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Uso previsto

arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit es una prueba de realtime RT-PCR destinada a la
deteccién cudlitativa de d4cido nucleico del SARS-CoV-2 en hisopos nasofaringeos
(Nasopharyngeal Swab, NPS), hisopos nasales e hisopos orofaringeos de personas con
signos y sintomas de infeccién o de personas asinfomdticas o con otros motivos de sospecha
de infeccién por COVID-19. Cuando se utiliza con muestras de saliva sin diluir, la prueba
estd destinada a personas con signos y sintomas de infeccién por COVID-19 o en los que se

sospeche la infeccién.

Estd destinado a ayudar en el diagnéstico de la COVID-19 en la fase aguda de infeccién

acompafiado de observaciones clinicas, antecedentes del paciente e informacién epidemiolégica.

La prueba artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit estd disefiada para uso en un entorno de
laboratorio de biologia molecular por parte de usuarios profesionales, como personal de
laboratorios clinicos capacitados que hayan recibido formacién especifica sobre técnicas de

realtime RT-PCR y procedimientos de diagnéstico in vitro.

Los resultados negativos no descartan la infeccién por SARS-CoV-2 y no deben usarse como

Unica fuente para tomar decisiones sobre el tratamiento del paciente.

arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit estd disefiado para utilizarse con los sistemas
Rotor-Gene Q MDx System, ABl 7500 Fast Dx, QuantStudio 5 Dx, cobas z 480 o CFX96 Dx,

como sistemas de realtime PCR.
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Descripcion y principio
Informacién sobre el patégeno

Los coronavirus, un género de la familia Coronaviridae, son virus ARN grandes y
encapsulados de hebra positiva que provocan una enfermedad muy virulenta en personas y
animales domésticos (1). Se sabe que los coronavirus que infectan a las personas representan
un fercio de las infecciones que causan resfriado y también son una causa reconocida de

infecciones respiratorias de vias altas hospitalarias en lactantes prematuros (2).

Un nuevo miembro de la familia de coronavirus provocé un brote epidémico de la enfermedad
respiratoria en la ciudad de Wuhan, en China (1, 3). Originalmente denominado nuevo
coronavirus (2019-nCoV), el SARS-CoV-2 es distinto del SARS-CoV (1, 3), causante del brote
epidémico de 2003, y del MERS-CoV, que existe en Oriente Medio desde 2012. El
SARS-CoV-2 es el agente causante de la COVID-19. El ARN del SARS-CoV-2 puede detectarse
durante las fases iniciales y agudas de la infeccién a partir de distintas muestras de las vias
respiratorias altas (hisopo nasal[NS], orofaringeo [OPS] y nasofaringeo [NPS]) y de muestras

de saliva sin diluir (3).

Junto con el historial del paciente y la epidemiologia del SARS-CoV-2, los ensayos de realime
RT-PCR se han convertido en el método de referencia para el diagnéstico del SARS-CoV-2.
El Centro Europeo para la Prevencién y el Control de las Enfermedades (European Centre for
Disease Prevention and Control, ECDC) ha propuesto la combinacién de ensayos de realtime
RT-PCR con inmunoandlisis para supervisar el estado de la infeccién y evaluar la eficacia de
las medidas restrictivas adoptadas para controlar el brote epidémico (4, 5).

El artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit estd disefiado para cubrir 2 dianas (N1 y N2) del
gen N detectadas con el mismo canal de fluorescencia. Las dos dianas no estén diferenciadas
y la amplificacién de una o ambas dianas provoca una sefial de fluorescencia. Los resultados
positivos son indicativos de la presencia del SARS-CoV-2, pero no descartan la coinfeccién
con ofros microrganismos patégenos. Por otro lado, la obtencién de resultados negativos de
ensayos de realtime RT-PCR no excluye una posible infeccion.
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Resumen y explicacién

artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit es un sistema listo para usar con un sencillo paso de
preparacién de las muestras seguido de la deteccion del ARN del SARS-CoV-2 mediante real-
time RT-PCR en los sistemas RGQ MDx, ABl 7500 Fast Dx, CFX96 Dx, cobas z 480, o
QuantStudio 5 Dx (figura 1).

El SARS-CoV-2 UM Amp Buffer contiene reactivos y enzimas para la amplificacién especifica de
una regién de 72 pares de bases (pb) y una de 67 pb del genoma del ARN del SARS-CoV-2 y
para su deteccién directa en el canal de fluorescencia “Green” de los instrumentos RGQ MDx y
en el canal de fluorescencia “FAM” de los sistemas ABI 7500 Fast Dx, CFX96 Dx, cobas z 480 o
QuantStudio 5 Dx.

La mezcla de cebadores y sondas de artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit también contiene
oligonucledtidos necesarios para las amplificaciones de RNase P. Cuando se detecta en el canal
de fluorescencia “Yellow” del instrumento RGQ MDx, en el VIC/HEX de ABI 7500 Fast Dx,
CFX96 Dx, cobas z 480 o QuantStudio 5 Dx, estas amplificaciones garantizan que se ha recogido
suficiente muestra bioldgica. Este control es fundamental para garantizar la presencia de
muestras biolégicas en muestras negativas para SARS-CoV-2. Una amplificacién debe ser

siempre detectable; de lo contrario, pondria en duda la calidad de la muestra.

artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit también contiene un tercer sistema de amplificacién
heterégeno para revelar una posible inhibicién de la realtime RT-PCR. Esta se detecta como un
control de ARN interno (Internal Control, IC) en el canal de fluorescencia “Red” de los instrumentos
RGQ MDx o en los sistemas Cy5/ATTO647N de ABI 7500 Fast Dx, CFX96 Dx, cobas z 480 o
QuantStudio 5 Dx. Dado que el IC estd incluido en SARS-CoV-2 Amp Primers Mix, su amplificacion
debe ser constante, a menos que haya un inhibidor de la reaktime RT-PCR en la muestra o en la

reaccién por PCR, el cual retrasaria o impediria la amplificacion.

En arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit se suministran controles externos positivos y negativos
(SARS-CoV-2 Positive Control y agua exenta de nucleasas utilizada como control sin molde [No

Template Control, NTC], respectivamente) para confirmar el rendimiento del paso de la PCR.
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Se recomienda encarecidamente un control sin extraccién (No Extraction Control, NEC)
(SARS-CoV-2 UM Prep Buffer utilizado como NEC) para verificar la ausencia de inhibidores

de la realtime RT-PCR en el tampén de la preparacién.

En conjunto, estos controles supervisan la eficacia de los pasos de la transcripcién inversa y
la PCR.

Dividir en alicuotas Calentar a 70 °C,
la muestra de 10 min en un Enfriar a 4 °C,

i Muestra 50-200 pl <= calentador de bloque == 5 min =
| INPS)/(OPS)/(NS) > G . W . W

Preparacion de [l 1T e
las muestras 1. Paso de licuefaccién: calentar la muestra a 95 °C, 15 min

2. Pasos de divisién en alicuotas y calentamiento

E Calentar a 95 °C, Mantener a
: Dividir en alicuotas 15 min en un temperatura
' Muestra la muestra de 50 pl <= calentador de bloquee% ambiente 5 min =
: (saliva) K/ f\? @
4 Adadir colorante ROX
Preparacién de ! | SARS-CoV-2 UM Amp Buff
paracion ce : ROX® a oV mp Butter R SARS-CoV-2 UM
maestra (solo : reference dye Amp Buffer
primer uso) : E
E Preparar Amp
| Primers + IC =
! SARS-CoV-2 SARS-CoV-2 »
Internal Control M Amp Primers -
Preparacién de E h
la mezcla Ele ! Preparar mezcla
reaccién ' . de reaccién —=
i 2. SARSCoV-2 UM . [m SARSCoV2 Amp > W
i Amp Buffer + ROX Primers + IC

(Continba en la pagina siguiente)
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(continda de la pdgina anterior)

Agua para NTC

Preparacién
del ensayo 1.
Tampén de

preparacién SARS-CoV-2

UM Prep Buffer

Afiadir 8 pl de agua a los pocillos de NEC

10 pl de agua para los pocillos de NTC

Afadir 2 pl de tampén de preparacién
a los pocillos de NEC y muestras

=

Muestra 000
> | ¢
o i

Preparacién
del ensayo 2.
Muestra

Preparacién del
ensayo 3. Mezcla
de reaccién

Adadir 8 pl de muestra

Muestra Jf

Afadir 15 pl de mezcla de reaccién
(todos los pocillos)

Muestra

Afiadir 10 pl al pocillo de control

i
Preparacién del ; SARS-CoV-2 positivo =
ensayo 4. Control L Positive Control =
positivo 3
! RT-PCR con arfus SARS-CoV-2
; Pasos Ciclado  Duracién  Temperatura 1;5'r”m$)?'°5 de RT-PCR
i | Transcripcién inversa - 10 min 50 °C Isponibles:
RT-PCR 3 AcﬁvcciZn - 2 min 95 °C + RoforGene® Q MDx
, R s —* « ABI® 7500 Fast Dx
3 Desnaturalizacién 40 x 5s 95 °C « QuantStudio® 5 Dx
3 Hibridacién/extensién 30s 58 °C o cobas® z 480
; o CFX96™ Dx

Figura 1. Flujo de frabajo con artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit
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Materiales suministrados

Contenido del kit

artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit

N.° de catdlogo 4511460 4511469
Nomero de reacciones 768 3072
Color del Color de la L,
tubo tapa Denominacién Tubo ID Volumen (pl)  Volumen (pl)
Preparation Buffer
Transparente  Amarillo SARS-CoV-2 UM Prep Buffer ~ (Tampén de 2 x 930 8 x 930
preparacién)
Transparente  Azul SARS-CoV-2 UM Amp Buffer Master Mix 4 x 1440 16 x 1440
(Mezcla maestra)
Primers and Probes
Transparente  Morado SARS-CoV-2 Amp Primers (Cebadores y 4 x 1680 16 x 1680
sondas)
Internal Control
Transparente  Verde SARS-CoV-2 Internal Control (IC) (Control 1 x 1390 4 %1390
interno)
T Rojo SARS-CoV-2 Positive Control  Positive Con.h'.ol 1% 220 4 x 220
(Control positivo)
Water for NTC Water (NTC) 4 x 1900
Transparente  Transparente (Agua para NTC) (Agual 1 x 1900
ROX Reference Dye ROX Dye
Transparente  Transparente  (Colorante de referencia (Colorante ROX) 1x210 4x210
ROX)
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Componentes del kit

Reactivos

En cada tubo, los volimenes de reactivo se han optimizado para 8 lotes de 96 muestras (para
el kit de 768 reacciones) o 32 lotes de 96 reacciones (para el kit de 3072 reacciones),
incluido un control positivo (Positive Control, PC), un control sin molde (No Template Control,

NTC) y un control sin extraccién (No Extraction Control, NEC).

Pueden analizarse més o menos muestras, pero se producird un uso subéptimo de reactivo.
Se recomienda no realizar varios ciclos de congelacién-descongelacién. Pueden dividirse los

reactivos en partes alicuotas para evitar realizar varios ciclos de congelacién-descongelacién.

Cebadores y sondas

Los cebadores y las sondas que establecen como diana las secuencias del SARS-CoV-2 se
basan en los cebadores y las sondas disefiados por los Centros para el Control y la Prevencién

de Enfermedades (Centers for Disease Control and Prevention, CDC) de Estados Unidos.

Controles y calibradores

El ensayo contiene 5 controles para supervisar la eficacia de la realtime RT-PCR.

Control interno (Internal Control, IC): el control interno es un ARN monocatenario con material
IVT que verifica la presencia de contaminantes que podrian inhibir la transcripcién inversa.
El control interno también supervisa la eficiencia de la transcripcién inversa en el control sin

molde (No Template Control, NTC) y en el control sin extraccién (No Extraction Control, NEC).

Control sin molde (No Template Control, NTC): el control sin molde estd compuesto por agua
exenta de nucleasas. Se agrega a la placa de PCR para verificar la introduccién de
contaminantes durante la preparacién de la placa de PCR, que podrian dar lugar a una

inferpretacién errénea de las dianas del SARS-CoV-2.
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Control positivo (Positive Control, PC): El control positivo es un ADN bicatenario amplificado
con cebadores y sondas del SARS-CoV-2 (mezcla P&P). Su deteccién verifica la eficacia del

reactivo involucrado en el paso de amplificacién por PCR.

Control sin extracciéon (No Extraction Control, NEC): el control sin extraccién estd compuesto
por el SARS-CoV-2 UM Prep Buffer. Se procesa en paralelo con las muestras clinicas para
verificar la introduccién de contaminantes durante la preparacién de las muestras, que

podrian dar lugar a una interpretacién errénea de las dianas del SARS-CoV-2.

Control de muestreo: El control de muestreo detecta el gen RNAse P y es crucial para
garantizar la presencia de muestras biolégicas en las muestras negativas para SARS-CoV-2.
La amplificacién del control de muestreo debe ser siempre detectable; de lo contrario, pondria

en duda la calidad de la muestra.

Plataformas y software

Antes de usar el producto, asegirese de que los instrumentos se hayan sometido a
mantenimiento y calibrado siguiendo las recomendaciones del fabricante. Este kit se puede
utilizar en cinco flujos de trabajo que requieren el uso de los siguientes instrumentos de real-
time RT-PCR y su software correspondiente:

® Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM: software Rotor-Gene Q, versién 2.3.1 o superior

e ABI 7500 Fast Dx: software SDS, versién 1.4.1 o superior

e Software CFX96 Dx con CFX Manager Dx, versién 3.1.3090.1022 o superior

® cobas z 480 con LightCycler® 480 SW UDF, versién 2.0.0 o superior

e Software QuantStudio 5 Dx con QuantStudio 5 Dx IVD, versién 1.0.1 o superior,
y software QuantStudio 5 Dx TD, versién 1.0.1 o superior
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Materiales necesarios pero no suministrados

Consumibles y equipo

Consumibles y equipo generales

e Centrifugadora de mesa con rotor para tubos de reaccién de 2 ml
Pipetas (ajustables)

® Agitadora vorticial

e Calentador de bloque

® Guantes de laboratorio sin talco desechables

® Puntas de pipeta estériles y exentas de nucleasas con filtros
® Tubos exentos de PCR de 1,5 ml 0 2 ml

e Centrifugadora de placas para 96 pocillos

Consumibles y equipo para cada plataforma

Instrumento Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM

® Tubos para PCR de 0,1 ml para uso con Rotor-Gene Q MDx (Strip Tubes and Caps,
0.1 ml, n.° de cat. 981103).

® 72-Well Rotor (n.° de cat. 2018903) y Locking Ring 72-Well Rotor (n.° de cat. 2018904

Instrumento ABI 7500 Fast Dx
e 96-Well MicroAmp™ (Thermo Fisher Scientific, n.° de cat. N8010560)
® MicroAmp Optical Adhesive film (Thermo Fisher Scientific, n.° de cat. 4360954)

Instrumento CFX96 Dx
e Hard-Shell® 96-Well PCR Plate, de perfil bajo, paredes finas y base de apoyo
blanca/transparente (Bio-Rad Laboratories Inc., n.° de cat. HSP9601)

® Microseal ‘B’ PCR Plate Sealing Film, con adhesive éptico (Bio-Rad Laboratories Inc., n.°
de cat. MSB1001).
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Instrumento cobas z 480
e LightCycler 480 Multiwell Plate, blanca (Roche Group, n.° de cat. 04729692001).

e LightCycler 480 Sealing Foil (Roche Group, n.° de cat. 04729757001).
Instrumento QuantStudio 5 Dx

® MicroAmp EnduraPlate™ Optical 96-Well Clear Reaction Plate (Thermo Fisher Scientific,
n.° de cat. A36924)

® MicroAmp Optical Adhesive film (Thermo Fisher Scientific, n.° de cat. 4360954)
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Advertencias y precauciones

Tenga en cuenta que puede ser necesario que tenga que consultar las normativas locales para
conocer los requisitos de notificacién, en relacién a los sucesos graves que hayan ocurrido
en relacién con el dispositivo; al fabricante y a la autoridad sanitaria del pais en el que resida

el usuario y/o el paciente.
Informacién de seguridad

Siempre que trabaje con productos quimicos, utilice una bata de laboratorio, guantes
desechables y gafas de proteccién adecuados. Para obtener mds informacién, consulte las
hojas de datos sobre seguridad (Safety Data Sheets, SDS) correspondientes. Puede obtenerlas
en linea en el practico y compacto formato PDF en www.qgiagen.com/safety, desde donde

también podrd buscar, ver e imprimir las SDS de todos los kits y componentes de los kits de
QIAGEN.

Utilice siempre el equipo de proteccién personal adecuado, que incluye, entre ofros, guantes
desechables sin talco, una bata de laboratorio y proteccién ocular. Protéjase la piel, los ojos

y las mucosas. Cédmbiese los guantes a menudo cuando manipule muestras.

Todas las muestras deben tratarse como potencialmente peligrosas. Respete siempre las
precauciones de seguridad que se describen en las directrices pertinentes, como Protection of
Laboratory Workers from Occupationally Acquired Infections, Approved Guidelines M29 del

Clinical and Laboratory Standards Institute® (CLSI) y otros documentos pertinentes.

Los materiales de muestra y las muestras son potencialmente infecciosos. Deseche los

residuos de muestras y ensayos conforme a los procedimientos de seguridad local.
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Precauciones

® Respete los procedimientos estndares de laboratorio para mantener el drea de trabajo
limpia y sin contaminacién. Dedique un &rea con equipo especifico para manipular
ARN.

e Siga las prdcticas de laboratorio recomendadas para minimizar la contaminacién
cruzada.
® Preste atencién para evitar la contaminacién con ribonucleasa durante el experimento y

utilice materiales de pldstico sin ribonucleasa.

® Asegurese de tener una buena trazabilidad con los registros, especialmente para la

identificacién de las muestras.
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Almacenamiento y manipulacién de reactivos

Debe prestar especial atencién a las fechas de caducidad y las condiciones de
almacenamiento impresas en la caja y en las etiquetas de todos los componentes. No utilice

componentes caducados o mal almacenados.

arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit puede conservarse a entre =30 °C y —15 °C durante

6 meses o hasta la fecha de caducidad.

Transporte, almacenamiento y manipulacién de
material de muestras

arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit se utiliza con muestras nasofaringeas, nasales y
orofaringeas obtenidas con hisopo y muestras de saliva sin diluir. Todas las muestras deben
tratarse como potencialmente peligrosas. Los Centros para el Control y la Prevencién de
Enfermedades (Centers for Disease Control and Prevention, CDC) de Estados Unidos y Public
Health England (Reino Unido) han elaborado directrices para la recogida, la manipulacién y
el andlisis de muestras clinicas. Para obtener informacién adicional, consulte estas directrices

u ofros protocolos de laboratorio de referencia nacional.

Recogida, transporte y almacenamiento de muestras nasofaringeas, nasales y
orofaringeas obtenidas con hisopo

Para recoger, almacenar y transportar muestras obtenidas con hisopos, consulte las
recomendaciones del proveedor del producto. las muestras obtenidas con hisopo deben
sumergirse por complefo en medios de transporte para conservar la integridad de la muestra. Las

muestras nasofaringeas obtenidas con hisopo se mantienen estables y pueden almacenarse a:

® 4°C (entre 2 y 8 °C) durante un méximo de 72 horas

e -70 °C durante 2 semanas
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Las muestras nasofaringeas obtenidas con hisopo se mantienen estables durante 3 ciclos de

congelacién-descongelacién.

Recogida, transporte y almacenamiento de muestras de saliva sin diluir

Las muestras de saliva sin diluir deben recogerse en recipientes estériles sin conservantes,

tampones ni otros aditivos.
Instrucciones para la recogida de saliva sin diluir:

e Evitar toser antes de la recogida de saliva sin diluir.

® No se debe comer, beber, fumar, vapear, masticar chicle ni cepillarse los dientes en los

30 minutos anteriores a la recogida de saliva sin diluir.

® No se deben realizar procedimientos ni exploraciones dentales en las 24 horas

anteriores a la recogida de saliva sin diluir.

Las muestras de saliva sin diluir se mantienen estables y pueden almacenarse a:

e Temperatura ambiente (18-26 °C) durante un mdximo de 72 horas

4 °C (entre 2 y 8 °C) durante un méximo de 72 horas

Almacenamiento combinado a temperatura ambiente seguido de 4 °C y luego a
-20 °Clentre =30 y —15 °C) durante un mdximo de 12 dias

-20 °C (entre =30 y -15 °C) durante 1 mes

Las muestras de saliva sin diluir se mantienen estables durante 3 ciclos de congelacién-

descongelacién.

Si las condiciones de almacenamiento de la muestra se desvian de estas recomendaciones,

deberd validar sus propias condiciones de conservacién.
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Protocolo: Preparacién de muestras y deteccién
del SARS-CoV-2 en RGQ MDx 5plex HRM

En este protocolo se describe la preparacién de las muestras y de la realtime RT-PCR para
defectar las dianas del SARS-CoV-2 en muestras humanas nasales, nasofaringeas u
orofaringeas obtenidas con hisopo y almacenadas en medios de transporte y en muestras de
saliva sin diluir con el instrumento de realtime RT-PCR RGQ MDx 5plex HRM asociado al

software Rotor-Gene Q, versién 2.3.1.49 (o superior).

Cuestiones importantes antes de comenzar

e Verifique que se respeten las fechas de caducidad y las condiciones de almacenamiento
impresas en todas etiquetas de las cajas y los componentes. No utilice componentes

caducados o mal almacenados.
e Utilice equipo calibrado y en buen estado.

® Preste atencién para evitar la contaminacién con ribonucleasas durante el experimento y

utilice recipientes de pldstico exentos de nucleasas.

Antes de comenzar

® las muestras respiratorias se pueden conservar a temperatura ambiente (15-25 °C)
durante los pasos de preparacién y la configuracién de la reaccién, pero se recomienda

conservarlas en hielo o a 4 °C en una gradilla de refrigeracién.

® las muestras de saliva se pueden conservar en hielo o a 4 °C en una gradilla de
refrigeracién, pero se recomienda conservarlas a temperatura ambiente (15-25 °C)
durante los pasos de preparacién y la configuracién de la reaccién.

® Antes de utilizar los siguientes productos, deje que se descongelen por completo a
temperatura ambiente: SARS-CoV-2 UM Prep Buffer, SARS-CoV-2 UM Amp Buffer,
SARS-CoV-2 Amp Primers, SARS-CoV-2 IC, agua para NTC y SARS-CoV-2 Positive Control.

Conserve los tubos a temperatura ambiente y protéjalos de la luz hasta que los utilice.
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® Antes de utilizar SARS-CoV-2 UM Prep Buffer y SARS-CoV-2 UM Amp Buffer, deben
homogeneizarse; para ello, inviértalos 2-3 veces (no los agite vorticialmente) y después
realice una centrifugacién rdpida. Todos los demés reactivos individuales pueden
homogeneizarse mediante agitacién vorticial de pulsos durante 3-5 segundos o

invirtiéndolos 2-3 veces y, a continuacién, realizar una centrifugacién rapida.

® El SARS-CoV-2 UM Prep Buffer inhibe las ribonucleasas presentes en las muestras
clinicas para el paso de deteccién, pero no es una solucién inactivadora del virus.

Todas las muestras deben tratarse como potencialmente peligrosas.

e Verifique que las condiciones de ciclado de la plataforma de realtime RT-PCR sean las

especificadas en este protocolo.

® Los reactivos se pueden dividir en alicuotas para evitar miltiples ciclos de congelacién-

descongelacién.

e Use una mezcla de reaccién recién preparada (< 2 h antes de activar la placa de
RT-PCR).
e Para minimizar la contaminacién, la muestra y las preparaciones de RT-PCR deben

realizarse en zonas distintas.

Procedimiento

Preparacién de las muestras: Para las muestras de las vias respiratorias (nasales,
orofaringeas y nasofaringeas obtenidas con hisopo), siga el paso 1. Para las muestras

de saliva, siga el paso 2.

1. Muestras de las vias respiratorias (nasales, orofaringeas y nasofaringeas obtenidas con
hisopo):
la. Agite enérgicamente en un vértex el hisopo que contiene la muestra.
1b. Divida partes alicuotas de 50-200 pl de la muestra en tubos exentos de PCR de
1,5 ml.
lc. Realice el paso de calentamiento a 70 °C durante 10 minutos en un calentador de
bloque. Enfrie las muestras en hielo durante al menos 5 minutos. A continuacién,

conserve las muestras en hielo o a 4 °C.
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2. Muestras de saliva:

2a. Llicuefaccién (para facilitar el pipeteado): caliente la muestra de saliva a 95 °C
durante 15 minutos (no se especifica el volumen, el recipiente ni el dispositivo
calefactor).

2b. Homogenice la muestra pipeteando suavemente arriba y abajo 8-10 veces.

2c. Divida partes alicuotas de 50 pl de la muestra en un tubo exento de PCR de
1,5 ml.

2d. Redlice el paso de calentamiento a 95 °C durante 15 minutos en un calentador de
bloque y a continuacién conserve la muestra a temperatura ambiente durante al
menos 5 minutos hasta su carga en el pocillo o tubo de PCR.

3. En el primer uso, complete el SARS-CoV-2 UM Amp Buffer con el ROX Reference Dye.
3a. Adada 32,8 pl del colorante ROX a 1 tubo de SARS-CoV-2 UM Amp Buffer.
3b. Cierre la tapa que contiene el SARS-CoV-2 UM Amp Buffer y el colorante ROX y dé

vuelta al tubo 3 veces.
3c. Centrifugue el SARS-CoV-2 UM Amp Buffer que contiene el colorante ROX en el
fondo del tubo.
4. En el caso de una placa RGQ MDx completa (72 pocillos), prepare una mezcla de
partes alicuotas de los SARS-CoV-2 Amp Primers con el SARS-CoV-2 Internal Control.
4a. Transfiera los volimenes necesarios de SARS-CoV-2 Amp Primers y SARS-CoV-2
Internal Control segin se indica en la tabla 1 en un nuevo tubo exento de PCR de
1,5 ml.

4b. Cierre la tapa y dé la vuelta al tubo 3 veces o aplique al tubo agitacién vorticial
de pulsos durante 3-5 segundos.

4c.  Centrifugue los SARS-CoV-2 Amp Primers que contienen el IC en el fondo del tubo.
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Tabla 1. Preparacién de la mezcla de SARS-CoV-2 Amp Primers + IC

Mezcla de SARS-CoV-2 Amp Primers + IC

Nomero de reacciones
Volumen (pl)

Concentracién L.
Concentracién

72 reacciones

Primers + IC

Reactivos de solucién fi 1 reaccién (+20 % de volumen
inal L.
madre adicional*)
SARS-CoV-2 Amp Primers 3,45 x 1 x 7,25 626,4
SARS-CoV-2 Internal Control 166,67 cp/ypl 10 cp/pl 1,5 129,6
Mezcla total de SARS-CoV-2 Amp 8,75 756

* Nota: Ajuste los volimenes de SARS-CoV-2 Amp Primers y de SARS-CoV-2 Internal Control en funcién del nimero de
muestras que se van a analizar. Considere un volumen adicional para compensar el volumen muerto.

5. Prepare una mezcla de reaccién segin los datos de la tabla 2 y mézclela bien invirtiendo

el tubo 3 veces.

Tabla 2. Preparacién de la mezcla de reaccién

Mezcla de reaccion de RT-PCR

Nimero de
reacciones Volumen

(pl)

Concentracién .,
Concentracién

72 reacciones

Reactivos de solucién fi 1 reaccién (+20 % de volumen
inal .
madre adicional*)
Mezcla de SARS-CoV-2 UM
540
Amp Buffer + ROX X 1% 829
Mezcla de SARS-CoV-2 Amp Pri
ezcla de o mp Primers 29 - 8,75 756
+1C
Volumen de reaccién total - 15,00 1296

* Nota: Ajuste los volimenes de SARS-CoV-2 Amp Buffer y de SARS-CoV-2 Amp Primers en funcién del nimero de
muestras que se van a analizar. Considere un volumen adicional para compensar el volumen muerto.

6. Dispense 8 pl de agua exenta de nucleasas en el tubo de PCR asignado al NEC.

7. Cargue 10 pl de agua exenta de nucleasas en el tubo de PCR asignado al NTC.
8. Dispense 2 pl de SARS-CoV-2 UM Prep Buffer en cada tubo de PCR asignado al NEC y

las muestras preparadas.
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. Afada 8 pl de la muestra preparada a un tubo de PCR que contenga el SARS-CoV-2

UM Prep Buffer. Mezcle los componentes pipeteando arriba y abajo 5 veces.

. Afada 15 pl de la mezcla de reaccién preparada en el paso 5 a los tubos dedicados a
las muestras y los controles (la figura 2 se proporciona como ejemplo). Mezcle los
componentes pipeteando hacia arriba y hacia abajo 5 veces, luego cierre las tapas de
los tubos de PCR, excepto el reservado como SARS-CoV-2-UM Positive Control.

Nota: Verifique que los tubos estén bien cerrados para evitar la contaminacién cruzada.

. Cargue 10 pl del SARS-CoV-2-UM Positive Control en el tubo de PCR correspondiente.
Mezcle los componentes pipeteando arriba y abajo 5 veces.

. Configure el programa de RT-PCR de RGQ MDx 5plex HRM de acuerdo con las
especificaciones de la tabla 3.

Nota: La adquisicién de datos debe realizarse durante el paso de
hibridacién/extension.

. Coloque los tubos en el termociclador en tiempo real (en la figura 2 se representa un
ejemplo de la disposicién del tubo) e inicie el programa de ciclado como se describe en
la tabla 3.

Nota: Extreme las precauciones y siga la misma posicién y orden de los tubos entre la

preparacién del ensayo y los pasos del termociclador en tiempo real.

Tabla 3. Programacién para SARS-CoV-2 Prep&Amp UM

Pasos Duracién  Temperatura del Nomero de ciclos Adquisicion
horno (°C)
Transcripcién inversa 10 min 50 1 No
ﬁect;;c;(i:éRn de calor inicial 2 min 05 1 No
Ciclado en 2 pasos
Desnaturalizacién 5s 5 40 No
Hibridacién/extension 305 58 Green, Yellow y Red
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Figura 2. Ejemplo de la distribucién de los tubos de la plataforma RGQ MDx 5plex HRM

14.Haga clic en Gain optimization (Optimizacién de ganancia) en “New Run Wizard”

(Asistente para series nuevas) y abra Auto-gain Optimization Setup (Configuracién de la

optimizacién de ganancia automdtica).

15. Verifique que los canales de adquisicidn estén configurados como se describe en la tabla 4.

Tabla 4. Configuracién de RGQ MDx 5plex HRM

Nombre Posicién del Lectura minima  Lectura méxima Ganancia Ganancia
tubo de PC (FI) (Fl) minima mdxima
Green 1* 5Fl 10 FI -10 10
Yellow 1* 5Fl 10 FI -10 10
Red 1* 5Fl 10 FI -10 10

* Nota: Esto debe cambiarse de acuerdo con la posicién del tubo de SARS-CoV-2-UM Positive Control.

16.Seleccione Perform optimization before the first acquisition (Ejecutar la optimizacién
antes de la primera adquisicién).

17 Inicie la serie.

18.Al finalizar la serie, analice los resultados (consulte la seccién Resultados).
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Protocolo: Preparacién de muestras y deteccién
de SARS-CoV-2 en ABI 7500 Fast Dx

Este protocolo sirve para preparar y detectar dianas del SARS-CoV-2 en muestras humanas
nasales, nasofaringeas u orofaringeas obtenidas con hisopo y almacenadas en medios de
transporte y de saliva sin diluir en el instrumento de realtime RT-PCR ABI 7500 Fast Dx.

Cuestiones importantes antes de comenzar

e Verifique que se respeten las fechas de caducidad y las condiciones de almacenamiento
impresas en todas etiquetas de las cajas y los componentes. No utilice componentes
caducados o mal almacenados.

e Utilice equipo calibrado y en buen estado.

® Preste atencién para evitar la contaminacién con ribonucleasas durante el experimento y
utilice recipientes de pldstico exentos de nucleasas.

e Cuando se use ABI 7500 Fast Dx, se debe aiiadir el colorante ROX al tubo de mezcla
maestra antes del primer uso.

Antes de comenzar

® Las muestras respiratorias se pueden conservar a temperatura ambiente (15-25 °C)
durante los pasos de preparacién y la configuracién de la reaccién, pero se recomienda
conservarlas en hielo o a 4 °C en una gradilla de refrigeracién.

® las muestras de saliva se pueden conservar en hielo o a 4 °C en una gradilla de
refrigeracién, pero se recomienda conservarlas a temperatura ambiente (15-25 °C)
durante los pasos de preparacién y la configuracién de la reaccién.

® Se requiere el colorante ROX cuando se usa ABI 7500 Fast Dx.

e los datos deben adquirirse con el ajuste de colorante pasivo ROX.

® Antes de utilizar los siguientes productos, deje que se descongelen por completo a
temperatura ambiente: SARS-CoV-2 UM Prep Buffer, SARS-CoV-2 UM Amp Buffer,
SARS-CoV-2 Amp Primers, SARS-CoV-2 IC, agua para NTC y SARS-CoV-2 Positive Control.
Conserve los tubos a temperatura ambiente y protéjalos de la luz hasta que los utilice.
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® Antes de utilizar SARS-CoV-2 UM Prep Buffer y SARS-CoV-2 UM Amp Buffer, deben
homogeneizarse; para ello, inviértalos 2-3 veces (no los agite vorticialmente) y después
realice una centrifugacién rdpida. Todos los demés reactivos individuales pueden
homogeneizarse mediante agitacién vorticial de pulsos durante 3-5 segundos o

invirtiéndolos 2-3 veces y, a continuacién, realizar una centrifugacién rapida.

® El SARS-CoV-2 UM Prep Buffer inhibe las ribonucleasas presentes en las muestras
clinicas para el paso de deteccién, pero no es una solucién inactivadora del virus.

Todas las muestras deben tratarse como potencialmente peligrosas.

e Verifique que las condiciones de ciclado de la plataforma de realtime RT-PCR sean las

especificadas en este protocolo.

® Los reactivos se pueden dividir en alicuotas para evitar moltiples ciclos de congelacién-

descongelacién.
e Use una mezcla de reaccién recién preparada (< 2 h antes de activar la placa de RT-PCR).

® Para minimizar la contaminacién, la muestra y las preparaciones de RT-PCR deben

realizarse en zonas distintas.

Procedimiento

Preparacién de las muestras: para las muestras de las vias respiratorias (nasales,
orofaringeas y nasofaringeas obtenidas con hisopo), siga el paso 1. Para las muestras

de saliva, siga el paso 2.

1. Muestras de las vias respiratorias (nasales, orofaringeas y nasofaringeas obtenidas con
hisopo):
Ta. Agite enérgicamente en vértex el hisopo que contiene la muestra.
1b. Divida partes alicuotas de 50-200 pl de la muestra en tubos exentos de PCR de 1,5 ml.
Tc. Redlice el paso de calentamiento a 70 °C durante 10 minutos en un calentador de
bloque.
1d. Enfrie las muestras en hielo durante al menos 5 minutos y después conserve las

muestras en hielo o a 4 °C.
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2. Muestras de saliva:

2a.

2b.
2c.

2d.

Licuefaccién (para facilitar el pipeteado): caliente la muestra de saliva a 95 °C
durante 15 minutos (no se especifica el volumen, el recipiente ni el dispositivo
calefactor).

Homogenice la muestra pipeteando suavemente arriba y abajo 8-10 veces

Divida partes alicuotas de 50 pl de la muestra en un tubo exento de PCR de

1,5 ml.

Redlice el paso de calentamiento a 95 °C durante 15 minutos en un calentador de
bloque y a continuacién conserve la muestra a temperatura ambiente durante al

menos 5 minutos antes de cargarla en el pocillo o tubo de PCR.

3. En el primer uso, complete el SARS-CoV-2 UM Amp Buffer con el ROX Reference Dye.

3a.
3b.

3c.

Afada 32,8 pl de colorante ROX a un tubo de SARS-CoV-2 UM Amp Buffer.

Cierre la tapa que contiene el SARS-CoV-2 UM Amp Buffer y el colorante ROX y dé
vuelta al tubo 3 veces.

Centrifugue el SARS-CoV-2 UM Amp Buffer que contiene el colorante ROX en el
fondo del tubo.

4. Para una placa ABI 7500 Fast Dx completa (96 pocillos), prepare una mezcla de partes
alicuotas de los SARS-CoV-2 Amp Primers con el SARS-CoV-2 Internal Control.

4a.

4b.

4c.

Transfiera el volumen requerido de los SARS-CoV-2 Amp Primers y del SARS-CoV-2
Internal Control de acuerdo con la tabla 5 a un nuevo tubo exento de PCR de

1,5 ml.

Cierre la tapa y dé la vuelta al tubo 3 veces o aplique al tubo agitacién vorticial
de pulsos durante 3-5 segundos.

Centrifugue los SARS-CoV-2 Amp Primers que contienen el IC para que la solucién

se quede en el fondo del tubo.
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Tabla 5. Preparacién de la mezcla de SARS-CoV-2 Amp Primers + IC

Mezcla de SARS-CoV-2 Amp Primers + IC Nuomero de reacciones
Volumen (pl)
Concentracién Concentracién 1 96 reacciones
Reactivos de solucién i ., (+20 % de volumen
inal reaccion L
madre adicional*)
SARS-CoV-2 Amp Primers 3,45 x 1 x 7,25 835,2
SARS-CoV-2 Internal Control 166,67 cp/yl 10 cp/pl 1,5 172,8
Mezcla total de SARS-CoV-2 Amp 8,75 1008

Primers + IC

*

5.

Nota: Ajuste los voldmenes de SARS-CoV-2 Amp Primers y de SARS-CoV-2 Internal Control en funcién del nimero de
muestras que se van a analizar. Considere un volumen adicional para compensar el volumen muerto.

Prepare una mezcla de reaccién segin los datos de la tabla 6 y mézclela bien

invirtiendo el tubo 3 veces.

Tabla 6. Preparacién de la mezcla de reaccién

Mezcla de reaccion de RT-PCR Nimero de reacciones
Volumen (pl)

Concentracién Concentracion 1 96 reacciones

Reactivos de solucién ) .. (+20 % de volumen
final reaccion L.
madre adicional*)

Mezcla de SARS-CoV-2 UM Amp Buffer Ax 1 x 6,25 720
+ ROX
Il\éezclc de SARS-CoV-2 Amp Primers + 2.9 x 1 x 8,75 1008
Volumen de reaccién total = 15,00 1728

*

Nota: Ajuste el volumen del SARS-CoV-2 UM Amp Buffer y los SARS-CoV-2 Amp Primers de acuerdo con la cantidad

de muestras que se deban analizar. Considere un volumen adicional para compensar el volumen muerto.

6

7.
8.

. Dispense 8 pl de agua exenta de nucleasas al pocillo asignado al NEC.

Cargue 10 pl de agua exenta de nucleasas al pocillo asignado al NTC.

Dispense 2 pl de SARS-CoV-2 UM Prep Buffer en cada pocillo asignado al NEC y en las
muestras preparadas.

Afiada 8 pl de la muestra preparada a un pocillo que contenga el SARS-CoV-2 UM Prep Buffer.
Mezcle los componentes pipeteando arriba y abajo 5 veces.
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10.

11.

12.

13.

14.

18.
19.

Afada 15 pl de la mezcla de reaccién preparada en el paso 5 a los pocillos especificos
para muestras y controles (vea el ejemplo de la figura 3). Mezcle los componentes
pipeteando arriba y abajo 5 veces.

Cargue 10 pl del SARS-CoV-2-UM Positive Control en el pocillo correspondiente. Mezcle

los componentes pipeteando arriba y abajo 5 veces.

Selle bien la placa de PCR para evitar la contaminacién cruzada. Asegirese de aplicar
presién uniformemente en toda la placa para obtener un sellado hermético en cada pocillo.
Centrifugue brevemente la placa de PCR para capturar el liquido que se deposite en el
fondo del pocillo.

Configure el programa de realtime RT-PCR en el modo de serie “Standard 7500”
(Estandar 7500) de ABI 7500 Fast Dx segin lo descrito en la tabla 7.

Nota: Tras hacer clic en file (archivo) y new (nuevo), verifique que el ensayo es Standard
Curve (Absolute Quantitation) (Curva estédndar [cuantificacién absoluta]) y que el Run
Mode (Modo de serie) estd establecido en Standard 7500 (Esténdar 7500). Seleccione
los indicadores FAM, VIC y Cy5 con Quencher (Supresor) ajustado a None (Ninguno),
y los datos deberén adquirirse con el ROX como passive reference (referencia pasiva).
Nota: La adquisicién de datos debe realizarse durante el paso de
hibridacién/extension.

Nota: Para obtener informacién adicional, consulte las Instrucciones de uso de ABI 7500
Fast Dx.

. Coloque la placa en el termociclador en tiempo real (en la figura 3 se muestra un

ejemplo de disposicién de placas de PCR) y comience el programa de ciclado como se

describe en la tabla 7.

. Seleccione los pocillos usados y aplique los colorantes indicadores FAM, VIC y Cy5. Los

datos deben adquirirse con el colorante pasivo ROX ON (Activado).

. Verifique que la curva estandar de ABI 7500 Fast Dx esté configurada como Absolute

Quantitation (Cuantificacién absoluta).
Inicie la serie.

Al finalizar la serie, analice los resultados (consulte la seccién Resultados).
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Tabla 7. Programacién para SARS-CoV-2 Prep&Amp UM

Pasos Duracién  Temperatura del Nomero de ciclos Adquisicion
horno (°C)
Transcripcién inversa 10 min 50 1 No
/d\:fli:c;:(i:é; de calor inicial 2 min 05 1 No
Ciclado en 2 pasos
Desnaturalizacién 5s 95 40 No
Hibridacién/extensién 30s 58 FAM, VIC y Cy5

=m|z/n|o]=

a2

demate 5

[

Figura 3. Ejemplo de distribucién de la placa en ABI 7500 Fast Dx
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Protocolo: Preparacién de muestras y deteccién
de SARS-CoV-2 en CFX96 Dx

Este protocolo estd destinado a la preparacién y deteccién de dianas de SARS-CoV-2 en muestras
humanas nasales, nasofaringeas u orofaringeas obtenidas con hisopo almacenadas en medios de
transporte 'y en muestras de saliva sin  dilir en los instrumentos CFX96 Dx
(Bio-Rad Laboratories Inc., n.° de cat.1845097-VD [médulo de reaccién éptica]) y 1841000-VD
(médulo termociclador) con el software CFX Manager Dx, versién 3.1.309001022 o superior.

Cuestiones importantes antes de comenzar

e Verifique que se respeten las fechas de caducidad y las condiciones de almacenamiento
impresas en todas etiquetas de las cajas y los componentes. No utilice componentes
caducados o mal almacenados.

e Utilice equipo calibrado y en buen estado.

® Presfe atencién para evitar la contaminacién con ribonucleasas durante el experimento y
utilice recipientes de pldstico exentos de nucleasas.

Antes de comenzar

® las muestras respiratorias se pueden conservar a temperatura ambiente (15-25 °C)
durante los pasos de preparacién y la configuracién de la reaccién, pero se recomienda
conservarlas en hielo o a 4 °C en una gradilla de refrigeracién.

® Las muestras de saliva se pueden conservar en hielo o a 4 °C en una gradilla de
refrigeracién, pero se recomienda conservarlas a temperatura ambiente (15-25 °C)
durante los pasos de preparacién y la configuracién de la reaccién.

® Antes de utilizar los siguientes productos, deje que se descongelen por completo a
temperatura ambiente: SARS-CoV-2 UM Prep Buffer, SARS-CoV-2 UM Amp Buffer,
SARS-CoV-2 Amp Primers, SARS-CoV-2 IC, agua para NTC y SARS-CoV-2 Positive Control.
Conserve los tubos a temperatura ambiente y protéjalos de la luz hasta que los utilice.
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® Antes de utilizar SARS-CoV-2 UM Prep Buffer y SARS-CoV-2 UM Amp Buffer, deben
homogeneizarse; para ello, inviértalos 2-3 veces (no los agite vorticialmente) y después
realice una centrifugacién rdpida. Todos los demdés reactivos individuales pueden
homogeneizarse mediante agitacién vorticial de pulsos durante 3-5 segundos o

invirtiéndolos 2-3 veces y, a continuacién, realizar una centrifugacién rapida.

® El SARS-CoV-2 UM Prep Buffer inhibe las ribonucleasas presentes en las muestras
clinicas para el paso de deteccién, pero no es una solucién inactivadora del virus.

Todas las muestras deben tratarse como potencialmente peligrosas.

e Verifique que las condiciones de ciclado de la plataforma de realtime RT-PCR sean las

especificadas en este protocolo.

® Los reactivos se pueden dividir en alicuotas para evitar miltiples ciclos de congelacién-

descongelacién.
e Use una mezcla de reaccién recién preparada (<2 h antes de activar la placa de PCR).

® Para minimizar la contaminacién, la muestra y las preparaciones de realtime RT-PCR

deben realizarse en zonas distintas.

Procedimiento:

Preparacién de las muestras: para las muestras de las vias respiratorias (nasales,

orofaringeas y nasofaringeas obtenidas con hisopo), siga el paso 1. Para las muestras

de saliva, siga el paso 2.

1. Muestras de las vias respiratorias (nasales, orofaringeas y nasofaringeas obtenidas con

hisopo):

Ta. Agite enérgicamente en un vértex el hisopo que contiene la muestra.

1b. Divida partes alicuotas de 50-200 pl de la muestra en tubos exentos de PCR de
1,5 ml.

lc. Realice el paso de calentamiento a 70 °C durante 10 minutos en un calentador de
bloque.

1d. Enfrie las muestras en hielo durante al menos 5 minutos. A continuacién, conserve

las muestras en hielo o a 4 °C.
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2. Muestras de saliva:

2a.  Licuefaccién (para facilitar el pipeteado): caliente la muestra de saliva a 95 °C durante
15 minutos (no se especifica el volumen, el recipiente ni el dispositivo calefactor).

2b. Homogenice la muestra pipeteando suavemente arriba y abajo 8-10 veces.

2c. Divida partes alicuotas de 50 pl de la muestra en un tubo exento de PCR de 1,5 ml.

2d. Redlice el paso de calentamiento a 95 °C durante 15 minutos en un calentador de
blogue. A continuacién, conserve la muestra a temperatura ambiente durante al
menos 5 minutos antes de cargarla en el pocillo o tubo de PCR.

3. En el primer uso, complete el SARS-CoV-2 UM Amp Buffer con el ROX Reference Dye.
3a. Afada 32,8 pl del colorante ROX a 1 tubo de SARS-CoV-2 UM Amp Buffer.
3b. Cierre la tapa que contiene el SARS-CoV-2 UM Amp Buffer y el colorante ROX y

dé vuelta al tubo 3 veces.
3c. Centrifugue el SARS-CoV-2 UM Amp Buffer que contiene el colorante ROX en el fondo
del tubo.

4. En el caso de una placa CFX96 Dx completa (96 pocillos), prepare una mezcla de
partes alicuotas de los SARS-CoV-2 Amp Primers con el SARS-CoV-2 Internal Control.
4a. Transfiera el volumen requerido de los SARS-CoV-2 Amp Primers y del SARS-CoV-2

Internal Control de acuerdo con la tabla 8 a un nuevo tubo exento de PCR de 1,5 ml.
4b. Cierre la tapa y dé la vuelta al tubo 3 veces o aplique al tubo agitacién vorticial
de pulsos durante 3-5 segundos.
4c. Centrifugue los SARS-CoV-2 Amp Primers que contienen el IC para que la solucién
se quede en el fondo del tubo.

Tabla 8. Preparacién de la mezcla de SARS-CoV-2 Amp Primers + IC

Mezcla de SARS-CoV-2 Amp Primers + IC Numero de reacciones
Volumen (pl)

Concentracién Concentracién 96 reacciones

Reactivos de solucién . ! 1 reaccién (+20 % de volumen
final L.
madre adicional*)

SARS-CoV-2 Amp Primers 3,45 x 1 x 7,25 835,2
SARS-CoV-2 Internal Control 166,67 cp/ypl 10 cp/pl 1,5 172,8
M-ezclc total de SARS-CoV-2 Amp 8,75 1008
Primers + IC

* Nota: Ajuste los volimenes de SARS-CoV-2 Amp Primers y de SARS-CoV-2 Internal Control en funcién del nimero de
muestras que se van a analizar. Considere un volumen adicional para compensar el volumen muerto.
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5.

Prepare una mezcla de reaccién segin los datos de la tabla 9 y mézclela bien

invirtiendo el tubo 3 veces.

Tabla 9. Preparacién de la mezcla de reaccién

Mezcla de reaccién de RT-PCR Nomero de reacciones
Volumen (pl)

Concentracién Concentracién 96 reacciones

Reactivos de solucién . ! 1 reaccién (+20 % de volumen
final .
madre adicional*)

Mezcla de SARS-CoV-2 UM Amp Buffer + Ax 1 6,25 720
ROX
Mezcla de SARS-CoV-2 Amp Primers + IC 2,9 x 1 x 8,75 1008
Volumen de reaccién total = 15,00 1728

* Nota: Ajuste los voldmenes del SARS-CoV-2 UM Amp Buffer y los SARS-CoV-2 Amp Primers de acuerdo con la cantidad

o

de muestras que se deban analizar. Considere un volumen adicional para compensar el volumen muerto.

Dispense 8 pl de agua exenta de nucleasas al pocillo asignado al NEC.
Cargue 10 pl de agua exenta de nucleasas al pocillo asignado al NTC.

Dispense 2 pl de SARS-CoV-2 UM Prep Buffer en cada pocillo asignado al NEC y en las

muestras preparadas.

Afiada 8 pl de la muestra preparada a un pocillo que contenga el SARS-CoV-2 UM Prep Buffer.

Mezcle los componentes pipeteando arriba y abajo 5 veces.

. Afada 15 pl de la mezcla de reaccién preparada en el paso 5 a los pocillos dedicados

a las muestras y los controles (la figura 4 se proporciona como ejemplo). Mezcle los

componentes pipeteando arriba y abajo 5 veces.

. Cargue 10 pl del SARS-CoV-2-UM Positive Control en el pocillo correspondiente. Mezcle

los componentes pipeteando arriba y abajo 5 veces.

. Selle bien la placa de PCR para evitar la contaminacién cruzada. Asegirese de aplicar

presién uniformemente en toda la placa para obtener un sellado hermético en cada pocillo.

. Centrifugue brevemente la placa de PCR para capturar el liquido que se deposite en el

fondo del pocillo.

. En el Software CFX Manager Dx > Startup Wizard (Asistente para la puesta en marcha),

en el campo run type(tipo de serie), seleccione user defined (definido por el usuario).

Instrucciones de uso de artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit (manual de uso) 09/2021 33




15. Pestafia Protocol (Protocolo): configure el programa de realtime RT-PCR segin se indica

en la tabla 10 para un volumen de reaccién de 25 pl.

Nota: En la ventana Protocol Editor (Editor de protocolos), haga clic en el botén Step

Options (Opciones de pasos) para ajustar el indice de rampa a 1,6 °C/s en cada uno

de los 4 pasos del programa de RT-PCR.

Nota: La adquisicién de datos debe realizarse durante el paso de hibridacién/extensién.

Nota: Para obtener mds detalles, consulte las Instrucciones de uso de CFX96 Dx.

16. Pestaia Plate (Placa): seleccione los pocillos usados y aplique los colorantes indicadores

FAM, HEX y Cy5.

17. Coloque la placa en el termociclador en tiempo real (en la figura 4 se muestra un

ejemplo de disposicién de placas de PCR).

18. Pestaia Start Run (Iniciar serie): haga clic en Start the run (Iniciar la serie).

19. Al finalizar la serie, analice los resultados (consulte la secciénResultados).

Tabla 10. Programacién de SARS-CoV-2 Prep&Amp UM para CFX96 Dx

Pasos Duracién ~ Temperatura indice de Nomero de  Adquisicién
del horno (°C)  rampa (°C/s) repeticiones
1. Transcripcién inversa 10 min 50 1,6 1 No
2. Activacién de calor inicial de la 2 min 05 1,6 1 No
PCR

Ciclado en 2 pasos 39*
Desnaturalizacién 5s 95 1,6 1 No
Hibridacién/extensién 30s 58 16 1 FAM. HEX

y Cy5

* El CFX funciona por repeticién. Para que el programa ejecute 40 ciclos, se deben establecer 39 repeticiones para

los dos pasos de ciclado (como paso 5 “GOTO” en el software).

IS

Figura 4. Ejemplo de distribucién de la placa en CFX96 Dx
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Protocolo: Preparacién de las muestras y

deteccidon de SARS-CoV-2 en cobas z 480

En este protocolo se describe la preparacién de las muestras y de la real-time RT-PCR para

defectar las dianas de SARS-CoV-2 en muestras humanas nasales, nasofaringeas u

orofaringeas obtenidas con hisopo y almacenadas en medios de transporte y en muestras de
saliva sin diluir en el sislema cobas z 480 con LightCycler 480 SW UDF, versién 2.0.0

(o superior).

Cuestiones importantes antes de comenzar.

Verifique que se respeten las fechas de caducidad y las condiciones de almacenamiento
impresas en todas etiquetas de las cajas y los componentes. No utilice componentes
caducados o mal almacenados.

Utilice equipo calibrado y en buen estado.

Preste atencién para evitar la contaminacién con ribonucleasas durante el experimento y

utilice recipientes de pldstico exentos de nucleasas.

Antes de comenzar.

Las muestras respiratorias se pueden conservar a temperatura ambiente durante los
pasos de preparacién y la configuracién de la reaccién, pero se recomienda
conservarlas en hielo o a 4 °C en una gradilla de refrigeracién.

Las muestras de saliva se pueden conservar en hielo o a 4 °C en una gradilla de
refrigeracién, pero se recomienda conservarlas a temperatura ambiente (15-25 °C)
durante los pasos de preparacién y la configuracién de la reaccién.

Antes de utilizar los siguientes productos, deje que se descongelen por completo a
temperatura ambiente (15-25 °C): SARS-CoV-2 UM Prep Buffer, SARS-CoV-2 UM Amp Buffer,
SARS-CoV-2 Amp Primers, SARS-CoV-2 IC, agua para NTC y SARS-CoV-2 Positive Control.
Conserve los tubos a temperatura ambiente y protéjalos de la luz hasta que los utilice.
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Antes de utilizar SARS-CoV-2 UM Prep Buffer y SARS-CoV-2 UM Amp Buffer, deben
homogeneizarse; para ello, inviértalos 2-3 veces (no los agite vorticialmente) y después
realice una centrifugacién rdpida. Todos los demés reactivos individuales pueden
homogeneizarse mediante agitacién vorticial de pulsos durante 3-5 segundos o

invirtiéndolos 2-3 veces y, a continuacién, realizar una centrifugacién rapida.

El SARS-CoV-2 UM Prep Buffer inhibe las ribonucleasas presentes en las muestras
clinicas para el paso de deteccién, pero no es una solucién inactivadora del virus.

Todas las muestras deben tratarse como potencialmente peligrosas.

Verifique que las condiciones de ciclado de la plataforma de realtime RT-PCR sean las
especificadas en este protocolo.

Los reactivos se pueden dividir en alicuotas para evitar miltiples ciclos de congelacién-
descongelacién.

Use una mezcla de reaccién recién preparada (<2 h antes de activar la placa de real-

time RT-PCR).

Para minimizar la contaminacién, la muestra y las preparaciones de real-time RT-PCR

deben realizarse en zonas distintas.

Procedimiento:

Preparacién de las muestras: para las muestras de las vias respiratorias (nasales,
orofaringeas y nasofaringeas obtenidas con hisopo), siga el paso 1. Para las muestras

de saliva, siga el paso 2.

. Muestras de las vias respiratorias (nasales, orofaringeas y nasofaringeas obtenidas con

hisopo):

Ta. Agite enérgicamente en un vértex el hisopo que contiene la muestra.

1b. Divida partes alicuotas de 50-200 pl de la muestra en tubos exentos de PCR de
1,5 ml.

lc. Realice el paso de calentamiento a 70 °C durante 10 minutos en un calentador de

bloque.
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1d. Enfrie las muestras en hielo durante al menos 5 minutos. A continuacién, conserve
las muestras en hielo 0 a 4 °C.
2. Muestras de saliva:
2a. Licuefaccién (para facilitar el pipeteado): caliente la muestra de saliva a 95 °C
durante 15 minutos (no se especifica el volumen, el recipiente ni el dispositivo
calefactor).

2b. Homogenice la muestra pipeteando suavemente arriba y abajo 8-10 veces.

2c. Introduzca una alicuota de 50 pl de la muestra en un tubo exento de PCR de
1,5 ml.

2d. Realice el paso de calentamiento a 95 °C durante 15 minutos en un calentador de
blogue y, a continuacién, conserve la muestra a temperatura ambiente al menos
5 minutos antes de cargarla en un pocillo o tubo de PCR.

3. En el primer uso, complete el SARS-CoV-2 UM Amp Buffer con el ROX Reference Dye.
3a. Afada 32,8 pl del colorante ROX a 1 tubo de SARS-CoV-2 UM Amp Buffer.
3b. Cierre la tapa que contiene el SARS-CoV-2 UM Amp Buffer y el colorante ROX y dé

vuelta al tubo 3 veces.
3c. Centrifugue el SARS-CoV-2 UM Amp Buffer que contiene el colorante ROX en el fondo
del tubo.
4. En el caso de una placa cobas z 480 completa (96 pocillos), prepare una mezcla de
partes alicuotas de los SARS-CoV-2 Amp Primers con el SARS-CoV-2 Internal Control.
4a. Transfiera el volumen requerido de los SARS-CoV-2 Amp Primers y del SARS-CoV-2
Internal Control de acuerdo con la tabla 11 a un nuevo tubo exento de PCR de
1,5 ml.

4b. Cierre la tapa y dé la vuelta al tubo 3 veces o aplique al tubo agitacién vorticial
de pulsos durante 3-5 segundos.

4c. Centrifugue los SARS-CoV-2 Amp Primers que contienen el IC para que la solucién

se quede en el fondo del tubo.
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Tabla 11. Preparacién de la mezcla de SARS-CoV-2 Amp Primers + IC

Mezcla de SARS-CoV-2 Amp Primers + IC Nomero de reacciones
Volumen (pl)
Concentracién ) 1 96 reacciones
. .. Concentracién ”
Reactivos de solucién final reaccié (+20 % de volumen
madre n adicional*)

SARS-CoV-2 Amp Primers 3,45 x 1 x 7,25 835,2

SARS-CoV-2 Internal Control 166,67 cp/pl 10 cp/pl 1,5 172,8

Mf-)zc|a total de SARS-CoV-2 Amp 8,75 1008

Primers + IC

* Nota: Ajuste los volimenes de SARS-CoV-2 Amp Primers y de SARS-CoV-2 Internal Control en funcién del nimero de
muestras que se van a analizar. Considere un volumen adicional para compensar el volumen muerto.
5. Prepare una mezcla de reaccién segin los datos de la tabla 12 y mézclela bien
invirtiendo el tubo 3 veces.

Tabla 12. Preparacién de la mezcla de reaccién

Mezcla de reaccion de RT-PCR Nomero de reacciones
Volumen (pl)

Concentracién ., 96 reacciones

Reactivos de solucién Concentracién ! (+20 % de vol
final reaccién +20 7 de volumen
madre adicional*)

Mezcla de SARS-CoV-2 UM Amp Buffer 4 1 x 6,25 720
+ ROX
Il\éezclc de SARS-CoV-2 Amp Primers + 2,9 x 1 x 8,75 1008
Volumen de reaccién total = 15,00 1728

* Nota: Ajuste los volimenes del SARS-CoV-2 UM Amp Buffer y los SARS-CoV-2 Amp Primers de acuerdo con la
cantidad de muestras que se deban analizar. Considere un volumen adicional para compensar el volumen muerto.

6. Dispense 8 pl de agua exenta de nucleasas al pocillo asignado al NEC.

7. Cargue 10 pl de agua exenta de nucleasas al pocillo asignado al NTC.

8. Dispense 2 pl de SARS-CoV-2 UM Prep Buffer en cada pocillo asignado al NEC y en las
muestras preparadas.

9. Afiada 8 pl de la muestra preparada a un pocillo que contenga el SARS-CoV-2 UM Prep Buffer.

Mezcle los componentes pipeteando arriba y abajo 5 veces.
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16.

17.
18.

. Afada 15 pl de la mezcla de reaccién preparada en el paso 5 a los pocillos dedicados

a las muestras y los controles (la figura 5 se proporciona como ejemplo). Mezcle los

componentes pipeteando arriba y abajo 5 veces.

. Cargue 10 pl del SARS-CoV-2-UM Positive Control en el pocillo correspondiente. Mezcle

los componentes pipeteando arriba y abajo 5 veces.

. Selle bien la placa de PCR para evitar la contaminacién cruzada. Asegirese de aplicar

presién uniformemente en toda la placa para obtener un sellado hermético en cada

pocillo.

. Centrifugue brevemente la placa de PCR para capturar el liquido que se deposite en el

fondo del pocillo.

. Primer uso: en el software Light Cycler 480 SW UDF 2.0.0, haga clic en open tools (Abrir

herramientas) y seleccione detection formats (Formatos de deteccién) para establecer las
siguientes combinaciones de excitacién-emisién: 465-510 (FAM), 540-580 (HEX) y 610-
670 (ATTO647N).

. Configure el programa de real-time RT-PCR segin se indica en la tabla 13 para un volumen

de reaccién de 25 pl.

Nota: En la parte superior de la pégina, seleccione detection format (Formato de

deteccién) para elegir el formato de deteccién creado en el paso 14.

Nota: Utilice un indice de rampa personalizado de 1,6 °C/s en cada uno de los 5 pasos

del programa de realtime RT-PCR.
Nota: La adquisicién de datos debe realizarse durante el paso de hibridacién/extensién.
Nota: Para obtener informacién adicional, consulte las Instrucciones de uso de cobas z 480.

Coloque la placa en el termociclador en tiempo real (en la figura 5 se muestra un ejemplo

de disposicién de placas de PCR).
Inicie la serie.

Al finalizar la serie, analice los resultados (consulte la seccién Resultados).
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Tabla 13. Programacién para SARS-CoV-2 Prep&Amp UM en cobas z 480

Pasos Duracién Temperatura indice de Nomerode  Modo de
del horno (°C) rampa (°C/s) ciclos andlisis
Transcripcién inversa 10 min 50 1,6 1 Ninguno
Activacién de calor 1,6 ]
) , N

inicial de la PCR 21 7 L inguno
Ciclado en 2 pasos 40 Cuantificacién

Desnaturalizacién Ss 95 1,6 Ni{‘QU”O

Hibridacién/extensién 30s 58 1,6 Unico
Enfriamiento 1 min 37 1,6 1 Ninguno

Sarmpiel

sampird

=m|o|n|o|
]

demate 5

Figura 5. Ejemplo de distribucién de la placa en cobas z 480
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Protocolo: Preparacién de las muestras y
deteccién de SARS-CoV-2 en QuantStudio 5 Dx

Este protocolo sirve para preparar y detectar dianas del SARS-CoV-2 en muestras humanas
nasales, nasofaringeas u orofaringeas obtenidas con hisopo y almacenadas en medios de
transporte y en muestras de saliva sin diluir en el instrumento de real-time RT-PCR QuantStudio
5 Dx.

Cuestiones importantes antes de comenzar.

® Verifique que se respeten las fechas de caducidad y las condiciones de almacenamiento
impresas en todas efiquetas de las cajas y los componentes. No utilice componentes
caducados o mal almacenados.

e Utilice equipo calibrado y en buen estado.
® Preste atencién para evitar la contaminacién con ribonucleasas durante el experimento y
utilice recipientes de pldstico exentos de nucleasas.

@ Cuando se use QuantStudio 5 Dx, se debe afiadir el colorante ROX al tubo de mezcla

maestra antes del primer uso.

Antes de comenzar

® las muestras respiratorias se pueden conservar a temperatura ambiente durante los pasos
de preparacién y la configuracién de la reaccién, pero se recomienda conservarlas en
hielo o a 4 °C en una gradilla de refrigeracién.

® las muestras de saliva se pueden conservar en hielo o a 4 °C en una gradilla de
refrigeracién, pero se recomienda conservarlas a temperatura ambiente (15-25 °C)
durante los pasos de preparacién y la configuracién de la reaccién.

® Se requiere el colorante ROX cuando se usa QuantStudio 5.

® Antes de ufilizar los siguientes productos, deje que se descongelen por completo a
1525 °C: SARS-CoV-2 UM Prep Buffer, SARS-CoV-2 UM Amp Buffer, SARS-CoV-2 Amp Primers,
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SARS-CoV-2 IC, agua para NTC y SARS-CoV-2 Positive Control. Conserve los tubos a temperatura
ambiente y protéjalos de la luz hasta que los utilice.

Antes de utilizar SARS-CoV-2 UM Prep Buffer y SARS-CoV-2 UM Amp Buffer, deben
homogeneizarse; para ello, inviértalos 2-3 veces (no los agite vorticialmente) y después
realice una centrifugacién rdpida. Todos los demds reactivos individuales pueden
homogeneizarse mediante agitacién vorticial de pulsos durante 3-5 segundos o
invirtiéndolos 2-3 veces y, a continuacién, realizar una centrifugacién rapida.

El SARS-CoV-2 UM Prep Buffer inhibe las ribonucleasas presentes en las muestras clinicas
para el paso de deteccién, pero no es una solucién inactivadora del virus. Todas las

muestras deben tratarse como potencialmente peligrosas.

Verifique que las condiciones de ciclado de la plataforma de realtime RT-PCR sean las

especificadas en este protocolo.

Los reactivos se pueden dividir en alicuotas para evitar multiples ciclos de congelacién-
descongelacién.
Use una mezcla de reaccién recién preparada (<2 h antes de activar la placa de real-

time RT-PCR).

Para minimizar la contaminacién, la muestra y las preparaciones de realtime RT-PCR

deben realizarse en zonas distintas.

Procedimiento

Preparacién de las muestras: para las muestras de las vias respiratorias (nasales,
orofaringeas y nasofaringeas obtenidas con hisopo), siga el paso 1. Para las muestras

de saliva, siga el paso 2.

. Muestras de las vias respiratorias (nasales, orofaringeas y nasofaringeas obtenidas con

hisopo):

Ta. Agite enérgicamente en un vértex el hisopo que contiene la muestra.

1b. Divida partes alicuotas de 50-200 pl de la muestra en tubos exentos de PCR de
1,5 ml.

lc. Redlice el paso de calentamiento a 70 °C durante 10 minutos en un calentador de

bloque.
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1d. Enfrie las muestras en hielo durante al menos 5 minutos. A continuacién, conserve las
muestras en hielo o a 4 °C.
2. Muestras de saliva:
2a. Licuefaccién (para facilitar el pipeteado): caliente la muestra de saliva a 95 °C
durante 15 minutos (no se especifica el volumen, el recipiente ni el dispositivo
calefactor).
2b. Homogenice la muestra pipeteando suavemente arriba y abajo 8-10 veces.
2c. Introduzca una alicuota de 50 pl de la muestra en un tubo exento de PCR de 1,5 ml.
2d. Redlice el paso de calentamiento a 95 °C durante 15 minutos en un calentador de
blogque y, a continuacién, conserve la muestra a temperatura ambiente al menos
5 minutos antes de cargarla en un pocillo o tubo de PCR.
3. En el primer uso, complete el SARS-CoV-2 UM Amp Buffer con el ROX Reference Dye.
3a. Afada 32,8 pl de colorante ROX a un tubo de SARS-CoV-2 UM Amp Buffer.
3b. Cierre la tapa que contiene el SARS-CoV-2 UM Amp Buffer y el colorante ROX y dé
vuelta al tubo 3 veces.
3c. Centrifugue el SARS-CoV-2 UM Amp Buffer que contiene el colorante ROX en el fondo
del tubo.
4. Para una placa QuantStudio 5 Dx completa (96 pocillos), prepare una mezcla de partes
alicuotas de los SARS-CoV-2 Amp Primers con el SARS-CoV-2 Internal Control.

4a. Transfiera el volumen requerido de los SARS-CoV-2 Amp Primers y del SARS-CoV-2
Internal Control de acuerdo con la tabla 14 a un nuevo tubo exento de PCR de
1,5 ml.

4b. Cierre la tapa y dé la vuelta al tubo 3 veces o aplique al tubo agitacién vorticial
de pulsos durante 3-5 segundos.

4c.  Centrifugue los SARS-CoV-2 Amp Primers que contienen el IC para que la solucién

se quede en el fondo del tubo.
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Tabla 14. Preparacién de la mezcla de IC + SARS-CoV-2 Amp Primers

Mezcla de SARS-CoV-2 Amp Primers + IC Nomero de
reacciones Volumen

(pl)

96 reacciones

Concentracién ..
Concentracién

Reactivos de solucién final 1 reaccién (+20 % de volumen
madre adicional*)
SARS-CoV-2 Amp Primers 3,45 x 1 x 7,25 835,2
SARS-CoV-2 Internal Control 166,67 cp/pl 10 cp/pl 1,5 172,8
Mezcla total de SARS-CoV-2 Amp 8,75 1008

Primers + IC

* Nota: Ajuste los volimenes de SARS-CoV-2 Amp Primers y de SARS-CoV-2 Internal Control en funcién del nimero de
muestras que se van a analizar. Considere un volumen adicional para compensar el volumen muerto.
5. Prepare una mezcla de reaccién segin los datos de la tabla 15 y mézclela bien
invirtiendo el tubo 3 veces.

Tabla 15. Preparacién de la mezcla de reaccién

Mezcla de reaccién de RT-PCR Nomero de reacciones
Volumen (pl)

96 reacciones

1 reaccion  (+20 % de volumen

Concentracién

. . Concentracién
Reactivos de solucién

final
madre adicional*)
Mezcla de SARS-CoV-2 UM Amp Buffer + Ax 1 6,25 720
ROX
Mezcla de SARS-CoV-2 Amp Primers + IC 2,9 x 1 x 8,75 1008
Volumen de reaccién total = 15,00 1728

* Nota: Ajuste los volimenes del SARS-CoV-2 UM Amp Buffer y los SARS-CoV-2 Amp Primers de acuerdo con la
cantidad de muestras que se deban analizar. Considere un volumen adicional para compensar el volumen muerto.

6. Dispense 8 pl de agua exenta de nucleasas al pocillo asignado al NEC.

7. Cargue 10 pl de agua exenta de nucleasas al pocillo asignado al NTC.

8. Dispense 2 pl de SARS-CoV-2 UM Prep Buffer en cada pocillo asignado al NEC y en las
muestras preparadas.

9. Afiada 8 pl de la muestra preparada a un pocillo que contenga el SARS-CoV-2 UM Prep Buffer.

Mezcle los componentes pipeteando arriba y abajo 5 veces.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.
18.

Afada 15 pl de la mezcla de reaccién preparada en el paso 5 a los pocillos dedicados
a las muestras y los controles (la figura 6 se proporciona como ejemplo). Mezcle los

componentes pipeteando arriba y abajo 5 veces.
Cargue 10 pl del SARS-CoV-2-UM Positive Control en el pocillo correspondiente. Mezcle
los componentes pipeteando arriba y abajo 5 veces.

Selle bien la placa de PCR para evitar la contaminacién cruzada. Asegirese de aplicar presidn

uniformemente en toda la placa para obtener un sellado hermético en cada pocillo.

Centrifugue brevemente la placa de PCR para capturar el liquido que se deposite en el
fondo del pocillo.

Primer uso: el molde debe generarse en el software QuantStudio 5 Dx TD, versién 1.0.1
o superior, y publicarse antes de iniciar la serie en el software QuantStudio 5 Dx IVD.
Configure el molde segin corresponda:

Nota: En la pestafia Properties (Propiedades), configure Experiment type (Tipo de
experimento) en Standard Curve (Curva estédndar) y el Run mode (Modo de serie) en

Standard (Estandar).

Nota: En la pestaiia Method (Método), configure el programa de real-time RT-PCR para

un volumen de reaccién de 25 pl (Tabla 16).
Nota: La adquisicién de datos debe realizarse durante el paso de hibridacién/extensién.

Nota: En la pestaia Plate (Placa), seleccione ROX como Passive Reference (Referencia
pasiva) y establezca FAM, VIC y Cy5 como dianas sin ningin supresor (seleccione

None [Ninguno]).

Nota: Para obtener informacién adicional, consulte las Instrucciones de uso de
QuantStudio 5 Dx.

En el software QuantStudio 5 Dx IVD, cargue el molde creado previamente en el paso

14. Seleccione los pocillos usados y aplique las dianas FAM, VIC y Cy5.

Coloque la placa en el termociclador en tiempo real (en la figura 6 se muestra un

ejemplo de disposicién de placas de PCR).
Inicie la serie.

Al finalizar la serie, analice los resultados (consulte la seccién Resultados).
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Tabla 16. Programacién para SARS-CoV-2 Prep&Amp UM en QuantStudio 5 Dx

Fase Paso Duracién Temperatura ~ Nmero de Adquisicién
del horno ciclos
(°C)
Retenciéon 1. Transcripcién inversa 10 min 50 1 No
2. Activacién de calor inicial de ) 1
la PCR 2 min 95 No
PCR Ciclado en 2 pasos 40
Desnaturalizacién 5s 95 1 No
Hibridclcién/extensién 30 s 58 'I FAM, V|C y Cy5
: =

Figura 6. Ejemplo de distribucién de la placa en QuantStudio 5 Dx
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Resultados

Andlisis en RGQ MDx 5plex HRM

En RGQ MDx 5plex HRM, los datos se analizan utilizando el software Rotor-Gene Q

versién 2.3.1 (o superior) siguiendo las instrucciones del fabricante (Guia del usuario de
Rotor-Gene Q MDx, revisién 7, septiembre de 2018).

Para analizar los datos es preciso usar el ciclo de cultivo (figura 7): Abra el canal sin procesar
Cycling A.Green. Vaya a Options (Opciones) > Crop Start Cycles (Borrar ciclos de inicio) e
introduzca 5 en el cuadro de didlogo. Se generard un nuevo canal llamado Cycling A (from
5).Green. Debe hacerse lo mismo con los canales Red y Yellow para generar los canales
Cycling Alfrom 5).Red y Cycling Alfrom 5).Yellow.

 Rotor-Gene O Series Software VIRTUAL MODE - 20210617_LoD-LoB_Run12_R0D_RGQ_RD12-035_ CLM (1)
File Analysis Run Gain View Window Help

ANl e & @ W B W By E B

New Open Save Settings Progress Profile  Temp. Samples Analysis Reports Anange

Channels Cycling AGreen 7 Cycling AVellow Cycling ARed 27 Cycling A(from 3).Green 2" Cycling A(from 35).Vellow C

~
100

2

Fluorescence

20

g ‘ B 0 15 .

Adust Seale... | AutaSeale| Defaul Seale| Opti=--'Im
Normalise to Cycling A.Yellow

Normalise to Cycling ARed
Nermalise to Cycling A(from 5).Green
Normalise to Cycling A(from 5).¥ellow
Nermalise to Cycling A(from 5).Red
Crop starpcycles

Crop end cycles

v

Figura 7. Captura de pantalla de la configuracién de los ciclos de borrado para el andlisis de las series en RGQ MDx
5plex HRM
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Abra el mend de andlisis (Figura 8) y, para cada canal Cycling A(from 5) generado, aplique

los siguientes pardmetros de andlisis para mantener la uniformidad entre los distintos andlisis
(tabla 17).

Tabla 17. Parémetros de andlisis para RGQ MDx 5plex HRM

Canales Green Red Yellow
Umbral de fluorescencia 0,03 0,03 0,03
Correccién de pendiente Si Si Si
Tubo dindmico Si Si Si
Punto de inicio No 10-20 10-20
Valor atipico de eliminacién: Si No No
umbral de eficiencia de Activado al 0 %
reaccion
Ciclos de inicio cortado 5 5 5
Ciclos de corte Un valor de Ct 38,00 No Un valor de Ct 35,00
se considera se considera
como 40,00 como 40,00

En el software RGQ, los resultados de las series estdn disponibles en la cuadricula de
resultados de cuantificacién abierta durante el andlisis. Los datos se pueden exportar en
formato de texto con valores separados por comas (.csv): En la ventana del software RGQ,
seleccione File (Archivo) > save as > (Guardar como) Excel analysis sheet (Hoja de andlisis
de Excel). Asegirese de que todas las muestras estén seleccionadas antes de exportar los

resultados (figura 8).
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Figura 8. Captura de pantalla de los canales seleccionados para aplicar los pardmetros de andlisis y para exportar los
resultados (andlisis de las series en RGQ MDx 5plex HRM).

Andlisis en ABI 7500 Fast Dx

En ABI 7500 Fast Dx, los datos se analizan con el software 7500 Fast System, versién 1.4.1
(o superior), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. En la pestafia setup
(Configuracién), seleccione el grupo de pocillos o la placa completa que esté disponible en
el andlisis y haga clic con el botén derecho del ratén para abrir las ventanas del inspector de
pocillos. Se deben seleccionar los 3 fluoréforos (FAM, VIC y Cy5) y ROX debe seleccionarse
como Passive reference (Referencia pasiva). Son necesarios los siguientes pardmetros para
mantener la coherencia entre los diferentes andlisis (tabla 18).

Tabla 18. Parémetros de andlisis para ABI 7500 Fast Dx

Canales FAM Cy5 VIC

Colorante pasivo ROX ROX ROX

Umbral de fluorescencia 0,13 0,025 0,05

Ajuste inicial Automdtico Automdtico Automdtico

Ciclos de corte Un valor de Ct 39,00 se No Un valor de Ct >35,00 se
considera como 40,00 considera como 40,00
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En el software ABI SDS, los valores de Ct de un grupo seleccionado de pocillos o de toda la
placa estdn disponibles en la hoja data (Datos) de la seccién principal Results (Resultados).
Los datos se pueden exportar en formato de texto con valores separados por comas (.csv): En
la ventana del software SDS, seleccione File (Archivo) > Export (Exportar) > Results
(Resultados) (también se puede escoger el elemento del ment Ct). Seleccione el formato del

archivo exportado como .csv.
Andlisis en CFX96 Dx

En CFX96 Dx, los datos se analizan con el software CFX Manager Dx, versién 3.1.3090.1022 (o
superior), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se debe seleccionar FAM, HEX y Cy5
para todos los pocillos utilizados en el experimento. Son necesarios los siguientes pardmetros para

mantener la coherencia entre los diferentes andlisis (fabla 19).

Tabla 19. Parametros de andlisis para CFX96 Dx

Canales FAM HEX Cy5

Modo de determinacién de Cq: Si Si Si

Umbral Gnico

Configuracién de linea base:
o ajuste de la curva con sustraccién Si Si Si

o Aplicar correccién de Si Si Si
desplazamiento de fluorescencia

Umbral (RFU) 250 300 100
Ciclos de corte Un valor de Ct Un valor de Ct No
>39,00 se considera  >35,00 se considera
como 40,00 como 40,00

En el software CFX manager Dx, los valores de Ct (denominados Cq en el software) de un grupo
seleccionado de pocillos o de toda la placa estan disponibles en la hoja de datos de la seccidn
Quantification Data (Datos de cuantificacién). Los datos se pueden exportar en formato de texto
con valores separados por comas [.csv) seleccionando Export (Exportar) > Custom Export

(Exportacién personalizada) y ajustando los pardmetros segin se indica en la figura 9.
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Figura 9. Parametros del archivo de datos sin procesar para CFX96 Dx
Andlisis en cobas z 480

En cobas z 480, los datos se analizan con LightCycler 480 SW UDF, versién 2.0.0
(o superior), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Cree un subconjunto de muestras
que incluya Unicamente los pocillos utilizados en el experimento. Para cada canal, cree una
pdgina de andlisis Abs Quant/Fit Points (Cuant. abs./puntos de ajuste) y utilice los siguientes
pardmetros para mantener la coherencia entre los diferentes experimentos (tabla 20).
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Tabla 20. Parametros de andlisis para cobas z 480

Canales FAM (465-510) HEX (540-580) ATTO647N (610-670)
Pestafia Cycle range
(Rango de ciclos) 1.40 140 6.40

o Primer-Gltimo ciclo

o Antecedentes 5/10 5/10 6/11
Pestafia Noise band
(Banda de ruido) Multiplicador STD Multiplicador STD Multiplicador STD

o Método

e Valor del multiplicador 50 40 25

STD

Pestafia Analysis (Andlisis) 2 2 2

o Puntos de ajuste

e Método de umbral Automdtico Automdtico Automdtico
Ciclo de corte Un valor de Ct >39,00 se  Un valor de Ct >35,00 se No

considera como 40,00 considera como 40,00

En el software LightCycler 480 SW UDF, versién 2.0.0 (o superior), los valores de Ct

(denominados Cp en el software) de un grupo seleccionado de pocillos o de toda la placa

estan disponibles en la

seccién analysis (Andlisis) (figura 10). Los datos se pueden exportar

en formato de archivo de texto (.txt) por canal haciendo clic con el botén derecho del ratén

en la tabla de resultados y seleccionando Export table (Exportar tabla).
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Figura 10. Captura de pantalla de los datos exportados en el LightCycler 480 SW UDF, version 2.0.0 (o superior).

Andlisis en QuantStudio 5 Dx

En QuantStudio 5 Dx, los datos se analizan con el software QuantStudio 5 Dx IVD, versién
1.0.1 (o superior), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. En la ventana Assign
Targets and Samples (Asignar dianas y muestras), se deben seleccionar los 3 fluoréforos
(FAM, VIC y Cy5) en todos los pocillos utilizados en el experimento, y ROX debe seleccionarse
como Passive reference (Referencia pasiva). Son necesarios los siguientes pardmetros para

mantener la coherencia entre los diferentes andlisis (tabla 21).
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Tabla 21. Parametros de andlisis para QuantStudio 5 Dx

Candles FAM VIC Cy5

Colorante pasivo ROX ROX ROX

Umbral de fluorescencia 0,21 0,062 0,04

Ajuste inicial Automdtico Automdtico Automdtico

Ciclos de corte Un valor de Ct >39,00 se  Un valor de Ct >35,00 se No
considera como 40,00 considera como 40,00

Los datos se pueden exportar como una hoja de cdlculo o como texto (.xls, .xlsx, .txt). En la
pestaiia Export (Exportar) del software QuantStudio 5 Dx IVD, seleccione todas las opciones
de la seccién content (Contenido) y seleccione la opcion unify the above content into one file
(Unificar el contenido seleccionado en un archivo).
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Interpretacién de los resultados

El control positivo (Positive Control, PC) y los genes N1 y N2 se defectan en el canal de
fluorescencia Green con RGQ MDx 5plex HRM o en el canal de fluorescencia FAM en
ABI 7500 Fast Dx, CFX96 Dx, cobas z 480 y QuantStudio 5 Dx.

El control de muestreo, compuesto por RNAse P, se detecta en el canal de fluorescencia Yellow
con RGQ MDx 5plex HRM o en el canal de fluorescencia VIC/HEX con ABI 7500 Fast Dx,
CFX96 Dx, cobas z 480 y QuantStudio 5 Dx. Cada muestra clinica debe mostrar una
amplificacién de control de muestreo. En el PC, quizds se observe una amplificacién en el canal
Yellow a pesar de la ausencia de secuencias humanas. En este caso, es posible que se ignore
una sefial del canal Yellow del PC porque la sefial intensa de fluorescencia del canal Green
puede interferir en el canal Yellow. El control interno (Internal Control, IC) estd incluido en los
SARS-CoV-2 Amp Primers. Se detecta en el control sin molde (No Template Control, NTC), el
control sin extraccién (No Exiraction Control, NEC), el control positivo (Positive Control, PC) y
las muestras clinicas con el canal de fluorescencia Red con RGQ MDx 5plex HRM o en el canal
de fluorescencia Cy5/ATTO647N con ABI 7500 Fast Dx, CFX96 Dx, cobas z 480 y
QuantStudio 5 Dx. Para que una serie de realtime RT-PCR sea vdlida, se deben realizar los
controles PC, NTC y NEC segin se muestra en la tabla 22 y la tabla 23.

Tabla 22. Criterios de validez de la serie e interpretacién de resultados para RGQ MDx 5plex HRM

Control Deteccién en el Deteccién en el Deteccion en el  Interpretacion
canal Green canal Yellow canal Red

Control positivo Ct <38,00 Indiferente Indiferente El PC es vdlido.

[Positive Control, PC) Ct >38,00 o sin Ct Indiferente Indiferente El PC no es vdlido.
. El NTC/NEC e

Control sin molde Ct>38,0005inCt Ct>35000sinCt Si i/ NEC o5

(No Template Control, NTC) o valido.

Control sin .extroccién Cualquier otra combinacién con Indiferent EI NTC/NEC no es

(No Extraction Control, NEC) amplificacién en Green o Yellow neiierente vdlido.
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Tabla 23. Criterios de validez de la serie e interpretacién de resultados para los instrumentos de real-time RT-PCR
ABI 7500 Fast Dx, CFX96 Dx, cobas z 480 y QuantStudio 5 Dx

Control Deteccién en el Deteccién en el Deteccién en el Interpretacion

colorante FAM* colorante colorante

VIC/HEX* Cy5/ATTO647N*

Control positivo Ct<39,00 Indiferente Indiferente El PC es vdlido.
(Positive Control, PC) Ct >39,00 o sin Ct Indiferente Indiferente El PC no es vdlido.
Control sin molde (No €139 00 o sin Ct Ct >35,00 o sin Si EI NTC/NEC es
Template Control, NTC) o ' Ct vélido.
Control sin extraccién (No Cualquier ofra combinacién con Indiferent El NTC/NEC no es
Exiraction Control, NEC) amplificacién en FAM o VIC/HEX ndiierenie vélido.

Para validar las muestras analizadas, estas deben amplificarse y detectarse segin lo

esperado.

Tabla 24. Criterios de validez de la muestra e interpretacion de resultados para RGQ MDx 5plex HRM

Deteccién en el

Deteccion en el

Deteccién en

Interpretacion

canal Green canal Yellow el canal Red
Ct <38,00 Indiferente Indiferente Muestra positiva para el ARN del SARS-CoV-2.
Ct >38,00 o sin Ct Ct <35,00 Indiferente Muestra negativa, ARN del SARS-CoV-2 no detectado.
Ct>38,000sinCt Ct>35,000sinCt Si Muestra no vdlida. No hay material humano o es
insuficiente. Es necesario repetir el muestreo.
Muestra no vdlida. La reaccién de realtime RT-PCR se
Ct>38,00 0sinCt Ct>35,0005sinCt No inhibe.

Es necesario repetir el andlisis.

Tabla 25. Criterios de validez de la muestra e interpretacién de resultados para los instrumentos de real-time RT-PCR
ABI 7500 Fast Dx, CFX96 Dx, cobas z 480 y QuantStudio 5 Dx.

Deteccién en el

Deteccién en el

Deteccion en el

Interpretacion

colorante FAM* colorante VIC/HEX* colorante
Cy5/ATT0647
N*

Ct 39,00 Indiferente Indiferente La muestra es positiva.
Ct>39,00 0sin Ct  Ct <35,00 Indeie Muestra negativa, SARS-CoV-2 no detectado.

) ) . Muestra no vélida. No se detecta material
Ct>39,000sinCt  Ct>35000sin Ct S humano. Es necesario repetir el muestreo.

Muestra no vdlida. La reaccién de real-time RT-PCR

Ct>39,00 0sin Ct  Ct>35,000sin Ct  No se inhibe.

Es necesario repetir el andlisis.
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Limitaciones

® Solo para uso de diagnéstico in vitro.

® los resultados del arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit no estdn pensados para utilizarse
como el Unico fundamento en el que sustentar el diagnéstico o el tratamiento u otras
decisiones de atencién médica al paciente. Los resultados negativos no excluyen una
infeccién por SARS-CoV-2 y no deben ser el Unico fundamento en el que sustentar la

decisién de tratamiento de un paciente.

e Este producto debe ser utilizado por personal que haya recibido formacién y preparacién

especificas en los procedimientos de diagnéstico in vitro.

e Debe cumplirse de forma estricta la guia del usuario de la plataforma de real-time RT-PCR
(Rotor-Gene Q 5-plex HRM MDx, ABI 7500 Fast Dx, CFX96 Dx, cobas z 480 o

QuantStudio 5 Dx) para obtener resultados éptimos mediante PCR.

® Debe prestarse atencién a las fechas de caducidad impresas en la caja y etiquetas de

todos los componentes. No utilice componentes caducados.

® No se ha establecido el rendimiento de esta prueba en muestras de saliva de pacientes

sin signos y sinfomas de infeccién respiratoria.

e Para evitar el riesgo de obtener un resultado falso negativo en caso de que se analice una
muestra clinica de un paciente positivo bajo en presencia de restos de sangre en el tubo,
esto debe registrarse, y si la muestra arroja un resultado negativo al usar el artus
SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit, es necesario recoger una nueva muestra del paciente y
repetir el andlisis con el artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit.
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Rendimiento

Sensibilidad analitica (limite de deteccién)

La sensibilidad andlitica, o el limite de deteccién (Limit of Detection, LoD), se define como la
concentracién minima en la que 295 % de las muestras analizadas generan un resultado
positivo. El LoD se evalué mediante el andlisis de diluciones en serie de muestras
nasofaringeas y muestras de saliva sin diluir licuadas negativas preparadas con disoluciones
de partida de concentracién elevada de particulas viricas inactivadas obtenidas de
proveedores comerciales (ZeptoMetrix®). En los experimentos del LoD se utilizaron dos
mezclas de muestras para cada muestra. Para confirmar la concentracién del LoD establecida,
la tasa de deteccién de todas las réplicas debe ser 295 % (al menos 19/20 réplicas deben

generar una sefial positiva).

La concentracién correspondiente al LoD se verificé en muestras nasofaringeas y de saliva sin
diluir en las plataformas de realtime RT-PCR declaradas (RGQ MDx, ABI 7500 Fast Dx,
CFX96 Dx, QuantStudio 5 Dx y cobas z 480).

Muestras nasales, orofaringeas y nasofaringeas

El LoD declarado es de 950 cp/ml para RGQ MDx, ABI 7500 Fast Dx, CFX96 Dx y
QuantStudio 5 Dx y de 475 cp/ml para cobas z 480 (consulte la tabla 26)

Muestras de saliva sin diluir

El LoD declarado es de 950 cp/ml para RGQ MDx y de 1200 cp/ml para ABI 7500 Fast Dx,
cobas z 480, QuantStudio 5 Dx y CFX96 Dx (consulte la tabla 26).
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Tabla 26. Resumen de resultados del LoD para cada plataforma de real time RT-PCR

Plataforma Tipo de muestra LoD verificado (cp/ml)
RGQ MDx NPS 950
Saliva sin diluir 950
ABI 7500 Fast Dx NPS 950
Saliva sin diluir 1200
QuantStudio5 Dx NPS 950
Saliva sin diluir 1200
cobas z 480 NPS 475
Saliva sin diluir 1200
CFX96 Dx NPS 950
Saliva sin diluir 1200

Estudios de especificidad andlitica (inclusividad y exclusividad/
reactividad cruzada)

Inclusividad

La inclusividad de artus SARS-CoV-2 Amp Primers and Probes se ha evaluado mediante un
andlisis informdtico de las secuencias disponibles en la base de datos GISAID
(www.gisaid.org). Se analizé un total de 722 488 secuencias (disponibles el 23/03/2021)
en COVID CG |(https://covideg.org), andlisis alimentado por metadatos de GISAID. Las
secuencias se alinearon con la secuencia de referencia WIVO4 (100 % idéntica a la
Wuhan-Hu-1/NC_045512.2, salvo por la longitud de la cola de poli[A]) y las variantes de
un solo nucledtido (Single Nucleotide Variation, SNV) se analizaron en la regién genémica
diana de artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit Primers and Probes. La prevalencia de las SNV
identificadas permanecieron por debajo del 1 %, asi como la frecuencia de las mutaciones
concomitantes. No se detecté ninguna SNV en los dltimos 1-3 nucleétidos desde el extremo 3’
en los oligonucleétidos correspondientes, lo que se esperaria que afectara al rendimiento. Se
considera que arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit es capaz de detectar el 100 % de las

secuencias publicadas.
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Exclusividad/reactividad cruzada

Andlisis informdtico

La exclusividad de arfus SARS-CoV-2 Amp Primers and Probes se ha evaluado mediante un
andlisis informdtico de las secuencias almacenadas en el banco de datos del NCBI. El andlisis
informdtico mostré que algunos de los patégenos analizados poseen una homologia superior al
80 % con respecto a uno de los cebadores o sondas arfus SARS-CoV-2. Algunos son Candida
albicans, SARS-CoV-1, Streptococcus pyogenes y Streptococcus salivarius. Pseudomonas
aeruginosa presenté una homologia inferior al 80 % en relacién con uno de los cebadores o
sondas del ensayo de SARS-CoV-2. No obstante, artus SARS-CoV-2 Amp Primers and Probes no
mostraron una amplificacién posible con las distintas secuencias almacenadas en la base de
datos de nucleétidos no redundantes (non-redundant nucleotide, nr/nt) del NCBI.

Se ha analizado un total de 36 cepas de bacterias, virus y hongos (tabla 27) mediante PCR
con un equipo informdtico con un tamafio de amplicén posible limitado de 500 bp. Las
secuencias de patégenos se obtuvieron de la base de datos del NCBI, aunque ninguno de
estos patégenos mostré una amplificacién informdtica. En la tabla 27 se muestra una lista de
los patégenos analizados con un equipo informdtico.

Tabla 27. Lista de patégenos analizados mediante equipo informdtico

Microrganismos patégenos Cepa o tipo ID de la taxonomia Res:!:j[:; ?:Flo”:;:f?czn e
Adenovirus de tipo 3 Tipo 3 45659 Sin coincidencia
Adenovirus de tipo 4 Tipo 4 28280 Sin coincidencia
Adenovirus de tipo 5 Tipo 5 28285 Sin coincidencia
Adenovirus de tipo 7A Tipo 7A 85755 Sin coincidencia
Adenovirus de tipo 14 Tipo 14 10521 Sin coincidencia
Adenovirus de tipo 31 Tipo 31 10529 Sin coincidencia
Bordetella pertussis A639 520 Sin coincidencia
Candido albicans s 5476 Rl
Chlamydia pneumoniae C.I.vv\\/ll_:]%Z; 115713 Sin coincidencia
Enterovirus Tipo 68 42789 Sin coincidencia

La coincidencia de la secuencia con uno de los cebadores o sondas mostré una homologia <80 %.
La coincidencia de la secuencia con uno de los cebadores o sondas mostré una homologia >80 %.
(Continba en la pagina siguiente)
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Tabla 27. (Continda de la pagina anterior)

Resultados de la PCR en el

Microrganismos patégenos Cepa o tipo ID de la taxonomia sistema informdtico
Haemophilus influenzae KW20 727 Sin coincidencia
Coronavirus humano 229E 11137 Sin coincidencia
Coronavirus humano NL63 277944 Sin coincidencia
Coronavirus humano HKU-1 290028 Sin coincidencia
Coronavirus humano OC43 0OC43 31631 Sin coincidencia
Coronavirus humano MERS-CoV 1335626 Sin coincidencia
Metaneumovirus humano n/a 162145 Sin coincidencia
Gripe A HIN1 114727 Sin coincidencia
Gripe A H3N2 119210 Sin coincidencia
Gripe B n/a 11520 Sin coincidencia
Mycoplasma pneumoniae MF]}_?Q 272634 Sin coincidencia
Virus paragripal Tipo 1 12730 Sin coincidencia
Virus paragripal Tipo 2 2560525 Sin coincidencia
Virus paragripal Tipo 3 11216 Sin coincidencia
Virus paragripal Tipo 4 2560526 Sin coincidencia
Pneumocystis jirovecii RU7 42068 Sin coincidencia
Pseudomonas aeruginosa PAO1 287 No se pu-d‘o re‘CEhZ*OF la
amplificacién
Virus respiratorio sincicial Tipo A (VRS-A) 208893 Sin coincidencia
Virus respiratorio sincicial Tipo B (VRS-B) 208895 Sin coincidencia
Rinovirus Tipo A 147711 Sin coincidencia
Rinovirus Tipo B 147712 Sin coincidencia
SARS-CoV Tor2 694009 Noee Fre ref’,"zf" la
amplificacién
Staphylococcus epidermidis n/a 1282 Sin coincidencia
No se pudo realizar la
Streptococcus pyogenes n/a 1314 cmelesetn
o ATCC® BAA-1024D-5 No se pudo realizar la
Streptococcus salivarius CCHSS3 1304 amplificaciont
. ATCC 700669 . - .
Streptococcus pneumoniae NCTC11032 1313 Sin coincidencia

La coincidencia de la secuencia con uno de los cebadores o sondas mostré una homologia <80 %.
' La coincidencia de la secuencia con uno de los cebadores o sondas mostré una homologia >80 %.
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Andlisis in vitro

La reactividad cruzada se verificé in vitro y los patégenos mostraron una homologia >80 %
con SARS-CoV-2 Amp Primers en el andlisis informdtico. Las muestras se prepararon
afadiendo microrganismos que podian causar reactividad cruzada a una matriz de muestras
nasofaringeas obtenidas con hisopo a 10¢ cp/ml, salvo en el caso de SARS-CoV-1, que se
analizé sin diluir siguiendo la recomendacién del proveedor. Ninguno de estos
microrganismos patégenos mostré una reactividad cruzada in vitro.

La interferencia microbiana del ensayo arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit se evalué in vitro
en un panel de patégenos recomendados (tabla 28). Las muestras se prepararon afadiendo
un méximo de 5 patégenos —a 105 TCID50/ml para dianas viricas, 10° cp/ml para dianas
bacterianas y fingicas o a la mdxima concentracién posible en funcién de la concentracién
de partida— a muestras nasofaringeas negativas obtenidas con hisopo enriquecidas a
2,87 x LoD con particulas inactivadas de  SARS-CoV-2 (ZeptoMetrix). Se afadieron
directamente particulas viricas inactivadas de SARS-CoV-2 (ZeptoMetrix) a paneles NATtol™
y SARS-CoV-1 a 2,87 x LoD. A continuacién, se resumen los resultados de cada grupo de
microrganismos analizado y las concentraciones correspondientes.

En la tabla 28 se muestra una lista de los patégenos sometidos al andlisis de interferencia
microbiana.

Tabla 28. Lista de patégenos sometidos a andlisis in vitro de interferencia microbiana.

ID del grupo C trocis
olDdela  Microrganismo Origen onan rlamon Unidad Resultado
muestra na

SARS-CoV-2 ZeploMetrix 2726403 cp/ml

(NATSARS(COV2)-ERC)
Coronavirus humano 229E  ZeptoMetrix (0810229CFHI) 1,43E+05 TCID50/ml

Grupo 1 g‘gzg"v"us humano ZeptoMetrix (0810024CFHI)  5,86E+04  TCID50/ml Sin

Coronavirus humano NL63  ZeptoMetrix (0810228CFHI)  2,84E+04  TCID50/ml

interferencia

Adenovirus T3 ZeptoMetrix (0810016CFHI)  1,43E+05  TCID50/ml
Virus paragripal 1 ZeptoMetrix (0810014CFHI) ~ 9,14E+06  TCID50/ml
ZeptoMetrix
SARS-CoV-2 (NATSARS(COV2)-ERC) 2,72E+03 cp/ml Sin
Crupo2  p——rEr ZeptoMetrix (0810073CFHI)  1,67E+04  TCID50/ml  interferencia
Virus paragripal 2 ZeptoMetrix (0810015CFHI)  4,29E+04  TCID50/ml
Gripe B Florida/02/2006 ZeptoMetrix (0810037CFHI)  1,43E+05  TCID50/ml
Rinovirus T TA ZeptoMetrix
(0810012CFNHI) 2,86E+04  TCID50/ml

(Continia en la pagina siguiente)

62 Instrucciones de uso de artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit (manual de uso) 09/2021



Tabla 28. (Confinda de la pagina anterior)

ID del grupo Concentracién
olDdela  Microrganismo Origen final Unidad Resultado
muestra <
ZeptoMetrix
SARS-CoV-2 (NATSARS(COV2}-ERC) 2,72E+03 cp/ml
Virus paragripal T3 ZeptoMetrix (0810016CFHI) ~ 1,43E+07  TCID50/ml
Haemophilus influenzae ~ ATCC (51907D-5) 1,00E+06 CFU/ml s
in
Grupo 3 . .
P iz ATCC (700669DQ) 3,30E+06  CFU/ml  interferencia
pneumoniae
Candida albicans ZeptoMetrix (0801504DNA)  1,00E+06 CFU/ml
Sepgiyieasgas ATCC (12228DQ) 4,60E+06  CFU/ml
epidermidis
ZeptoMetrix
SARS-CoV-2 (NATSARS(COV2}-ERC) 2,73E+03 cp/ml
Adenovirus T7A ZeptoMetrix (0810021CFHI)  1,02E+06  TCID50/ml Sin
Grupo 4 Streptococcus pyogenes  ATCC (700294DQ) 1,00E+07 CFU/ml interferencia
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
xg;;r“p""“’”" sincicial 7 otoMetrix (0810482CFH)  7,14E+04  TCIDS0/ml
Sin
CGroPo S Gripe A HINT California ZeptoMetrix (0810165CFH)  1,43E+404  TCID50/ml  inferferencia
Enferovirus fipo 68 Grupo. ;  Meirix (0810300CFHI)  1,436405  TCID50/ml
principal
Adenovirus T14 ZeptoMetrix (0810108CFHI)  2,86E+04  TCID50/ml
ZeptoMetrix
SARS-CoV-2 (NATSARS(COV2}-ERC) 2,73E+03 cp/ml
MERS-CoV ZeptoMetrix (081057 5CFHI) 1,43E+04  TCID50/ml
Grupo 6 Adenovirus T4 ZeptoMetrix (0810070CFHI)  1,43E+05  TCID50/ml  Sin
Metaneumovirus humano v (0810156CFHI)  7,14E403  TCID50/ml nierferencia
(MNVh) fipo B eprolvielrix pliais m
Virus respiratorio sincicial .
de fipo B [VRSB) ZeptoMetrix (08 10040CFHI)  1,43E+03  TCID50/ml
(Continia en la pagina siguiente)
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Tabla 28. (Confinda de la pagina anterior)

ID del grupo Concentracién
olDdela  Microrganismo Origen final Unidad  Resultado
muestra <
ZeptoMetrix
SARS-CoV-2 (NATSARS(COV2)-ERC) 2,73E+03 cp/ml
. ZeptoMetrix
Adenovirus T5 (0810020CFHI) 6,43E+05  TCID50/ml
) ) ZeptoMetrix Sin
Grupo 7 Virus paragripal 4B (0810060BCFHI) 7, 14E+04  TCID50/ml inferferencia
Gripe A H3N2 ZeptoMetrix
Suiza/9715293/13 (081051 1CFHI) Zebn velE
o ZeptoMetrix
Streptococcus salivarius (BAA-1024D-5) 1,00E+06 CFU/ml
ZeptoMetrix
SARS-CoV-2 (NATSARS(COV2)-ERC) 2,73E+03 cp/ml
NATrol Panel RP1
(gripe A H3N2
(Brisbane/10/07), gripe A
HINT (NY/02,/2009), ,
Grupo 8 rinovirus (tipo 1A), o rfsm .
- - interferencia
cdenoerus 13, virus ZeptoMetrix (MDZ001) Desconocida* N/D
paragripal T1, virus
paragripal T4, metaneumovirus
(Perd 6-2003) C. pneumoniae
(CWL:029), M. pneumoniae
(M129), virus de Coxsackie
(tipo AT)
ZeptoMetrix
SARS-CoV-2 (NATSARS(COV2}-ERC) 2,73E+03 cp/ml
NATrol Panel RP2 (gripe A H1
(New Caledonia/20/99), )
Grupo®  gripe B [Florida/02/06), VRS- . rFS'“ .
A, virus paragripal T2, virus . ok inferierencia
paragripal T3, coronavirus HKU ZeptoMetrix (MDZ001) Desconocida N/D
recombinante, coronavirus
(OC43, NL63, 229E),
Bordetella pertussis (A639)
ZeptoMetrix
Grupo 10 SARS-CoV-2 (NATSARS(COV2)-ERC) 2,73E+03 cp/ml Sin
interferencia
SARS-CoV-1 ZeptoMetrix (NATSARS-ST) Desconocida*® N/D

* Concentracién no comunicada por parte del proveedor.
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Sustancias interferentes

Muestras nasales, orofaringeas y nasofaringeas obtenidas con hisopo

Se evalué el efecto de las supuestas sustancias interferentes (sustancias que figuran en la
tabla 29) en el rendimiento de arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit. Los andlisis se realizaron
en 3 grupos de muestras nasofaringeas negativas obtenidas con hisopo y 3 grupos de
muestras nasofaringeas positivas obtenidas con hisopo enriquecidas a 4 x LoD con particulas
viricas inactivadas de SARS-CoV-2 (ZeptoMetrix). Los experimentos los llevd a cabo
1 operario en la plataforma RGQ MDx 5plex HRM (en 4 instrumentos) con un kit de prueba.

Cada grupo se dividié en 2 para analizar la sustancia interferente disuelta en un disolvente
(muestra de prueba) o el disolvente solo (muestra de control). Las tasas de aciertos en los
canales de fluorescencia Green y Red se compararon entre las muestras de la prueba y sus
correspondientes muestras de control. Cuando no hay interferencia, las muestras de la prueba
y sus correspondientes muestras de control tienen la misma tasa de acierto.

En la tabla 29 se muestra que ninguna de las sustancias analizadas interfiere en el
rendimiento de arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit en el canal de fluorescencia Green.

Tabla 29. Lista de sustancias interferentes y tasas de aciertos obtenidas en el canal Green.

Tasa de aciertos de los Tasa de aciertos de los

Sustancias " Concentracién . resultados en hisopos
: Funcién . resultados en hisopos . o
interferentes analizada nasofaringeos neqativos nasofaringeos positivos
geos neg (4 x LoD)
Tobramici Antibiético 1 ma/ml Sin interferencia Sin interferencia
obramicina sistémico mg/m /15 15/15
Mubiroci Pomada nasal 6,6 mg/ml Sin interferencia Sin interferencia
uptrocina antibidtica /0 mg/m 0/15 15/15
Fluficasona Corticosteroide 5% (v/v) Sin interferencia Sin interferencia
nasal 0/15 15/15
bzt Anestési'co Y Sin interferencia Sin interferencia
(pastillas para la analgésico 0,5 mg/ml 0/15 15/15
garganta) bucal
Sin interf i Sin inferf i
Oximetazolina Aerosol nasal 10 % (v/v) n interterencia n injerterencia
0/15 15/15

Continua en la pdgina siguiente
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Tabla 29 (continda de la pagina anterior)

. .. Tasa de aciertos de los Tasa de aciertos de los
Sustancias .. Concentracié . .
: Funcién . resultados en hisopos resultados en hisopos
interferentes n analizada ) . ) .

nasofaringeos negativos  1asofaringeos positivos (4 x LoD)

B Férmaco Sin Riferiareneie Sin interferencia

Oseltamivir iviri 3,3 mg/ml 15/15
antivirico O/] 5
Mucina Sin inferferencia Sin interferencia
(gléndula submaxilar 2,5 mg/ml 0/15 15/15
bovina tipo I-S)
! . Sin inferferencia Sin interferencia

Sangre fota 4% (v/v) 1/15* 15/15

* Se detecté una amplificacién correspondiente a un artefacto.

Muestras de saliva sin diluir

Se evalué el efecto de ocho supuestas sustancias interferentes (sustancias que figuran en la
tabla 30) en el rendimiento de artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit. Los andlisis se realizaron
en una mezcla de muestras de saliva sin diluir negativas, que se dividié en dos para realizar
dos niveles de dilucién: (1) muestras de saliva sin diluir negativas y (2) muestras de saliva sin
diluir positivas artificiales (obtenidas afiadiendo particulas viricas inactivadas de SARS-CoV-2
[ZeptoMetrix] en una concentracién de 3 x LoD [3600 cp/ml] a la mezcla negativa). Las
muestras de saliva sin diluir se analizaron con la plataforma cobas z 480 por 3 operadores

con un kit comercial.

Para cada sustancia interferente, las réplicas de muestras se dividieron en 2 para analizar la
sustancia inferferente disuelta en un disolvente (muestra de prueba) o el disolvente solo
(muestra de control). Las tasas de aciertos en los canales de fluorescencia Green, Red y Yellow
se compararon entre las muestras de la prueba y sus correspondientes muestras de control.
Cuando no hay interferencias, las muestras de la prueba y sus correspondientes muestras de

control tienen la misma tasa de acierto.
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En términos de andlisis cualitativo (estado de la muestra), las ocho sustancias interferentes
analizadas (consulte la tabla 30) no repercuten en los resultados de artus SARS-CoV-2

Prep&Amp UM Kit obtenidos con muestras de saliva positivas y negativas.

En la tabla 30 se muestra que ninguna de las sustancias analizadas interfiere en el

rendimiento de arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit en el canal de fluorescencia Green.

Tabla 30. Lista de sustancias interferentes y tasas de aciertos obtenidas en el canal Green.

Sustancia Funcién Concentracién Tasa de aciertos de Tasa de aciertos
interferente* analizada los resultados en de los resultados
muestras de saliva en muestras de
sin diluir negativas saliva sin diluir
positivas (3-
5 x LoD)
Sangre total Sustancia 1% v/v Sin interferencia* Sin interferencia*
endégena: 0/8 8/8
ADNg, leucocitos,
eritrocitos humanos
Altoids® Caramelos 2 % p/v Sin interferencia Sin interferencia
0/8 8/8
Aspirina Farmaco 1%p/v Sin interferencia Sin interferencia
antiinflamatorio 0/8 8/8
Listerine® Enjuague bucal 1% v/v Sin interferencia Sin inferferencia
CInﬁSépﬁCO 0/8 8/8
Ricola® Caramelos 1% p/v Sin interferencia Sin interferencia
0/8 8/8
Dentifrico Colgate®  Dentifrico 0,1 % p/v Sin interferencia Sin interferencia
Total SF blanqueador 0/8 8/8
Whitening™
Jarabe Tussidane® Jarabe para la tos 1%v/v Sin interferencia Sin interferencia
0/8 8/8
Pulmofluide® Farmaco para la tos 1% v/v Sin interferencia Sin interferencia
productiva 0/8 8/8

*

En sangre total se observé un efecto de interferencia con la deteccién del IC en el canal Red (10-40 % de

inhibicién), que no tuvo repercusiones en la validez de la muestra. En el canal Green, el estado de la muestra no se

vio afectado por la sangre fotal, pero se observé una ligera desviacién del valor Ct (valor Ct medio de 1,35 mds

tarde en sangre total en comparacién con la muestra de control).
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Para evitar el riesgo de obtener un falso negativo al analizar una muestra clinica positiva baja en caso
de observarse restos de sangre en el tubo, esto debe registrarse, y si la muestra vuelve a dar un resultado
negativo con artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit, se debe obtener una muestra de saliva sin diluir del
paciente y analizarla de nuevo con arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit.

Estudio de estabilidad de las muestras

El estudio de estabilidad de las muestras se realizé para evaluar la repercusién de diferentes
condiciones de almacenamiento de la muestra sobre los resultados cualitativos (andlisis de la
tasa de acierfos) y cuantitativos (andlisis de la desviacién del valor Ct) de los kits artus
SARS-CoV-2 Prep&Amp UM. Los experimentos se realizaron analizando dos niveles de
dilucién: (1) muestras negativas y (2) muestras positivas artificiales obtenidas mediante la
adicién de particulas viricas inactivadas de SARS-CoV-2 (ZeptoMetrix). Para confirmar la
estabilidad de las muestras (saliva y NPS), se exigié que 295 % de las muestras tuvieran la
misma tasa de aciertos y una desviacién del valor Ct <10 % con respecto al punto temporal
0 de cada condicién de estabilidad.

Muestras nasales, orofaringeas y nasofaringeas:

Las diferentes condiciones de estabilidad evaluadas se enumeran en la tabla 31. Para realizar
las pruebas se utilizaron 3 mezclas de muestras. Se analizaron muestras de hisopo nasofaringeo
negativas, muestras de hisopo nasofaringeo positivas artificiales con 5 x LoD (4750 cp/ml) y
tres lotes de muestras de liberacién de los lotes BRS1 (cepa N2, 1000 cp/10pl), BRS2
(bloque g de RNAse P, 1000 cp/10pl) y BRS3 (cepa N1, 1000 cp/10pl) con la plataforma
ABI 7500 Fast Dx.

De acuerdo con los resultados del andlisis cudlitativo y cuantitativo, las condiciones de
almacenamiento evaluadas para las muestras de hisopo nasofaringeo no repercutieron en la tasa
de aciertos (se detectd el mismo estado, como era de esperar) y no ocasionaron desviaciones
significativas del valor Ct de los resultados de arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit. Por fanto, el
rendimiento del kit fue estable a pesar de todas las condiciones de almacenamiento diferentes
evaluadas para las muestras de hisopo nasofaringeo (consulte la tabla 31).

En la tabla 31 se muestran las condiciones de estabilidad de las muestras nasofaringeas.
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Tabla 31. Condiciones de estabilidad de las muestras nasofaringeas.

Condiciones Declaracién de estabilidad de las muestras
Congelacién/descongelacion 3 ciclos de congelacién/descongelacién
4°C (28 °C) 72 h

-70°C 2 semanas

Muestras de saliva sin diluir

Las diferentes condiciones de estabilidad evaluadas se enumeran en la tabla 32. Para realizar
las pruebas se utilizaron 2 mezclas de muestras. Se analizaron muestras de saliva sin diluir
negativas y muestras de saliva sin diluir positivas artificiales con 3 x LoD (3600 cp/ml) con
la plataforma ABI 7500 Fast Dx.

De acuerdo con los resultados del andlisis cualitativo y cuantitativo, las condiciones de
almacenamiento evaluadas no repercutieron en la tasa de aciertos (se detectd el mismo
estado, como era de esperar) y no ocasionaron desviaciones significativas del valor Ct de los
resultados de arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit. Por tanto, el rendimiento del kit fue estable
a pesar de las diferentes condiciones de almacenamiento evaluadas para las muestras de

saliva sin diluir.

En la tabla 32 se muestran las condiciones de estabilidad de las muestras de saliva sin diluir.

Tabla 32. Condiciones de estabilidad de las muestras de saliva sin diluir

Condiciones Declaracién de estabilidad de las muestras
Congelacién/descongelacion 3 ciclos de congelacién/descongelacién
Temperatura ambiente (18-26 °C) 72h
4°C (2-8 °C) 72 h

Condicién combinada: 6 h a temperatura ambiente en 6 h a temperatura ambiente seguidas de 72 h a 4 °C
combinacién con 72 h a 4 °C (2-8°C) y con 8 dias a (2-8 °C) y después de 7 dias a -20 °C

-20 °C (entre =30 °C y =15 °C)
(entre =30 °C y =15 °C)
-20 °C (entre =30 °C y -15 °C) 1 mes (30,5 dias)
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Precisidn

El estudio de precisién evalué la reproducibilidad (repeticién de la misma muestra en distintas
series y con distintas condiciones: 5 dias, 3 lotes de kits, 3 operarios y 2 instrumentos) y la
repetibilidad (repeticién de la misma muestra en la misma serie y con las mismas condiciones).
Se realizaron pruebas en muestras nasofaringeas negativas obtenidas con hisopo y en
muestras nasofaringeas negativas obtenidas con hisopo enriquecidas a 5 x LoD en la
plataforma RGQ MDx.

Para cada nivel de dilucién, se recopilaron 204 puntos de datos. Los datos de repetibilidad
y reproducibilidad se utilizaron para determinar la desviacién estdndar (DE) y el coeficiente
de variacién (%CV) para las dianas de SARS-CoV-2 en los canales Green, Yellow y Red. En
la tabla 33 se muestra que arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit tiene una precisién total de
0,63 de DE (CV 2,03 %) en el canal Green, 0,54 de DE (CV 2,22 %) en el canal Yellow y
de 1,28 de DE (CV 4,10 %) en el canal Red.

Tabla 33. Desviacién estandar y coeficiente de variacion de artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit.

Muestras xccncﬂes Entre Entre Entre Entre Entre En !O
de deteccion Total di ! . . serie
ias lotes operarios instrumentos series Iit
analitica
Desviacion estandar (DE)
(Coeficiente de variacién [% CV])
NPS negativa 0,54 0,09 0,10 0,06 0,11 0,09 0,50
Canal Yellow (2,22) (0,37) (0,42) (0,27) (0,47) (0,36) (2,05)
NPS negativa 1,15 0,0 0,55 0,00 0,12 0,39 0,92
Canal Red (3,68) (0,00)0 (1,76) (0,00) (0,40) (1,26) (2,96)
NPS enriquecida 0,63 0,18 0,31 0,00 0,08 0,00 0,51
Canal Green (2,03) (0,59) (1,00) (0,00) (0,25) (0,00) (1,64)
NPS enriquecida 0,47 0,13 0,24 0,05 0,18 0,00 0,33
Canal Yellow (1,93) (0,53) (0,98) (0,20) (0,73) (0,00) (1,38)
NPS enriquecida 1,28 0,12 0,58 0,11 0,00 0,49 1,02
Canal Red (4,10) (0,37) (1,84) (0,34) (0,00) (1,57) (3,27)
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Rendimiento clinico

Muestras de hisopo nasofaringeas
Se evalué el rendimiento clinico del ensayo artus SARS-CoV-2 UM Prep&Amp utilizando

material retrospectivo de muestra nasofaringea obtenida con hisopo en medio de transporte

que incluia 150 muestras clinicas.

Todo el material de muestra se obtuvo de pacientes con signos y sintomas de COVID-19 y se

almacenaron congeladas hasta que se utilizaron.

La validacién clinica se realizé en la plataforma ABI 7500 Fast Dx. En la tabla 34 se indica
el rendimiento de artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit con respecto a un método de

referencia.

Tabla 34. Rendimiento clinico de arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit con respecto a un método de referencia.

Estado de las N % positivo IC del 95 % % negativo IC del 95 %
muestras
Positivo 52 98,1 89,9-99,7 1,9 -
(51/52) (1/52)
Negativo 98 5,1 - 94,9
88,7-97,8
(5/98) (93/98)

Los resultados discordantes se evaluaron con un tercer método y se volvieron a analizar con
una tabla de contingencia. Los resultados del rendimiento clinico total se expresan como
porcentaje de concordancia positiva (PCP) y porcentaje de concordancia negativa (PCN),

y se muestran en la tabla 35.
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Tabla 35. Rendimiento clinico de arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit después del andlisis de los resultados
discordantes.

Estado de las N % positivo IC del 95 % % negativo IC del 95 %

muestras

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

Negativo 98 5,1 - 94,9 88,797.8
(5/98) (93/98)

A continuacién encontrard la fraccién de las muestras de los porcentajes de concordancia

positiva y negativa (PCP y PCN, respectivamente) con los estados de las muestras previstos:

Porcentaje de concordancia positiva

(%PCP): 51/52 =98,1 % (IC del 95 %: 89,9 %-99,7 %)
Porcentaje de concordancia negativa
(%PCN): 93/98 = 94,9 % (IC del 95 %: 88,6 %-97,8 %)

Hisopos nosofon’ngeos que incluxen personas asintomdticas

Se evalué el rendimiento clinico del ensayo artus SARS-CoV-2 UM Prep&Amp utilizando
material retrospectivo de muestra nasofaringea obtenida con hisopo en medio de transporte

que incluia 153 muestras clinicas.

Todas las muestras se recopilaron de pacientes asintomdticos o con otros motivos para

sospechar de infeccién por COVID-19.

La validacién clinica se realizé en la plataforma ABI 7500 Fast Dx. Se excluyeron dieciséis
muestras del andlisis después de analizarlas con artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit debido

a un estado no vdlido de conformidad con los criterios de validez de la muestra (tabla 23).
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La tabla 36 indica el rendimiento de artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit con respecto a un
método de referencia, el cual se expresa como porcentaje de concordancia positiva (PCP) y

porcentaje de concordancia negativa (PCN).

Tabla 36. Rendimiento clinico de arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit con respecto a un método de referencia

Estado de las N % positivo IC del 95 % % negativo IC del 95 %
muestras
Positivo 50 64,0 50,1-75,9 36,0 -
(32/50) (18/50)
Negativo 87 1,15 - 98,85
93,8-99,8
(1/87) (86/87)

Se evaluaron diecinveve resultados discordantes con un tercer método y se volvieron a
analizar con una tabla de contingencia. Los resultados del rendimiento clinico total se
expresan como porcentaje de concordancia positiva (PCP) y porcentaje de concordancia

negativa (PCN), y se muestran en la tabla 37.

Tabla 37. Rendimiento clinico de arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit después del andlisis de los resultados
discordantes

Estado de las N % positivo IC del 95 % % negativo IC del 95 %

muestras

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

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

Se volvieron a clasificar dieciocho muestras falsas negativas como negativos verdaderos,

mientras que una muestras falsa positiva permanecié como falsa positiva.

A continuacién encontrard la fraccién de las muestras de los porcentajes de concordancia

positiva y negativa (PCP y PCN, respectivamente) con los estados de las muestras previstos:
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Porcentaje de concordancia positiva

(%PCP): 32/32 = 100,0% (IC del 95 %: 89,3% - 100,0%)
Porcentaje de concordancia negativa
(%PCN): 104/105 = 99,05% (IC del 95 %: 94,8% - 99,8%)

Muestras de saliva sin diluir

Se evalué el rendimiento clinico del ensayo artus SARS-CoV-2 UM Prep&Amp utilizando

material de muestras de saliva sin diluir, que incluia 142 muestras de saliva.

Todo el material de muestra se obtuvo de pacientes con signos y sinftomas de COVID-19. La
validacién clinica se realizé en la plataforma ABI 7500 Fast Dx. Se excluyeron doce muestras
del andlisis después de analizarlas con artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit y también el
método de referencia debido a que ambas pruebas dieron como resultado un estado no

vdlido de conformidad con los criterios de validez de la muestra.

En la tabla 38 se indica el rendimiento de arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit con respecto

a un método de referencia.

Tabla 38. Rendimiento clinico de artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit con respecto a un método de referencia.

Estado de las N % positivo IC del 95 % % negativo IC del 95 %

muestras

Positivo 45 93,33 82,1497,71 6,67 -
(42/45) (3/45)

Negativo 85 0 - 100 95 68-100.00
(0/85) (85/85) ' '

Se evaluaron tres resultados discordantes con un tercer método y se volvieron a analizar con
una tabla de contingencia. Los resultados del rendimiento clinico total se expresan como
porcentaje de concordancia positiva (PCP) y porcentaje de concordancia negativa (PCN), y

se muestran en la tabla 39.
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Tabla 39. Rendimiento clinico de artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit después del andlisis de los resultados
discordantes.

Estado de las N % positivo IC del 95 % % negativo IC del 95 %
muestras
Positivo 43 97,67 87,9499,59 2,32
(42/43) (1/43)
Negativo 87 0 - 100 95 68-100.00
(0/87) (87/87) ' '

Se volvieron a clasificar dos muestras falsas negativas como negativas verdaderas, mientras

que un resultado falso negativo permanecié como falso negativo.

A continuacién encontrard la fraccién de las muestras de los porcentajes de concordancia

positiva y negativa (PCP y PCN, respectivamente) con los estados de las muestras previstos:

Porcentaje de concordancia positiva

(PCP): 42/43 = 97,67 % (IC del 95 %: 87,94 %-99,59 %)
Porcentaje de concordancia negativa
(PCN): 87/87 = 100,00 % (IC del 95 %: 95,68 %-100,00 %)
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Guia de resolucién de problemas

Esta guia para la resolucién de problemas le serd de utilidad para resolver los problemas que

puedan surgir. Para obtener mds informacién, también puede consultar la pdgina de

preguntas frecuentes (Frequently Asked Questions, FAQ) de nuestro Centro de servicio técnico:

www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx.

Comentarios y sugerencias

Sefal Green débil o nula (FAM) en control positivo (Positive Control, PC)

a) El canal de fluorescencia
seleccionado para el andlisis de
datos de RT-PCR no cumple el
protocolo.

b) Programacién incorrecta del perfil de
temperatura.

c) Configuracién incorrecta de la
reaccién de PCR

d) Las condiciones de almacenamiento
para uno o mds componentes del kit
no cumplian las instrucciones o el
artus SARS-CoV-2 RT-PCR kit ha
caducado.

e) Configuracién incorrecta de la
plataforma de realtime RT-PCR
durante la configuracién de los
datos.

f)  Se produjo la inhibicién de la PCR.

Para el andlisis de los datos, seleccione el canal de fluorescencia FAM
(Green) para las dianas analiticas de RT-PCR del SARS-CoV-2, el canal
de fluorescencia HEX/VIC/JOE (Yellow) para el control de muestreo y
Cy5/Atto (Red) para el control interno.

Compare el programa de RT-PCR con el protocolo.

Compruebe los pasos de trabajo por medio del esquema de pipeteo y
repita la PCR en caso necesario.

Siga las condiciones de almacenamiento, verifique la fecha de
caducidad de los reactivos y use un nuevo kit, si es necesario.

Aplique las configuraciones recomendadas relativas a su plataforma de
realtime RT-PCR que se describen en este manual.

Siga las prdcticas recomendadas para laboratorios de biologia
molecular a fin de evitar la infroduccién de contaminantes.
Compruebe periédicamente que el espacio de trabajo y los
instrumentos estén desinfectados.

Siga el protocolo mencionado en este manual. Compruebe la fecha de
caducidad del reactivo y, si es necesario, utilice un kit nuevo. Repita el
ensayo con ofra muestra.

Seiial Green (FAM) en el control sin molde o en el control sin extraccion

Se ha producido contaminacién con
secuencias del SARS-CoV-2 durante la
preparacién de la placa de RT-PCR.

Repita la RT-PCR con reactivos nuevos.

Siga las prdcticas recomendadas para laboratorios de biologia
molecular a fin de evitar la introduccién de contaminantes. Siga el
protocolo mencionado en este manual de uso.

Compruebe periédicamente que el espacio de trabajo y los
instrumentos estén desinfectados.
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Comentarios y sugerencias

Sefal débil o nula en el canal Red (Cy5/Atto) del control interno

a)

b)

<)

Se ha introducido una sustancia
interferente en la reaccién de la RT-
PCR. Se produce la inhibicién de la
PCR.

El control interno estd deteriorado.

Configuracién incorrecta de la
plataforma de realtime RT-PCR
durante la configuracién de los
datos.

Siga las prdcticas recomendadas para laboratorios de biologia
molecular a fin de evitar la introduccién de contaminantes.

Compruebe periédicamente que el espacio de trabajo y los
instrumentos estén desinfectados.

Siga el protocolo mencionado en este manual.
Repita el experimento con una muestra recién recogida.

Siga las practicas recomendadas para laboratorios de biologia
molecular a fin de evitar la introduccién de ribonucleasas. Siga las
recomendaciones mencionadas en este manual.

Compruebe periédicamente que el espacio de trabajo y los
instrumentos estén desinfectados.

Siga las condiciones de almacenamiento y compruebe la fecha de
caducidad de los reactivos y, si es necesario, use un nuevo kit.

Aplique las configuraciones recomendadas relativas a su plataforma de
realtime RT-PCR que se describen en este manual.

Sefial débil o nula en el canal Yellow (VIC/HEX) del control de muestreo

a) Lla muestra clinica estd degradada. Siga las recomendaciones proporcionadas por el proveedor del
dispositivo de recogida para su almacenamiento, manipulacién y
transporte.

Siga el protocolo mencionado en este manual, incluidos los pasos de
preparacién de las muestras con el SARS-CoV-2 UM Prep Buffer.

Siga las condiciones de almacenamiento y compruebe la fecha de
caducidad de los reactivos, como el SARS-CoV-2 UM Prep Buffer, y use
un nuevo kit, si es necesario.

b) El material de muestra no se recogié Siga las recomendaciones proporcionadas por el proveedor del
correctamente. No se recogieron dispositivo de recogida para la recogida y manipulacién del material
suficientes células humanas en el de muestra.
hisopo o no se transfirieron al medio
de transporte.

c) Configuracién incorrecta de la Aplique las configuraciones relacionadas con su plataforma de real-
plataforma de realtime RT-PCR time RT-PCR que se describen en este manual.
durante la configuracién de los
datos.
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Simbolos

En las instrucciones de uso o en el embalaje y en el etiquetado, pueden aparecer los siguientes

simbolos:

Definicién del simbolo

Contiene  reactivos  suficientes para 768 o
3072 reacciones

Fecha de caducidad
V Producto sanitario para diagnéstico in vitro

Nimero de referencia

I)CI n
—_— E)
o 181

S 9

LOT Nomero de lote
Componentes
Contenido
@l Ndmero
Némero mundial de articulo comercial

" _n

“R" es la revisién de las Instrucciones de uso y “n” es el
némero de revisién

-~
=

Limitacién de temperatura

—
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Simbolo

Definicién del simbolo

= K

=)

>

Fabricante

Consultar las instrucciones de uso

Mantener alejado de la luz solar

Advertencio/preccucién
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Informacidén de contacto

Si desea recibir asistencia técnica y mds informacién, pédngase en contacto con el servicio

técnico de QIAGEN en support.giagen.com.
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Informacién para pedidos

Producto Contenido N.° de cat.
artus SARS-CoV-2  Para 768 reacciones: tampdn de preparacién, 4511460
Prep&Amp UM colorante ROX, mezcla maestra, cebadores y sondas,

Kit (768) control inferno, agua (NTC) y confrol positivo

artus SARS-CoV-2  Para 3072 reacciones: tampén de preparacion, 4511469
Prep&Amp UM colorante ROX, mezcla maestra, cebadores y sondas,

Kit (3072) control interno, agua (NTC) y control positivo

Instrumento y accesorios

PCR tubes, 0.1 ml  Para su uso con 72-Well Rotor, tubos de tiras y 981103
for Rotor-Gene Q  tapones
5-plex HRM MDx

Rotor-Gene Q Software Rotor-Gene Q, versién 2.3.1 (o superior)
software

Rotor-Gene Q 5-  Termociclador de Realtime PCR con 5 canales, 9002032
plex HRM MDx analizador de disociacién de alta resolucién,

software, ordenador portdtil y accesorios. Garantia

de 1 afio en piezas y mano de obra, instalacién.

72-Well Rotor Para almacenar Strip Tubes and Caps, 0.1 ml, con 9018903
volimenes de reaccién de 10-50 pl

Locking Ring Para fijar Strip Tubes and Caps, 0.1 ml en el 9018904
72-Well Rotor 72-Well Rotor

Para obtener informacién actualizada sobre licencias y exenciones de responsabilidad
especificas del producto, consulte el manual de uso o la guia del usuario del kit de QIAGEN
correspondiente. Los manuales de uso y las guias del usuario de los kits de QIAGEN estdn
disponibles en www.giagen.com o pueden solicitarse a los servicios técnicos de QIAGEN o a

su distribuidor local.
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Historial de revisiones del documento

Revisién

Descripcién

R1, abril de 2021
R2, julio 2021

R3, septiembre de
2021

Versién inicial.

Ampliacién de la reclamacién: Se ha establecido el andlisis para personas
asinfomdticas. El uso previsto se actualizé para incluir personas asintomdticas o con
otros motivos para sospechar de infeccién por COVID-19. Se afiadié la seccién sobre
rendimiento clinico, incluidas personas asintomdticas, a los datos de rendimiento.

Ampliacién de la reclamacién:

1.

2

Adicién del andlisis con muestras de saliva.

. Modificacién del flujo de trabaijo.

3.

Puede usarse con 3 plataformas adicionales y su software respectivo: software
CFX96 Dx con CFX Manager Dx, versién 3.1.3090.1022 (o superior), cobas z 480
with LightCycler 480 SW UDF, versién 2.0.0 (o superior) y QuantStudio 5 Dx con
software QuantStudio 5 Dx IVD, versién 1.0.1 (o superior).

. Adicién del limite de deteccién de las 3 plataformas adicionales (CFX96 Dx,

cobas z 480, QuantStudio 5 Dx) en la seccién de rendimiento para las muestras
nasofaringeas, nasales y orofaringeas obtenidas con hisopo.

. La seccién de caracteristicas del rendimiento se ha actualizado.

. Para el instrumento RGQ solo se mantienen los canales de fluorescencia (Green, Red,

Yellow; se eliminan los nombres de los colorantes entre paréntesis).

. Solo se mantuvieron los nombres de los colorantes para CFX96 Dx, ABI7Z500

Fast Dx, cobas z 480 y QuantStudio 5 Dx.

. Para ABI7500 Fast Dx, se eliminaron los filtros de fluorescencia A/1, B/2 y E/S5.

Solo se mantuvieron los nombres de los colorantes (Fam, Vic y Cy5).

. Cambios en las tablas 34-37 en la seccién de rendimiento clinico para aclarar la

presentacién.
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Acuerdo de licencia limitada para el arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit
La utilizacién de este producto implica por parte de cualquier comprador o usuario del producto la aceptacién de los siguientes términos:

1. El producto puede utilizarse Gnicamente conforme a los protocolos suministrados con el producto y a este manual de uso y para su uso exclusivo con los
componentes incluidos en el panel. QIAGEN no ofrece licencia alguna bajo ninguna de sus propiedades intelectuales para utilizar o incorporar los componentes
suministrados en este panel con componentes no incluidos en el mismo, excepto segiin se describe en los protocolos proporcionados con el producto, este manual de
uso y ofros protocolos disponibles en www.giagen.com. Algunos de estos protocolos adicionales han sido proporcionados por usuarios de QIAGEN para usuarios de
QIAGEN. QIAGEN no ha probado ni optimizado estos protocolos en profundidad. Por ello, QIAGEN no los garantiza ni asegura que no infrinjan los derechos de
terceros.

2. Aparte de las licencias expresamente especificadas, QIAGEN no garantiza que este panel ni su(s) uso(s) no infrinjan derechos de terceros.

3. Este panel y sus componentes tienen licencia para un solo uso y no se pueden reutilizar, reacondicionar ni revender.

4. QIAGEN renuncia especificamente a cualquier otra licencia, explicita o implicita, distinta de las licencias expresamente especificadas.

5. El comprador y el usuario del panel aceptan no realizar ni permitir a otros realizar ningin paso que pueda conducir a acciones prohibidas en las

especificaciones anteriores o que pueda facilitarlas. QIAGEN se reserva el derecho de emprender acciones legales ante cualquier tribunal para el cumplimiento de
las prohibiciones especificadas en este Acuerdo de licencia limitada y recuperard todos los gastos derivados de la investigacién y de los gastos judiciales, incluidas
las costas procesales, en cualquier accién emprendida para hacer cumplir este Acuerdo de licencia limitada o cualquier otro derecho de propiedad intelectual en
relacién con este kit y/o con sus componentes.

Para consultar los términos actualizados de la licencia, visite www.qgiagen.com.
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Marcas comerciales: 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 o sus filiales); Altoids® (Wm. Wrigley Jr. Company). Los nombres registrados, las
marcas comerciales, etc., utilizados en este documento, incluso cuando no aparecen marcados como tales, estén protegidos por la legislacién.

09/2021 HB-2850-003 © 2021 QIAGEN. Reservados todos los derechos.
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