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1. Intended use

VIASURE SARS-CoV-2 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 for use as an aid in the diagnosis of SARS-CoV-2 in combination with clinical and
epidemiological risk factors. RNA is extracted from respiratory specimens, amplified using RT-PCR and detected

using fluorescent reporter dye probes specific for SARS-CoV-2. \
2. Summary and Explanation Q

Coronavirus are enveloped non-segmented positive-sense RNA viruses and belong to onaviridae family. There
are six coronavirus species known to cause human diseases. Four viruses (229E, L63 and HKU1) cause
common cold symptoms and the other two (severe acute respiratory syndr zonovirus (SARS-CoV) and
Middle East respiratory syndrome coronavirus (MERS-CoV)) are zoo d producing more severe
complications. SARS-CoV and MERS-CoV have caused more than QJ

decades, with mortality rates of 34% MERS-CoV and 10% SARSCOV.\Q

mulative cases in the past two

In December 2019, some people that worked at or lived aroufd the Huanan seafood market in Wuhan, Hubei
Province, China, have presented pneumonia of unknown e. Deep sequencing analysis of the respiratory
samples indicated a novel coronavirus, which was n@d firstly 2019 novel coronavirus (2019-nCoV) and lately

SARS-CoV-2.
L 2

Human-to-human transmission of the SARS—%WOS been confirmed, even in the incubation period without
symptoms, and the virus causes severe respi y illness like those SARS-CoV produced. Although the pneumonia
is the principal illness associated, a f patients have developed severe pneumonia, pulmonary edema, acute
respiratory distress syndrome, or gnultiple” organ failure and death. Centers of Disease Control and Prevention
(CDC) believes that sym OVQ&ARSCOVQ may appear in as few as 2 days or as long as 14 days after
exposure, being the most n fever, cough, myalgia and dyspnea. Less common symptoms are sore throat,

headache, diorrhed\vo iting. It seems that older males with comorbidities have been more affected.

Diagnosis of SARSSCoV-2 is performed detecting conventional causes of pneumonia early and detected by next-
generafioh s cing or real-time RT-PCR methods. Several assays that detect the SARS-CoV-2 have been are
current ailable, such as China CDC (gene targets, ORF1ab and N), Charité - Germany (gene targets, RARP, E,
N) orUS C (gene targets, three N primers, RARP).

WHO recommends lower respiratory specimens (sputum, endotracheal aspirate, or bronchoalveolar lavage) for
the identification of SARS-CoV-2. However, if the collection is not possible, upper respiratory tract specimens such
as a hasopharyngeal aspirate or combined nasopharyngeal and oropharyngeal swabs should be collected. In
addition, other clinical specimens as blood, urine and stool may be collected to monitor the presence of the

virus.
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3. Principle of the procedure

VIASURE SARS-CoV-2 Real Time PCR Detection Kit is designed for the diagnosis of SARS-CoV-2 in respiratory
samples. The detection is done in one step real fime RT 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 ORFlab and N genes for SARS-CoV-2 using specific primers and a fluorescent-labeled probe.

VIASURE SARS-CoV-2 Real Time PCR Detection Kit is based on the 5" exonuclease activity of DVXO merase.

During DNA amplification, this enzyme cleaves the probe bounded to the complementary eguence,
separating the quencher dye from the reporter. This reaction generates an increase in t rescent signal
which is proportional to the quantity of target template. This fluorescence can be measur Real Time PCR

platforms. 6

VIASURE SARS-CoV-2 Real Time PCR Detection Kit contains in each well all the ¢ @nts necessary for real time
PCR assay (specific primers/probes, dNTPS, buffer, polymerase and retrotr se) in an stabilized format, as
well as an internal control to monitor PCR inhibition. ORFlab gene is a and detected in FAM channel, N
gene is amplified and detected in ROX channel and the internal copt ) in HEX channel, VIC or JOE channel
(depending on the equipment used select the proper detecﬂor&l

4. Reagents provided Q

VIASURE SARS-CoV-2 Real Time PCR Detection Kit i the following materials and reagents detailed in Tables
*
1, 2 and 3. Based on the commercial presxg nd the Real Time PCR platform used, the stabilized PCR

e Annex 2).

reaction mix could be placed inside differ, and could be marketed on multiple formats. Table 1 includes
materials and reagents to be used wit rips compatible devices (See Annex 1). Table 2 includes materials

ate compatible devices (See Annex 1). Table 3 includes materials and

and reagents to be used with 96-

reagents for use with Qiagen/C &ﬁ tor-Gene® instruments for 4-well strips.

Reagent/Magier Description Colour Amount
'Y
A mix of enzymes, primers probes,
SARS- -2 8-Well strips buffer, dNTPs, stabilizers and Internal White 6/12 x 8-well strip

control in stabilized format
rafion Buffer Solution ’ro reconstitute the Blue 1 vialx 1.8 mL
stabilized product

Non-infectious synthetic lyophilized

SARS-CoV-2 Positive Control <DNA Red 1 vial
Negative control Non template conftrol Violet 1 vialx 1 mL
Water RNAse/DNAse free RNAse/DNAse free water White 1vialx 1 mL

Optical caps for sealing wells during

thermal cycling
Table 1. Reagents and materials provided in VIASURE SARS-CoV-2 Real Time PCR Detection Kit with Ref. VS-NCO206L, VS-NCO206H,

VS-NCO212L and VS-NCO212H.

Tear-off 8-cap strips Transparent | 6/12 x 8-cap strip
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Reagent/Material Description Color Amount
A mix of enzymes, primers probes,
SARS-CoV-2 96-well plate buffer, dNTPs, stabilizers and Internal White 1 plate
control in stabilized format
. lution t fitute the stabili .
Rehydration Buffer Solution to reconsfitute the stabilized Blue 1 vialx 1.8 mL
product
Non-infecti thetic | hili
SARS-CoV-2 Positive Control | T\ or-infectious synthefic lyophiized Red 1 vial
cDNA
Negative control Non template control Violet 1 vialx 1 mL
Water RNAse/DNAse free RNAse/DNAse free water White 1 vial x
. tical f ling plate duri 12 \
Tear-off 8-cap strips Optical caps for sea mg plate during Transparent x8
thermal cycling S
Table 2. Reagents and materials provided in VIASURE SARS-CoV-2 Real Time PCR Detection Kit with Ref VS-NCO2 -NCO213H.
Reagent/Material Description Colour Amount
A mix of . pri ,
. mix O enzymes. .prlmers probes 9/18 x 4-well
SARS-CoV-2 4-well strips buffer, dNTPs, stabilizers and Internal | Tra .
. .. strip
control in stabilized format
lution t titute th .
Rehydration Buffer Solution .c.> reconstituie he Gue 1 vialx 1.8 mL
stabilized product
e Non-infectious synthetic lyophilize .
SARS-CoV-2 Positive Control Red 1 vial
Negative control Violet 1 vialx 1 mL
Water RNAse/DNAse free White 1 vialx 1 mL
. 9/18 x 4-cap
4-cap strips Transparent ship
Table 3. Reagents and materials provided in VIASURE AR. P Real Time PCR Detection Kit with Ref. VS-NCO236 and VS-NCO272. For use
with Qiagen/Corbett Rotor-Gene® instruments and accessories with strips of 4 tubes 0.1 ml (72-Well Rotor and Locking Ring 72
Well Rotor).
5. Reagents and eqU|p be supplied by the user
The following list includes the Is that are required for use but not included in the VIASURE SARS-CoV-2 Real

Time PCR Detection Kit.

.
e RealTime PCR in@T (thermocycler).

e RNA extrac kit.
e Ce 'fu 1.5 mL tubes and PCR-well strips or 96-well plate (if available).

ettes (0.5-20 L, 20-200 pL).
e Filter tips.
e Powder-free disposable gloves.

e Loading block (for use with Qiagen/Corbett Rotor-Gene® instruments).
VIASURE SARS-CoV-2 Real Time PCR Detection Kit has been validated on the following equipments: Applied

Biosystems 7500 Fast Real-Time PCR System, Applied Biosystems StepOne™ Real-Time PCR System, Bio-Rad CFX96™
Real-Time PCR Detection System, Agilent Technologies AriaMx Real-Time PCR System, DNA-Technology DTprime
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Real-time Detection Thermal Cycler, DNA-Technology DTlite Real-Time PCR System, Rotor-Gene® Q (Qiagen),
SmartCycler® (Cepheid), Roche Molecular Diagnostics Cobas z480 Analyzer, VIASURE 48 Real Time PCR System
and VIASURE 96 Real Time PCR System. When using the Applied Biosystems 7500 Fast with strips it is recommend to
place a plate holder to reduce the risk of crushed tube (Ref. PN 4388506).

To check thermocycler compatibility, see Annex 1, to check most common detection channels see Annex 2 and

to check optical measurement exposure setting see Annex 3.

6. Transport and storage conditions

A

e The kits can be shipped and stored at 2-40°C until the expiration date which is stated on th&label.
e Once the positive control has been re-suspended, store it at -20°C. We recommend to e it in aliquots
stable

to minimize freeze and thaw cycles. Positive control has been validated as sfill being after 6 freeze-
thaw cycles.
e Keep components away from sunlight. 6@
7. Precautions for users O

technicians, trained in molecular biological techniques.
e Do not use past expiration date. Q
e Do not use reagents if the profective pouches ar en orfroken upon arrival.
e Do not use reagents if desiccant is not prese ken inside reagent pouches.
e Do notremove desiccant from reagent ’X nce is open.
e Close protective pouches of reag &mpﬂy with the zip seal after each use (if available, Ref.

VS-NCO213L, V§S-NCO213H, VS-N

sealing.

e The product is indented for use by professional users onl@oeborofory or health professionals and

nd VS-NCO272). Remove any excess air in the pouches prior to

e Do not use reagents if the foilllgas ®een broken or damaged.

e Do not mix reagents fto rent envelopes and / or kits and / or lots and / or another supplier.

e Protect reogen"rs % om humidity. Prolonged exposure to humidity may affect product performance.

e For VS-NCO236 S-NCO272 (compatible for use with Qiagen/Corbett Rotor-Gene® instruments) use the
loading bloﬁj pipette reagents and samples into each tube and to help with fitting caps properly and
avoi cr@ amination.

o Désigst’a unidirectional workflow. It should begin in the Extraction 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. Once you finish the test wash your hands.

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

necessary precautions during the collection, storage, treatment and disposal of samples.
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e Regular decontamination of commonly used equipment is recommended, especially micropipettes and
work surfaces.

e Consult safety data sheets, upon request.

e Consult each Real Time PCR instrument's reference manual for additional warnings, precautions and

procedures.

8. Test procedure

8.1. RNA extraction \*

Perform the sample preparation according to the recommendations appearing in the instructiops for use of the

extraction kit used.

For RNA extraction from respiratory samples you can use your manual or autom ’@ine optimized system.
Also, you can use any commercially available RNA exiraction kit and follow Th? facturer’s instructions. We

have validated the following extraction kits:

e Viasure RNA-DNA Extraction kit (VIASURE), recommended. O

e Maxwell® 16 Viral Total Nucleic Acid Purification Kit, using the 16 instrument (Promega).
e Total Nucleic Acid Isolation (TNAI) Kit, using COBAS® AmpliRgep CHE).

e  MagDEA Dx SV kit, using the magLEAD® 12gC insTrume%msion System Science Co.).

e MagCore® Viral Nucleic Acid Extraction kit, usin e
System.

Core® HF16 automated Nucleic Acid Extractor

2

8.2. Lyophilized positive control \\

SARS-CoV-2 Positive Confrol contain opies of the template, the recommendation is to open and

manipulate it in a separate labor a away from the other components. Reconstitute the lyophilized SARS-

CoV-2 Positive Control (red vi dding 100 L of the supplied Water RNAse/DNAse free (white vial) and vortex

thoroughly.

Once the positive c’c;ﬁ\@s been re-suspended, store it at -20°C. We recommend to separate it in aliquots to
tha

minimize freeze ﬁ

8.3. tocol

cycles.

Determine and separate the number of required reactions including samples and controls. One positive and
negative confrol must be included in each run for each assay. Peel off protective aluminium seal from plates or

strips.
1) Reconstitute the number of wells you need.
Add 15 pL of Rehydration Buffer (blue vial) into each well.

2) Adding samples and confrols.

IU-NCO212enes0320 rev.00




VIASURE Real Time PCR Detection Kits

Add 5 pL of RNA sample, reconstituted SARS-CoV-2 Positive Control (red vial) or Negative Control (violet vial) in
different wells and close them with the provided caps. It is recommended to briefly centrifuge the 8-well strips or
96-well plate, or gently tap each strip onto a hard surface to ensure that all the liquids are at the bottom of the
fubes (for Qiagen/Corbett Rotor-Gene®).

Load the plate or the strips in the thermocycler.

3) Set up the thermocycler (to check compatibility see Annex 1).

Program the thermocycler following the conditions listed below and start the run: \
Cycles Step Time Tempel
1 Reverse transcription 15 min 48°C
1 Initial denaturation 2 min 95°C
Denaturation 10 seg 95°C
45 |
Annealing/Extension (Data collection®) 50, 60°C

Table 4. PCR protocol

gene) and HEX, JOE or VIC (Internal Control (IC)). Depending on f:

Fluorogenic data should be collected during the extension step (* u the FAM (ORFlab gene), ROX (N
ent used select the proper detection

channel (see Annex 2). In Applied Biosystems 7500 Fast Re CR System, Applied Biosystems StepOne™
Real-Time PCR System and Stratagene Mx3005P™ Real Time ystem check that passive reference option ROX
is none. In the Applied Biosystems 7500 Fast Real-Tim R System select Ramp Speed Standard in Select New

Experiment/Advanced Setup/Experiment Properh

9. Result interpretation (bsg

The use of positive and negative co s iMeach run, validate the reaction by checking the absence of signal in
the negative control well and H—%ﬁ ence of signal for SARS-CoV-2 in the positive control well. Check Internal
f

Control signal to verify th o

software of the used re R equipment itself according to manufacturer’s instructions. Using the following
table read and onoK/ sults:

&

ctioning of the amplification mix. The analysis of the samples is done by the
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ORFlab gene N gene Internal Negative Positive Interpretation
(FAM) (ROX) control (HEX) control control

+ + +/- - + SARS-CoV-2 Positive

- - + - + SARS-CoV-2 Negative

+ * +/- - + SARS-CoV-2 Positive*
_kk + +/- - + SARS-CoV-2 Negative** .
+ + + + + Experiment fa

- - - - - Experiment4ail

Table 5. Sample interpretation
+: Amplification curve
-: No amplification curve
* Repeat the extraction and test again, in case of N gene is still negative the interpretation is SAR Positive.

** Repeat the extraction and test again, if ORF1ab gene is still negative the interpretation is §
other coronavirus).

V-2 Negative (Possible infections of

A sample is considered positive if the Ct value obtained is less tha d the internal control shows or not an

amplification signal. Sometimes, the detection of internal control i >ssary because a high copy number of

target can cause preferential amplification of target-specifi

A sample is considered negative, if the sample sho lification signal in the detection system but the

internal control is positive. An inhibition of the P@Qn can be excluded by the amplification of internal

control.

Figure 1. Correct run of negative and positive control rwxeﬂo-kud CFX96™ Real-Time PCR Detection System.
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Cycles
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Negative control Positive control

The result is considered invalid if there is signal of amplification in negative control or absence of signal in the

positive well. We recommend to repeat the assay again.

In case of absence of internal control signal in sample wells we recommend to repeat the assay diluting the

sample 1:10 or to repeat the extraction to check for possible problems of inhibition.
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In case of a doubtful interpretation result, it is recommended to verify the correct performance of each of the
steps and review the parameters and the sigmoid shape of the curve. If the situation is not solved, it is
recommended to repeat the assay, preferably in duplicate. 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 only wi \e acted
from respiratory samples (nasopharyngeal swab and oropharyngeal swab). b

e The quality of the test depends on the quality of the sample; proper exiracted nucl@cid from clinical

samples must be extracted. Unsuitable collection, storage and/or transport of%imens may give false
negative results.
e Exiremely low levels of target below the limit of detection might be d, but results may not be

reproducible.

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

11. Quality control Q

VIASURE SARS-CoV-2 Real Time PCR Detectign @ns a positive and a negative control that must be
S

included in each run to correctly interpret x\
correct performance of the technique. Te@ .

. Also, the internal control (IC) in each well confirms the

12. Performance chara istics

12.1. Clinical sensi@d specificity

*
The clinical performox of VIASURE SARS-CoV-2 Real Time PCR Detection Kit was tested using 100 respiratory
ryn

specimens (noscﬁ:e eal swab) from symptomatic patients with suspicion of COVID-19. These results were
compare WQO obtained with a molecular detection method by the Spanish National Reference Center

(Institut€ offfle Carlos Il (ISCHI)). The results were as follows:

Molecular detection method
+ - Total
VIASURE SARS-CoV-2 Real Time
PCR Detection Kit + 2 0 2
- 0 98 98
Total 2 98 100

Table 6. Comparative results for SARS-CoV-2.
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Besides, another clinical evaluation of VIASURE SARS-CoV-2 Real Time PCR Detection Kit was conducted with 34
contrived oropharyngeal swabs collected in viral fransport media (VIM). 10 negative oropharyngeal swabs were
spiked with RNA from Human 2019-nCoV sfrain BetaCoV/Germany/BavPat1/2020 p.1, and another 12 negative
specimens were spiked with a known concentration of each cDNA control templates and were tested blindly.

33/34 spiked samples were detected correctly.

The results show a high sensitivity and specificity fo detect SARS-CoV-2 using VIASURE SARS-CoV-2 Realglime PCR

Detection Kit.

12.2. Analytical sensitivity OQ

VIASURE SARS-CoV-2 Real Time PCR Detection Kit has a detection limit of 210 RNA cop'%wr reaction for ORFlab

and N genes (Figures 2 and 3). @

Figure 2. Dilution series of ORFlab gene (107-10' copies/rxn) template run on the Bio-Rad CFX@GI-Time PCR Detection System (FAM

channel). O

Amplification

12 +

-
f=1
I

RFU (1043)

Cycles

Figure 3. Dilution series of N genpies/rxn) template run on the Bio-Rad CFX96™ Real-Time PCR Detection System (ROX channel).

L 2
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12.3. Analytical specificity

The specificity of the SARS-CoV-2 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

Bordetella pertussis

Streptococcus pneumoniae 2022

Influenza A/Anhui/1 /2(m
virus

Bordetella parapertussis

Staphylococcus aureus subsp. aureus

Influenza B/Brisb

Bordetella holmesii

Moraxella catarrhalis

Influenza B/FI

Bordetella bronchiseptica

Mycobacterium tuberculosis not
rifampin resistant

Influenza mkef/3073/201 3 virus

Haemophilus influenzae
MinnA

Pneumocytis jirovecii

Hum

rMuenzo 1,2,3and 4
P viruses

Chlamydia caviae

Influenza A/New
Caledonia/20/99(H1N1) virus

@ metapneumovirus A and B

Chlamydiia psittaci
genotypes A and C

Influenza A/California/7/2009(H1NT)
virus

2

J Human rhinovirus type C

Chlamydophila pneumoniae
CM-1

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

\

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

Legionella bozemanii

Influenza A/Singapore/GP1
(HINT)pdmO9 vir

Human Bocavirus

Legionella micdadei

Respiratory Syncytial virus (RSV) A
and B

Legionella dumoffii

Influenza A/Perth/1
Influenza A/Th

Human coronavirus 229E, OC43,
NL63 and HKU1

Legionella pneumophila

6/2009
Ori %bwmwz)
’A @

nd/9715293/2013
2) virus

Influenza

MERS Coronavirus

Legionella longbeache

enza A/Hong
4801/2014(H3N2) virus

SARS Coronavirus
Strain Frankfurt 1

Mycoplasma pneumoniae

u&zo A/DE-SH/Reiherente/AR8444/
2016 (H5N8) virus

Table 7. Reference pathogeni iq v

S

12.4. Analyﬁcﬁ@ﬁvity
The reactivity

nCoV stidin B @

IU-NCO212enes0320 rev.00
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oV/Germany/BavPat1/2020 p.1 showing positive results.

ASURE SARS-CoV-2 Real Time PCR Detection Kit was evaluated against RNA from Human 2019-
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COMPATIBILITY WITH THE MOST COMMON REAL TIME PCR EQUIPMENT

Low profile strips can be used in all PCR thermocyclers equipped with a low profile block, like the systems listed in

table A.1. High profile strips can be used in all PCR thermocyclers equipped with a high or regular profile block,

like the systems listed in table A.2. If you do not find your thermocycler in the list below, please contact with your

supplier.

Table A.1 LOW PROFILE BLOCK THERMOCYCLERS

Table A.2 HIGH PROFILE BLOCK THER

Manufacturer

Model

Manufacturer

Agilent Technologies

AriaMx/AriaDx Real-Time PCR System

Abbott

Applied Biosystems

7500 Fast Real-Time PCR System (1)

Applied Biosystems

Real-Time PCR System ()

Applied Biosystems

7500 Fast Dx Real-Time PCR System (1)

Applied Biosystems

‘d) Real-Time PCR System

Applied Biosystems

QuantStudio™ 12K Flex 96-well Fast

Applied Biosystems

00 HT Real-Time PCR System ©)

Applied Biosystems

QuantStudio™ 6 Flex 96-well Fast

Applied Biosysfemr

\J

[o2)

ABI PRISM 7000 (¢l

Applied Biosystems

QuantStudio™ 7 Flex 96-well Fast

s\

Applied Biosy

-

ABI PRISM 7700 ©I

Applied Biosystems

QuantStudio™ 3 Fast Real-Time PCR

Applied B(yst
«

QuantStudio™ 12K Flex 96-well

System (5
i f iATM Ti v
Applied Biosystems Quantstudio Sf/si(;i:\ Real-Time PCR A wmms Quantstudio™ & Flex 96-well

Applied Biosystems

StepOne Plus™ Real-Time PCR System ()

ligd Biosystems

QuantStudio™ 7 Flex 96-well

Applied Biosystems

StepOne™ Real-Time PCR System ()

\App d Biosystems

QuantStudio™ 3 Real-Time PCR System (4

Applied Biosystems

ViiA™ 7 Fast Real-Time PCR S\fte

P

Applied Biosystems

QuantStudio™ 5 Real-Time PCR System

(1)Select Ramp Speed “Standard”.
(2)See Annex 3 to check optical measurement exposure setting.

(3)The  product

should be

reconstituted  following  the

appropriate procedure (see Test Procedure) and transferred
into the specific Rofor-Gene® Q or SmartCycler® tubes.
(4)Shell Frame grid plate which fits in these Roche gPCR System

is necessary.

(5)No detection in Cy5 channel.
(6)Detection in FAM and HEX channels only.

BIONEER Exicycler™ 96 xﬁ % Applied Biosystems ViiA™ 7 Real-Time PCR System
™ ™ i
Bio-Rad CFX96™/ CFX96MIVD Re Analytik Jena Biometra TOptical
— — —
Bio-Rad Mini Opficon? Real T Analytik Jena Biometra GTOWER 2.0
Cepheid BIONEER Exicycler™ 96
) ) CFX96™ Deep Well / CFX96™ Deep Well IVD
Qiagen Bio-Rad Real-Time PCR Detection System
Roche Light Bio-Rad iCycler iQ™ Real-Time PCR Detection System
Roche E f Ie?®96 Real-Time PCR System (4) Bio-Rad iCycler iQ™5 Real-Time PCR Detection System
Roche - Cobas z480 Analyzer (4 Bio-Rad MyiQ™ Real-Time PCR Detection System (6]
O Bio-Rad MyiQ™?2 Real-Time PCR Detection System (6)
Cepheid SmartCycler®d)

DNA-Technology

DTprime Real-time Detection Thermal Cycler (2

DNA-Technology

DTlite Real-Time PCR System (2

Eppendorf

Mastercycler™ep realplex

Qiagen

Rotor-Gene® Q)

Stratagene / Agilent
Technologies

Mx3000P™ Real Time PCR System

Stratagene / Agilent

Technologies

Mx3005P™ Real Time PCR System

Table A1/A2. Compatible low and high profile Real Time PCR systems.

IU-NCO212enes0320 rev.00
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ANNEX 2

DETECTION CHANNELS FOR THE MOST COMMON REAL TIME PCR EQUIPMENT

The fluorescence detection channels for some of most common Real Time PCR Thermocyclers are specified in

Table A3.
REAL-TIME PCR VIASURE DETECTION
THERMOCYCLER CHANNEL CHANNEL OBSERVATIONS
FAM FAM Some wells may have abnormally drifting RFU values during the jniti cycles of a run
Bio-Rad CEX96™ HEX HEX showing a non-sigmoidal ascendant line. If you see this effect, inth s menu, select
ROX ROX the option Apply Fluorescence Drift Correction for Baseline Set correct it.
Cy5 Cy5
FAM FAM Passive reference option for ROX must be none. Some we have abnormally drifting
ABI 7500 HEX vIC RFU values during the initial few cycles of a run sho% non-sigmoidal ascendant line. If
Applled ROX ROX you see this effect, please modify the baseli | the Start Cycle and End Cycle
Biosystems
Cys Cys values so that the baseline ends before signifi rescence is detected.
FAM 465/510
Roche HEX >33/580 Colo Qsoﬁon is required
Lightcycler®480II ROX 533/610 9
Cy5 618/660
FAM Channel 1
Smartcycler® HEX Channel 2
Cepheid ROX Channel 3
Cy5 Channel 4
FAM FAM \\
HEX VIC °
Abbott m2000rt
ROX ROX \
Cys Cy5s
FAM FAM [ ¢
™ N
Mx3000P HEX VIC . .
Mx 3005P™ Passive reference option for ROX must be none
ROX RO
Stratagene
Cy5 C b
FAM Al
AriaMx HEX
Agilent RQX “RoOX
Cy5 © Cy5
(\M Green
Rotor-Gene®Q m)( Yellow In the Channel Setup, click on the "Gain Optimisation” button and then go to "Optimise
Qiagen \ W | Acquaring". The fluorescence Target Sample Range has to be between 5 and 10 Fl for
oX Orange each channel. Also select the option "Perform Optimisation Before 1st Acquisition”.
Cys Red
FAM Green In the “Run Profile” menu, infroduce the correct parameters for “Temperature Confrol”
Mic Real Time (Standard TAQ (v3)), Volume (20 ul) and the appropriate thermal profile.
HEX Yellow o . N . .
PCR Cycler In the “"Cycling” window, select the “Acquire on” option for all the channels by clicking on
bms ROX Orange them. Use the default “Gain” values for each channel (Green = 3, Yellow = 10, Orange =
Cy5 Red 10, Red =10)
FAM FAM
Exicycler™ 96 HEX JOE
BIONEER ROX ROX
Cy5 Cy5

Table A3: Detection fluorescence channels of different Real Time PCR systems.

IU-NCO212enes0320 rev.00
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ANNEX 3

OPTICAL MEASUREMENT EXPOSURE SETTING

Optical measurement parameters of some thermocyclers must be adjusted to be suitable for operation with

“VIASURE Real Time PCR Detection Kits". This assay has been validated with the following set exposition values:

- DTprime Real-time Detection Thermal Cycler (DNA-Technology): FAM channel -500*%, HEX channel — 1000,
ROX channel - 1000 and Cy5 channel - 1000.

- DTlite Real-Time PCR System (DNA-Technology): FAM channel - 500, HEX channel - 500, R@annel - 500
and Cy5 channel - 500.

*If the result in channel FAM is not as expected, there are no amplifications or high bo@und noise is observed,

\§Q

, O{\Q
X
O

please lower the exposure values indicated above to 150.

O
&
O\
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ESPANOL

1. Uso previsto

VIASURE SARS-CoV-2 Real Time PCR Detection Kit estd disefiado para la identificacion y diferenciacion especifica
del 2019 Nuevo Coronavirus (SARS-CoV-2) en muestras respiratorias procedentes de pacientes con signos y
sintomas de COVID-19. El uso previsto del test es facilitar el diagndstico de infeccidén producida por SARS-CoV-2
en combinacién con factores de riesgos clinicos y epidemiolégicos. El RNA es extraido a partir de los

especimenes respiratorios, posteriormente el DNA complementario es sintetizado en un solo pos@ﬂcodo
n

mediante PCR a tiempo real. La deteccién se lleva a cabo utilizando oligonucledtidos espech‘iﬁ sonda
_CoV-

marcada con una molécula fluorescente y ofra apantalladora (quencher) para detectar 56

2. Introduccién y explicaciéon 6

Los coronavirus son virus envueltos de RNA de cadena positiva no segment @ pertenecen a la familia
Coronaviridae. Se conocen seis especies de coronavirus que causan enfer, s humanas: cuatro virus (229E,
OC43, NL63 y HKU1) que causan sintomas de resfriado comun, y ofr oronavirus asociado a sindrome

respiratorio agudo grave- severe acute respiratory syndrome coro&h ARS-CoV-, y el coronavirus causante
del sindrome respiratorio de Oriente Medio - Middle East respiro@

zoondticos y producen complicaciones mds severas. SARS-

drome coronavirus, MERS-CoV-) que son
ERS-CoV han causado mds de 10.000 casos

acumulados en las Ultimas dos décadas, con unas tasas de alidad del 34% para MERS-CoV y 10% para SARS-

Cov. ’ QQ

En diciembre de 2019, algunas personas aban o vivian alrededor del mercado de mariscos de
Huanan en Wuhan, provincia de Hubei, in resentaron neumonia de causa desconocida. El andlisis de
secuenciacién masiva de las muestrasgres orias mostré un nuevo coronavirus, que fue llamado inicialmente

como 2019 nuevo coronavirus (201 V)y posteriormente como SARS-CoV-2.

Se ha confirmado la tran ist ersona a persona del SARS-CoV-2, incluso en el periodo de incubacién en
asintomdticos, y el virus c ermedad respiratoria severa como la producida por el SARS-CoV. Aunque la
neumonia es la prinej Qrmedod asociada, algunos pacientes han desarrollado neumonia severa, edema
pulmonar, sindro c&i icultad respiratoria aguda o fallo multiorgdnico y muerte. Los Centros para el Control y
la Prevencio %fermedodes (Centers of Disease Control and Prevention, CDC) cree que los sintomas del
SARS-CaV- Qn aparecer en tan solo dos dias o hasta 14 fras la exposicion, siendo los mas comunes fiebre,
tos, mial y disnea. Aquellos sinfomas menos comunes son dolor de garganta, dolor de cabeza, diarrea y

vomitos. Parece que los hombres mayores con comorbilidades se han visto mds afectados.

El diagndstico del SARS-CoV-2 se realizada detectando las causas convencionales de la neumonia temprana y
por secuenciacidén masiva o métodos de RT-PCR a tiempo real. Actualmente se encuentran disponibles varios
ensayos que detectan el SARS-CoV-2, como China CDC (genes objetivos, ORFlab and N), Charité — Alemania
(genes objetivos, RARP, E, N) o Estados Unidos CDC (genes objetivos, three N primers, RARP).

WHO recomienda muestras de las vias respiratorias inferiores (esputos, aspirados endotraqueales o lavados

broncoalveolares) para la identificacion del SARS-CoV-2. Sin embargo, si la recoleccion no es posible, se deben
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tomar las muestras del fracto respiratorio superior como aspirados nasofaringeos o hisopos nasofaringeos y
orofaringeos combinados. Ademds, se pueden recolectar otras muestras clinicas como sangre, orina y heces

para controlar la presencia del virus.
3. Procedimiento

VIASURE SARS-CoV-2 Real Time PCR Detection Kit estd disefiado para el diagndstico de SARS-CoV-2 en muestras
respiratorias. La deteccidn se realiza a través de la retrotranscripcién y posterior amplificacién a tiempo real de la

secuencia diana, produciéndose ambas reacciones en el mismo pocillo. Tras el aislamiento del sintetiza
a

el DNA complementario a la secuencia diana gracias a la retrotranscriptasa o trans versa.
Posteriormente la identificacion de SARS-CoV-2 se lleva a cabo mediante la reaccid adena de la
polimerasa utilizando oligonucledtidos especificos y una sonda marcada con fluorescen e hibridan con
una regiéon diana conservada de los genes ORFlab y N. 6

VIASURE SARS-CoV-2 Real Time PCR Detection Kit aprovecha la actividad 5° sa de la DNA-polimerasa.
Durante la amplificacién del DNA, esta enzima hidroliza la sonda unida a | %CIO de DNA complementaria,
separando el fluordforo del quencher. Esta reaccion genera un aume senol fluorescente proporcional a

la cantidad de RNA diana. Esta fluorescencia se puede mom‘rorlzor os de PCR a fiempo real.

VIASURE SARS-CoV-2 Real Time PCR Detection Kit contfiene en@ pocillo todos los componentes necesarios
para llevar a cabo la PCR a tiempo real (cebadoré @ das especificos, dNTPS, tampdn, polimerasa,
retrofranscriptasa) en formato estabilizado, asi com@®™un comtrol interno para descartar la inhibicién de la
actividad polimerasa. Tras la reaccion de omplifi&gen ORFlab se detecta en el canal FAM, el gen N se

®
detecta en el canal ROX y el control interno \ tecta en el canal HEX, VIC o JOE (seleccionar el canal de
deteccidén segun el equipo utilizado, ver A@

4. Reactivos suministra

VIASURE SARS-CoV-2 Real 'n@&De’recﬁon Kit incluye los siguientes materiales y reactivos detallados en las
Tablas 1, 2 y 3. Basado e entacién comercial y la plataforma de PCR en tiempo real utilizada, la mezcla
de reacciéon de PCRQ bilzada se puede encontrar en diferentes tubos o pocillos y por tanto comercializar en

multiples formatosgla Tdbla 1 incluye materiales y reactivos para usar con dispositivos compatibles para tiras de 8

pocillos (Ver 1). La Tabla 2 incluye materiales y reactivos para usar con dispositivos compatibles para
placas de illos (Ver Anexo 1). La Tabla 3 incluye materiales y reactivos para usar con los instrumentos
Qiagen rbett Rotor-Gene® para tiras de 4 pocillos.
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Reactivo/Material Descripcion Color Cantidad
Una mezcla de enzimas, cebadores-
A 5n, dNTPs, 12 ti
SARS-CoV-2 8-well strips §f3ndos ampon, d . ° Blanco ¢ |rgs ded
estabilizadores y Control interno en pocillos
formato estabilizado
lucié | titucid | .
Rehydration Buffer Solucion para la recorls ffucion de Azul 1 vialx 1.8 mL
producto estabilizado
SARS-CoV-2 cDNA sintético liofilizado no . .
. . . Rojo 1 vial
Positive Control infeccioso
Negative control Control negativo Morado 1 vialx 1 mL
Water RNAse/DNAse free Agua libre de RNAsa/DNAsa Blanco 1 vialx 1 mL
Tear-off 8-cap strips Topones Opticos po'ro sel!or I.os Transparente 6/12 tirasde
pocillos durante el ciclo térmico

VS-NCO212L y VS-NCO212H.

fa
Tabla 1. Reactivos y materiales proporcionados en VIASURE SARS-CoV-2 Real Time PCR Detection Kit con Ref. W§-NFO206L, VS-NCO204H,

o,

Reactivo/Material Descripcién Color’. Cantidad
Una mezcla de enzimas, cebadores- o
SARS-CoV-2 sondas, tfampdn, dNTPs, Q | blaca
96-well plate estabilizadores y Control intferno en P
formato estabilizado
Rehydration Buffer Solucion para la I'eCOI’??TITUCIOﬂ d Azul 1 vialx 1.8 mL
producto estabilizado
SARS-CoV-2 cDNA sintético liofiliza . .
" . . Rojo 1 vial
Positive Control infeccioso
Negative control Control negati Morado 1 vialx 1 mL
Water RNAse/DNAse free Agua Iibrgd DNAsa Blanco 1 vialx 1 mL
Tear-off 8-cap strips Tapones .ro sellor I.os Transparente 12firas de
el ciclo térmico tapones

pocillos &
Tabla 2. Reactivos y materiales proporcioncdos‘ RE SARS-CoV-2 Real Time

PCR Detection Kit

con Ref. VS-NCO213Ly VS-

NCO213H.

>

durante el ciclo térmico

Reactivo/Material Descripcion Color Cantidad
ezcla de enzimas, cebadores-
SARS-CoV-2 sondas, tampdn, dNTPs, 9/18 tiras de 4
. . . Transparente .
4-well strips estabilizadores y Confrol inferno en pocillos
. formato estabilizado
Rehyar n B ¥er Solucion para la recor.w'sh’rumon del Azul 1 vialx 1.8 mL
producto estabilizado
V-
2 cDNA sintético liofilizado no infeccioso Rojo 1 vial
Bo Control
egative control Control negativo Morado 1 vialx 1 mL
W RNAse/DNA
er frejee/ € Agua libre de RNAsa/DNAsa Blanco 1 vialx 1 mL
4-cap stips Tapones épticos para sellar los pocillos Transparente 9/18 firas de 4

tapones

Tabla 3. Reactivos y materiales proporcionados en VIASURE SARS-CoV-2 Real Time PCR Detection Kit con Ref. VS-NCO236 y VS-NCO272.

Para usar con instrumentos Qiagen / Corbett Rotor-Gene® y accesorios compatibles con tiras de 4 tubos 0.1 ml (72-Well Rotor y Locking

Ring 72-Well Rotor).
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5. Material requerido y no suministrado

La siguiente lista incluye los materiales que se requieren para el uso pero que no se incluyen en VIASURE SARS-
CoV-2 Real Time PCR Detection Kit.

e Equipo de PCR a tiempo real (termociclador).
e Kit de exfraccion de RNA.
e Cenftrifuga para tubos de 1.5 mL y para tiras de tubos de PCR o placas de 96 pocillos (si estd disponible).

o Vortex.

e Micropipetas (0.5-20 uL, 20-200 puL). \
e Puntas con filtro. Q
e Guantes desechables sin polvo. O

e Loading block (para usar con instrumentos Qiagen/Corbett Rotor-Gene®). 6

VIASURE SARS-CoV-2 Real Time PCR Detection Kit ha sido validado en los sigu'gt@&uipos: Applied Biosystems

7500 Fast Real-Time PCR System, Applied Biosystems StepOne™ Real-Time P, m, Bio-Rad CFX96™ Real-Time

PCR Detection System, Agilent Technologies AriaMx Real-Time PCR Sy A-Technology DTprime Real-time
tor-Gene® Q (Qiagen), SmartCycler®
(Cepheid), Roche Molecular Diagnostics Cobas z480 Analyzer, E Real Time PCR System y VIASURE 96

Real Time PCR System. Cuando se utiliza el equipo AppliedQ s 7500 Fast con tiras, se recomienda colocar

Detection Thermal Cycler, DNA-Technology DTlite Real-Time PCR Sy

el soporte adecuado para reducir el riesgo de aplastar el fu ef. PN 4388506).

Para verificar la compatibilidad de los termoci Qconsulfe el Anexo 1, para verificar los canales de

s . 4
deteccidn mds comunes, consulte el Anex
optica, ver Anexo 3.

6. Condiciones de transportery almacenamiento

verificar la configuracion de la exposicion de medicion

e Eltfransporte y alima ns kits puede realizarse de 2-40°C hasta la fecha de caducidad indicada en
la etiqueta.
e Almacenar el ol Yositivo a -20°C tras su re-suspension. Se recomienda separar en alicuotas para
minimizar los i:&e congelacién y descongelacion. Se ha validado la estabilidad del control positivo tras
6 ciclos elacién y descongelacion.

o Pr r omponentes de la luz.
7. Precauciones para el usuario

e El producto estd destinado para uso exclusivo de usuarios profesionales, como profesionales o técnicos de
laboratorio y sanitarios, entrenados en técnicas de biologia molecular.

e No se recomienda usar el kit después de la fecha de caducidad.

e No Utilizar los reactivos si los sobres o las bolsas que protegen los tubos estdn abiertos o daiados en el

momento que se reciben.
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e No utilizar los tubos de reaccién si el material desecante que se incluye en cada sobre de aluminio no estd
o estd danado.

e No retirar el material desecante de los sobres de aluminio que contienen los tubos de reaccién una vez
abiertos.

e Cerrarlos sobres de aluminio que protegen los tubos de reaccidn con el cierre zip inmediatamente después
de cada uso (si estd disponible, Ref. VS-NCO213L, VS-NCO213H, VS-NCO236 y VS-NCO272). Antes de cerrar
los sobres eliminar cualquier exceso de aire.

e No utilizar los tubos de reactivos si el aluminio protector estd roto o danado.

¢ No mezclar reactivos de diferentes sobres y/o kits y/o lotes y/u otro proveedor. \

e Proteger los reactivos de la humedad. Una exposicion prolongada a la humedad @ fectar al

rendimiento del producto Q

e Para VS-NCO236 y VS-NCO272 (compatible con instrumentos Qiagen/Corbett Rot ene®) utilice el
loading block para pipetear reactivos y muestras en cada tubo y para ayudar ajuste correcto de las
tapas asi como para evitar la contaminacion.

e Disenar un flujo de frabajo unidireccional. Se debe comenzar en el ore xtraccion y después pasar al
drea de amplificacién y de deteccién. No poner en contacto las mu , equipos y reactivos utilizados en
un drea con la zona en la que se realizd el paso anterior. Q

e Seguir las Buenas Précticas de Laboratorio. Use ropa prot & uantes de uso desechables, gafas y
mascarilla. No comer, beber o fumar en el drea de éUno vez terminada la prueba, lavarse las
mManos.

e Las muestras deben ser fratadas como pofenci@fe infecciosas asi como los reactivos que han estado

en contacto con las muestras y debe’n SQ jonadas segun la legislaciéon sobre residuos sanitarios

nacional. Tome las precauciones n&\

eliminacion de muestras
e Se recomienda la descontaming@io eriddica de los equipos usados habitualmente, especialmente

durante la recogida, almacenamiento, fratamiento y

procedlmlenfos

8. Procedu{\b del test
8.1. Qién de RNA

Realizar la preparacién de la muestra de acuerdo con las recomendaciones que aparecen en las instrucciones

de uso del kit de extraccion utilizado.

Para la extraccién de RNA a partir de muestras respiratorias puede utilizar su sistema optimizado de rutina
manual o automdtico. Ademds, se puede usar cualquier kit de extraccién de RNA disponible en el mercado y

seguir las instrucciones de uso del fabricante. Los siguientes kits de extraccidon han sido validados:

e Viasure RNA-DNA Extraction kit (VIASURE), recomendado.
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¢  Maxwell® 16 Viral Total Nucleic Acid Purification Kit, utilizando el sistema de extraccién automatizado
Maxwell® 16 instrument (Promega).

e Total Nucleic Acid Isolation (TNAI) Kit, utilizando el sistema de extraccién automatizado COBAS® AmpliPrep
(ROCHE).

e  MagDEA Dx SV kit, empleando el instrumento magLEAD® 12gC (Precision System Science Co.).

e MagCore® Viral Nucleic Acid Extraction kit, empleando el instrumento MagCore® HF16 automated Nucleic

Acid Extractor System.

8.2. Control positivo liofilizado \

stituir SARS-Co V-
2 Positive Control liofilizado (vial rojo) ahadiendo 100 pL de Agua libre de RNASO/DNAS%}I blanco) suministrada

y mezclar bien con la ayuda del vértex. @

El vial de SARS-CoV-2 Positive Control contiene una gran cantidad de copias molde por lo gue, se ‘fecomienda
abrirlo y manipularlo en una zona del laboratorio separada del resto de los componentes.

Almacenar el control positivo a -20°C tras su re-suspensiéon. Se recomienda s@r en alicuotas para minimizar

&Q

Determinar y separar el nimero de reacciones necesarias j Qdo las muestras y los controles. En cada serie
de muestras para cada uno de los ensayos a onolizo&de incluir un control positivo y uno negativo. Retirar

los ciclos de congelaciéon y descongelacion.

8.3. Protocolo PCR

el aluminio protector de las placas o tiras.
1) Reconstituir el nUmero de pocillos que &\QSOHOS

Afadir 15 uL del tampdn de rehidratacid @zul ) en cada pocillo.
2)  Anadir muestras y controles.

Anadir 5 uL de RNA ex’rrok&@do muestra, de SARS-CoV-2 Positive Control reconstituido (vial rojo) o Negative
Control (vial morado) 0s pocillos con los tapones suministrados. Se recomienda centrifugar brevemente
las tiras de 8 pocnlos Qcos de 96 pocillos, o golpear suavemente cada tira sobre una superficie dura para
asegurarse de x os los liquidos queden en el fondo de los tubos (para los kits compatible con
Qiagen/Ceor r-Gene®).

Colocar laca o las tiras en el termociclador.

3) Configurar el termociclador (para verificar la compatibilidad, consulte el Anexo 1).

Programar el termociclador siguiendo las condiciones descritas en la siguiente tabla e iniciar el programa:
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Ciclos Etapa Tiempo Temperatura
1 Retrotranscripcion 15 min 45°C
1 Desnaturalizacion inicial 2 min 95°C
Desnaturalizacién 10 seg 95°C
45 Hibridacion/Elongacién (Recogida de datos*) 50 seg 60°C

Tabla 4. Protocolo PCR

Los datos de fluorescencia deben recogerse durante la etapa de elongacién (*) a través de los canales FAM
(gen ORFlab), ROX (gen N) y HEX, JOE o VIC (Control Interno). En los termocicladores Applied Biogystems 7500
Fast Real-Time PCR System, Applied Biosystems StepOne™ Real-Time PCR System y Stratagene 05PI™ Real
Time PCR System comprobar que la opcién del control pasivo ROX estd desactivada. termociclador
Applied Biosystems 7500 Fast Real-Time PCR System seleccionar Ramp Speed Standard er@eno Select New

Experiment/Advanced Setup/Experiment Properties. 6

9. Interpretacion de resultados 6®

comprobando la ausencia de senal en el pocillo del control negafi presencia de una senal en el pocillo

El uso de los controles positivo y negativo junto con cada serie de @]S a analizar, valida la reaccién
se?:

de confrol positivo para el SARS-CoV-2. Comprobar la emisiég | del confrol intferno para verificar el

correcto funcionamiento de la mezcla de amplificacién. de las muestras se realiza con el software

propio del equipo de PCR a tiempo real de acuerdo con la rucciones de uso del fabricante. Con ayuda de

la siguiente tabla, leer y analizar los resultados: Q

O
Gen ORFlab Gen N Control MI Control Interpretacién
(FAM) (ROX) interno (HE ativo Positivo
v
+ + + - + SARS-CoV-2 Positivo
- ( > - + SARS-CoV-2 Negativo

A3
+ -* & +/- - + SARS-CoV-2 Positivo*
P

- N
\ +/- - + SARS-CoV-2 Negativo**
y Y

+A r\\ + + + + Invdlido
\J _ - - - Invdlido

Tabla 5. Interpretacién
+: curva de amplificacion
-: sin curva de amplificacién

* Repetir la extraccidén y el ensayo de nuevo, en caso de que gen N continle siendo negativo la interpretacién serd SARS-CoV-2
Positivo.

** Repetir la extraccién y el ensayo de nuevo, si el gen ORFlab continUa siendo negativo la interpretaciéon serd SARS-CoV-2 Negativo
(Posibles infecciones de otros coronavirus).

Una muestra se considera positiva, si el valor Ct obtenido es menor de 38 y el control inferno muestra o no una

grdéfica de amplificacién. En ocasiones, la deteccidén del control interno no es necesaria, ya que la presencia de
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un alto numero inicial de copias del dcido nucleico diana puede causar una amplificacién preferencial de esta

Ultima.

Una muestra se considera negativa, si no se detecta una curva de amplificacién por encima del valor umbral, y
el control interno si la presenta. La inhibicidon de la reaccién de PCR puede ser excluida por la amplificacion del

control interno.

Figura 1. Ejemplo de grdficas de amplificacién del control negativo y positivo. Experimento realizado en el equipo Bio-Rad CFX96™Real-Time PCR

Amplification Amplification \

Detection System.

- - 12 4+
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Cycles K Cycles
Control Negativo Control Positivo

El resultado se considera invdlido si se observa una gréfica amplificacién en el control negativo o ausencia

de senal en el pocillo del control positivo. En ese caso,se recomienda repetir el ensayo.
.
En caso de ausencia de la senal de control % n los pocillos de muestra, se recomienda repetir el ensayo

diluyendo la muestra 1:10 o repetir la exfrc@ ara descartar posibles problemas de inhibicion.

En el caso de obtener un resultadodedudosa interpretacion, se recomienda verificar la correcta realizacion de
cada uno de los pasos y revisar | arémetros y la forma sigmoidea de la curva. Si la situacién no se resuelve, se
recomienda repetir el ens riblemente por duplicado. El resultado de la prueba debe ser evaluado en el

contexto del historial médigoNos sintomas clinicos y otras pruebas de diagndstico por un profesional de la salud.

L 2
10. Limitaciq(es\ael test

o Elésul Qe la prueba debe ser evaluado en el contexto del historial médico, los sintomas clinicos y otras
pru s de diagndstico por un profesional de la salud.

e Este ensayo se podria utilizar con diferentes tipos de muestras, aunque sélo ha sido validado con RNA
extraido de muestras respiratorias (frotis nasofaringeo y orofaringeo).

e El correcto funcionamiento de la prueba depende de la calidad de la muestra; el dcido nucleico deber ser
extraido de forma adecuada de las muestras clinicas. Una forma inadecuada de recoleccién, almacenaje
y/o transporte de las muestras puede dar lugar a falsos negativos.

e Se puede detectar un bajo nUmero de copias molde diana por debajo del limite de deteccién, pero los

resulfados pueden no ser reproducibles.
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e Existe la posibilidad de falsos positivos debido a la contaminacién cruzada con el SARS-CoV-2 ya sea por
muestras que contienen altas concentfraciones de RNA molde diana o por contaminacién por arrastre a

partir de productos de PCR de reacciones anteriores.
11. Control de calidad

VIASURE SARS-CoV-2 Real Time PCR Detection Kit contiene controles positivo y negativo que deben ser incluidos
en cada ensayo parad interpretar correctamente los resultados. Ademds, el control interno (Cl) en cada pocillo

confirma el correcto funcionamiento de la técnica. \
12. Caracteristicas del test Q

12.1. Sensibilidad y especificidad clinica 6

Se evaluaron 100 muestras respiratorias (frotis nasofaringeos) de pacientes sinto c@con sospecha de COVID-
19 utilizando VIASURE SARS-CoV-2 Real Time PCR Detection Kit. Estos resulta %ompororon con los obtenidos
por un método de deteccién molecular empleado en el centro nacional erencia (Instituto de Salud Carlos

Il (ISCII)). Los resultados fueron los siguientes:
AN

Mét teccion molecular

X - Total

VIASURE SARS-CoV-2 Real Time L 0 9
PCR Detection Kit hd
0 98 98

Total 2 98 100
Tabla 6. Comparativa de( os'para SARS-CoV-2.
Ademds, se realizé ofra e clinica del test VIASURE SARS-CoV-2 Real Time PCR Detection Kit con 34 frofis

orofaringeos orﬁﬁciciles |8etados en medios de transporte viral (VIM). Se contaminaron 10 frotis orofaringeos
negatfivos con RNA cepa Human 2019-nCoV BetaCoV/Germany/BavPat1/2020 p.1, y por ofro lado se
contaminaron OK]Q muestras negativas con concentraciones conocidas de cDNA molde de cada diana.

Todas ell fU alizadas a ciegas. 33/34 muestras enriquecidas se detectaron correctamente.

Los resultados muestran una alta sensibilidad y especificidad para detectar SARS-CoV-2 utilizando VIASURE SARS-
CoV-2 Real Time PCR Detection Kit.

12.2. Sensibilidad analitica

VIASURE SARS-CoV-2 Real Time PCR Detection Kit tiene un limite de deteccién de=10 copias de RNA por reaccion
para los genes ORFlab y N (Figuras 2y 3).
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Figura 2. Diluciones seriadas de un estdndar del gen ORF1ab (107-10'copias/reaccién). Experimento realizado en el equipo Bio-Rad CFX96™

Real-Time PCR Detection System (canal FAM).

Amplification

RFU (10*3)

A

Cycles O

Figura 3. Diluciones seriadas de un estdndar del gen N (107-10'copias/reaccién). Experimento realizado <®% Bio-Rad CFX96™ Real-Time

PCR Detection System (canal ROX).
Amplification r\g

RFU (1043)

Cycles

12.3. Especificidad analﬂgy@

La especificidad del ens RS-CoV-2 fue confirmada probando un panel compuesto por diferentes
microorganismos que r n los patdégenos respiratorios mds comunes. No se detectaron reacciones

cruzadas con ning® e Yos siguientes microorganismos testados, excepto con los patdégenos diana que

detecta cada er{o.

(<O
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Prueba de reactividad cruzada

Bordetella pertussis

Streptococcus pneumoniae 2022

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

Bordetella parapertussis

Staphylococcus aureus subsp. aureus

- Virus Influenza B/Brisbane/60/2008

Bordetella holmesii

Moraxella catarrhalis

- Virus Influenza B/Florida/04/06

Bordetella bronchiseptica

Mycobacterium tuberculosis not
rifampin resistant

- | Virus Influenza B/Phuket/3073/2013

Haemophilus influenzae
MinnA

Pneumocytis jirovecii

Virus Parainfluenza humanos 1, 2, 3
y 4

Chlamydia caviae

Virus Influenza A/New
Caledonia/20/99(H1NT1)

Virus meTopneumovirus humo{) A

Chlamydia psittaci
genotypes Aand C

Virus Influenza
A/California/7/2009(H1NT1)

CM-1

Chlamydophila pneumoniae

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

- Virus rhinovirus hum
) Adenovirus Tipo 1- Q .31, 40y

Legionella bozemanii

Virus Influenza
A/Singapore/GP1908/2015
(HINT)pdm09

- B@us humano

Legionella micdadei

Virus Influenza A/Perth/16/2009 (H3N2)

Legionella dumoffii

Virus Influenza A/Thiringen/5/2017
(H3N2)

[ Virus @chﬁo Sincitial (VRS) A y
G\ B

NL63 and HKU1

Legionella pneumophila

Virus Influenza

( Odovirus humano 229E, OCA43,

- Coronavirus MERS

Legionella longbeache

A/Switzerland/9715293/2013 (HsNa&

Virus Influenza A/Hong
Kong/4801/2014(H3N2j,

SARS Coronavirus
Strain Frankfurt 1

Mycoplasma pneumoniae

Tabla 7. Microorganismos patégenos de referencia utilizados en est

12.4. Reactividad analitica

Virus Influenza A/
SH/ReiherenTe/AR84%)1 5N8)

La reactividad de VIASURE SARS-CoV- @xe PCR Detection Kit se evalud frente a RNA extraido a partir del

virus Human 2019-nCoV cepa Beta
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.

COMPATIBILIDAD DE LOS EQUIPOS A TIEMPO REAL MAS COMUNES

Las tiras de bajo perfil pueden usarse en todos los fermocicladores equipados con un bloque de perfil bajo,

como los sistemas listados en la tabla A.1. Las tiras de perfil alto pueden usarse en todos los termocicladores PCR

equipados con bloque de perfil alto o normal (high profile), como los sistemas listados en la tabla A.2. Si no

encuentra su termociclador en la siguiente lista, por favor pdngase en contacto con su proveedor.

Tabla A.1 TERMOCICLADORES CON BLOQUE DE BAJO PERFIL

Fabricante

Modelo

Fabricante

Agilent Technologies

AriaMx/AriaDx Real-Time PCR System

Abbott

Applied Biosystems

7500 Fast Real-Time PCR System (1)

Applied Biosystems

Real-Time PCR System ()

Applied Biosystems

7500 Fast Dx Real-Time PCR System (1)

Applied Biosystems

‘% Real-Time PCR System

Applied Biosystems

QuantStudio™ 12K Flex 96-well Fast

Applied Biosystems

00 HT Real-Time PCR System ©)

Applied Biosystems

QuantStudio™ 6 Flex 96-well Fast

Applied Biosystemr\J

[o2)

ABI PRISM 7000 (¢l

Applied Biosystems

QuantStudio™ 7 Flex 96-well Fast

Applied Biosy

sl

ABI PRISM 7700 ©I

Applied Biosystems

QuantStudio™ 3 Fast Real-Time PCR

Applied B(yst
«

QuantStudio™ 12K Flex 96-well

System (5
i f iATM Ti hg
Applied Biosystems Quantstudio Sf/;:?; Real-Time PCR A Nm)ys*ems Quantstudio™ & Flex 96-well

Applied Biosystems

StepOne Plus™ Real-Time PCR System ()

ligd Biosystems

QuantStudio™ 7 Flex 96-well

Applied Biosystems

StepOne™ Real-Time PCR System ()

\App d Biosystems

QuantStudio™ 3 Real-Time PCR System (4]

Applied Biosystems

ViiA™ 7 Fast Real-Time PCR S\fte b

Applied Biosystems

QuantStudio™ 5 Real-Time PCR System

(1)Seleccionar Ramp Speed "Standard”.
(2)Ver Anexo 3 para la configuracién de los valores de

exposicion.

(3)El producto se debe reconstituir siguiendo el procedimiento
adecuado (ver Procedimiento del test) y transvasar a los tubos
especificos Rotor-Gene® Q o SmartCycler®.

(4)Se necesita un soporte especial que ajuste con estos equipos
Roche de PCR a tiempo real.

(5)No lectura en canal CyS5.

(6)Lectura solo en canales FAM y HEX.

BIONEER Exicycler™ 96 xﬁ % Applied Biosystems ViiA™ 7 Real-Time PCR System
™ ™ i
Bio-Rad CRX96™/ CFX%. 'VDRe Analytik Jena Biometra TOptical
Detection Syst
— — — -
Bio-Rad Mini Opficon ';j;" 1 fection | | Analytik Jena Biometra GTOWER 2.0
Cepheid Smc(:y BIONEER Exicycler™ 96
™ ™ |V Ti i
Qiagen \ Bio-Rad CFX96™ / CFX96™|VD Real-Time PCR Detection
System
Roche Light Bio-Rad iCycler iQ™ Real-Time PCR Detection System
Roche Eﬂ Ie?®96 Real-Time PCR System (4) Bio-Rad iCycler iQ™5 Real-Time PCR Detection System
Roche - Cobas z480 Analyzer (4 Bio-Rad MyiQ™ Real-Time PCR Detection System (6]
O Bio-Rad MyiQ™?2 Real-Time PCR Detection System (6)
Cepheid SmartCycler®d)

DNA-Technology

DTprime Real-time Detection Thermal Cycler (2

DNA-Technology

DTlite Real-Time PCR System (2

Eppendorf

Mastercycler™ep realplex

Qiagen

Rotor-Gene® Q)

Stratagene / Agilent
Technologies

Mx3000P™ Real Time PCR System

Stratagene / Agilent

Mx3005P™ Real Time PCR System

Technologies

Tabla A1/A2. Equipos compatibles de PCR a tiempo real mds comunes.
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ANEXO 2

CANALES DE DETECCION DE LOS EQUIPOS A TIEMPO REAL MAS COMUNES

Los canales de fluorescencia de algunos de los termocicladores a tiempo real mds comunes se especifican en la

Tabla A3.
TERMOCICLADORES A CANAL CANAL DE
TIEMPO REAL VIASURE DETECCION OBSERVACIONES
FAM FAM Algunos pocillos pueden tener una deriva anormal de la fluorescencia durante
Bio-Rad CFX96™ HEX HEX . los c?iclos irjicioles de la carrera, dondf) Iuggr auna ndgfﬂe no
ROX ROX sigmoidea. Si ve este efecto, en el menu Setting, sel lajopcidn Apply
Cv5 Cv5 Fluorescence Drift Correction dentro de Baseline para corregirlo.
FAM FAM Opcidén del control pasivo ROX desactivada. Al osjpocillos pueden tener una
deriva anormal de la fluorescencia dura los ciclos iniciales de la carrera,
ABI 7500 HEX vic dando lugar a una linea ascendente no %ﬁeo. Si ve este efecto, por favor
Applied Biosystems modifique la linea base (Baseline): Se os valores para Start Cycle y End
ROX ROX Cycle de forma que la linea bas @onfes de comienzo la deteccion de
Cy5 Cy5 un aumento sig%ivo de la fluorescencia.
FAM 465/510
Roche HEX 533/580 Se @ ere compensacion de color
Lightcycler®480Il ROX 533/610
Cys 618/660
FAM Channel 1
Smartcycler® HEX Channel 2
Cepheid ROX Channel 3
Cybs Channel 4 e
FAM FAM
HEX VIC 4
Abbott m2000rt ROX ROX \O
Cy5 Cy5
Mx3000P™ FAM FAM
HEX Opcidn del control pasivo ROX desactivada
Mx 3005P™
Stratagene ROX
Cy5 NCy5
F FAM
AriaMx HEXC N4 HEX
Agilent N ROX
y5 Cy5
M Green
Durante la configuracién de los canales (Channel Setup), presione el botdn
Rotor-Ge HEX Yellow "Gain Optimisation" y después vaya a "Optimise Acquaring". La fluorescencia del
Qiagen apartado Target Sample Range fiene que estar entre 5y 10 Fl para cada canal.
ROX Orange Ademds, marque la opcién "Perform Optimisation Before 1st Acquisition”.
Cys Red
FAM Green En el menu “Run Profile”, introduzca los pardmetros correctos para “Temperature
Mic Real Time PCR HEX Yellow Control” (Standard TAQ (v3)), Volume (20 ul) y el protocolo térmico apropiado.
Cycler ROX Orange En la ventana “Cycling”, seleccione la opcidn *Acquire on” para todos los
bms canales haciendo click sobre ellos. Utilice los valores de "Gain” que aparecen
Cys Red por defecto para cada canal (Green = 3, Yellow = 10, Orange = 10, Red = 10).
FAM FAM
Exicycler™ 94 HEX JOE
BIONEER ROX ROX
Cys Cys

Tabla A3: Canales de deteccidn de fluorescencia de diferentes equipos de PCR a Tiempo Real
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ANEXO 3

CONFIGURACION DE LOS VALORES DE EXPOSICION

Los pardmetros de exposicidn de algunos termocicladores deben ajustarse para su adecuacién y correcto
funcionamiento con los test “VIASURE Real Time PCR Detection Kits”. Este ensayo ha sido validado con los

siguientes valores de exposicién:

- DTprime Real-tfime Detection Thermal Cycler (DNA-Technology): canal FAM -500*, canal HEX - 10®I ROX -

1000 y canal Cy5 -1000. 9
- DTlite Real-Time PCR System (DNA-Technology): canal FAM -500, canal HEX - 500, canal RC@) y canal Cy5 -

500.

*Si el resultado en el canal FAM no es el esperado, no hay amplificaciones o se 0@1 elevado ruido de fondo,

por favor, baje los valores de exposicidn indicados anteriormente hasta 150.
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e CFX™ and IQ5™ are registered trademarks of Bio-Rad Laboratories.

e ABI®, QuantStudio™, StepOnePlus™ and ViiA™ are registered trademarks of Thermo Fisher Scientific Inc.
e LightCycler®is a registered trademark of Roche.

e Mx3000P™, Mx3005™ and AriaMx are registered tfrademarks of Agilent Technologies.

e Mastercycler™is a registered frademark of Eppendorf.

e Rotor-Gene®Q is a registered trademark of Qiagen.

e SmartCycler® is a registered trademark of Cepheid.

Revision: March 2020 @

|U-NCO212enes0320 rev.00




abacus dx

1800 ABACUS (AUS) 0800 222 170 (N2) | info@abacusdx.com | www.abacusdx.com

CerTest Biotec, S.L.

Pol. Industrial Rio Gdllego Il - Calle J, N°1

50840, San Mateo de Gdllego, Zaragoza (Spain)
www.certest.es

VIASURE online

VIASURE

Real Time PCR Detection Kits






