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Avsedd anvandning

artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit &r ett realtime RT-PCR-test avsett for kvalitativ detektion
av nukleinsyror frén SARS-CoV-2 med nasofarynxsvabb, néssvabb och orofarynxsvabb frén
personer med tecken och symptom pé infektion eller personer utan symptom eller andra
orsaker till misstankt COVID-19-infektion. Fér outspadda salivprov ar testet avsett fér personer

med tecken och symptom pé& infektion eller som har misstankt COVID-19.

Det &r avsett som ett hjdlpmedel vid diagnos av COVID-19 i akut infektionsfas i kombination

med kliniska observationer, patienthistorik och epidemiologisk information.

artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit ska anvdndas i en molekylarbiologisk labbmilis av
professionella anvéndare som utbildad klinisk laboratoriepersonal som specifikt trénats i

tekniker for realtime RT-PCR och in vitro-diagnostiska procedurer.

Negativa resultat utesluter inte SARS-CoV-2-infektion och ska inte ligga som enda grund fér

patienthanteringsbeslut.
artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit ar avsett for anvandning med Rotor-Gene Q MDx

System, ABI 7500 Fast Dx, QuantStudio 5 Dx, cobas z 480 eller CFX96 Dx som realtime
PCR-system.
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Beskrivning och princip
Information om patogen

Coronavirus, ett genus inom familjen Coronaviridae, &r stora omslutna, positivt-stréingade
RNA-virus som orsakar héggradigt virulent sjukdom hos manniskor och djur (1). Coronavirus
infekterar ménniskor, orsakar en tredjedel av alla férkylningsinfektioner och ér en kénd orsak

till nosokomiala &vre luftvégsinfektioner hos tidigt fédda barn (2).

En ny medlem i coronavirus-familjen orsakade ett utbrott av luftvégssjukdom i Wuhan City i
Kina (1, 3). SARS-CoV-2, som férst benédmndes nya coronaviruset (2019-nCoV), skiljer sig frén
SARS-CoV (1, 3), som lég bakom utbrottet 2003 och MERS-CoV, som har férekommit i
Mellanéstern sedan 2012. SARS-CoV-2 &r orsaken till COVID-19. RNA frén SARS-CoV-2 kan
detekteras under tidiga och akuta faser av infektion frén olika provtyper frén évre lufivégarna

(provstickor fér ndsa, orofarynx och nasofarynx) och i outspadda salivprov (3).

Tillsammans med patienthistorik och SARS-CoV-2 epidemiologi har real-time RT-PCR-analyser
blivit standarden vid SARS-CoV-2 diagnos. Europeiska smittskyddsinstitutet (European Centre
for Disease Prevention and Control, ECDC) har féreslagit att kombinera real-time RT-PCR-
baserade analyser med immunoanalys for att Svervaka infektionsstatus och utvardera

effektiviteten av de restriktiva &tgérder som vidtagits for att kontrollera utbrottet (4, 5).

artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit &r utformad for att técka 2 mal (N1 och N2) f6r N-genen
som detekteras med samma fluorescenskanal. De tvé mélen &r inte differentierade och
amplifiering av den ena eller bagge malen leder till en fluorescenssignal. Positiva resultat &r
indikativa fér nérvaro av SARS-CoV-2 men utesluter inte saminfektion med andra patogen.

A andra sidan utesluter inte negativa realtime RT-PCR-resultat en majlig infektion.
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Sammanfattning och férklaring

artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit utgér eft instrument som &r redo fér anvéndning med eft
enkelt provberedningssteg och darefter detektion av SARS-CoV-2 RNA med hjélp av realtime
RT-PCR pé& antingen RGQ MDx-instrumentet, ABI 7500 Fast Dx, CFX96 Dx, cobas z 480, eller
QuantStudio 5 Dx (Bild 1).

SARS-CoV-2 UM Amp Buffer innehéller reagens och enzymer specifikt fér amplifiering av en
72 baspar- (bp) och 67 basparregion av SARS-CoV-2 RNA-genomet och fér direkt detektion
av dem i fluorescenskanalen "Green” p& RGQ MDx-instrument och i fluorescenskanalen
"FAM” p& ABI 7500 Fast Dx, CFX96 Dx, cobas z 480, eller QuantStudio 5 Dx.

Primer- och sékfragmentblandningen fér artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit innehéller Gven
de oligonukleotider som krévs fér RNase P-amplifieringarna. Nér de detekteras i
fluorescenskanalen “Yellow” i RGQ MDx-instrumentet, i VIC/HEX p& ABI 7500 Fast Dx,
CFX96 Dx, cobas z 480 eller QuantStudio 5 Dx, bekréftar amplifieringarna att ett tillréickligt
biologiskt prov har samlats in. Den hér kontrollen ér avgérande for att bekréfta nérvaron av
biologiska prover i SARS-CoV-2-negativa prover. En amplifiering ska alltid detekteras, annars
bor provkvaliteten ifrégasattas.

artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit innehdller Gven eft tredje heterologt amplifieringssystem
for att avsldja eventuell realtime RT-PCR-hédmning. Det detekteras som en intern RNA-kontroll
(Internal  Control, IC) i fluorescenskanalen “Red” i RGQ MDx-instrument eller i
Cy5/ATTO647N p& ABI 7500 Fast Dx, CFX96 Dx, cobas z 480 eller QuantStudio 5 Dx.
Eftersom IC ingér i SARS-CoV-2 Amp Primers Mix, bér dess amplifiering vara konstant om
ingen realtime RT-PCR-hdmmare férekommer i provet eller i PCR-reaktionen, vilket fordréjer
eller forhindrar amplifiering.

Externa positiva och negativa kontroller (SARS-CoV-2 Positive Control respektive nukleasfritt
vatten som anvénds som NTC) tillhandahdlls i artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit fér att
bekrafta prestandan fér PCR-steget. En ingen extraktionskontroll (SARS-CoV-2 UM Prep Buffer
anvdnd som NEC) rekommenderas starkt fér att pévisa franvaro av realtime RT-PCR-hdmmare
i extraktionsbufferten.
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Nar de tas tillsammans, dvervakas effektiviteten fér omvénd transkription och PCR-stegen av

dessa kontroller.

Beredning av
prover

Masterblandnings-
beredning (enbart
forsta anvéindning)

Reaktions-
mixberedning
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Prov

(NPS)/(OPS)/(NS)

Uppvérmning 70 °C,

1. Likvifikationssteg: Vérm provet ill 95 °C, 15 min
2. Alikvoterings- och uppvérmningssteg

Alikvotering av 10 min i Kyl ned 4 °C,
50-200 pl prov ﬁ varmeblocksvérmare ﬁ 5 min ﬁ
Uppvarmning Hall i
Alikvotering av 95°C, 15 minii rumstemperatur i
5 minuter

Prov
(saliv)

50 pl prov ﬁ vdrmeblocksvdrmoreﬁ

Tillsatt ROXférg i SARS-CoV-2 UM
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reference dye

Amp Buffer

SARS-CoV-2 UM
Amp Buffer

SARS-CoV-2

Internal Control
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Amp Buffer + ROX

SARS-CoV-2

Satt samman Amp
Primers + IC

Amp Primers

SARS-CoV-2 Amp

Satt samman
reaktionsmix

<af

Primers + IC
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(fortsctter fran foregéende sida)

Tillsatt 8 pl vatten for NEC-brunnar

: 10 pl vatten f8r NTC-brunnar 3
; Vatten fér NTC > 3
Analyskonfig : = :
uration 1. 3 Tillsétt 2 pl beredningsbuffert fér 3
Berednings- | NEC- och provbrunnar Prov it [FNEC i
; SARS-CoV-2 » | |
buffert ! L ]
| UM Prep Buffer ;. oiese :
e e
. ! =3 = Tillsatt 8 pl prov
Andlyskonfig i Prov (uppvérmt)
uration 2. :
Prov ;
) ; = Tillsétt 15 pl reaktionsmix (alla brunnar
Analyskonfigu- i Reaktionsmix b ( ]
ration 3. L
Reaktionsmix :
S R s ey
! Tillsétt 10 pl positiv kontrollbrunn
Analyskonfigu- ! SARS-CoV-2 :
ration 4. Positive L Positive Control
Control (Positiv 3
kontroll) e O B T OO A T et T
| RT-PCR artus SARS-CoV-2
| Steg Cykling Tid Temperatur Tillgéngliga RT-PCR-instrument: !
i Omvénd transkription - 10 min 50°C * i(;;r}ieggi@ '\SDX i
RT-PCR 3 R _ . o . ast Dx 3
; gkhvirlng: 25m|n Zzog —® « QuantStudio® 5 Dx ]
: ena- u-ren-ng . 40x s - o cobas® z 480 |
3 Hybridisering/extension 30s 58°C o CFX96™ Dx 3

Bild 1. arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit arbetsfldde

8 artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit Bruksanvisning (handbok)  09/2022



Material som medféljer

Kitinnehall

artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit

Katalognr. 4511460 4511469
Antal reaktioner 768 3072
Rorférg Lockfarg  Identitet Ror-ID Volym (pl)  Volym (pl)
Oférgad Preparation Buffer 8 x 930
Gul SARS-CoV-2 UM Prep Buffer [RES - 2 x 930 X
Oftrgad  Blé SARSCoV-2 UM Amp Buffer ~ Master Mix 4x1440 16 x 1440
(Masterblandning)
Primers and Probes
Oférgad  Lila SARS-CoV-2 Amp Primers (Primrar och 4 x 1680 16 x 1680
sokfragment)
. .. Internal Control
-CoV- 4 x 1390
Oférgad Gron SARS-CoV-2 Internal Control (Intern kontroll) (IC) 1 x 1390 X
Ofdrgad ~ Red SARS-CoV-2 Positive Control Posi!iye Control 1 %220 4 x 220
(Positiv kontroll)
OFOFng . .. Water (NTC) 4 x 1900
Ofdrgad  Water for NTC (Vatten fér NTC) (Vatten (NTC) 1 x 1900 X
Ofargad Oférgad ROX Reference: Dye ROX Dye (ROX-féirg) 1%210 Ax210
(ROX-referensfdrg)
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Kitkomponenter
Reagenser

| varje rér har reagensvolymerna optimerats fér 8 batcher med 96 prover (for kitet for 768
reaktioner) eller 32 batcher med 96 reaktioner (for kitet for 3072 reaktioner), inklusive en
positiv kontroll (Positive Control, PC), en kontroll utan mall (No Template Control, NTC) och

en kontroll utan extraktion (No Extraction Control, NEC).

Ett farre eller stdrre antal prover kan kéras, men suboptimal reagensanvéndning kommer att
ske. Vi rekommenderar att du undviker flera frysnings-/upptiningscykler. Reagenser kan

alikvoteras fér att undvika flera frysnings-/upptiningscykler.
Primrar och sokfragment

Primrar och sdkfragment som riktar sig mot SARS-CoV-2-sekvenser ar baserade pé de primrar

och sékfragment som skapats av Centers for Disease Control and Prevention (CDC).
Kontroller och kalibratorer

Analysen innehdller 5 kontroller for att vervaka realtime RT-PCR-effektivitet.

Intern kontroll (Internal Control, IC): Den interna kontrollen &r eft enstrangat IVT-RNA som
bekraftar nérvaron av kontaminanter som kan hdmma omvénd transkription. Den interna
kontrollen &vervakar 6ver effektiviteten for omvénd transkription i kontroll utan mall (No
Template Control, NTC) och i kontroll utan extraktion (No Extraction Control, NEC).

Kontroll utan mall (No Template Control, NTC): Kontrollen utan mall best&r av nukleasfritt

vatten. Den fillsétts till PCR-plattan fér att verifiera introduktion av kontaminanter under PCR-

plattberedningen som kan leda till feltolkning av SARS-CoV-2-mélen.
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Positiv kontroll (Positive Control, PC): Den positiva kontrollen &r ett dubbelstrangat DNA
amplifierat med SARS-CoV-2 Primers and Probes (P&P). Detektionen verifierar effektiviteten for

reagensen inblandad i PCR-amplifieringssteget.

Kontroll utan extraktion (No Extraction Control, NEC): Kontrollen utan extraktion bestar av
SARS-CoV-2 UM Prep Buffer. Den bearbetades parallellt med de kliniska proverna fér att
verifiera introduktion av kontaminanter under provberedningen som kan leda till feltolkning av
SARS-CoV-2-mdlen.

Provtagningskontroll: Provtagningskontrollen detekterar RNase P-genen och &r avgérande for
att bekréfta nérvaron av biologiska prover i SARS-CoV-2-negativa prover. Amplifieringen av

provtagningskontrollen ska alltid detekteras, annars bér provkvaliteten ifrégasattas.

Plattformar och programvara

Sckerstall att instrumenten har underhéllits och ar kalibrerade enligt ftillverkarens
rekommendationer fére anvéndning. Kitet kan anvéndas i fem arbetsfloden som kréver

anvandning av féljande real-time RT-PCR-instrument och deras tillhérande programvara:

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM: Rotor-Gene Q programversion 2.3.1 eller senare
ABI 7500 Fast Dx: SDS-programvaran version 1.4.1 eller senare

CFX96 Dx med CFX Manager Dx-programvaran version 3.1.3090.1022 eller senare
cobas z 480 med LightCycler® 480 SW UDF version 2.0.0 eller senare

QuantStudio 5 Dx med QuantStudio 5 Dx IVD-programvaran version 1.0.1 eller senare

och QuantStudio 5 Dx TD-programvaran version 1.0.1 eller senare
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Material som behévs men inte medféljer

Forbrukningsartiklar och utrustning
Vanliga férbrukningsartiklar och utrustning

Bénkcentrifug med rotor fér 2 ml reaktionsrér
Pipetter (justerbara)

Vortexblandare

Blockvarmare

Puderfria engéngshandskar

Sterila och nukleasfria pipettspetsar med filter
1,5 ml eller 2 ml PCR-fria rér

96-brunnars plattcentrifuginstrument

Férbrukningsartiklar och utrustning fér de enskilda plattformarna

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrument

® 0,1 ml PCRrér fér anvéndning med Rotor-Gene Q MDx (Strip Tubes and Caps, 0.1 ml,
kat.nr. 981103).

® 72-Well Rotor (kat.nr. 9018903) och Locking Ring 72-Well Rotor (kat.nr 9018904

ABI 7500 Fast Dx-instrument

e 96-Well MicroAmp™ (Thermo Fisher Scientific, kat.nr. N8010560)
® MicroAmp Optical Adhesive film (Thermo Fisher Scientific, kat.nr. 4360954)
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CFX96 Dx-instrument

e Hard-Shell® 96-Well PCR Plate, low profile, thin wall, skirted white/clear
(Bio-Rad Laboratories Inc., kat.nr. HSP9601)

® Microseal ‘B’ PCR Plate Sealing Film, Adhesive, Optical (Bio-Rad Laboratories Inc., kat.nr.
MSB1001).

cobas z 480-instrument
e LightCycler 480 Multiwell Plate, white (Roche Group, kat.nr. 04729692001).
e LlightCycler 480 Sealing Foil (Roche Group, kat.nr. 04729757001).

QuantStudio 5 Dx-instrument

® MicroAmp EnduraPlate™ Optical 96-Well Clear Reaction Plate (Thermo Fisher Scientific,
kat.nr. A36924)

® MicroAmp Optical Adhesive film (Thermo Fisher Scientific, kat.nr. 4360954)
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Varningar och férsiktighetsatgarder

Var medveten om att du kan behdva konsultera lokala regelverk fér rapportering av allvarliga
incidenter som intraffat i samband med enheten till tillverkaren och den tillsynsmyndighet dér

anvéndaren och/eller patienten befinner sig.
Sakerhetsinformation

Anvand alltid laboratorierock, engdngshandskar och skyddsglaségon vid hantering av
kemikalier. Mer information finns i tillampliga sékerhetsdatablad (Safety Data Sheets, SDS).
De finns tillgéngliga online i behdndigt PDF-format pa www.qiagen.com/safety, dér du kan
hitta, visa och skriva ut sakerhetsdatablad fér varje QIAGEN-kit och kitkomponent.

Anvind alltid lamplig personlig skyddsutrustning, inklusive bland annat  puderfria
engdngshandskar, labbrock och skyddsglaségon. Skydda hud, égon och slemhinnor. Byt

handskar ofta nér du hanterar prover.

Alla prover ska betraktas som potentiellt smittfarliga. Folj alltid de sdkerhetsatgarder som
féreskrivs i motsvarande sdkerhetsforeskrifter, till exempel Clinical and Laboratory Standards
Institute® (CLSI) Protection of Laboratory Workers from Occupationally Acquired Infections,

Approved Guideline (M29), eller annan lamplig dokumentation.

Prover dr potentiellt smittsamma. Kassera avfall fréin prover och analyser i enlighet med lokala

sakerhetsprocedurer.
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https://www.qiagen.com/gb/support/qa-qc-safety-data/safety-data-sheets/

Forsiktighetsatgarder

® Folj standardprocedurer for laboratorier for renhéllning och dekontaminering av alla
arbetsytor. Avsatt ett omréde med specifik utrustning for att hantera RNA.

e F3lj god laboratoriesed fér att minimera korskontaminering.
Var uppmdérksam fér att férhindra kontaminering med RNase under experimentet och
anvand RNase-fria plastartiklar.

® Se till att ha god spérbarhet for journalféringen, sarskilt nér det galler providentifiering.
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Férvaring och hantering av reagenser

Var uppmérksam pé de utg&ngsdatum och férvaringsvillkor som anges pé& férpackningen och
pé till alla komponenters etiketter. Anvénd inte komponenter vars utgéngsdatum har passerat

eller som har férvarats felaktigt.

Ett arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit kan férvaras vid -30 °C till -15 °C fram fill sitt

utgadngsdatum.
Transport, férvaring och hantering av prover

artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit &r avsett fér anvéndning med provstickor fér nasofarynx,
nasa, och orofarynx och outspddda salivprov. Alla prover ska betraktas som potentiellt
smittfarliga. Centers for Disease Control and Prevention (CDC) och Public Health England har
riktlinjer nér det géller provtagning, hantering och analys av kliniska prover. Referera till dessa
rikilinjer eller andra relevanta nationella  referenslaboratorieprotokoll  for  ytterligare

information.

Insamling, transport och férvaring av provstickor fér nasofarynx, nasa, och
orofarynx

For insamling, férvaring och transport av provstickor, se leverantérens rekommendationer.
Provstickor maste vara helt nedsdnkta i transportmedium fér att bibehélla provintegritet.

Nasofarynxsvabbprov férblir stabila och kan férvaras i:

o 4°C(2till 8 °C) i upp till 72 timmar
e -70°Ci2 veckor

Nasofarynxsvabbprov férblir stabila genom 3 frysnings-/upptiningscykler.
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Provtagning, transport och férvaring av outspadda salivprov

Outspadda salivprov méste samlas in i sterila behdllare utan konserveringsmedel, buffert eller

andra tillsatser.
Instruktioner for insamling av outspadd saliv:

® Undvik aft hosta fére insamlandet av outspadd saliv.

e Du ska inte &ta, dricka, réka, tugga tuggummi eller borsta ténderna 30 minuter fére
insamling av outspadd saliv.

® Ingen tandvard eller tandlékarundersdkning fér utféras inom 24 timmar fére insamling av

outspadd saliv.

De outspadda salivproven férblir stabila och kan férvaras i:

e Rumstemperatur (18-26 °C) i upp fill 72 timmar

® 4°C (2till 8°C)i upp till 72 timmar

® Kombinerad férvaring vid rumstemperatur, sedan 4 °C, sedan -20 °C(-30 till =15 °C)
i upp till 12 dagar

e -20°C (-30till -15°C)i 1 ménad

Outspadda salivprov farblir stabila genom 3 frysnings-/upptiningscykler.

Om provets férvaringsférhéllanden avviker frén dessa rikilinjer ska du validera dina egna

forvaringsforhallanden.
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Protokoll: Provberedning och SARS-CoV-2-
detektion p& RGQ MDx 5plex HRM

Det hér protokollet beskriver beredning av provet och realtime RT-PCR for att detektera

SARS-CoV-2mél i humana nasal, nasofarynx- eller orofarynxsvabbar som frvaras i

transportmedium och i outspadda salivprover pd RGQ MDx 5plex HRM realtime RT-PCR-

instrumentet som associeras med Rotor-Gene Q-programvaran version 2.3.1.49 (eller senare).

Viktigt att tanka pa fore start

Verifiera att de utg&ngsdatum och férvaringsférhéllanden som anges pé kartongen och
alla komponentetiketter har fljts. Anvand inte komponenter vars utgéngsdatum har
passerat eller som har férvarats felaktigt.

Anvéand val underhéllen och kalibrerad utrustning.

Var uppmdrksam fér att férhindra kontaminering med RNase under experimentet och

anvand nukleasfria plastartiklar.

Saker som mdste goéras fére start

Luftvégsproverna kan férvaras i rumstemperatur (15-25 °C) under beredningsstegen och
reaktionskonfigurationen, men vi rekommenderar att de férvaras pa is eller vid 4 °C pé ett
kylstall.

Salivproverna kan férvaras pa is eller vid 4 °C pa ett kylstall, men vi rekommenderar att
de férvaras i rumstemperatur  (15-25°C) under beredningsstegen  och

reaktionskonfigurationen.

Lat SARS-CoV-2 UM Prep Buffer, SARS-CoV-2 UM Amp Buffer, SARS-CoV-2 Amp Primers,
SARS-CoV-2 IC, vatten fér NTC och SARS-CoV-2 Positive Control tina fullstandigt i
rumstemperatur fére anvéndning. Férvara provréren i rumstemperatur och skydda dem

frén ljus innan anvéndning.
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e Homogenisera SARS-CoV-2 UM Prep Buffer och SARS-CoV-2 UM Amp Buffer fére
anvéndning genom att vénda p& dem 2-3 génger (vortexblanda inte), féljt av en kort
centrifugering. Alla andra individuella ingredienser kan homogeniseras genom puls-
vortexblandning i 3-5 sekunder eller genom att véndas 2-3 gdnger féljt av en kort
centrifugering.

® SARS-CoV-2 UM Prep Buffer hémmar RNase som férekommer i kliniska prover for
detektionssteget, men det &r inte en virusinaktiverande [8sning. Alla prover ska betraktas
som potentiellt smittfarliga.

e Verifiera att cyklingsférhallandena for realtime RT-PCR-plattformen &r som de anges i detta
protokoll.

® Reagenser kan alikvoteras fér att undvika flera frysnings-/upptiningscykler.

Bered reaktionsblandningen férsk (<2 h till start av RT-PCR-plattan).
® For att minimera kontaminering bdr provet och RT-PCR-beredningar utféras pé separata

zoner.

Procedur

Provberedning: For luftvagsprover (provstickor fér nésa, orofarynx och nasofarynx),

falj steg 1. For salivprover gé il steg 2.

1. Luftvagsprover (provstickor fér ndsa, orofarynx och nasofarynx):
Ta. Vortexblanda provstickan med provet ordentligt.
1b. Alikvotera 50-200 pl av provet i 1,5 mL PCR-ria rér
Te. Utfér uppvérmningssteget i 70 °C i 10 min p& en blockvérmare. Kyl ned proverna
pd is i minst 5 min. Férvara darefter proverna pé is eller vid 4 °C.
2. Salivprover:
2a. Likvifikation (fér att underlétta pipettering): varm salivprovet till 95 °C i 15 minuter
(ospecificerad volym, behéllare och uppvéarmningsenhet).
2b. Homogenisera provet genom att férsiktigt pipettera upp och ned det 8-10 gdnger.
2c. Alikvotera 50 pl av provet i ett 1,5 ml PCRFritt rér.
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2d. Genomfér uppvarmningssteget i 95 °C i 15 min pd en blockvarmare. Férvara
darefter provet i rumstemperatur i minst 5 min och ladda det sedan till PCR-brunn
eller -provror.
3. Fardigstall SARS-CoV-2 UM Amp Buffer med ROX reference dye vid férsta anvéndning.
3a. Tillsatt 32,8 pl av ROXfargen till 1 provrér med SARS-CoV-2 UM Amp Buffer.
3b. Stdng locket med SARS-CoV-2 UM Amp Buffer och ROX-farg och vénd provréret
3 ganger.
3c. Centrifugera ned SARS-CoV-2 UM Amp Buffer med ROXAfdrg till botten av réret.
4. For en full RGQ MDx-platta (72 brunnar), bered en alikvotblandning av SARS-CoV-2
Amp Primers med SARS-CoV-2 Internal Control.
4a. Overfér nddvéndiga volymer till SARS-CoV-2 Amp Primers och SARS-CoV-2 Internall
Control enligt Tabell 1 fill eft nytt 1,5 mL PCRritt provror.
4b. Stang locket och vénd réret 3 génger eller puls-vortexblanda provréret i 3-5 s.
4c. Centrifugera ned SARS-CoV-2 Amp Primers med intern kontroll fill botten av réret.
Tabell 1. Konfiguration av SARS-CoV-2 Amp Primers + IC-blandning

SARS-CoV-2 Amp Primers + intern kontroll-blandning Antal reaktioner Volym (pl)
. Slutlig 72 rxns
Reagenser Stamkoncentration koncentration 1 rxn (+ 20 % extra volym”)
SARS-CoV-2 Amp Primers 3.45x 1x 7,25 626,4
SARS-CoV-2 Internal Control 166,67 cp/ypl 10 cp/pl 1,5 129,6

Total SARS-CoV-2 Amp Primers +

intern kontroll-blandning 8,75 /36

* OBS! Justera volymerna fér SARS-CoV-2 Amp Primers och SARS-CoV-2 Internal Control enligt det antal prover som ska
testas. Tank pa aft ta med extra volym fér att kompensera fér déd volym.

5. Bered en reaktionsblandning enligt Tabell 2 och blanda noggrant genom att vénda

provroret 3 ganger.
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Tabell 2. Konfiguration av reaktionsmix
RT-PCR-reaktionsmix Antal reaktioner
Volym (pl)
. Slutlig 72 rxns
Reagenser Stamkoncentration koncentration 1 rxn (+ 20 % exira volym*)

SARS-CoV-2 UM Amp Buffer + ROX-

540
blandning 4x 1x 6,25
SARS-CoV-2 Amp Primers + intern
kontroll-blandning 2.9x 1x 8,75 756
Total reaktionsvolym - 15,00 1296

*

OBS! Justera volymerna fér SARS-CoV-2 Amp Buffer och SARS-CoV-2 Amp Primers enligt det antal prover som ska
testas. Ténk pa att ta med extra volym fér att kompensera fér déd volym.

Dispensera 8 pl nukleasfritt vatten till det PCR-provrér som tilldelats NEC.

7. ladda 10 pl nukleasfritt vatten till det PCR-provrér som tilldelats NTC.

Dispensera 2 pl med SARS-CoV-2 UM Prep Buffer i varje PCR-provrér som tilldelats NEC
och de beredda proverna.

Tillsatt 8 pl av det forberedda provet till eft PCR-provrér med SARS-CoV-2 UM Prep
Buffer. Blanda genom att pipettera upp och ned 5 génger.

. Tillsatt 15 pl med reaktionsmix berett i steg 5 till de provror som dedikerats till prover och
kontroller (Bild 2 tillhandahélls som ett exempel). Blanda genom att pipettera upp och
ned 5 gdnger och sténg dérefter PCR provrérens lock, férutom det som reserverats som
SARS-CoV-2 Positiv Control.

Obs! Verifiera att provréren &r ordentligt stéingda fér aft férhindra korskontaminering.

. Lladda 10 pl av SARS-CoV-2 Positive Control till [ampligt PCR provrér. Blanda genom att
pipettera upp och ned 5 génger.

. Konfigurera RT-PCR-programmet fér RGQ MDx 5plex HRM enligt specifikationerna i
Tabell 3.

OBS! Datainsamling bér utféras under hybridiserings-/férlangningssteget.

. Placera provréren i realtime-cyklern (eft exempel p& provrérslayout visas i Bild 2)

och starta cyklingsprogrammet som det beskrivs i Tabell 3.
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OBS! Var noggrann med att félja samma provrérsposition och ordning mellan
analysinstallningen och real-time cykelstegen.

Tabell 3. SARS-CoV-2 Prep&Amp UM-program

Steg Tid Temperatur (°C) Antal cykler Insamling
Omvand transkription 10 min 50 1 Nej
PCR initial vérmeaktivering 2 min 95 1 Nej
2-stegscykling
Denaturering 5s 95 40 Nej
hybridisering/f6rlangning 30s 58 Green, Yellow och Red

|

‘ 1: Positiv kontroll
| 2: NTC

! 3: NEC

2 4 4:Prov 1

% $ 5. Prov 2

- Iy 6. Prov 3

. 7.

r v Bads

) _ P
LY . SR
L) . -
g o o B

Bild 2. Exempel pé provrédrslayout pa RGQ MDx 5plex HRM-plattformen
14. Klicka p& Gain optimization (Optimering av férstdrkning) i “New Run Wizard”
(Guide fér ny kérning) och 6ppna Auto-gain Optimization Setup (Konfigurera optimering

av automatisk férstarkning).
15. Verifiera att insamlingskanalerna har konfigurerats som det anges i Tabell 4.
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Tabell 4. RGQ MDx 5plex HRM-konfiguration

Namn PC-rérposition ~ Min lasning (F)  Max lasning (Fl)  Min forstérkning Max
forstarkning

Green 1* 5F 10l -10 10

Yellow 1+ 5F 10l 10 10

Red 1* 5F 10l -10 10

* OBS! Det hér behéver andras enligt positionen fér SARS-CoV-2 Positive Control-provréret.

16. Valj Perform optimization before the first acquisition (utfér optimering innan férsta
insamling).
17. Starta kérningen.

18. Analysera resultaten i slutet av kdrningen (se avsnittet Resultat).
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Protokoll: Provberedning och SARS-CoV-2-
detektion pad ABI 7500 Fast Dx

Det hér protokollet &r for att bereda och detektera SARS-CoV-2-mél i humana nasal-,

nasofarynx- eller orofarynxsvabbar férvarade i transportmedia och i outspédda salivprover
pd& ABI 7500 Fast Dx realtime RT-PCR-instrumentet.

Viktigt att tanka pé& fére start

Verifiera att de utgéngsdatum och férvaringsférhéllanden som anges pé kartongen och
alla komponentetiketter har féljts. Anvénd inte komponenter vars utgéngsdatum har
passerat eller som har férvarats felaktigt.

Anvand val underhdllen och kalibrerad utrustning.

Var uppmdrksam fér att férhindra kontaminering med RNase under experimentet och
anvénd nukleasfria plastartiklar.

Nar du anvéander ABI 7500 Fast Dx, maste ROXfarg laggas till masterblandningsréret

innan férsta anvéndning.

Saker som mdste goras fore start

24

Luftvégsproverna kan férvaras i rumstemperatur (15-25 °C) under beredningsstegen och
reaktionskonfigurationen, men vi rekommenderar att de férvaras pd is eller vid 4 °C pé eft
kylstall.

Salivproverna kan férvaras pd is eller vid 4 °C pa ett kylstéll, men vi rekommenderar att
de férvaras i rumstemperatur  (15-25°C) under beredningsstegen  och
reaktionskonfigurationen.

ROX-fargen krévs ar du anvénder ABI 7500 Fast Dx.

Data méste hamtas med ROX passiv farginstallning.
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® L&t SARS-CoV-2 UM Prep Buffer, SARS-CoV-2 UM Amp Buffer, SARS-CoV-2 Amp Primers,
SARS-CoV-2 IC, vatten for NTC och SARS-CoV-2 Positive Control tina fullstandigt i
rumstemperatur fére anvéndning. Fdrvara provrdren i rumstemperatur och skydda dem
frén ljus innan anvéndning.

e Homogenisera SARS-CoV-2 UM Prep Buffer och SARS-CoV-2 UM Amp Buffer fére
anvéndning genom att vénda p& dem 2-3 génger (vortexblanda inte), féljt av en kort
centrifugering. Alla andra individuella ingredienser kan homogeniseras genom puls-
vortexblandning i 3-5 sekunder eller genom att véndas 2-3 gdnger féljt av en kort
centrifugering.

® SARS-CoV-2 UM Prep Buffer hémmar RNase som férekommer i kliniska prover for
detektionssteget, men det &r inte en virusinaktiverande [8sning. Alla prover ska betraktas
som potentiellt smittfarliga.

e Verifiera att cyklingsférhallandena fér realtime RT-PCR-plattformen &r som de anges i detta
protokoll.

® Reagenser kan alikvoteras fér att undvika flera frysnings-/upptiningscykler.

® Bered reaktionsblandningen farsk (<2 h till start av RT-PCR-plattan).

For att minimera kontaminering bdr provet och RT-PCR-beredningar utféras pd separata

zoner.

Procedur

Provberedning: For luftvaigsprover (provstickor fér nésa, orofarynx och nasofarynx), félj

steg 1. For salivprover ga till steg 2.
1. Luftvagsprover (provstickor fér nasa, orofarynx och nasofarynx):

Ta. Vortexblanda provstickan med provet ordentligt.
Tb. Alikvotera 50-200 pl av provet i 1,5 mL PCRria ror.
Te. Utfdr uppvérmningssteget i 70 °C i 10 min pé& en blockvéarmare.

1d. Kyl ned proverna pd is i minst 5 min, férvara dérefter proverna p& is i 4 °C.
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2. Salivprover:

2a. Likvifikation (fér aft underlétta pipettering): vérm salivprovet till 95 °C i 15 minuter
(ospecificerad volym, behéllare och uppvarmningsenhet).

2b. Homogenisera provet genom att férsiktigt pipettera upp och ned det 8-10 ganger

2¢c.  Alikvotera 50 pl av provet i ett 1,5 ml PCRFritt rér.

2d. Genomfér uppvarmningssteget i 95 °C i 15 min pd en blockvarmare. Férvara
darefter provet i rumstemperatur i minst 5 min och ladda det sedan till PCR-brunn
eller -provror.

3. Fardigstall SARS-CoV-2 UM Amp Buffer med ROX Reference Dye vid férsta anvéndning.
3a. Tillsatt 32,8 pl av ROXfargen till eft provrér med SARS-CoV-2 UM Amp Buffer.
3b. Stdng locket med SARS-CoV-2 UM Amp Buffer och ROXérg och vand provroret 3

ganger.
3c. Centrifugera ned SARS-CoV-2 UM Amp Buffer med ROX-férg till botten av réret.

4. Féren full ABI 7500 Fast Dx-platta (96 brunnar), bered en alikvotblandning av
SARS-CoV-2 Amp Primers med SARS-CoV-2 Internal Control.
4a. Overfér nodvandig volym fill SARS-CoV-2 Amp Primers och SARS-CoV-2 Internal

Control enligt Tabell 5 till eft nytt 1,5 mL PCR-fritt provror.
4b. Stang locket och vénd réret 3 génger eller puls-vortexblanda provréret i 3-5 s.
4c. Centrifugera ned SARS-CoV-2 Amp Primers med IC 5r aft f& ned Isningen till

botten av roret.

Tabell 5. Konfiguration av SARS-CoV-2 Amp Primers + IC-blandning

SARS-CoV-2 Amp Primers + intern kontroll-blandning Antal reaktioner Volym (pl)
. Slutlig 96 rxns
Reagenser Stamkoncentration koncentration 1rxn (+ 20 % exira volym*)
SARS-CoV-2 Amp Primers 3.45x 1x 7,25 835,2
SARS-CoV-2 Internal Control 166,67 cp/ypl 10 cp/pl 1,5 172,8

Total SARS-CoV-2 Amp Primers +

intern kontroll-blandning 8,75 1008

* OBS! Justera volymerna fér SARS-CoV-2 Amp Primers och SARS-CoV-2 Internal Control enligt det antal prover som
ska testas. Tank pa att ta med extra volym fér att kompensera fér déd volym.

5. Bered en reaktionsblandning enligt Tabell 6 och blanda noggrant genom att vénda

provroret 3 ganger.
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Tabell 6. Konfiguration av reaktionsmix

RT-PCR-reaktionsmix Antal reaktioner Volym (pl)
. Slutlig 96 rxns
Reagenser Stamkoncentration koncentration 1 rxn (+ 20 % exira volym*)

SARS-CoV-2 UM Amp Buffer +

ROX-blandning 4x 1x 6,25 720
SARS-CoV-2 Amp Primers + intern 2.0 e 8.75 1008
kontroll-blandning

Total reaktionsvolym - 15,00 1728

* OBS! Justera volymen fér SARS-CoV-2 UM Amp Buffer, f6r SARS-CoV-2 Amp Primers enligt antal prover som ska
testas. Tank pa aft ta med extra volym fér att kompensera fér déd volym.

o

Dispensera 8 pl nukleasfritt vatten till den brunn som tilldelats NEC.

7. Ladda 10 pl nukleasfritt vatten till den brunn som tilldelats NTC.
8. Dispensera 2 pl med SARS-CoV-2 UM Prep Buffer i varje brunn som tilldelats NEC och

10.

11.

12.

13.
14.

de beredda proverna.

. Tillsatt 8 pl av det férberedda provet till en brunn med SARS-CoV-2 UM Prep Buffer.

Blanda genom att pipetftera upp och ned 5 génger.

Tillsatt 15 pl med reaktionsmix berett i steg 5 till brunnarna som dedikerats till prover och
kontroller (se exempel i Bild 3). Blanda genom att pipettera upp och ned 5 génger.
Ladda 10 pl av SARS-CoV-2 Positive Control fill lamplig brunn. Blanda genom att
pipettera upp och ned 5 génger.

Forsegla PCR-plattan val fér att férhindra korskontaminering. Applicera tryck j@mnt utmed
hela plattan for att fa en tat forsegling éver individuella brunnar.

Centrifugera PCR-plattan en kort stund fér att samla vétska botten av brunnen.
Konfigurera realtime RT-PCR-programmet fér kdrningsldget “Standard 7500” p& ABI
7500 Fast Dx enligt Tabell 7.

OBS! Nar du har klickat pé file (fil) och new (ny), verifiera att analysen ér Standard
Curve (Absolute Quantitation) (Standardkurva — absolut kvantifiering) och att Run Mode
(Kérningslage) ar installt pa Standard 7500. Valj FAM, VIC och Cy5 som reportrar med
Quencher instdlld pd None (Ingen), och data méste insamlas med ROX som passive

reference (passiv referens).
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OBS! Datainsamling bér utféras under hybridiserings-/férlangningssteget.
Obs! Se Bruksanvisningen fér ABI 7500 Fast Dx fér mer information.

15. Placera plattan i realdime-cyklern (eft exempel p& en PCR-plattlayout visas i Bild 3) och

starta cyklingsprogrammet som det beskrivs i Tabell 7.

16. Valj de anvanda brunnarna och applicera FAM-, VIC- och Cy5-reporterna Data méste
hamtas med ROX passiv férgning PA.

17. Verifiera att standardkurvan fér ABI 7500 Fast Dx @r konfigurerat som Absolut

kvantifiering.
18. Starta kdrningen.

19. Analysera resultaten i slutet av kdrningen (se avsnittet Resultat).

Tabell 7. SARS-CoV-2 Prep&Amp UM-program

Steg Tid Temperatur (°C) Antal cykler Insamling
Omvand transkription 10 min 50 1 Nej
PCR initial varmeaktivering 2 min 95 1 Nej

2-stegscykling

Denaturering 5s 95 40 Nej
hybridisering/férltingning 30 s 58 FAM, VIC OCh Cy5

K

T

nec

Sample 1

sample 2

Sample 3

I|o|n|mlo|o|o|>

Bild 3. Exempel pé plattlayout for ABI 7500 Fast Dx
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Protokoll: Provberedning och detektion av SARS-
CoV-2 pa CFX96 Dx

Det hér protokollet &r for att bereda och detektera SARS-CoV-2-mél i humana nasal-,
nasofarynx- eller orofarynxprovstickor férvarade i transportmedia och i outspadda salivprover
p& CFX96 Dx (Bio-Rad Laboratories Inc., kat.no. 1845097-IVD (Optical Reaction module))
och 1841000-VD (Thermal Cycler module) med CFX Manager Dx-programvaran version
3.1.309001022 eller senare.

Viktigt att tanka pa fore start

® Verifiera att de utgdngsdatum och férvaringsférhéllanden som anges pé kartongen och
alla komponentetiketter har fdljts. Anvénd inte komponenter vars utgéngsdatum har
passerat eller som har férvarats felaktigt.

e Anvand val underhdllen och kalibrerad utrustning.
Var uppmdérksam fér att férhindra kontaminering med RNase under experimentet och

anvand nukleasfria plastartiklar.
Saker som mdste goras fore start

e Lluftvégsproverna kan férvaras i rumstemperatur (15-25 °C) under beredningsstegen och
reaktionskonfigurationen, men vi rekommenderar att de férvaras pd is eller vid 4 °C pé eft
kylstall.

e Salivproverna kan férvaras pd is eller vid 4 °C pd ett kylstdll, men vi rekommenderar att de
forvaras i rumstemperatur (15-25 °C) under beredningsstegen och reaktionskonfigurationen.

® Lat SARS-CoV-2 UM Prep Buffer, SARS-CoV-2 UM Amp Buffer, SARS-CoV-2 Amp Primers,
SARS-CoV-2 IC, vatten for NTC och SARS-CoV-2 Positive Control tina fullstandigt i
rumstemperatur fére anvéndning. Férvara provréren i rumstemperatur och skydda dem

frén ljus innan anvéndning.
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e Homogenisera SARS-CoV-2 UM Prep Buffer och SARS-CoV-2 UM Amp Buffer fére
anvéndning genom att vénda p& dem 2-3 gdnger (vortexblanda inte), féljt av en kort
centrifugering. Alla andra individuella ingredienser kan homogeniseras genom puls-
vortexblandning i 3-5 sekunder eller genom att véndas 2-3 gdnger foljt av en kort
centrifugering.

® SARS-CoV-2 UM Prep Buffer hémmar RNase som férekommer i kliniska prover for
detektionssteget, men det &r inte en virusinaktiverande [8sning. Alla prover ska betraktas
som potentiellt smittfarliga.

e Verifiera att cyklingsférhallandena fér realtime RT-PCR-plattformen &r som de anges i detta
protokoll.

® Reagenser kan alikvoteras fér att undvika flera frysnings-/upptiningscykler.

Bered reaktionsblandningen férsk (<2 h till start av PCR-plattan).

® Fdr att minimera kontaminering bér provet och realtime RT-PCR-beredningarna utféras pé
separata zoner.

Procedur:

Provberedning: For luftvéigsprover (provstickor for nésa, orofarynx och nasofarynx),
falj steg 1. For salivprover gé till steg 2.
1. Luftvégsprover (provstickor fér ndsa, orofarynx och nasofarynx):
Ta. Vortexblanda provstickan med provet ordentligt
Tb. Alikvotera 50-200 pl av provet i 1,5 ml PCR-ria rér
Tc. Utfér uppvarmningssteget i 70 °C i 10 min p& en blockvérmare.
1d. Kyl ned proverna pd is i minst 5 min. Férvara dérefter proverna pd is eller vid 4 °C.

2. Salivprover:

2a. Likvifikation (fér att underlétta pipettering): vérm salivprovet till 95 °C i 15 minuter
(ospecificerad volym, behéllare och uppvarmningsenhet).

2b. Homogenisera provet genom att férsiktigt pipettera upp och ned det 8-10 gdnger.

2¢c.  Alikvotera 50 pl av provet i ett 1,5 ml PCRFritt rér.

30 artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit Bruksanvisning (handbok)  09/2022



2d. Utfér uppvérmningssteget i 95°C i 15 min pd en blockvarmare. Férvara dérefter
provet i rumstemperatur i minst 5 min och ladda det sedan till PCR-brunn eller -
provror.

3. Fardigstall SARS-CoV-2 UM Amp Buffer med ROX reference dye vid férsta anvéndning.
3a. Tillsatt 32,8 pl av ROXfargen till 1 provrdr med SARS-CoV-2 UM Amp Buffer.
3b. Stdng locket med SARS-CoV-2 UM Amp Buffer och ROX-farg och vénd provroret

3 gdnger.
3c. Centrifugera ned SARS-CoV-2 UM Amp Buffer med ROXAfdrg till botten av réret.

4. For en full CFX96 Dx-platta (96 brunnar), bered en alikvotblandning av SARS-CoV-2
Amp Primers med SARS-CoV-2 Internal Control.
4a. Overfér nddvéndig volym till SARS-CoV-2 Amp Primers och SARS-CoV-2 Internal

Control enligt Tabell 8 till eft nytt 1,5 mL PCR-fritt provror.
4b. Stang locket och vénd réret 3 ganger eller puls-vortexblanda provréret i 3-5 s.
4c. Centrifugera ned SARS-CoV-2 Amp Primers med IC f5r att f& ned I8sningen till
botten av roret.

Tabell 8. Konfiguration av SARS-CoV-2 Amp Primers + IC-blandning

SARS-CoV-2 Amp Primers + intern kontroll-blandning Antal reaktioner Volym (pl)
. Slutlig 96 rxns
Reagenser Stamkoncentration koncentration 1 rxn (+ 20 % extra volym”)
SARS-CoV-2 Amp Primers 3.45x 1x 7,25 835,2
SARS-CoV-2 Internal Control 166,67 cp/ypl 10 cp/pl 1,5 172,8

Total SARS-CoV-2 Amp Primers +

intern kontroll-blandning 8,75 1008

* OBS! Justera volymerna fér SARS-CoV-2 Amp Primers och SARS-CoV-2 Internal Control enligt det antal prover som
ska testas. Tank pa att ta med extra volym fér att kompensera fér déd volym.

5. Bered en reaktionsblandning enligt Tabell 9 och blanda noggrant genom att vénda

provroret 3 ganger.
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Tabell 9. Konfiguration av reaktionsmix

RT-PCR-reaktionsmix Antal reaktioner Volym (pl)
. Slutlig 96 rxns

Reagenser Stamkoncentration koncentration 1 rxn (+ 20 % extra volym*)

SARS-CoV-2 UM Amp Buffer +

ROX-blandning £ 1x 6,25 720

?SARS-COV-Q Amp Prirners + 20x Ix 8,75 1008

intern kontroll-blandning

Total reaktionsvolym - 15,00 1728

* OBS! Justera volymerna fér SARS-CoV-2 UM Amp Buffer och SARS-CoV-2 Amp Primers enligt antal prover som ska
testas. Ténk pa att ta med extra volym fér att kompensera fér déd volym.

6. Dispensera 8 pl nukleasfritt vatten till den brunn som tilldelats NEC.

7. Ladda 10 pl nukleasfritt vatten till den brunn som filldelats NTC.

8. Dispensera 2 pl av SARS-CoV-2 UM Prep Buffer i varje brunn som tilldelats NEC och de
beredda proverna.

9. Tillsatt 8 pl av det férberedda provet till en brunn med SARS-CoV-2 UM Prep Buffer.
Blanda genom att pipettera upp och ned 5 ganger.

10. Tillsatt 15 pl med reaktionsmix berett i steg 5 till de provstickor som dedikerats till prover
och kontroller (Bild 4 tillhandahalls som ett exempel). Blanda genom att pipettera upp
och ned 5 génger.

11. Ladda 10 pl av SARS-CoV-2 Positive Control fill lamplig brunn. Blanda genom att
pipettera upp och ned 5 génger.

12. Férsegla PCR-plattan vél fér att férhindra korskontaminering. Applicera tryck j@mnt utmed
hela plattan for att fa en tat forsegling éver individuella brunnar.

13. Centrifugera PCR-plattan en kort stund fér att samla vétska botten av brunnen.

14. P& CFX Manager Dx-programvaran > Startup Wizard (Startguide), underrun type
(kdrningstyp), vélj user defined (anvéndardefinierat).

15. Fliken Protocol (Protokoll): Stéll in realtime RT-PCR-programmet enligt Tabell 10 fér 25 pl
av reaktionsvolym.

OBS! | fonstret Protocol Editor (Protokollredigerare), klicka p& knappen Step Options
(Stegalternativ) for att stélla in hastigheten fér temperaturéndring till 1,6 °C/s i var och

en av RT-PCR-programmets fyra steg.
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OBS! Datainsamling bér utféras under hybridiserings-/férlangningssteget.
OBS! Se Bruksanvisningen fér CFX96 Dx fér mer information.
16. Fliken Plate (Platta): Valj de anvénda brunnarna och applicera FAM-, HEX- och
CyS-reporterna.
17. Placera plattan i realdime-cyklern (eft exempel p& en PCR-plattlayout visas i Bild 4).
18. Fliken Start run (Starta kérning): Klicka p& Start the run (Starta kdrningen).

19. Analysera resultaten i slutet av kdrningen (se avsnittet Results).

Tabell 10. SARS-CoV-2 Prep&Amp UM-program fér CFX96 Dx

Steg Tid Temperatur Hastighet for Antal Insamling
(°C) temperaturindring  upprepningar
(°C/s)
1. Omvand transkription 10 50 1,6 1 Nej
min
2. PCR initial vérmeaktivering 2 min 95 1,6 1 Nej
2-stegscykling 39*
Denaturering 5s 95 1,6 1 Nej
hybridisering/férléngning 30s 58 16 1 FAM. HEX
och Cy5

*CFX fungerar genom repetition. Fér att programmet ska kéra 40 cykler méste tvéstegscykeln stéllas in pa 39
upprepningar (som steg 5 “GOTO" i programvaran).

£

wre

sampie 1

Somple2

sample 3

z|o|n|mlo|o|o|>

Bild 4. Exempel pa plattlayout for CFX96 Dx
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Protokoll: Provberedning och detektion av
SARS-CoV-2 pd cobas z 480

Det hér protokollet beskriver beredning av provet och realtime RT-PCR for att detektera

SARS-CoV-2mél i humana nasal, nasofarynx- eller orofarynxsvabbar som frvaras i

transportmedium och i outspadda salivprover pé& cobas z 480 med LightCycler 480 SW UDF

version 2.0.0 (eller senare).

Viktigt att tanka pé& fére start.

Verifiera att de utgéngsdatum och férvaringsférhéllanden som anges pé kartongen och
alla komponentetiketter har féljts. Anvénd inte komponenter vars utgéngsdatum har
passerat eller som har férvarats felaktigt.

Anvand val underhdllen och kalibrerad utrustning.

Var uppmdarksam fér att férhindra kontaminering med RNase under experimentet och

anvénd nukleasfria plastartiklar.

Saker som mdste goras fore start.

34

Lufivégsproverna  kan férvaras i rumstemperatur under beredningsstegen och
reaktionskonfigurationen, men vi rekommenderar att de férvaras pd is eller vid 4 °C pé eft
kylstall.

Salivproverna kan férvaras pd is eller vid 4 °C pa ett kylstéll, men vi rekommenderar att
de férvaras i rumstemperatur  (15-25°C) under beredningsstegen  och
reaktionskonfigurationen.

Lat SARS-CoV-2 UM Prep Buffer, SARS-CoV-2 UM Amp Buffer, SARS-CoV-2 Amp Primers,
SARS-CoV-2 IC, vatten for NTC och SARS-CoV-2 Positive Control tina fullstandigt i
rumstemperatur (15-25 °C) fére anvéndning. Férvara provréren i rumstemperatur och

skydda dem fré&n ljus innan anvéndning.
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e Homogenisera SARS-CoV-2 UM Prep Buffer och SARS-CoV-2 UM Amp Buffer fére
anvéndning genom att vénda p& dem 2-3 génger (vortexblanda inte), féljt av en kort
centrifugering. Alla andra individuella ingredienser kan homogeniseras genom puls-
vortexblandning i 3-5 sekunder eller genom att véndas 2-3 gdnger féljt av en kort
centrifugering.

® SARS-CoV-2 UM Prep Buffer hémmar RNase som férekommer i kliniska prover for
detektionssteget, men det &r inte en virusinaktiverande [8sning. Alla prover ska betraktas
som potentiellt smittfarliga.

e Verifiera att cyklingsférhallandena for realtime RT-PCR-plattformen &r som de anges i detta
protokoll.

® Reagenser kan alikvoteras fér att undvika flera frysnings-/upptiningscykler.

Bered reaktionsblandningen férsk (<2 h till start av realtime RT-PCR-plattan).
® Fdr att minimera kontaminering bér provet och realtime RT-PCR-beredningarna utféras pé

separata zoner.

Procedur:

Provberedning: For luftvéigsprover (provstickor fér nésa, orofarynx och nasofarynx), félj

steg 1. For salivprover ga till steg 2.

1. Luftvégsprover (provstickor fér ndsa, orofarynx och nasofarynx):

Ta. Vortexblanda provstickan med provet ordentligt.

Tb. Alikvotera 50-200 pl av provet i 1,5 ml PCR-ria rér

Tc. Utfér uppvarmningssteget i 70 °C i 10 min pé& en blockvéarmare.

1d. Kyl ned proverna pd is i minst 5 min. Férvara dérefter proverna pd is eller vid 4 °C.
2. Salivprover:

2a. Likvifikation (fér att underlétta pipettering): vérm salivprovet till 95 °C i 15 minuter

(ospecificerad volym, behéllare och uppvérmningsenhet).
2b. Homogenisera provet genom att férsiktigt pipettera upp och ned det 8-10 gdnger.
2¢c.  Alikvotera 50 pl av provet i ett 1,5 ml PCRFritt rér.
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2d. Genomfér uppvarmningssteget i 95 °C i 15 min pd en blockvarmare. Férvara
darefter provet i rumstemperatur i minst 5 min innan du laddar det till PCR-brunn
eller -provror.

3. Fardigstall SARS-CoV-2 UM Amp Buffer med ROX reference dye vid férsta anvéndning.
3a. Tillsatt 32,8 pl av ROXfargen till 1 provrdr med SARS-CoV-2 UM Amp Buffer.
3b. Stdng locket med SARS-CoV-2 UM Amp Buffer och ROX-farg och vénd provroret

3 gdnger.
3c. Centrifugera ned SARS-CoV-2 UM Amp Buffer med ROXAfdrg till botten av réret.

4. For en full cobas z 480-platta (?6 brunnar), bered en alikvotblandning av SARS-CoV-2
Amp Primers med SARS-CoV-2 Internal Control.
4a. Overfér nédvéndig volym till SARS-CoV-2 Amp Primers och SARS-CoV-2 Internal

Control enligt Tabell 11 till ett nytt 1,5 mL PCRritt provrér.
4b. Stang locket och vénd réret 3 génger eller puls-vortexblanda provréret i 3-5 s.
4c. Centrifugera ned SARS-CoV-2 Amp Primers med IC f5r att f& ned Isningen till
botten av réret.

Tabell 11. Konfiguration av SARS-CoV-2 Amp Primers + IC-blandning

SARS-CoV-2 Amp Primers + intern kontroll-blandning Antal reaktioner Volym
(pl)
Stamkoncentra Slutlig 96 rxns
Reagenser . . 1 rxn
tion koncentration (+ 20 % exira volym*)
SARS-CoV-2 Amp Primers 3.45x 1x 7,25 835,2
SARS-CoV-2 Internal Control 166,67 cp/pl 10 cp/pl 1,5 172,8

Total SARS-CoV-2 Amp Primers + intern

kontroll-blandning 8,75 1008

* OBS! Justera volymerna fér SARS-CoV-2 Amp Primers och SARS-CoV-2 Internal Control enligt det antal prover som
ska testas. Tank pa att ta med extra volym fér att kompensera fér déd volym.

5. Bered en reaktionsblandning enligt Tabell 12 och blanda noggrant genom att véinda

provroret 3 gdnger.
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Tabell 12. Konfiguration av reaktionsmix

RT-PCR-reaktionsmix Antal reaktioner Volym (pl)
R Stamk ot Slutlig — 96 rxns
eagenser mkoncentration | L o (+ 20 % extra volym?)

SARS-CoV-2 UM Amp Buffer +

ROX-blandning ax Ix g g
'SARS-COV-Q Amp Primers + 20x Ix 8,75 1008
intern kontroll-blandning

Total reaktionsvolym - 15,00 1728

* OBS! Justera volymerna fér SARS-CoV-2 UM Amp Buffer, och SARS-CoV-2 Amp Primers enligt antal prover som ska

13.
14.

testas. Ténk pa att ta med extra volym fér att kompensera fér déd volym.

Dispensera 8 pl nukleasfritt vatten till den brunn som tilldelats NEC.
Ladda 10 pl nukleasfritt vatten till den brunn som tilldelats NTC.
Dispensera 2 pl av SARS-CoV-2 UM Prep Buffer i varje brunn som tilldelats NEC och de

beredda proverna.

. Tillsétt 8 pl av det férberedda provet till en brunn med SARS-CoV-2 UM Prep Buffer.

Blanda genom att pipettera upp och ned 5 gdnger.

. Tillsatt 15 pl med reaktionsmix berett i steg 5 till de provstickor som dedikerats till prover

och kontroller (Bild 5 tillhandahélls som ett exempel). Blanda genom att pipettera upp

och ned 5 ganger.

. Ladda 10 pl av SARS-CoV-2 Positive Control till Iamplig brunn. Blanda genom att pipettera

upp och ned 5 génger.

. Férsegla PCR-plattan val fér att forhindra korskontaminering. Applicera tryck j@mnt utmed

hela plattan fér aft f& en tat forsegling 6ver individuella brunnar.

Centrifugera PCR-plattan en kort stund fér att samla vétska botten av brunnen.

Forsta anvéindning: | Light Cycler 480 SW UDF 2.0.0-programvaran: Klicka pé& open tools
(6ppna verktyg) och vdlj detection formats (detektionsformat) for att stélla in féljande
exciterings- och emissionskombinationer: 465-510 (FAM), 540-580 (HEX) och 610-670
(ATTO647N).
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15. Stall in realtime RT-PCR-programmet enligt Tabell 13 f6r 25 pl av reaktionsvolym.

OBS! Valj defection format (detektionsformat) hogst upp p& sidan fér aft vélja

detektionsformatet som skapades i steg 14.

OBS! Anvand en anpassad hastighet fér temperaturdndring pé& 1,6 °C/s i var och en av

realtime RT-PCR-programmets fem steg.

OBS! Datainsamling bér utféras under hybridiserings-/férlangningssteget.

OBS! Se Bruksanvisningen fér cobas z 480 fér mer information.
16. Placera plattan i realtime-cyklern (ett exempel pa en PCR-plattlayout visas i Bild 5).
17. Starta kdrningen.

18. Analysera resultaten i slutet av kdrningen (se avsnittet Results).

Tabell 13. SARS-CoV-2 Prep&Amp UM-program fér cobas z 480

Steg Tid Temperatur Hastighet for Antal cykler  Analysis Mode
(°C) temperaturdndring (Analyslage)
(°C/s)
Omvéind transkription 10 min 50 1,6 1 Ingen
PCR initial vérmeaktivering 2 min 95 1,6 1 Ingen
2-stegscykling 40 Quantification
(Kvantifiering)
Denaturering ! Ss 95 1,6 Ingen .
hybridisering/férléngning 30s 58 1,6 Single (Enskild)
Nedkylning 1 min 37 1,6 1 Ingen

Pc

e

Sample 1

Sample 2
Sample 3

I|o|n|mlo|o|m|=

Bild 5. Exempel pa plattlayout fér cobas z 480
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Protokoll: Provberedning och detektion av
SARS-CoV-2 pd QuantStudio 5 Dx

Det hér protokollet &r for att bereda och detektera SARS-CoV-2-mél i humana nasal-,
nasofarynx- eller orofarynxsvabbar férvarade i transportmedia och i outspédda salivprover
pd QuantStudio 5 Dx real-time RT-PCR-instrumentet.

Viktigt att tanka pa fore start.

® Verifiera att de utgéngsdatum och férvaringsférhéllanden som anges pé kartongen och
alla komponentetiketter har fljts. Anvand inte komponenter vars utgéngsdatum har
passerat eller som har férvarats felaktigt.

® Anvand val underhdllen och kalibrerad utrustning.

® Var uppmdarksam fér aft férhindra kontaminering med RNase under experimentet och
anvand nukleasfria plastartiklar.

e Nar du anvénder QuantStudio 5 Dx maste ROX-férg léggas till masterblandningsroret

innan férsta anvéndning.

Saker som mdste goéras fére start

e luftvagsproverna kan férvaras i rumstemperatur under beredningsstegen och
reaktionskonfigurationen, men vi rekommenderar att de férvaras pa is eller vid 4 °C pé et
kylstall.

e Salivprover kan férvaras pé is eller vid 4 °C pé& ett kylstall, men vi rekommenderar att de
forvaras i rumstemperatur (15-25 °C) under beredningsstegen och reaktionskonfigurationen.

e ROX-fargen kravs &r du anvander QuantStudio 5.

L&t SARS-CoV-2 UM Prep Buffer, SARS-CoV-2 UM Amp Buffer, SARS-CoV-2 Amp Primers,
SARS-CoV-2 IC, vatten fér NTC och SARS-CoV-2 Positive Control tina fullstandigt i
rumstemperatur (15-25 °C) fére anvéndning. Férvara provréren i rumstemperatur och

skydda dem frén ljus innan anvéndning.
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e Homogenisera SARS-CoV-2 UM Prep Buffer och SARS-CoV-2 UM Amp Buffer fére
anvéndning genom att vénda p& dem 2-3 génger (vortexblanda inte), féljt av en kort
centrifugering. Alla andra individuella ingredienser kan homogeniseras genom puls-
vortexblandning i 3-5 sekunder eller genom att véndas 2-3 gdnger féljt av en kort
centrifugering.

® SARS-CoV-2 UM Prep Buffer hémmar RNase som férekommer i kliniska prover for
detektionssteget, men det &r inte en virusinaktiverande [8sning. Alla prover ska betraktas
som potentiellt smittfarliga.

e Verifiera att cyklingsférhallandena for realtime RT-PCR-plattformen &r som de anges i detta
protokoll.

® Reagenser kan alikvoteras fér att undvika flera frysnings-/upptiningscykler.

Bered reaktionsblandningen férsk (<2 h till start av realtime RT-PCR-plattan).

® Fdr att minimera kontaminering bér provet och realtime RT-PCR-beredningarna utféras pé
separata zoner.

Procedur
Provberedning: Fér luftvégsprover (provstickor fér nésa, orofarynx och nasofarynx),
falj steg 1. For salivprover gé till steg 2.

1. Luftvégsprover (provstickor fér ndsa, orofarynx och nasofarynx):

Ta. Vortexblanda provstickan med provet ordentligt.

Tb. Alikvotera 50-200 pl av provet i 1,5 ml PCR-fria rér

Tc. Utfér uppvarmningssteget i 70 °C i 10 min p& en blockvérmare.

1d. Kyl ned proverna pd is i minst 5 min. Férvara dérefter proverna pd is eller vid 4 °C.

2. Salivprover:

2a. Likvifikation (for att underldtta pipettering): varm salivprovet till 95 °C i 15 minuter
(ospecificerad volym, behéllare och uppvarmningsenhet).

2b. Homogenisera provet genom att férsiktigt pipettera upp och ned det 8-10 gdnger.

2¢c.  Alikvotera 50 pl av provet i ett 1,5 ml PCRFritt rér.
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2d. Genomfér uppvarmningssteget i 95 °C i 15 min p& en blockvérmare. Férvara
darefter provet i rumstemperatur i minst 5 min innan du laddar det till PCR-brunn eller
-provror.
3. Fardigstall SARS-CoV-2 UM Amp Buffer med ROX Reference Dye vid férsta anvéndning.
3a. Tillsatt 32,8 pl av ROXfargen till ett provrér med SARS-CoV-2 UM Amp Buffer.
3b. Sténg locket med SARS-CoV-2 UM Amp Buffer och ROX-férg och vénd provréret
3 gdnger.
3c. Centrifugera ned SARS-CoV-2 UM Amp Buffer med ROXdrg till botten av réret.
4. For en full QuantStudio 5 Dx-platta (?6 brunnar), bered en alikvotblandning av SARS-
CoV-2 Amp Primers med SARS-CoV-2 Internal Control.
4a. Overfér nédvandig volym till SARS-CoV-2 Amp Primers och SARS-CoV-2 Internal
Control enligt Tabell 14 till ett nytt 1,5 mL PCR-ritt provror.
4b. Stang locket och vénd réret 3 génger eller puls-vortexblanda provréret i 3-5 s.
4c. Centrifugera ned SARS-CoV-2 Amp Primers med IC fér att f& ned 18sningen till botten
av roret.

Tabell 14. Konfiguration av SARS-CoV-2 Amp Primers + IC-blandning

SARS-CoV-2 Amp Primers + intern kontroll-blandning Antal reaktioner Volym
(pl)
R Stamkoncentra Slutlig 96 rxns
eagenser . . 1 rxn
tion koncentration (+ 20 % extra volym*)
SARS-CoV-2 Amp Primers 3.45x 1x 7,25 835,2
SARS-CoV-2 Internal Control 166,67 cp/pl 10 cp/pl 1,5 172,8

Total SARS-CoV-2 Amp Primers + infern

kontroll-blandning 8,75 1008

* OBS! Justera volymerna fér SARS-CoV-2 Amp Primers och SARS-CoV-2 Internal Control enligt det antal prover som
ska testas. Tank pa aft ta med extra volym fér att kompensera fér déd volym.

5. Bered en reaktionsblandning enligt Tabell 15 och blanda noggrant genom att vénda

provroret 3 ganger.
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Tabell 15. Konfiguration av reaktionsmix

RT-PCR-reaktionsmix Antal reaktioner Volym
()
. Slutlig N 96 rxns
Reagenser Stamkoncentration koncentration (+ 20 % extra volym?*)

SARS-CoV-2 UM Amp Buffer + ROX-

blandning 4x 1x 6,25 720
SARS-CoV-2 Ar"np Primers + intern 20x Ix 8,75 1008
kontroll-blandning

Total reaktionsvolym = 15,00 1728

* OBS! Justera volymerna fér SARS-CoV-2 UM Amp Buffer, och SARS-CoV-2 Amp Primers enligt antal prover som ska
testas. Tank pa aft ta med extra volym fér att kompensera fér déd volym.

13.
14.

42

Dispensera 8 pl nukleasfritt vatten till den brunn som tilldelats NEC.
Ladda 10 pl nukleasfritt vatten till den brunn som tilldelats NTC.
Dispensera 2 pl av SARS-CoV-2 UM Prep Buffer i varje brunn som filldelats NEC och de

beredda proverna.

. Tillsétt 8 pl av det férberedda provet till en brunn med SARS-CoV-2 UM Prep Buffer.

Blanda genom att pipettera upp och ned 5 gdnger.

. Tillsatt 15 pl med reaktionsmix berett i steg 5 till de provstickor som dedikerats till prover

och kontroller (Bild é tillhandahélls som ett exempel). Blanda genom att pipettera upp

och ned 5 ganger.

. Lladda 10 pl av SARS-CoV-2 Positive Control till Iamplig brunn. Blanda genom att

pipettera upp och ned 5 génger.

. Férsegla PCR-plattan val fér att forhindra korskontaminering. Applicera tryck j@mnt utmed

hela plattan for att fa en tat forsegling éver individuella brunnar.
Centrifugera PCR-plattan en kort stund fér att samla vétska botten av brunnen.

Forsta anvéndning: Mallen maste vara skapad i QuantStudio 5 Dx TD-programvaran
version 1.0.1 eller senare och publicerad innan kérningen i QuantStudio 5 Dx

IVD-programvaran pébérjas. Stélla in mallen enligt féljande:

OBS! | fliken Properties (Egenskaper), konfigurera Experiment type (Experimenttyp) fill
Standard Curve (Standardkurva) och Run mode (Kérningslége) till Standard.
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OBS! Stéll in realtime RT-PCR-programmet fr 25 pl av reaktionsvolym i fliken Method

(Metod) (Tabell 16).

OBS! Datainsamling bér utféras under hybridiserings-/férlangningssteget.

OBS! | fliken Plate (Platta), vélj ROX som Passive Reference (Passiv referens) och stdll in

FAM, VIC och Cy5 som Targets (mdl) utan Quencher (valj None, Ingen).

OBS! Se Bruksanvisningen fér QuantStudio 5 Dx fér mer information.

15. Ladda mallen som skapades tidigare i Steg 14 i QuantStudio 5 Dx IVD-programvaran.

Vélj de anvénda brunnarna och applicera FAM:, VIC- och Cy5-malen.

16. Placera plattan i realdime-cyklern (eft exempel p& en PCR-plattlayout visas i Bild 6).

17. Starta kdrningen.

18. Analysera resultaten i slutet av kérningen (se avsnittet Results).

Tabell 16. SARS-CoV-2 Prep&Amp UM-program fér QuantStudio 5 Dx

Fas Steg Tid Temperatur  Antal cykler Insamling
()
Hold (Hall) 1. Omvand transkription 10 min 50 1 Nej
2. PCR initial vérmeaktivering 2 min 95 1 Nej
PCR 2-stegscykling 40
Denaturering 5s 95 1 Nej
hybridisering/férléingning 30s 58 1 FAM, VIC och Cy5
7
Bild 6. Exempel pa plattlayout fér QuantStudio 5 Dx
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Resultat

Analys pd RGQ MDx 5plex HRM

P& RGQ MDx 5plex HRM, analyseras data med Rotor-Gene Q-programversion 2.3.1 (eller
senare) enligt tillverkarens instruktioner (Rotor-Gene Q MDx anvéndarhandbok Revision 7
September 2018).

For dataanalys maste crop cycle (beskdr cykel) anvandas (Bild 7): Oppna Raw-kanalen
Cycling A.Green. G4 till Options (Alternativ) > Crop Start Cycles (Ta bort startcykler) och ange
5 i dialogrutan. En ny kanal skapas med namnet Cycling A(from 5).Green. Samma méste géras
for raw-kanalerna Red och Yellow fér att skapa kanalerna Cycling A(from 5).Red och Cycling
A(from 5).Yellow.

* % Rotor-Gene Q) Series Software VIRTUAL MODE - 20210617_LoD-LoB_Run12_R0D_RGQ_RD12-035_CLM (1)
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Crop end cycles

Bild 7. Skérmdump av instéllning av cykelbeskérming for RGQ MDx 5plex HRM kér analys
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Oppna analysmenyn (Bild 7) och tillampa féljande analysparametrar pé varje Cycling A(from

5)-kanal som genereras, fér att uppratthélla enhetligheten mellan olika analyser (Tabell 17).

Tabell 17. Analysparametrar fér RGQ MDx 5plex HRM

Kanaler Red Yellow

Troskelvarde for fluorescens 0,03 0,03

Lutningskorrigering Ja Ja

Dynamiskt rér Ja Ja

Take off-punkt 10-20 10-20

Ta bort extremvarden: [ Nej Ja

Troskelvarde for Aktiverat — 85 %

reaktionseffektivitet

Beskurna startcykler 5 5

Cut-offcykler Ct >38,00 behandlas Nej Ct >35,00 behandlas
som 40,00

Karningsresultaten i RGQ-programvaran finns tillgéngliga i kvantifieringsresultatrutnatet som

dppnas under analysen. Data kan exporteras i kommaavgrénsade varden (.csv)-textformat: |

fonstret for RGQ-programvaran: Vélj File (Fil) > Save as (Spara som) > Excel analysis sheet

(Excel-analysblad). Se till aft proverna @r markerade innan du exporterar resultaten (Bild 8).

Analysis n

25td Curves (Rel] | Other.. |
Quantitation | el

) 4, (from 5).Green [Pag
W’ Cycling Alfrom 5).Fed (Page
% Cycling Affrom 5).vellow (Pac

Cycling A.Green

Cycling A Red

Cycling &.ellow

Show | Hide ||

[ Auto-shrink window

Bild 8. Skérmdump av valda kandler fér tillimpning av analysparametrarna och exportering av resultat RGQ MDx

5plex HRM kér analys).
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Analys p& ABI 7500 Fast Dx

P& ABI 7500 Fast Dx analyseras data med 7500 Fast-programversion 1.4.1 (eller senare)
enligt tillverkarens instruktioner. Valj grupp av brunnar eller hela plattan som éar tillgénglig i
analysen i fliken setup (konfigurering) och hégerklicka fér att ppna brunninspektionsfénstren.
De 3 fluoroforerna (FAM, VIC och Cy5) méste vara valda och ROX mdste vara vald som
Passive reference (Passiv referens). Féljande parametrar behévs fér konsekvens mellan olika
analyser (Tabell 18).

Tabell 18. Analysparametrar fér ABI 7500 Fast Dx

Kanaler FAM Cy5 vIC

Passiv fiirg ROX ROX ROX

Tréskelvérde fér 0,13 0,025 0.05

fluorescens

Baslinjeuppséttning Auto Auto Auto

Cutoff-cykler Ct >39,00 behandlas som Nej Ct>35,00 behandlas som
40,00 40,00

| ABI SDS-programvaran finns Ctvérden fér en utvald grupp av brunnar eller hela plattan
tillgéngliga i databladet i huvudavsnittet Results (Resultat). Data kan exporteras i
kommaavgrénsade varden (.csv)textformat: | SDS-programfénstret vélier du File (Arkiv) >
Export (Exportera) > Results (Resultat) (du kan éven vélja menyobjektet Ct). Vdlj formatet fér

den exporterade filen som .csv.
Analys p& CFX96 Dx

P& CFX96 Dx analyseras data med CFX Manager Dx-programversion 3.1.3090.1022 (eller
senare) enligt tillverkarens instruktioner. FAM, HEX och Cy5 méste vara valda fér alla brunnar
som anvdnds i experimentet. Foljande parametrar behdvs for konsekvens mellan olika analyser
(Tabell 19).
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Tabell 19. Analysparametrar fér CFX96 Dx

Kanaler FAM HEX Cy5

Cq determination mode Ja Ja Ja

(Ca-bestamningslage):

Single threshold (Enkelt troskelvérde)

Utgéngsinstdllning:

o subtraherad grafpassning Ja Ja Ja

o Tillampa driftkorrektion for Ja Ja Ja
fluorescens

Troskelvarde (RFU) 250 300 100

Cutoffcykler Ct >39,00 behandlas  Ct >35,00 behandlas Nej

som 40,00 som 40,00

| CFX manager Dx-programvaran finns Ctvarden (kallas Cq i programvaran) fér en utvald

grupp av brunnar eller hela plattan tillgéngliga i databladet i avsnittet Quantification Data

(Kvantifieringsdata). Data kan exporteras som text med kommaseparerade varden (.csv)

genom aft valja Export (Exportera) > Custom Export (Anpassad exportering) och stdlla in

parametrarna enligt Bild 9.
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Export Format: | CSV (*.csv) S

Data to Export

[ Include Run Information Header

%
5

Quantity Standard Deviation

Curve

0000 £ [000RK £ [OORORRKIKR
£
g

Melt Temperature

Melt Peak Height

Mekt Peak Begin Temperature
Melt Peak End Temperature

End Point

] End Point Cal
[] End RFU

| Setas Defaut Configuation

Export

Bild 9. Réa datafilparametrar for CFX96 Dx
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Analys pé cobas z 480

P& cobas z 480 analyseras data med LightCycler 480 SW UDF version 2.0.0 (eller senare)

enligt tillverkarens instruktioner. Skapa en delméngd av prover med endast de brunnar som

anvdnts i experimentet. Skapa fér varje kanal en Abs Quant/Fit Points (Absolut

kvantifiering/passpunkter)-analyssida och anvénd féljande parametrar fér konsekvens mellan

olika experiment (Tabell 20).

Tabell 20. Analysparametrar for cobas z 480

Kanaler FAM (465-510) HEX (540-580) ATTO647N (610-670)
Fliken Cycle range
(Cykelintervall) 140 140 640
o Forsta-sista cykeln
o Bakgrund 5/10 5/10 6/11
Fliken Noise band
(Bullerband) STD-multiplikator STD-multiplikator STD-multiplikator
e Metod

o STD-multiplikatorvérde
Fliken Analysis (Analys)

o Fit points (Passpunkter)

o Metod for troskelvarde

Cut-off-cykel

50
2

Auto

Ct >39,00 behandlas som
40,00

40
2

Auto

Ct >35,00 behandlas som
40,00

25
2

Auto
Nej

| LightCycler 480 SW UDF version 2.0.0 (eller senare] finns Ctvdrden (kallas Cp i

programvaran) fér en utvald grupp av brunnar eller hela plattan tillgéngliga i avsnittet analysis

(analys) (Bild 10). Data kan exporteras i textfilformat (.txt) per kanal genom att hégerklicka

pé& resultattabellen och vélja Export table (Exportera tabell).
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Analyses [nos Cuant/Tiz Eointe for Runing Samples _FIH

Imformation | -~

Cycle Range

FHHE
o
L ] i 225

'z i+ g

fh Porning 3070772021 141
| Marnamg SUffEeEL 14

b wupplisd peswwocd dows nobom

Bild 10. Skarmdump av exporterade data i LightCycler 480 SW UDF version 2.0.0 (eller senare).
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Analys p& QuantStudio 5 Dx

P& QuantStudio 5 Dx analyseras data med QuantStudio 5 Dx IVD-programversion 1.0.1 (eller
senare) enligt tillverkarens instruktioner. De 3 fluoroforerna (FAM, VIC och Cy5) méste i
fonstret Assign Targets and Samples (Tilldela mél och prover) vara valda fér de brunnar som
anvdnds i experimentet och ROX méste vara vald som Passive reference (Passiv referens).

Féljande parametrar behdvs for konsekvens mellan olika analyser (Tabell 21).

Tabell 21. Analysparametrar fér QuantStudio 5 Dx

Kanaler FAM VIC Cy5

Passiv farg ROX ROX ROX

Troskelvéirde for 0,21 0,062 0,04

fluorescens

Baslinjeuppsdttning Auto Auto Auto

Cut-off-cykler Ct >39,00 behandlas Ct >35,00 behandlas Nej
som 40,00 som 40,00

Data kan exporteras som kalkylblad eller text (.xls, .xlsx, .ixt). | fliken Export (Exportera) i
QuantStudio 5 Dx IVD-programvarans fénster: Valj alla alternativ i avsnittet content (innehall)
och vélj alternativet unify the above content into one file (sammanstdll ovanst&ende innehall
till en fil).
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Tolkning av resultat

Den positiva kontrollen (Positive Control, PC), N1- och N2-generna detekteras i
fluorescenskanalen Green med RGQ MDx 5plex HRM eller i fluorescenskanalen FAM pé ABI
7500 Fast Dx, CFX96 Dx, cobas z 480 och QuantStudio 5 Dx.

Provtagningskontrollen, bestéende av RNase P, detekteras i fluorescenskanalen Yellow med
RGQ MDx 5plex HRM eller i fluorescens VIC/HEX med ABI 7500 Fast Dx, CFX96 Dx, cobas
z 480 och QuantStudio 5 Dx. Varje kliniskt prov ska visa en provkontrollsamplifiering. | PC
kan en amplifiering av Yellow observeras trots frénvaro av humana sekvenser. | det hér fallet
kan signalen i PC Yellow-kanalen ignoreras eftersom den starka fluorescenssignalen i Green-
kanalen kan lacka in i Yellow-kanalen. Den interna kontrollen (Internal Control, IC) ingér i
SARS-CoV-2 Amp Primers. Den detfekteras i kontroll utan mall (No Template Control, NTC),
kontroll utan extraktion (No Extraction Control, NEC), positiv kontroll (Positive Control, PC)
och kliniska prover med Red fluorescenskanal med RGQ MDx Splex HRM eller i
fluorescenskanalen Cy5/ATTO647N med ABI 7500 Fast Dx, CFX96 Dx, cobas z 480 och
QuantStudio 5 Dx. Fér aft en realtime RT-PCR-krning ska vara giltig méste PC-, NTC- och
NEC-kontroller utféras enligt (Tabell 22, Tabell 23).

Tabell 22. Kérningsvaliditetskriterier och resultattolkning for RGQ MDx 5plex HRM

Kontroll Detektion i Detektion i Detektion i Red-  Tolkning
Green-kanalen  Yellow-kanalen kanalen
Ct <38,00 Likgiltigt Likgiltigt PC ér giltig.

Positiv kontroll

Positive Control, PC Ct>38,00eller . .. T PC ér ogiltig.
( ) (- Likgiltigt Likgiltigt

Kontroll utan mall (No Template ~ Ct >38,00 eller  Ct >35,00 eller Ja N_T_C/NEC ar
Control, NTC) eller Ingen Ct Ingen Ct giltig.
Kontroll utan extraktion Alla andra kombinationer med likailtiat NTC/NEC &r
(No Extraction Control, NEC) amplifiering i Green eller Yellow atg ogiltig.
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Tabell 23. Kdrningsvaliditetskriterier och resultattolkning fér real-time RT-PCR-instrumenten ABI 7500 Fast Dx,
CFX96 Dx, cobas z 480 och QuantStudio 5 Dx

Kontroll Detektion i FAM-  Detektion i Detektion i Tolkning

farg* VIC/HEX-férg* Cy5/ATTO647N-

farg*

Ct<39,00 Likgiltigt Likgiltigt PC ar giltig.
Positiv kontroll L
(Positive Control, PC) ﬁfg:nsg;oo eller  ikgitigt Likgiltigt PC &r ogiliig.
Kontroll utan mall (No Ct>39,00eller  Ct>3500eller | NTC/NEC ar giltig.
Template Control, NTC) Ingen Ct Ingen Ct “
eller
Kontroll utan exiraktion Alla andra kombinationer med el o
(No Extraction Control, Likgiltigt NIREANEG Elreeflife

NEC)

amplifiering i FAM eller VIC/HEX

Om du vill validera de analyserade proverna méste de amplifieras och detekteras som

forvantat.

Tabell 24. Provvaliditetskriterier och resultattolkning f5r RGQ MDx 5plex HRM

Detektion i Detektion i Detektion i Red- Tolkning
Green-kanalen  Yellow-kanalen kanalen
Ct <38,00 Likgiltigt Likgiltigt Provet &r positivt for SARS-CoV-2 RNA.
Ct >38,00 eller o Provet &r negativt, SARS-CoV-2 RNA har inte
(- Ct <35,00 Likgiltigt detekterats.
Ct>3800eller Ct>3500 eller Ogiltigt prov. Inget eller ofillréicklig humant material
Ingen Gt Ingen Ct Ja detekterat. Omtagning av provet krdvs.
Ct>38,00 eller  Ct >35,00 eller ; Ogiltigt prov. Real time RT-PCR-reaktionen dr hémmad.
Nej Det behover testas om.

Ingen Ct
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Tabell 25. Provvaliditetskriterier och resultattolkning for real-fime RT-PCR-instrumenten ABI 7500 Fast Dx, CFX96 Dx,
cobas z 480, and QuantStudio 5 Dx.

Detektion i Detektion i Detektion i Tolkning
FAM-férg* VIC/HEX-férg*  Cy5/ATTO647N-
farg*
Ct <39,00 Likgiltigt Likgiltigt Provtagningen &r positiv.
Provet Gr negativ, SARS-CoV-2 har inte detekterats.
Sl Ue o Likgiltigt
Ingen Ct
Ct 3900 eller  Ct >35.00 eller Ogiltigt prov. Inget humant material detekterat.
Ingen Clt Ingen C’f Ja Omtagning av provet kréivs.
Ct 53900 eller  Ct 35,00 eller ) Ogiltigt prov. Real time RT-PCR-reaktionen &r hémmad.
. . Nej Det behdver testas om.

Ingen Ct
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Begrdnsningar

e Endast for in vitro-diagnostisk anvéndning.

e Resultat fran arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit bér inte anvéndas som den enda grund
for diagnos, behandling eller andra patientvardsbeslut. Negativa resultat utesluter inte
infektion med SARS-CoV-2 och ska inte ligga som enda grund for
patientbehandlingsbes|ut.

e Produkten ska anvéndas av personal som sarskilt utbildats i in vitro-diagnostiska
procedurer.

e Strikt efterlevnad av realtime RT-PCR-platiformens anvandarhandbok (Rotor-Gene Q 5-plex
HRM MDx, ABI 7500 Fast Dx, CFX96 Dx, cobas z 480 eller QuantStudio 5 Dx) kréivs for
optimala PCR-resultat.

® Var noga med att uppmarksamma de utgangsdatum som ar angivna pd kartongen och
etiketterna fér alla komponenter. Anvénd inte komponenter vars utgdngsdatum har
passerat.

® Prestandan fér analysen har inte faststdllts f6r salivprov frén patienter utan tecken och
symptom pé luftvégsinfektion.

® For aft undvika risk for falskt negativt resultat ifall lagt positivt kliniskt prov testas: Om
blodspéar observeras i provroret bor detta registreras och om provet ger ett negativt resultat
vid anvéndning av arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit bdr provet samlas in igen fran
patienten och testas igen med arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit.
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Prestandaegenskaper

Analytisk sensitivitet (Detektionsgrans)

Den analytiska sensitiviteten eller detektionsgrénsen definieras som den légsta koncentrationen
dar 295 % av testade prover ger ett positivt resultat. LoD utvarderades genom att analysera
seriella spadningar av negativa nasofarynxprover och likvifierade outspédda salivprover
beredda med hogtiter-stamlésningar med  inaktiverade virala partiklar erhédllna  frén
kommersiella leverantérer (ZeptoMetrix®). Tva provpooler anvéndes fér varje prov fér LoD-
experimenten. For aft bekréfta etablerad LoD-koncentration maste detektionsnivan fér alla

replikat vara 295 % (minst 19/20 replikat maste generera en positiv signal).

LoD-koncentrationen verifierades p& nasofarynxprov och outspadda salivprov pé& de péstédda
realtime RT-PCR-plattformarna (RGQ MDx, ABI 7500 Fast Dx, CFX96 Dx, QuantStudio 5 Dx
och cobas z 480).

Nds-, orofarynx- och nasofarynxsprover

LoD péstés vid 950 cp/ml for RGQ MDx, ABI 7500 Fast Dx, CFX96 Dx och QuantStudio 5 Dx
och 475 cp/ml fér cobas z 480 (se Tabell 26)

Outspédda salivprover

LoD péstds vid 950 cp/ml féor RGQ MDx och 1200 cp/ml fér ABI 7500 Fast Dx, cobas z
480, QuantStudio 5 Dx och CFX96 Dx (se Tabell 26).
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Tabell 26. LoD-resultatsammanfattning fér varje real time RT-PCR-plattform

Plattform Proviyp LoD verifierad (cp/ml)
RGQ MDx NPS 950
Outspédd saliv 950
ABI 7500 Fast Dx NPS 950
Outspédd saliv 1200
QuantStudio5 Dx NPS 950
Outspédd saliv 1200
cobas z 480 NPS 475
Outspédd saliv 1200
CFX96 Dx NPS 950
Outspédd saliv 1200

Analytisk specificitetsstudier (inklusivitet och exklusivitet/
korsreaktivitet)

Inklusivitet

Inklusiviteten fér arfus SARS-CoV-2 Amp primrar och sdkfragment har utvarderats med en in
silico-analys av sekvenser tillgéngliga i GISAID-databasen (www.gisaid.org). Totalt 722 488
sekvenser (tillgéngliga p& 23/03/2021) analyserades i COVID CG (https://covideg.org),
med hjélp fran GISAID-metadata. Sekvenserna justerades mot WIVO4-referenssekvensen
(100 % identisk med Wuhan-Hu-1/NC_045512.2, férutom léngden pé poly-A-svansen) och
de enskild nukleotid-variationerna (Single Nucleotide Variation, SNV) analyserades i den
genomiska region som arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit primrar och sékfragment riktar
in sig mot. Férekomsten av identifierade enskild nukleotid-variationer héll sig under 1 %, samt
frekvensen for samférekommande mutationer. Ingen SNV patréffades vid de sista 1 till
3 nukleotiderna frén 3'-dnden i respektive oligonukleotider, vilket hade férvéntats ha en
péverkan pé prestandan. artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit anses kunna detektera 100 %

av publicerade sekvenser.
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Exklusivitet/korsreaktivitet

In silico-analys

Exklusiviteten fér artus SARS-CoV-2 Amp primrar och sékfragment har utvérderats med en in
silico-analys av sekvenser lagrade i NCBI-databasen. In silico-analys visade att négra av de
testade patogenen hade mer én 80 % homologi med en av artus SARS-CoV-2 primrar eller
sokfragment. Bland dessa ar Candida albicans, SARS-CoV-1, Streptococcus pyogenes, och
Streptococcus salivarius. Pseudomonas aeruginosa hade mindre an 80 % homologi med en
av primrarna/sokfragmenten i SARS-CoV-2-analysen. artus SARS-CoV-2 Amp primrar och
sokfragment uppvisade dock ingen majlig amplifiering med de olika sekvenserna som fanns
lagrade i NCBI nr/nt-databasen.

Totalt 36 bakteriella, virala och fungala stréingar (Tabell 27) har analyserats med in silico PCR
med en begransad potentiell amplikonstorlek p& 500 bp. Patogensekvenserna samlades in
frén NCBl-databasen. Inget av dessa patogen uppvisade dock amplifiering in silico. Tabell 27

visar en lista dver de patogen som har testats in silico.

Tabell 27. Lista dver in silico-testade patogen.

Patogen Stréing/typ Taxonomiskt ID In silico PCR-resultat
Adenovirus typ 3 Typ 3 45659 Ingen matchning
Adenovirus typ 4 Typ 4 28280 Ingen matchning
Adenovirus typ 5 Typ 5 28285 Ingen matchning
Adenovirus typ 7A Typ 7A 85755 Ingen matchning
Adenovirus typ 14 Typ 14 10521 Ingen matchning
Adenovirus typ 31 Typ 31 10529 Ingen matchning
Bordetella pertussis A639 520 Ingen matchning
Candida albicans SZCOSO:;)]EA 5476 Ingen méijlig amplifiering**
Chlamydia pneumoniae C.m?ggi 115713 Ingen matchning
Enterovirus Typ 68 42789 Ingen matchning

* Sekvensmatchning med en av primrarna/sdkfragmenten uppvisade <80 % homologi.
T Sekvensmatchning med en av primrarna/sékfragmenten uppvisade >80 % homologi.
(fortsditter pa ndsta sida)
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Tabell 27. (Fortsdtter fran foregéende sida)

Patogen Stréing/typ Taxonomiskt ID In silico PCR-resultat
Haemophilus influenzae KW20 727 Ingen matchning
Humant coronavirus 229E 11137 Ingen matchning
Humant coronavirus NL63 277944 Ingen matchning
Humant coronavirus HKU-1 290028 Ingen matchning
Humant coronavirus OC43 OC43 31631 Ingen matchning
Humant coronavirus MERS-CoV 1335626 Ingen matchning
Humant metapneumovirus Ej relevant 162145 Ingen matchning
Influensa A HIN1 114727 Ingen matchning
Influensa A H3N2 119210 Ingen matchning
Influensa B Ej relevant 11520 Ingen matchning
Mycoplasma pneumoniae M;:Q 272634 Ingen matchning
Parainfluensavirus Typ 1 12730 Ingen matchning
Parainfluensavirus Typ 2 2560525 Ingen matchning
Parainfluensavirus Typ 3 11216 Ingen matchning
Parainfluensavirus Typ 4 2560526 Ingen matchning
Pneumocystis jirovecii RU7 42068 Ingen matchning
Pseudomonas aeruginosa PAO1 287 Ingen méjlig amplifiering*
Respiratoriskt syncytialvirus Typ A (RSV-A) 208893 Ingen matchning
Respiratoriskt syncytialvirus Typ B (RSV-B) 208895 Ingen matchning
Rhinovirus Typ A 147711 Ingen matchning
Rhinovirus Typ B 147712 Ingen matchning
SARS-coronavirus Tor2 694009 Ingen méjlig amplifiering®
Staphylococcus epidermidis Ej relevant 1282 Ingen matchning
Streptococcus pyogenes Ej relevant 1314 Ingen méjlig amplifiering’
Streptococcus salivarius ATCC(ZEAH/;-;?QAD.S 1304 Ingen méjlig amplifiering®
Streptococcus pneumoniae ANTE$C7](1%%629 1313 Ingen matchning

* Sekvensmatchning med en av primrarna/sdkfragmenten uppvisade <80 % homologi.

artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit Bruksanvisning (handbok)

' Sekvensmatchning med en av primrarna/sokfragmenten uppvisade >80 % homologi.

09/2022

59



In vitro-analys

Korsreaktiviteten verifierades in vitro med patogen som uppvisade >80 % homologi med
SARS-CoV-2 Amp Primers i in silico-analys. Proverna bereddes genom att spetsa potentiellt
korsreaktiva organismer i nés-svalgsvabbmatris vid 10 cp/ml, férutom SARS-CoV-1 som
testades utan spadning i enlighet med leverantdrens rekommendation. Inget av dessa patogen
uppvisade korsreaktivitet in vitro.

Den mikrobiella interferensen fér arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kitanalysen har
utvérderats in vitro mot en panel av rekommenderade patogen (Tabell 28). Proverna bereddes
genom att spetsa max 5 patogen — vid 105 TCID50/mL fér virala mal, 10¢ cp/mL for
bakteriella och fungala mal, eller till hégsta majliga koncentration baserat pa stamldsningen
— till negativa nasofarynxsvabbar spetsade till 2,87 x LoD med inaktiverade SARS-CoV-2-
partiklar  (Zeptometrix). NATtrol™-panelerna och SARS-CoV-1 spetsades direkt med
inaktiverade virala SARS-CoV-2-partiklar (Zeptometrix) till 2,87 x LoD. Resultaten for varje
testad mikroorganismpool och respektive koncentrationer sammanfattas nedan.

Tabell 28 visar listan testade patogen i mikrobiell interferens.

Tabell 28. Lista med /n vitro-testade patogen i mikrobiell interferens.

Pook-ID/ Mikroorganism Kélla Slutlig . Enhet Resultat
prov-ID koncentration
SARS.CoV-2 éz(p:t)ometrix (NATSARS(COV2)- 2,72E403 cp/ml
Humant coronavirus 229E  Zeptometrix (0810229CFHI) 1,43E+05  TCID50/ml
Pool 1 Humant coronavirus OC43  Zeptometrix (0810024CFHI) 5,86E+04  TCID50/ml In?en
interferens
Humant coronavirus NL63  Zeptometrix (0810228CFHI) 2,84E+04  TCID50/ml
Adenovirus T3 Zeptometrix (0810016CFHI) 1,43E+05  TCID50/ml
Parainfluensavirus 1 Zeptometrix (0810014CFHI) 9,14E+06  TCID50/ml
SARS.CoV-2 ég("’:')‘”“e'”x (NATSARSICOVZE 5 796403 cp/ml
Pool 2 Ingen
oo Adenovirus T31 Zeptometrix (0810073CFHI) 1,67E+04  TCID50/ml interferens
Parainfluensavirus 2 Zeptometrix (0810015CFHI) 4,29E+04  TCID50/ml
Influensa B .
Florida,/02,/2006 Zeptometrix (0810037 CFHI) 1,43E+05  TCID50/ml
Rhinovirus T TA Zeptometrix (0810012CFNHI) 2,86E+04  TCID50/ml

(fortsditter pa ndsta sida)
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Tabell 28 (fortsdtter fran féregaende sida)

Pool-ID/

Slutlig

prov-ID Mikroorganism Kélla koncentration Enhet Resultat
SARSCoV-2 Zeptometrix 2728403 cp/ml
(NATSARS(COV2)-ERC) : P
Parainfluensavirus T3 Zeptometrix (0810016CFHI)  1,43E+07  TCID50/ml
Pool 3 Haemophilus influenzae ATCC (51907D-5) 1,00E+06 CFU/ml Ingen
inferferens
Streptococcus pneumoniae  ATCC (700669DQ) 3,30E+06 CFU/ml
Candida albicans Zeptometrix (0801504DNA)  1,00E+06 CFU/ml
Staphylococcus epidermidis ATCC (12228DQ) 4,60E+06 CFU/ml
Zeptometrix
SARS-CoV-2 INATSARSICOV2HERC] 2,73E+03 cp/ml
Adenovirus T7A Zeptometrix (081002 1CFHI) 1,02E+06  TCID50/ml |
ngen
Pool 4 Streptococcus pyogenes ATCC (700294DQ) 1,00E+07 CFU/ml inferferens
Mycoplasma pneumoniae  Zeptometrix (0801579DNA)  1,00E+08 CFU/ml
Pseudomonas aeruginosa  ATCC (47085DQ) 1,00E+07 CFU/ml
Zeptometrix
SARS-CoV-2 (NATSARS(COV2)-ERC) 2,72E+03 cp/ml
E‘;W"'m's“ SyNYHaNIUS 7 tometrix (0810482CFHI)  7,14E+04  TCID50/ml
Ingen
Pool 5 :le‘l’f’f;;‘l’e’: ATNI Zeptometrix (0810165CFHI)  1,43E+04  TCID50/ml  interferens
Enferovirus typ 68 Zeptomerix (0810300CFH  1,43E405  TCID50/ml
huvudgrupp
Adenovirus T14 Zeptometrix (0810108CFHI) 2,86E+04  TCID50/ml
SARSCoV-2 Zeptometrix 2,73E+03 /ml
o (NATSARS(COV2)-ERC) ' cp/m
MERS-coronavirus Zeptometrix (081057 5CFHI) 1,43E+04  TCID50/ml
Pool 6 Adenovirus T4 Zeptometrix (0810070CFHI) 1,43E+05  TCID50/ml Ingen
interf
Humant metapneumovirus 7.y i (0810156CFHI)  7,14E+03  TCID50/ml e
(hMPV) Typ B epromeirix o m
Respiratoriskt syncytialvirus ;1 etrix (0810040CFHI)  1,43E+03  TCID50/ml
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Tabell 28 (fortsdtter fran féregaende sida)

Pook-ID/ Mikroorganism Kélla Slutlig . Enhet Resultat

prov-ID koncentration
SARSCoV-2 Zeptomelrix 2736403 cp/ml

(NATSARS(COV2)-ERC) ! P
) Zeptometrix
Adenovirus T5 (0810020CFH) 6,43E+05  TCID50/ml
. . Zeptometrix Ingen

Pool 7 Parainfluensavirus 4B (0810060BCFHI) 7,14E+04  TCID50/ml interferens
Influensa A H3N2 Zeptometrix
Schweiz/9715293/13 (081051 1CFHI) LG TClRE

- Zeptometrix
Streptococcus salivarius (BAA-1024D-5) 1,00E+06 CFU/ml
SARSCoV-2 Zeptometrix 2736403 cp/ml
(NATSARS(COV?2)-ERC) G &
NATrol Panel RP1 (Influensa
A H3N2 (Brisbane/10/07),
Influensa A HIN1
(NY/02/2009), Rhinovirus (Typ Ingen

Pool 8 1A), Adenovirus T3, interferens
Parainfluensa T1, Zeptometrix (MDZ001) Okant* Ej relevant
Parainfluensavirus T4,

Metapneumovirus (Peru 6-2003)
C. pneumoniae (CWL-029),
M. pneumoniae (M129),
Coxsackievirus (Typ A1)
Zeptometrix
SARS-CoV-2 (NATSARS(COV2)-ERC) 2,73E+03 cp/ml
NATrol Panel RP2 (Influensa A
H1 (Nya Kaledonien/20/99),

Pool 9 Influensa B (Florida/02/06), ) 'IngF;en
RSV-A, Parainfluensa T2, . A . inferterens
Parainfluensa T3, Coronavirus Zeptometrix (MDZ001) Okaént Ej relevant
HKU rekombinant, Coronavirus
(OC43, NL63, 229E),

Bordetella pertussis (A639)
Zeptometrix
SARS-CoV-2 (NATSARS(COV2}-ERC) 2,73E+03 cp/ml Ingen

Pool 10 . interferens

SARS-CoV-1 é%""’me"'x (NATSARS Oant* Ej relevant

* Koncentrationer har inte kommunicerats av leverantéren.
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Interfererande dmnen

Nds-, orofarynx- och nasofarynxsvabbprov

Effekten av putativa interfererande dmnen (fér de @mnen som listas i Tabell 29) har utvérderats
p& prestandan fér arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit. Testerna utférdes i 3 pooler med
negativa nds-svalgsvabbar i 3 pooler med positiva nas-svalgsvabbar spetsade till 4 x LoD med
inaktiverade virala SARS-CoV-2-partiklar (Zeptometrix). Experimenten utférdes pd RGQ MDx
5plex HRM-plattformen (6ver 4 instrument) av 1 operatér med 1 pilotkit.

Varje pool delades upp i 2 for att testa antingen det inferfererande &mnet uppldst i
Traffar i

fluorescenskanalerna Green och Red jamférdes mellan testet och dess motsvarande

|6sningsmedel  (testprov)  eller  enbart  [3sningsmedlet  (kontrollprov).
kontrollprover. | franvaro av interferens hade testet och dess motsvarande kontrollprover

samma traffar.

Tabell 29 visar atft ingen av de testade substanserna interfererar med prestandan fér artus
SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit i fluorescenskanalen Green.

Tabell 29. Lista med interfererande &mnen och triffgraderna som erhélls i Green-kanalen.

Interfererande Funkfion Testkoncen- Resultat for traffgrad i Resultat for tréffgrad i positiv
dmnen tration negativ nasofarynxsvabb  (4x LoD) nasofarynxsvabb
. Systemisk Ingen interferens Ingen interferens
Tobramycin - ibiofika 1 mg/ml 0/15 15/15
Nasal anfibiotisk Ingen interferens Ingen interferens
Mupirocin ki 6,6 mg/ml 15/15
10 0/15 /
. Nasal . Ingen interferens Ingen interferens
Flutikason kortikosteroid 5% (v/v) 0/15 15/15
Mentol Erj" ol Jol Ingen interferens Ingen interferens
edovningsmede 0,5 mg/m
(halstabletter) och smartstillande 0/15 Ui a
Ingen interferens Ingen interferens
Oxymetazolin ~ Nassprej 10 % (v/V) o/15 15/15
Fortsdtter pa ndsta sida
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Tabell 29 (fortsétter fran foregaende sida)

.. . Testkoncen-  Resultat for tréffgrad i Resultat for tréffgrad i positiv
Interfererande Gmnen  Funktion . .
tration negativ nasofarynxsvabb (4x LoD) nasofarynxsvabb
Antiviralt 33 Ingen inferferens Ingen inferferens
Oseltamivir . ' 15/15
lakemedel mg/ml 0/15
Mucin Ingen interferens Ingen interferens
15/15
(bovin 2,3 0/15 /
submandibulariskartel mg/ml
typ I-S)
] Ingen interferens
Helblod 4% (/) Ingen interferens

1/15* 15/15

* En amplifiering motsvarande en artefakt har detekterats.

Outspédda salivprover

Effekten av atta putativa interfererande @mnen (fér de dmnen som listas i Tabell 30) har
utvérderats p& prestandan fér artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit. Testerna utférdes i 1 pool
av negativa outspadda salivprover, som har delats i tvé delar fér att genomféra tvé
spadningsnivder: (1) negativa outspadda salivprover och (2) konstruerade positiva outspadda
salivprover (som erhélls genom att spetsa vid 3x LoD (3600 cp/ml) med inaktiva SARS-CoV-
2-viruspartiklar (Zeptometrix) i den negativa poolen). Outspadda salivprover testades med

cobas z 480-platformen av 3 operatérer med ett kommersiellt kit.

For varje interfererande @mne delades provreplikaten upp i 2 fér att testa antingen det
inferfererande  &mnet uppldst i 18sningsmedel (testprov) eller enbart |&sningsmedlet
(kontrollprov). Traffar i fluorescenskanalerna Green, Red och Yellow jamférdes mellan testet
och dess motsvarande kontrollprover. | frénvaro av en interferens hade testet och dess

motsvarande kontrollprover samma traffar.
Vad géller kvalitativ (provstatus-) analys paverkade inte de é&tta interfererande &mnena som

testades (se Tabell 30) resultaten for artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit p& positiva och

negativa salivprover.
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Tabell 30 visar att ingen av de testade substanserna interfererar med prestandan for artus

SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit i fluorescenskanalen Green.

Tabell 30. Lista med interfererande Gmnen och tréffgraderna som erhélls i Green-kanalen.

Interfererande Funktion Testkoncentration  Resultat for triffgrad Resultat for
dmne* i negativa traffgrad i positiva
outspadda (3 till 5x LoD)
salivprover outspddda
salivprover
Helblod Endogent émne: 1% v/v Ingen interferens* Ingen interferens*
Humant gDNA, 0/8 8/8
leukocyter,
erytrocyter
Alfoids® Godis 2 vikt/volymprocent Ingen interferens Ingen interferens
0/8 8/8
Aspirin Antiinflammatoriskt 1 vikt/volymprocent Ingen interferens Ingen interferens
Ikemedel 0/8 8/8
Listerine® Antiseptiskt 1% v/v Ingen interferens Ingen interferens
munskélimedel 0/8 8/8
Ricola® Godis 1 vikt/volymprocent Ingen interferens Ingen interferens
0/8 8/8
Colgate® Total SF Tandblekande 0,1 vikt/volymproce Ingen interferens Ingen interferens
Whitening™ tandkrém nt 0/8 8/8
tandkrém
Tussidane® Sirop Lékemedel mot 1% v/v Ingen interferens Ingen interferens
torrhosta 0/8 8/8
Pulmofluide® Lakemedel mot 1% v/v Ingen interferens Ingen interferens

slemhosta

0/8

8/8

*For helblod observerades en interfererande effekt for IC-detektion i Red-kanalen (10-40 % av inhibition) utan
péverkan pé& provets validitet. P& Green-kanalen péverkades in provstatusen av helblodet, men en svag Ct-drift
observerades (i genomsnitt 1,35 Ct senare med helblod jémfért med kontrollprovet).

For att undvika risk for falskt negativt resultat ifall lagt positivt kliniskt prov testas: Om blodspé&r observeras
i provroret bor detta registreras och om provet ger ett negativt resultat vid anvéndning av artus SARS-CoV-
2 Prep&Amp UM Kit bér outspadd saliv samlas in igen fréin patienten och provet testas igen med artus

SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit.
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Provstabilitetsstudie

Provstabilitetsstudien genomférdes fér att bedéma péverkan av olika férvaringsférhallanden
for prover pd kvalitativa (analys av tréffgrad) och kvantitativ (analys av Cidrift) resultat for
arfus  SARS-CoV-2 Prep&Amp UM kits. Experiment utfdrdes genom analys av tvé
spadningsnivder: (1) negativa prover och (2) konstruerade positiva prover som erhélls genom
att spetsa inaktiva SARS-CoV-2-viruspartiklar (Zeptometrix). Fér att bekrafta provernas stabilitet
(saliv och NPS) krévdes aft > 95 % av replikaten ger samma tréffgrad och en Ctdrift pé

< 10 % an tidpunkten O fér varje stabilitetsférhallande intréffar.

Nds-, orofarynx- och nasofarynxsprover:

De olika stabilitetsférhéllandena som testas finns listade i Tabell 31. Tester utférdes med 3
provpooler. Negativa NPS-prover, 5x LoD (4750 cp/ml) av konstruerade positiva NPS-prover
och tre loter av satsfrislappningsprover BRS1 (N2-stréng, 1000 cp/10 pl), BRS2 (RNAse P
gblock, 1000 cp/10 pl) och BRS3 (N1-strang, 1000 cp/ 10 pl) testades med ABI 7500 Fast

Dx-plattformen.

Utifran de kvalitativa och kvantitativa analysresultaten  péverkade inte de testade
forvaringsférhéllandena fér NPS-proverna traffgraden (férvéntad status upptdcktes) och de
ledde inte till signifikant Ctdrift av resultaten fér artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM kit. Darmed
var kitets prestanda stabil trots alla de olika férvaringsférhéllandena fér NPS-prov som testades

(se Tabell 31).

Tabell 31 visar nasofarynxprovernas stabilitetsfrhéllanden
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Tabell 31. Stabilitetsforhéllanden fér nasofarynxprov.

Forhallanden

Pastdende om provstabilitet

Frysning/upptining
4°C (2 °C till 8 °C)
-70°C

Outspadda salivprover

3 frysningar/upptiningar
72 h

2 veckor

De olika stabilitetsférhéllandena som testas finns listade i Tabell 32. Tester utférdes med 2

provpooler. Negativa outspaddda salivprover och 3xLoD (3600 cp/ml) av konstruerade

positiva outspddda salivprover testades med ABI 7500 Fast Dx-plattformen.

Utifrdn de kvalitativa och kvantitativa analysresultaten péverkade inte de testade

forvaringsforhéllandena tréffgraden  (forvantad status upptdcktes) och de ledde inte till

signifikant Ctdrift av resultaten for artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM kit. Dérmed var kitets

prestanda stabil trots de olika férvaringsférhéllandena fér outspadda salivprov som testades.

Tabell 32 visar stabilitetsférhallandena fér outspadd saliv.

Tabell 32. Stabilitetsférhallande fér outspétt salivprov

Forhallanden

Pastdende om provstabilitet

Frysning/upptining
Rumstemperatur (18 °C till 26 °C)
4°C (2 °Ctill 8 °C)

Kombinerade férhéllanden: 6 h i rumstemperatur
kombinerat med 72 h i 4 °C (2 till 8 °C) kombinerat
med 8 dagar i -20 °C

(-30 °C till =15 °C)

~20 °C (~30 °C il =15 °C)

3 frysningar/upptiningar
72 h
72 h

6 h rumstemperatur, sedan 72 h vid 4 °C (2 till 8 °C),
sedan 7 dagar =20 °C
(=30 °C fill =15 °C)

1 ménad (30,5 dagar)
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Precision

Precisionsstudien utvérderade reproducerbarheten (samma prov upprepas under olika
kérningar och férhéllanden: 5 dagar, 3 kitloter, 3 operatérer och 2 instrument) och
repeterbarheten (samma prov upprepas vid samma kérning och férhéllande). Testerna utférdes
pé& negativa nasofarynxprover och negativa nasofarynxprover spikade till 5 x LoD péd
RGQ MDx.

For varje spddningsnivéd samlades 204 datapunkter in. Repeterbarhets- och
reproducerbarhetsdata anvéndes fér aft faststélla standardavvikelse (Standard Deviation, SD)
och variationskoefficient (Coefficient of Variation, %CV) for SARS-CoV-2-mélen i kanalerna
Green, Yellow och Red. Tabell 33 visar att arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit har en
dvergripande precision p& 0,63 SD (2,03 % CV) i Green-kanalen, 0,54 SD (2,22 % CV) i
Yellow-kanalen och 1,28 SD (4,10 % CV) i Red-kanalen.

Tabell 33. Standardavvikelse och variationskoefficient for arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit.

Totalt Mellan Mellan Mellan Mellan Mellan Inom

dagar batcher operatorer instrument  korningar  kérning
Prover och Standardavvikelse (Standard Deviation, SD)
detektionskanal (variationskoefficient (Coefficient of Variation, %CV))
Negativ NPS 0,54 0,09 0,10 0,06 0,11 0,09 0,50
Yellow-kanal (2220 (037)  (0,42) (0,27) (0,47) (0,36)  (2,05)
Negativ NPS 1,15 0,0 0,55 0,00 0,12 0,39 0,92
Redandl (3,68) (0,000  (1,76) (0,00) (0,40) (126) (2,96
Spetsad NPS 0,63 0,18 0,31 0,00 0,08 0,00 0,51
Greenkanal (2,03)  (0,59)  (1,00) (0,00) (0,25) (0,000 (1,64)
Spetsad NPS 0,47 0,13 0,24 0,05 0,18 0,00 0,33
Yellow-kanal (1,93)  (0,53)  (0,98) (0,20) (0,73) (0,000 (1,38)
Spetsad NPS 1,28 0,12 0,58 0,11 0,00 0,49 1,02
Redkanal 4,100 (0,37) (1,84 (0,34) (0,00) 1.57)  (3,27)
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Klinisk prestanda

Nasofarynxsvabbar

Klinisk prestanda fér artus SARS-CoV-2 UM Prep&Amp-analysen utvdrderades med

retrospektiva nasofarynxsvabbprov i transportmedium, bestdende av 150 kliniska prover.

Alla prover samlades in fran patienter med tecken och symptom p& COVID-19-infektion och

forvarades frysta fram tills anvéndning.

Den kliniska valideringen utférdes p& ABI 7500 Fast Dx. Tabell 34 rapporterar prestandan
for artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit jamfért med referensmetoden.

Tabell 34. Klinisk prestanda fér arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit jamfort med en referensmetod.

Provstatus N % av positivt 95 % KI % negativt 95 % Kl

Positivt 52 98,1 89,9-99,7 1,9 -
(51/52) (1/52)

Negativt 98 5,1 - 94,9 88,7-97.,8
(5/98) (93/98)

Awvikande resultat utvarderades av en tredje metod och ateranalyserades med en
kontingenstabell. ~ Overgripande  kliniska  prestandaresultat ~ uttrycks ~ som  positiv
Sverensstdmmelse i procent (Positive Percent Agreement, PPA) och negativ dverensstammelse

i procent (Negative Percent Agreement, NPA) och visas i Tabell 35.

Tabell 35. Klinisk prestanda for arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit efter analys av avvikande resultat.

Provstatus N % positivt 95 % KI % negativt 95 % Kl

Positivt 52 98,1 89,9-99,7 1,9 -
(51/52) (1/52)

Negativt 98 5,1 - 94,9 88,7-97,8
(5/98) (93/98)
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Nedan anges provens fraktioner i dverensstémmelse och positiv och negativ dverensstémmelse

i procent (PPA respektive NPA) med férvéntade provstatusar:

Positiv dverensstdmmelse i procent

(Positive Percent Agreement, PPA): 51/52 =98,1 % (95 % Kl: 89,9 %-99,7 %)
Negativ dverensstdmmelse i procent

(Negative Percent Agreement, NPA):  93/98 = 94,9 % (95 % KI: 88,6 %-97,8 %)

Nasofarynxsvabbar inklusive asymtomatiska personer

Klinisk prestanda fér artus SARS-CoV-2 UM Prep&Amp-analysen utvdrderades med
retrospektiva nasofarynxsvabbprov i transportmedium, bestdende av 153 kliniska prover. Alla

prover togs p& patienter utan symptom eller annan orsak att missténka COVID-19-infektion.

Den kliniska valideringen utférdes p& ABI 7500 Fast Dx. Sexton prover exkluderades frén
analys efter test med arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit p& grund av ogiltig status i enlighet

med kriterierna fér provvaliditet (Tabell 23).

Tabell 36 rapporterar prestandan fér arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit jamfért med
referensmetoden vilken uttrycks som positiv dverensstdmmelse i procent (Positive Percent

Agreement, PPA) och negativ Sverensstdmmelse i procent (Negative Percent Agreement,
NPA).
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Tabell 36. Klinisk prestanda for arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit jamfért med en referensmetod

Provstatus N % av positivt 95 % KI % negativt 95 % Kl

Positivt 50 64,0 50,1-75,9 36,0 -
(32/50) (18/50)

Negativt 87 1,15 - 98,85 938-99 8
(1/87) (86/87) ’ '

Nitton avvikande resultat utvarderades med en tredje metod och &teranalyserades med en
kontingenstabell. ~ Overgripande ~ kliniska  prestandaresultat  uttrycks ~ som  positiv
Sverensstdmmelse i procent (Positive Percent Agreement, PPA) och negativ dverensstammelse

i procent (Negative Percent Agreement, NPA) och visas i Tabell 37.

Tabell 37. Klinisk prestanda fér arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit efter analys av avvikande resultat

Provstatus N % av positivt 95 % KI % negativt 95 % Kl

Positivt 32 100,0 89,3-100,0 0(0/32) -
(32/32)

Negativt 105 0,95 - 99,05 94,8-99,8
(1/105) (104/105)

Arton falskt negativa resultat omklassificerades som sanna negativa resultat medan ett falskt

positivt forblev falskt positivt.

Nedan anges provens fraktioner i dverensstémmelse och positiv och negativ verensstémmelse

i procent (PPA respektive NPA) med férvéntade provstatusar:

Positiv dverensstdmmelse i procent

(Positive Percent Agreement, PPA): 32/32 = 100,0% (9?5 % KI: 89,3-100,0 %)
Negativ dverensstdmmelse i procent

(Negative Percent Agreement, NPA):  104/105 = 99,05 % (95 % KI: 94,8-99,8 %)
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Outspadda salivprover

Klinisk prestanda for arfus SARS-CoV-2 UM Prep&Amp-analysen utvarderades med outspédda

salivprov, bestdende av 142 salivprov.

Alla prover samlades in frén patienter med tecken och symptom p& COVID-19-infektion. Den
kliniska valideringen utférdes pd ABI 7500 Fast Dx. Tolv prover exkluderades fran analys efter
test med artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit och dven med referensmetoden pé grund av att

bé&da tester gav ogiltig status i enlighet med kriterierna for provvaliditet.

Tabell 38 rapporterar prestandan fér arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit jamfért med

referensmetoden.

Tabell 38. Klinisk prestanda for arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit jamfort med en referensmetod.

Provstatus N % av positivt 95 %Ki % negativt 95 % Kl

Positivt 45 93,33 82,14-97,71 6,67 -
(42/45) (3/45)

Negativt 85 0 - 100 95,68-100,00
(0/85) (85/85)

Tre avvikande resultat utvdrderades av en tredje metod och dteranalyserades med en
kontingenstabell. ~ Overgripande  kliniska  prestandaresultat ~ uttrycks ~ som  positiv
Sverensstdmmelse i procent (Positive Percent Agreement, PPA) och negativ dverensstammelse

i procent (Negative Percent Agreement, NPA) och visas i Tabell 39.

Tabell 39. Klinisk prestanda for arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit efter analys av avvikande resultat.

Provstatus N % positivt 95 % KI % negativt 95 % Kl

Positivt 43 97,67 87,94-99,59 2,32 -
(42/43) (1/43)

Negativt 87 0 - 100 95,77-100,00
(0/87) (87/87)
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Tvé falskt negativa resultat omklassificerades som sanna negativa resultat medan ett falskt

negativt resultat forblev falskt negativt.

Nedan anges provens fraktioner i dverensstdmmelse och positiv och negativ dverensstdmmelse

i procent (PPA respektive NPA) med férvéntade provstatusar:

Positiv dverensstdmmelse i procent

(Positive Percent Agreement, PPA): 42/43 = 97,67 % (95 % Cl: 87,94-99,59 %)
Negativ dverensstdmmelse i procent

(Negative Percent Agreement, NPA):  87/87 = 100,00 % (95 % Kl: 95,77 %~-100,00 %)
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Felsdkningsguide

Den haér felsdkningsguiden kan vara till hjélp aft [6sa eventuella problem som uppstéar. Mer

information finns pé& sidan Vanliga frégor (Frequently Asked Questions, FAQ) pé& vért tekniska

supporfcenter: www.qiagen.com/FAQ/FAQList.aspx.

Kommentarer och férslag pa atgard

Svag eller Ingen Green-signal (FAM) i positiv kontroll (Positive Control, PC)

q)

b)

c)

d

f

Green signal (FAM) i kontroll utan mall eller i

Den valda fluorescenskanalen fér RT-
PCR-dataanalys stémmer inte &verens
med protokollet.

Felaktig programmering av
temperaturprofilen.

Felaktig konfiguration av PCR-
reaktionen

Lagringsférhéllandena fér en eller fler
kitkomponenter efterlevde inte
instruktionerna, eller sa har artus
SARS-CoV-2 RT-PCR-kitet utgdtt.

Felaktig konfiguration av real time RT-
PCR-plattformen under
datakonfigurationen.

PCR inhiberades.

Kontaminering med SARS-CoV-2-
sekvenser intraffade under RT-PCR-
plattberedning.

artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit Bruksanvisning (handbok)

Fér dataanalys, valj fluorescenskanalen FAM (Green) fr de analytiska
SARS-CoV-2 RT-PCR-mélen, fluorescenskanalen HEX/VIC/JOE (Yellow)
fér provtagningskontroll och Cy5/Atto (Red) fér intern kontroll.

Jamfér RT-PCR-programmet med protokollet.

Verifiera arbetsstegen med hjélp av pipetteringsschemat och upprepa
PCR-analysen vid behov.

F&lj forvaringsvillkoren och verifiera férfallodatum fér reagenserna och
anvénd eft nytt kit om det behdvs.

Anvénd de rekommenderade konfigurationerna relaterade fill real time
RT-PCR-plattformen som beskrivs i manualen.

Félj god laboratoriesed fér molekyldr biologi fér att undvika att
introducera kontaminanter.

Férsdkra dig om att arbetsytor och instrument dekontamineras
regelbundet. F&lj protokollen som ndmns i den hdr manualen.
Kontrollera férfallodatum fér reagensen och anvénd ett nytt kit om det
behdvs. Upprepa analysen med ett annat prov.

kontroll utan extraktion

Upprepa RT-PCR med nya reagenser. F&lj god laboratoriesed fér
molekylar biologi fér att undvika att introducera kontaminanter. Félj
protokollen som némns i den hér handboken.

Férsdkra dig om att arbetsytor och instrument dekontamineras
regelbundet.

09/2022 75


http://www.qiagen.com/FAQ/FAQList.aspx

Kommentarer och forslag pa atgérd

Svag eller ingen Red-signal (Cy5/Atto) fran intern kontroll

a) En interferent har introducerats i RT-
PCR-reaktionen. PCR inhiberas.

b) Den interna kontrollen &r
degraderad.

c) Felaktig konfiguration av real time RT-
PCR-plattformen under
datakonfigurationen.

Félj god laboratoriesed fér molekyldr biologi fér att undvika att
infroducera kontaminanter.

Férsdkra dig om att arbetsytor och instrument dekontamineras
regelbundet.

F&lj protokollen som némns i den hér manualen.
Upprepa experimentet med ett nytaget prov.
Félj god laboratoriesed fér molekyldr biologi fér att undvika att

introducera RNase. Félj rekommendationerna som némns i den hér
manualen.

Férsakra dig om att arbetsytor och instrument dekontamineras
regelbundet.

F&lj forvaringsvillkoren och kontrollera reagensernas férfallodatum och
anvéand ett nytt kit om det behdvs.

Anvénd de rekommenderade konfigurationerna relaterade fill real time
RT-PCR-plattformen som beskrivs i manualen.

Svag eller ingen Yellow-signal (VIC/HEX) fér provtagningskontrollen

a) Det kliniska provet &r degraderat.

b) Provet togs inte pd korrekt sdtt.
Ofillréickligt med humana celler
plockades upp av provstickan eller
dverfdrdes till transportmedium.

c) Felaktig konfiguration av real time RT-
PCR-plattformen under
datakonfigurationen.
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F&lj rekommendationerna frén provtagningsenhetens leverantér for
lagring, hantering och transport.

F&lj protokollen som némns i den hér manualen, inklusive
provberedningsstegen med SARS-CoV-2 UM Prep Buffer.

Falj férvaringsvillkoren och kontrollera reagensernas férfallodatum,
sdsom SARS-CoV-2 UM Prep Buffer, och anvénd ett nytt kit om det
behdvs.

F&lj rekommendationerna frén provtagningsenhetens leverantér fér
provtagning och hantering av prover.

Anvénd konfigurationerna relaterade till real time RT-PCR-plattformen
som beskrivs i manualen.
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Symboler

Foliande symboler kan finnas i anvdndningsinstruktionerna eller pd férpackningar och

etiketter:

Symbol

Symbolférklaring

"4

IVD

LOT

GTIN

ol [0
o| |19
I@g!

~
=

o—

Innehaller ftillrackligt med reagenser for 768 eller
3 072 reaktioner

Utgéngsdatum

In vitro-diagnostisk medicinteknisk enhet
Katalognummer

Partinummer

Komponenter

Innehdller

Antal

GSl-artikelnummer

R betyder revidering av bruksanvisningen och n ar
revisionsnumret

Temperaturbegrdnsning
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Symbolférklaring

w
<
E‘B
Ea
o

L

=)

>
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Tillverkare

Las bruksanvisningen innan anvéandning

Utsétt inte for direkt solljus

Varning/férsiktighet
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Kontaktinformation

For teknisk support och mer information, kontakta QIAGEN teknisk service pd

support.giagen.com.
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Bestallningsinformation

Produkt Innehadll Kat.nr
arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp Foér 768 reaktioner: Beredningsbuffert, 4511460
UM Kit (768) ROX-farg, Masterblandning, Primrar och

sokfragment, Intern kontroll, Vatten (NTC)
och positiv kontroll
artus SARS-CoV-2 Prep&Amp For 3 072 reaktioner: Beredningsbuffert, 4511469
UM Kit (3072) ROX-férg, Masterblandning, Primrar och
sokfragment, Intern kontroll, Vatten (NTC)
och positiv kontroll
Instrument och tillbehsr
PCR tubes, 0.1 ml for For anvéndning med 72-brunns rotor, 981103
Rotor-Gene Q 5-plex HRM MDx  striprér och lock
Rotor-Gene Q software Rotor-Gene Q-programvara
v2.3.1(eller senare)
Rotor-Gene Q 5-plex HRM MDx  Realtime PCR-cykler med 5 kanaler, 9002032
hégupplésningssmaltningsinstrument,
programvara, barbar dator och tillbehér,
1 a&rs garanti fér delar och arbete,
installation
72-Well Rotor For placering av Strip Tubes and Caps, 9018903
0.1 ml, med reaktionsvolymer pa 10-50 pl
Locking Ring 72-Well Rotor For l&sning av Strip Tubes and Caps, 9018904

Uppdaterad licensinformation och produktspecifika friskrivningsklausuler finns i respektive
handbok eller anvéndarmanual fér QIAGEN-kit. Handbdcker och anvéndarmanualer fill
QIAGEN:kit finns p& www.giagen.com eller kan bestdllas frén QIAGEN teknisk service eller

din lokala é&terférsdljare.
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0.1 ml i rotorn med 72-Well Rotor
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Dokumentrevisioner

Revision Beskrivning

R3, september 2021 Tillagg till péstdende:

1.
2.
3.

Tillagg av test med salivprover.
Andring av arbetsflodet.

Fér anvéndning med 3 ytterligare plattformar och deras fillhérande programvara:
CFX96 Dx med CFX Manager Dx-programvaran version 3.1.3090.1022 (eller
senare), cobas z 480 med LightCycler 480 SW UDF version 2.0.0 (eller senare) och
QuantStudio 5 Dx med QuantStudio 5 Dx IVD-programvaran version 1.0.1 (eller
senare).

. Detektionsgrénsen for de 3 ytterligare plattformarna (CFX96 Dx, cobas z 480,

QuantStudio 5 Dx) lades till i avsnittet prestanda fér nasofarynx-, nds- och
orofarynxsvabbprov.

. Avsnittet prestandaegenskaper har uppdaterats.

. Endast fluorescenskanaler (Green, Red, Yellow) behdlls for RGQ-instrumentet

(fargnamnen i parentes togs bort).

. Endast fargnamnen behslls for CFX96 Dx, ABIZ500 Fast Dx, cobas z 480 och

QuantStudio 5 Dx.

. Fér ABIZ500 Fast Dx togs fluorescensfiliren A/1, B/2 och E/5 bort. Endast

fargnamnen behalls (Fam, Vic och Cy5).

9. Andringar i tabellerna 34-37 i avsnittet klinisk prestanda for att géra framstéliningen
tydligare.
R4, januari 2022 Réttning av stavfel i Tabell 39.

R5, september 2022 Uppdatering till fdrvaring och hantering av reagens
Uppdatering till Tabell 17.
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Begréinsat licensavtal fér arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit
Anvéndning av den hér produkten innebir att kdpare eller anvéndare av produkten godkdnner fljande villkor:

1. Produkten fér endast anvéindas i enlighet med de protokoll som medféljer produkten och den har handboken och far endast anvéindas med komponenterna som
ingér i panelen. QIAGEN ger ingen licens for ndgon av sina immateriella tillgangar for att anvéinda eller inkludera komponenterna i denna panel med komponenter
som inte ingér i denna panel férutom vad som beskrivs i de protokoll som medféljer produkten, den hér handboken och ytterligare protokoll som finns pa
www.giagen.com. Vissa av de hér ytterligare protokollen har fillhandahéllits av QIAGEN-anvéndare fér andra QIAGEN-anvéndare. De hér protokollen har inte testats
noggrant eller optimerats av QIAGEN. QIAGEN garanterar inte att de inte krénker tredje parts réttigheter.

2. Férutom de uttryckligen angivna licenserna kan QIAGEN inte garantera att denna panel och/eller dess anvandning inte krénker tredje parts réttigheter.

3. Panelen och dess komponenter dr licensierade fér engangsbruk och fér inte éteranvéindas, férbéttras eller sdljas vidare.

4. QIAGEN avsdager sig specifikt ansvar for alla andra licenser, uttryckliga eller underférstadda, férutom de uttryckligen angivna.

5. Képaren och anvéndaren av panelen godkénner att inte filldta ndgon annan att utféra ndgot som kan leda il eller orsaka ofillétna situationer beskrivna ovan.
QIAGEN kan kréva att detta avtal om begréinsad licens upprétthélls i domstol, och ska erséttas for alla underséknings- och réttegangskostnader, inklusive
advokatkostnader, som uppstar vid férsdk att bestrida detta avtal om begrénsad licens eller négon av de immateriella réttigheter som avser panelen och/eller nagon av
dess komponenter.

For uppdaterade licensvillkor, se www.giagen.com.
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Varumérken: QIAGEN®, Sample to Insight®, artus®, Prep&Amp™, Rotor-Gene® (QIAGEN Group); ATCC® (American Type Culture Collection); CFX96™, Hard-Shell®
(Bio-Rad Laboratories, Inc.); Clinical and Laboratory Standards Institute®, CLSI® (Clinical and Laboratory Standards Institute, Inc); Zeptometrix®, NATtrol™ (Cole-Parmer);
Colgate®, Total SF Whitening™ (Colgate-Palmolive Company); Listerine® (Johnson & Johnson); Tussidane® (Laboratoires Des Realisations Therapeutiques Elerte);
Pulmofluide® (Laboratoires Gerdal; Excel® (Microsoft Corporation); Ricola® (Ricola Group); cobas?, LightCycler® (Roche Group); ABI®, MicroAmp™, EnduraPlate™,
QuantStudio®, Thermo Fisher Scientific® (Thermo Fisher Scientific eller dess dotterbolag); Altoids® (Wm. Wrigley Jr. Company). Registrerade namn, varumérken med
mera som anvénds i detta dokument ska infe anses som oskyddade enligt lag, éven om de inte uttryckligen anges som skyddade.

09/2022 R5 HB-2850-005 © 2021 QIAGEN, med ensamrétt.
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