej szybkosci przez 1

minute. Przejs¢ do obstugi systemu BD MAX™,
8.3. PROTOKOL PCR

Uwaga: Prosze zapoznac sie ze szczegdtowymi informacjami znajdujgcymi sie w podreczniku dla uzytkownika BD
MAX™,

8.3.1. Tworzenie programu testu PCR dla zestawu VIASURE SARS-CoV-2 S gene Real Time
PCR Detection Kit

Uwaga: Jesli uzytkownik utworzyt juz test VIASURE SARS-CoV-2 S gene Real Time PCR Detection Kit, mozna pomingé
etap 8.3.1 1 przejs¢ bezposrednio do 8.3.2.

1) Na ekranie ,,Run" (Cykl) systemu BD MAX™ wybrac zaktadke , Test Editor” (Edytor testow).

2) Klikng¢ przycisk ,,Create” (Utwdrz).

3) W oknie ,Test Name" (Nazwa testu) wpisaé nazwe swojego testu, np. VIASURE SARS-CoV-2 S gene.
4) W rozwijanym menu ,Extraction Type" (Typ ekstrakcii) wybrac¢ ,,ExK TNA-3".

5) W rozwijanym menu ,,Master Mix Format” (Format mieszaniny wzorcowej) wybrac ,Type 5".

a. Uwaga: Produkt mozna stosowac razem z dodatkowym testem VIASURE dla BD MAX. W takiej sytuacii
nalezy wybra¢ ,Dual Master Mix Concentrated Lyophilized MM with Rehydration Buffer (Type 5)"

(Podwdjna mieszanina wzorcowa skoncentrowana liofilizowana MM z buforem rehydratacii (typ 5)) .

6) W ,Sample extraction parameters”(Parametry ekstrakcji prébki) wybrac ,,User defined” (Zdefiniowane

przez uzytkownika) i dopasowac objetos¢ prébki do objetosci uzytej probki klinicznej, dodajgc 500 ul.

a. Przyktad: W przypadku przeniesienia pipetg 200 ul prébki klinicznej z drég oddechowych do
probdwki z buforem BD MAX TNA-3 Sample Buffer Tube, nalezy wstepnie ustawi¢ parametr na
700 pl.

b. Uwaga: maksymalna warto$é, jakg mozna ustawic, to 950 ul.
7) W ,Ct Calculation” (Obliczenie Ct) wybra¢ ,,Call Ct at Threshold Crossing”.

8) W zaktadce ,PCR settings”(Ustawienia PCR) wpisa¢ nastepujace parametry: ,Channel Settings”

(Ustawienia kanatu), ,Gains” (Naddatek) oraz ,,Threshold” (Warto$¢ progowa) (Tabela 2).
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a. Uwaga: Produkt mozna stosowac razem z dodatkowym testem VIASURE dla BD MAX. W takiej
sytuaciji ,,PCR settings” (Ustawienia PCR) i, Test Steps” (Etapy testu) nalezy uzupetni¢ dla obu pozycji

2 (zielony) oraz 4 (niebieski).

Threshold
Alias Gain Y Ct Min Ct Max
el i) (Naddatek) | (Wartosc (Ct Min) (Ct Max)
progowa)
475/520 (FAM) | SARS-COV-23S 60 100 0 40
gene
530/565 (HEX) C 80 100 0 40
585/630 (ROX) - 0 0 0 0
630/665 (Cy5) - 0 0 0 0
680/715 (Cy5.5) - 0 0 0 0

Tabela 2. Ustawienia PCR

Uwaga: Zaleca sie ustawianie dla kazdego kanatu minimalnych wartosci progowych podanych powyzej jako punktu startowego, ale
ostateczne ustawienia musi ustali¢ uzytkownik koncowy w trakcie interpretacji wynikéw w celu upewnienia sie, ze wartosci progowe
przypadajg w obrebie fazy eksponencjalnej krzywych fluorescencji i powyzej wszelkich sygnatéw tta. Wartosci progowe dla réznych

instrumentéw mogq by¢ rézne ze wzgledu na rézne intensywnosci sygnatu.

9) W zaktadce ,,PCR settings” (Ustawienia PCR) wpisa¢ tez nastepujace parametry ,Spectral Cross Talk”

(Tabela 3)
False Receiving Channel
(Fatszywy kanat odbiorczy)
Channel
(Kanaf) 475/520 530/565 585/630 630/665 680/715
475/520 - 0.0 0.0 0.0 0.0
Excitation 530/565 0.0 B 0.0 0.0 0.0
e 585/630 0.0 0.0 - 0.0 0.0
(Kanat
pobudzenia) | 630/665 0.0 0.0 0.0 B 0.0
680/715 0.0 0.0 0.0 0.0 -

Tabela 3. Parametry ,Spectral cross-talk”

10) W zaktadce ,Test Steps” (Etapy testu) wpisac protokdt PCR (Tabela 4)

Step Name Profile Type | Cycles Time (s) Temperature Detect
(Nazwa etapu) (Typ profilu) |[(Cykle) | (Czas/czasy) | (Temperatura) | (Wykrywanie)
Reverse franscription Hold o
(Odwrotna franskrypcija) | (Wstrzymanie) ] 900 45°C )
Initial denaturation Hold o
(Wstepna denaturacja) | (Wstrzymanie) ] 120 98°C i
Denaturation and 10 95°C _
Annealing/Extension 2-
(Data collection) Temperatura
A 45
(DentUrOCJG I (2- 58 60°C v
hybrydyzacja/wydtuzanie | Temperatura)
(gromadzenie danych))

Tabela 4. Protokét PCR

11) Klikng¢ przycisk ,Save test” (Zapisz test).
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8.3.2. Ustawienie statywu BD MAX™

1) Dla kazdej prébki, ktéra ma by¢ poddana testowi nalezy wyja¢ jeden indywidualny pasek odczynnikowy
z zestawu BD MAX™ ExK TNA-3. Delikatnie uderzy¢ kazdym paskiem o twardg powierzchnie, aby upewnic
sie, ze wszystkie ptyny znajdujq sie na dnie probdwek i zatadowaé na statyw na prébki systemu BD MAX™.,

2)  Wyjagc¢ potrzebnqg liczbe probdéwek do ekstrakcji BD MAX™ ExK TNA Extraction Tubes (B4) (biata folia) z
saszetki ochronnej. Wcisng¢ probdéwke (probdwki) do ekstrakcjiw odpowiadajgce jej (im) miejsca w pasku
TNA (Pozycja 1, biaty kolor kodu na statywie. Patrz Rysunek 1.) Usung¢ nadmiar powietrza i zamkngé
woreczek na zamek.

3) Okredli¢ i oddzieli¢ odpowiedniq liczbe probdwek VIASURE SARS-CoV-2 S gene reaction tube (zielona folia)
i weisng¢ je w odpowiednie miejsca na pasku (pozycja 2, zielony kolor kodu na statywie. Patrz Rysunek 1.)

a. Usung¢ nadmiar powietrza i zamkngé woreczki aluminiowe na zamek.

b. Aby prawidtowo przeprowadzi¢ rehydratacje, nalezy upewnic sie, ze liofilizowany produkt
znajduje sie na spodzie probdwki i nie przylega do gérnej powierzchni probdwki ani do foliowego
zamkniecia.

i. Uwaga: Jesli uzytkownik wybrat format ,,Dual Master Mix Concentrated Lyophilized MM
with Rehydration Buffer (Type 5)" (Podwdjna mieszanina wzorcowa skoncentrowana
liofilizowana MM z buforem rehydratacii (typ 5)) (Punkt 8.3.1), nalezy okresli¢ i oddzieli¢
odpowiedniq liczbe dodatkowych probdwek reakcyjnych VIASURE (inna folia) i wcisngé
je w odpowiednie migjsca w pasku (pozycja 4, niebieski kolor kodu na statywie. Patrz
Rysunek 1.) Usung¢ nadmiar powietrza i zamkng¢ woreczki aluminiowe na zamek.

4) Wyjg¢ potrzebng liczbe probdéwek Rehydration Buffer tube (pomarahczowa folia) i wcisngé je w
odpowiednie miejsca na pasku (Pozycja 3, brak koloru kodowego na statywie. Patrz Rysunek 1.) Usungé
nadmiar powietrza i zamkng¢ woreczek na zamek.

a. Aby zapewni¢ prawidtowy transfer, nalezy upewnic sie, ze ptyn znajduje sie na spodzie probdwki

i nie przylega do gdrnej powierzchni probdwki ani do foliowego zamkniecia.

Rysunek 1. Pasek odczynnikowy BD MAX™ TNA (TNA) z zestawu BD MAX™ ExK TNA-3.
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8.3.3. Ustawienie przyrzqdu BD MAX™

1) Wybra¢ zaktadke ,,\Work list” (Lista robocza) na ekranie ,Run” (Cykl) oprogramowania systemu BD MAX™
w.4.50A lub wyzszej.

2) W rozwijanym menu ,Test” wybra¢ VIASURE SARS-CoV-2 S gene (jedli jeszcze nie utworzono, patrz Punkt
8.3.1).

3) Wybra¢ odpowiedni numer serii zestawu (mozna go znalezé na zewnetrznym pudetku uzywanego
zestawu do ekstrakcji) z rozwijanego menu (opcjonalnie).

4)  Wpisa¢ numer identyfikacyjny prébowki z buforem prébki do okna ,,Sample tube” (Probdwka z probkqg) w
ramach ,Worklist” (Listy roboczej), skanujgc kod paskowy skanerem lub wpisujgc recznie.

5) Wpisa¢ identyfikator prébki lub pacjenta i (lub) okno , Accession” w ramach ,Worklist” (Listy roboczej) i
klikng¢ przycisk ,Save” (Zapisz). Kontynuowaé az do wpisania wszystkich prébek z buforem probki.
Upewni¢ sie, ze identyfikator prébki lub pacjenta oraz probdwki z buforem prébki zostaty doktadnie
dopasowane.

6) Umiesci¢ przygotowang prébdwke z buforem prébki w statywie (statywach) BD MAX™,

7) Zatadowac statyw (statywy) do systemu BD MAX™ (statyw A po lewe;j stronie systemu BD MAX™, a statyw
B — po prawej).

8) Wrtozy¢ potrzebng liczbe wktaddw BD MAX™ PCR Cartridge do systemu BD MAX™,

9) Zamkngc¢ drzwiczki systemu BD MAX™,

10) Klikng¢ ,,Start Run” (Rozpocznij cykl), aby rozpoczaé procedure.

8.3.4. Raport BD MAX™

1) W menu gtéwnym klikng¢ przycisk ,,Results” (Wyniki).

2) Klikng¢ dwukrotnie na swoim cyklu na liscie lub wcisng¢ przycisk ,,View" (Wyswietl).

3) Klikng¢ ,,Print" (Drukuj), wybraé: ,,Run Details, Test Details and Plot..." (Szczegdty Cyklu, Szczegdty Testu i
wykres...)

4) Klikng¢ ,,Print or Export button™ (Przycisk drukowania lub eksportu) na ekranie ,,Run Reports” (Raporty cyklu)

9. Interpretacja wynikéw

Szczegdtowe informacije na temat analizowania danych podano w Podreczniku Uzytkownika systemu BD MAX™,

Analiza danych jest przeprowadzana przez oprogramowanie BD MAX™ zgodnie z instrukcjami producenta.
Oprogramowanie BD MAX™ zgtasza wartosci Ct i krzywe amplifikacji dla kazdego kanatu detektora dla kazdej

badanej probki w nastepujgcy sposdb:

- warto$¢ Ct wynoszgca 0 wskazuje, ze nie zostata przez oprogramowanie obliczona warto$¢ Ct przy okreslonym

progu (patrz Tabela 2). Krzywqg amplifikacji dia prébki wykazujgcej wartos¢ Ct ,,0" musi zostac sprawdzona recznie.
- Warto$¢ Ct wynoszgca -1 wskazuje, ze nie nastqpit proces amplifikacii.

- Kazdg inng warto$¢ Ct nalezy zinterpretowac w korelaciji z krzywq amplifikacji i zgodnie z wytycznymi interpretacii

probki streszczonymi w Tabeli 5.
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Nalezy sprawdzi¢ sygnat kontroli wewnetrznej, aby sprawdzi¢, czy mieszanina do aplifikacji dziata prawidtowo.

Dodatkowo nalezy sprawdzi¢, czy nie ma raportu o awarii systemu BD MAX™.

-Wyniki nalezy odczytywac i analizowac przy pomocy ponizszej tabeli:

SARS-CoV-2§ Kontrola

gene wewnetrzna Interpretacja
(475/520) (530/565)
- + SARS-CoV-2 S gene RNA nie wykryto
+ +/- SARS-CoV-2 S gene RNA wykryto

Wynik nierozstrzygajacy (UNR, ang. Unresolved) uzyskany w obecnosci
- - inhibitoréw w reakcji PCR lub w razie wystgpienia btedu ogdlnego
(niezgtaszanego z kodem btedu) w trakcie przetwarzania prébki i/lub
amplifikacji.

IND IND Nieokreslony wynik oznaczenia (IND, ang. Indeterminate).
Spowodowany awarig systemu BD MAX™. Wynik oznaczenia
wyswietlany w przypadku powiqzanej z kodem btedu awarii urzgdzenia.
INC INC Niepetny wynik oznaczenia (INC, ang. Incomplete). Spowodowany
awarig systemu BD MAX™, Wynik oznaczenia wyswietlany w przypadku
nieprzeprowadzenia petnej serii oznaczen.

Tabela 5. Inferpretacja prébki

+: Amplifikacja wystqpita

-: Amplifikacja nie wystqpita
Uznaje sie, ze prébka data wynik dodatni, jedli uzyskana wartos¢ Ct jest mniejsza niz 40. Kontrola wewnetrzna moze
wykazywaé sygnat amplifikacji lub nie poniewaz wysoka liczba kopii sekwencji docelowej moze spowodowad
preferencyjng amplifikacje kwasdw nukleinowych swoistych dla sekwenciji docelowej zamiast kontroli wewnetrzne;.

W tych wypadkach wykrywanie IC nie jest konieczne.

Uznaje sie, ze prébka data wynik ujemny, jesli probka nie wykazuje sygnatu amplifikaciji w systemie detekciji, ale
kontrola wewnetrzna jest dodatnia. Hamowanie reakcji PCR mozna wykluczy¢ za pomocqg amplifikacji kontroli

wewnetrzne;.

W przypadku wynikdw nierozstrzygajgcych (UNR), braku sygnatu kontroli wewnetrznej w prébce, ktéra data wynik
ujemny, zalecamy powtdrzenie proby przy rozcienczeniu prébki w stosunku 1:10 w celu sprawdzenia pod kgtem

ewentualnych problemdw z hamowaniem.

Wyniki testu powinien ocenia¢ cztonek fachowego personelu medycznego w kontekscie wywiadu medycznego,

klinicznych objawdéw przedmiotowych oraz innych testéw diagnostycznych.
10. Ograniczenia stosowania testu

e Wyniki testu powinien ocenia¢ cztonek fachowego personelu medycznego w kontekicie wywiadu
medycznego, klinicznych objawdw przedmiotowych oraz innych testéw diagnostycznych.
e Chociaz ten test mozna stosowacé przy innych rodzajach prébek, zweryfikowano go w odniesieniu do

wymazdw z nosogardta / jamy ustnej i gardta pobranych na VIM.
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o Jako$¢ testu zalezy od jakosci prébki; konieczne jest wyekstrahowanie wtasciwego kwasu nukleinowego z
prébek z drédg oddechowych.

e MoiZliwe jest wykrycie niezwykle niskich poziomdw sekwencji docelowych ponizej granicy wykrywania, ale
wyniki mogq nie by¢ powtarzalne.

e Istnieje mozliwos¢ uzyskania fatszywie dodatnich wynikdw z powodu skazenia krzyzowego przez SARS-CoV-2
ktérejkolwiek prébki zawierajgcej wysokie stezenia docelowej sekwenciji RNA lub skazenia spowodowanego
produktami PCR z poprzednich reakciji.

e Specyficzna kombinacja starteréw i sond do wykrywania genu S wykorzystywana w zestawie VIASURE SARS-
CoV-2 S gene Real Time PCR Detection Kit przeznaczonym do wykrywania wirusa SARS-CoV-2 nie wykazuje
znaczgcych kombinowanych homologii z ludzkim genomem, ludzkg mikroflorg, wirusem SARS-CoV lub innymi
koronawirusami, co mogtoby prowadzi¢ do przewidywalnych wynikdw fatszywie dodatnich.

e Wyniki fatszywie dodatnie mogqg wynika¢ z kilku czynnikdw iich potgczen, w tym:

o Niewtasciwych metod pobierania prébek, ich transportu, przechowywania i/lub obchodzenia sie z
nimi.

o Niewtasciwych procedur przetwarzania (w tym ekstrakcji RNA).

o Degradacji RNA wirusa podczas przesytania/przechowywania i/lub przetwarzania.

o Mutacja lub polimorfizm w rejonach wigzania starteréw lub sond mogg wptywaé na wykrywanie
nowych lub nieznanych wariantéw wirusa SARS-CoV-2.,

o llo§¢ wirusa w prébce ponizej granicy wykrywania testu.

o Obecnos¢ inhibitoréw RT-gPCR lub innych typdw substancji zaktécajacych. Nie oceniano wptywu
szczepionek, lekow przeciwwirusowych, antybiotykdw, chemioterapeutykdw lub
immunosupresantdw stosowanych w celu zapobiegania wystgpienia choroby COVID-19 lub
stosowanych w frakcie leczenia zakazenia.

o Nieprzestrzeganie instrukcji stosowania oraz procedury przeprowadzania testu.

¢ Wyniki ujemne nie wykluczajq zakazenia wirusem SARS-CoV-2 i nie nalezy ich uzywac jako jedynej podstawy
podejmowania decyzji dotyczqcych leczenia lub innego postepowania z pacjentem. Nie okreslono
optymalnych rodzajéw probek ani czasu wystepowania maksymalnych stezeh wirusa w frakcie zakazenia
wirusem SARS-CoV-2. Do wykrycia wirusa moze by¢ konieczne pobranie wielu prébek (rézne rodzaje i punkty
czasowe) od tego samego pacjenta.

e Jeili badania diagnostyczne pod kgtem innych choréb uktadu oddechowego sg ujemne, a objawy kliniczne
pacjenta i informacje epidemiologiczne sugerujg mozliwos$¢ zakazenia wirusem SARS-CoV-2, wowczas nalezy
wzigé pod uwage wynik fatszywie ujemny i rozwazy¢ ponowne wykonanie testu.

e Ujemny wynik nie wyklucza obecnosci RNA wirusa SARS-CoV-2 w prébce klinicznej. Jedli obserwacije kliniczne,
wywiad pacjenta i informacje epidemiologiczne sugerujg zakazenie COVID-19, nalezy rozwazy< ponowne
wykonanie badania prébki o zwiekszonej objetosci.

e W przypadku uzyskania wynikéw nierozstrzygajgcych, nieokreslonych lub niepetnych przy uzyciu zestawu
VIASURE SARS-CoV-2 § gene Real Time PCR Detection Kit konieczne bedzie powtdrzenie testu. Wyniki
nierozstrzygajgce mogg byc¢ skutkiem obecnosci inhibitorow w prébce lub niewtasciwe] rehydratacji w
probdéwce z liofilizowang mieszaning reakcyjng. W razie awarii urzqadzenia uzyskuje sie wyniki nieokreslone lub

niepetne.
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11. Kontrola jakosci

Zestaw VIASURE SARS-CoV-2 § gene Real Time PCR Detection Kit zawiera kontrole wewnetrzng (IC) w kazdej

probdéwce reakcyjnej, potwierdzajgcq prawidtowe zastosowanie techniki.

12. Charakterystyka wydajnosciowa

12.1. Czutosé i swoistosé¢ kliniczna

Dziatanie kliniczne zestawu VIASURE SARS-CoV-2 S gene Real Time PCR Detection Kit badano przy uzyciu 4 kwaséw
nukleinowych izolowanych z dodatnich wymazdw z nosogardta i (lub) jamy ustneji gardta pobranych w VIM oraz
15 prébek z drég oddechowych (wymazdw z nosogardta i (lub) jamy ustnej i gardta na VIM) od pacjentéw z
podejrzeniem klinicznym choroby COVID-19 lub innych podobnych chordb uktadu oddechowego. Wykryto cztery
probki z dodatnim wynikiem SARS-CoV-2 i wyniki te zgadzaty sie z testem PCR opracowanym na podstawie
starterdw i sond chinskich CDC do wykrywania SARS-CoV-2. Dodatkowo 4 wyniki probek z dodatnim wynikiem
SARS-CoV potwierdzono przy uzyciu metody detekciji molekularnej opracowanej przez Hiszpanski Krajowy Osrodek
Referencyjny (Instytut Zdrowia Carlos llI, ISCIII) (protokdt “2019-nCoV by real-time RT-PCR" zasugerowany przez
Charité (Berlin), z modyfikacjami).

Tak wiec wyniki te wskazujg na wysokg czutos$¢ i swoistos¢ wykrywania wirusa SARS-CoV-2 przy uzyciu zestawu

VIASURE SARS-CoV-2 S gene Real Time PCR Detection Kit.
12.2. Czutosé analityczna

Zestaw VIASURE SARS-CoV-2 § gene Real Time PCR Detection Kit wykazuje ograniczenie wykrywania do = 24 kopii

cDNA na reakcje ze wskaznikiem wynikéw dodatnich wynoszgcym = 95%.

Rysunek 2. Rozciefnczenia seryjne dla cyklu matrycy SARS-CoV-2 S gene (2,4*107-2,4*10" kopii/reakcje) na systemie BD MAX™ (kanat
475/520 (FAM)).
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12.3. Swoistos¢ analityczna

Swoistos¢  wykrywania SARS-CoV-2 S gene potwierdzono, badajgc panel sktadajgcy sie z réinych
mikroorganizmdw reprezentujgcych najczesciej wystepujgce patogeny zakazeh drég oddechowych. Nie

wykryto reaktywnosci krzyzowej w odniesieniu do zadnego z nastepujgcych przebadanych mikroorganizmdow:

Badania reaktywnosci krzyzowej

Ludzki Adenovirus typy1-5, 8, 15, 31, 40
i41

Wirus Influenza
A/California/7/2009(H1N1)pdm09

Legionella dumoffii

Ludzki bokawirus

Wirus Influenza A/Michigian/45/2015
(HIN1)pdm09

Legionella longbeachae

Bordetella bronchiseptica

Wirus Influenza
A/Singapore/GP1908/2015, IVR-180

Legionella micdadei

(HIN1)pdm09
Bordetella holmesii Wirus Influenzo(:éﬁ;fonc/?lO/2009 Legionella pneumophila
Bordetella parapertussis Wirus Influenz(ciig\'\/szl')\urmgen/S/l / Ludzki metapneumovirus A i B

Bordetella pertussis

Wirus Influenza
A/Switzerland/9715293/2013 (H3N2)

Moraxella catarrhalis

Chlamydia caviae

Wirus Influenza A/Hong
Kong/4801/2014, NYMC X-263B (H3N2)

Mycoplasma pneumoniae

Chlamydia psittaci genotyp Ai C

Wirus Influenza A/South
Australia/55/2014, IVR -175 (H3N2)

Mycobacterium tuberculosis

Chlamydophila pneumoniae

Wirus Influenza A/DE-

Ludzkie wirusy parainfluenza 1, 2,

SH/Reiherente/AR8444/ 2016 (H5N8) 3i4
Ludzki koronavirus 229E, OC43, NLé3 i . . Pneumocytis jirovecii typ Al i
HKUT Wirus Influenza A/Anhui/1/2013 (H7N9) 9885652

Koronavirus MERS

Wirus Influenza B/Brisbane/60/2008

Ludzki rhinovirus typ C

SARS Coronavirus szczep Frankfurt 1

Wirus Influenza B/Florida/04/06

Staphylococcus aureus subsp.
aureus

Haemophilus influenzae MinnA

Wirus Influenza B/Phuket/3073/2013

Streptococcus pneumoniae

Wirus Influenza A/New
Caledonia/20/99(HINT1)

Legionella bozemanii

Ludzki wirus syncytialny drég
oddechowych (RSV) AiB

Tabela 6. Referencyjne patogenne mikroorganizmy uvzywane w tym badaniu.

12.4. Reaktywnos¢ analityczna

Reaktywno$¢ zestawu VIASURE SARS-CoV-2 S gene Real Time PCR Detection Kit oceniano w odniesieniu do RNA z
ludzkiego wirusa 2019-nCoV szczep BetaCoV/Germany/BavPat1/2020 p.1, ludzkiego wirusa 2019-nCoV szczep
2019-nCoV/ltaly-INMI1, syntetycznych kontroli RNA dla dwdch wariantéw wirusa SARS-CoV-2: MT007544.1 (SARS-
CoV2 izolowany w Australii/VIC01/2020) oraz MN?08947.3 (SARS-CoV-2 izolowany w Wuhan-Hu-1), uzyskujgc wyniki

dodatnie.
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14. Symbols for IVD components and reagents/Symbole dla elementéw i

odczynnikéw IVD

In vitro diagnostic

. Keep dry
device Use by Manufacturer Batch code (Lot)
Urzgdzenie do T Prlzechowyw g . u .. .
. . ac¢ w suchym Uzy¢ przed Producent Kod partii (seria)
diagnostyki w s
N miejscu
warunkach in vitro
Contains
. sufficient for
Consult Instructions Temperature Sample
EE] for Use /ﬂ/ limitation 5 <n>fest diluent Catalognumber
. . .. DIL
Sprawdzi¢ w Ograniczenie \Z/Szls:gzggsi Rozcienczalni Egtrgg ow
Instrukcji Uzycia temperatury qéo <> 1q k probki gowy
testow

BD MAX™ is a registered trademark of Becton, Dickinson and Company.
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