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Medicofarma

Informacja wstepna

Szanowni Parnistwo,

Oddajemy w Pafistwa rece zestaw MediPAN-2G+ COVID test wykonany w ramach wspblpracy z Instytutem Chemii
Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk oraz firmami A&A Biotechnology s.c. i Future Synthesis Sp.zoo.

Zestaw MediPAN-2G+ COVID test jest przeznaczony do wykrywania SARS-CoV-2. Obecno$¢ wirusa jest potwierdzana w
dwéch niezaleznych reakcjach zaprojektowanych na dwa geny SARS-CoV-2. Dodatkowo przeprowadzana reakcja
kontrolna pozwala na kontrolg procedury przygotowania materiatu. Cechy ulatwiajace uzytkowanie testu to:

° prosta interpretacja wyniku,

° wysoka czutos¢ reakcji wykrywajacych wirusa,

° detekcja sygnatéw w trzech kanatach w jednym dotku.

Dodatkowe informacje mozna znaleZ¢ na stronie:
http: edicofarma avirus-test

Wszelkie watpliwoéci, uwagi i sugestie prosimy zglaszaé na adres e-mail:

covid icofarma.pl

lub kontaktowac sie telefonicznie pod numerem tel.:
+48 691 772771

INSTYTUT CHEMII BIOORGANICZNE) SgntheSiS

Polskie] Akademii Nauk
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Instrukcja uiywania - MediPAN-2G+ COVID test

Instrukcja uzywania

MediPAN-2G+ COVID test

SARS-CoV-2 Detection Kit

Real-time RT-PCR

Wyréb medyczny do diagnostyki in vitro do oznaczania materiatu genetycznego SARS-Cov-2 w prébkach wymazéw
pobranych od ludzi z gérnych drég eddechowych: jamy ustnej i nosogardzieli.
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Instrukja uiywania - MediPAN-2G+ COVID test

Opis i zastosowanie

MediPAN-2G+ COVID jest testem do specyficznego wykrywania wirusa SARS-Cov-2 u ludzi. Kluczowym etapem testu jest
detekcja materialu genetycznego wirusa, ktéra nastepuje w procesie odwrotnej transkrypcji i fancuchowej reakcji
polimerazy w czasie rzeczywistym (ang: Reverse Transcription and real-time Polymerase Chain Reaction). Detekcja
wirusa jest mozliwa dzieki zastosowaniu starteréw oraz fluorescencyjnych sond, specyficznych dla genomu wirusa SARS-
CoV-2. W teécie wykrywane sa wysoce sweiste fragmenty dwéch genéw SARS-CoV-2: ORFlab (nsp2) oraz gen S. Kontrolg
wewnetrzng jest syntetyczny fragment genomu wirusa rolinnego (wirus RNA) dodawany do prébki na etapie izolacji
RNA lub reakeji PCR.

Zestaw zostal przygotowany w taki sposob, aby prébka pobrana od osoby badanej byla analizowana réwnolegle w trzech
reakcjach w jednym dotku. W dwéch reakcjach wykrywany jest RNA wirusa wywolujacego COVID-19 we
fluorescencyjnym kanale dla barwnika FAM i HEX. Dodatkowo w mieszaninie przeprowadzana jest reakcja towarzyszaca
wykrywana w kanale dla barwnika Cy5 (Rysunek 1).

FAM HEX [ Cy5

M SARS-CoV-2 | SARS-CoV-2 ic
ORF1ab gen'S

Rysunek 1. Schemat multipleksowych reakeji w mieszaninie reakcyjnej.

Sktad zestawu

skladnik zestawu objetosé ::::;:l::;vrstrwanie
B - bufor do reakcji 1430 pl s-20°C
M-SP - startery i sondy do reakeji 120 pl <-20°C
- roztwér enzyméw 170 ul s-20°C
PC-R - kontrola dodatnia 60 pl s-20°C
IC - matryca kontroli wewnetrznej 1100 pl <-20°C
NC - kontrola ujemna 100 pl =-20°C

Dodatkowy sprzet i odczynniki

° Mikrowiréwka

° Whytrzasarka do ptytek 96-dotkowych

° Sterylna komora z nawiewem laminarnym

® Statywy chtodzace do plytek 96-dotkowych lub pojemniki do inkubacji na lodzie
. Aparat do real-time PCR z detekcjg sygnatéw dla barwnikéw FAM i HEX

° Plytki 96-dotkowe dedykowane do aparatu do real-time PCR
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Instrukcja uzywania - MediPAN-2G+ COVID test

° Sterylne probéwki 1.5 ml typu Eppendorf
° Pipety automatyczne z koficobwkami do pipet z filtrem

° Zamrazarka pracujaca w zakresie temperatury =-20 °C

Wazne informacje i $rodki ostroznosci

Nalezy unika¢ wielokrotnego rozmrazania i ponownego zamrazania odczynnikéw (> 3x), poniewaz moZe to zmniejszyé
czulo$¢ testu. Jesli sktadniki majg by¢ stosowane w matych ilogciach, nalezy je zamrozi¢ w oddzielnych porcjach.

W celu uniknigcia zanieczyszczeri reakcji zalecana jest praca w warunkach sterylnej komory z nawiewem laminarnym i
korzystanie z koficowek do pipet z filtrem. Nalezy uzywaé plastikowych materialéw zuzywalnych wolnych od
rybonukleaz oraz jednorazowych rekawiczek i zmieniaé je kazdorazowo, jak wymaga tego dobra praktyka laboratoryjna.

Roztwér zawierajacy startery i sondy (M-5P) powinien by¢ chroniony przed $wiatlem.

Skiadniki zachowuja petna stabilnoéé do uplywu terminu waznosci podanego na etykietach, jesli sa przechowywane
zgodnie z zaleceniami.

Zestaw powinien by¢ transportowany na suchym lodzie. Po otrzymaniu zestawu nalezy sprawdzié obecnosé suchego
lodu.

Nalezy sprawdzi¢ date waznoéci na pudetku zestawu | etykietach odczynnikéw - nie uzywaé przeterminowanego zestawu
lub sktadnikéw zestawu,

Wszystkie odpady powstale podczas etapu izolacji kwasu nukleinowego, prébki i inne materiaty, ktére potencjalnie
mogly mie¢ kontakt z materiatem zakaZnym nalezy wyrzuci¢ do odpadéw medycznych i bezpiecznie zutylizowaé,

Ten produkt nie jest szkodliwy ani zakaZny, zestaw zawiera materialy pochodzenia ludzkiego, ale nieinfekcyjne.
UWAGA. Zestaw MediPAN-2G+ Covid test nie zawiera barwnika normalizacyjnego ROX. W przypadku urzgdzen

wymagajacych normalizacji (np. aparatu typu ABI 7500), do mieszaniny reakcyjnej nalezy dodaé barwnik ROX do
odpowiedniego stezenia. Barwnik ROX nie jest dotaczony do zestawu.

Ograniczenia uzycia
Wszystkie sktadniki zestawu moga by¢ uzywane wytacznie do diagnostyki in vitro.
Z zestawu nalezy korzystaé zgodnie z niniejsza instrukcja uzywania,

Produkt ten powinien by¢ uzywany przez personel specjalnie przeszkolony do wykonywania procedur diagnostycznych
in vitro.

Procedura

Przygotowanie skladnikow reakcji
° Odezynniki zawarte w zestawie nalezy rozmraza¢ na lodzie, nastgpnie powinny na nim pozostawaé podczas
catego procesu.

° Prébki RNA uzyskane od badanych oséb nalezy umiescié na lodzie, a plytki 96-dotkowe na statywach
chiodzacych.



Instrukeja uzywania - MediPAN-2G+ COVID test

Dodanie matrycy kontroli wewnetrznej IC

Przed przystapieniem do izolacji RNA SARS-CoV-2, material pobrany od osoby badanej nalezy zawiesi¢ w odczynniku
lizujacym (wchodzacym w sktad zestawu do izolacji RNA), a nastgpnie doda¢ 10 pl matrycy IC. Tak dodana matryca IC
stanowi kontrole przebiegu izolacji RNA, ktéra nalezy przeprowadzi¢ zgodnie ze wskazaniami producenta.

Opcjonalnie mozna dodaé 1 pl matrycy IC bezpo$rednio do reakcji RT-qPCR (Przygotowanie ptytki, punkt 3.), ale stanowi
ona wtedy tylko dodatkowa kontrole przebiegu reakcji PCR. Nalezy jednak mie¢ na uwadze, Ze dodawanie matrycy IC
bezposérednio do reakcji PCR zwigksza ryzyko zanieczyszczenia kontroli wodnej.

Przygotowanie mieszanin reakcyjnych na 94 testy (cala ptytka 96)

Przygotowanie mieszaniny reakcyjnej

Vs Do sterylnej probéwki 1.5 ml typu Eppendorf doda¢:
° 1300 pl buforu do reakcji B
° 104 pl starteréw i sond do reakcji M-SP

° 156 pl roztworu enzyméw

2 Zawarto$¢ probowki kilkukrotnie przepipetowat i krétko zwirowat.

& Probéwke przechowywaé na lodzie.
Uwagal Mieszanina nie nadaje sig do ponownego uzycia po zamroZeniu.

Informacja: Mieszanina wystarczy na 94 testy wykrywajace wirusa wraz z reakcjami kontrolnymi.

Przygotowanie mieszaniny reakcyjnej na okreslona liczbe testow

Do przygotowania mieszaniny reakcyjnej na okrelong liczbe testow nalezy pomnozy¢ objetos¢ kazdego sktadnika
potrzebnego do przeprowadzenia 1 reakcji przez iloé¢ planowanych do wykonania testéw + 2. Do uzyskanych wartosci
doda¢ 10% nadmiaru.

skladniki mieszaniny objetosé na 1 reakcje
B - bufor do reakcji 12.5ul
M-SP - startery i sondy do reakcji 1.00 pl

- roztwaor enzymow 1.50 ul

Przyktadowo: do przygotowania mieszaniny na 15 testéw nalezy uzy¢:
° B: (15 +2) % 12.5 ul =212.5 pl + 10% nadmiaru (21.25 pl) =234 ul
° M-SP: (15 + 2) x 1.00 pl = 17 pl + 10% nadmiaru (1.7 pl) = 18.7 pl
° (15 + 2) x 1.50 pl = 25.5 pl + 10% nadmiaru (2.55 pl) = 28.05 pl
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Przygotowanie mieszaniny reakcyjnej

Do jatowej prob6wki 1.5 ml typu Eppendorf dodaé:
° obliczong objetosé buferu do reakcji B
° obliczong objetos¢ starteréw i sond do reakcji M-SP

e obliczong objetos¢ roztworu enzymow !

Zawarto$¢ probowki kilkukrotnie przepipetowat i krétko zwirowaé.

Probéwke przechowywaé na lodzie.

Uwaga! Mieszanina nie nadaje si¢ do p g0 uzycia po

Przygotowanie plytki

MEDICOFARMA S.4.
01-142 Warszawa
ul. Sokotowska 9 lok. U19

NIP: 527-23-24-54]

1 Doda¢ po 15 pl mieszaniny do dotkéw na plytce 96-dotkowej, wedtug schematu przedstawionego na

Rysunku 2,

Dodaé 10 pl kontroli ujemnej NC do dotka A1.

kontrolnych (jeéli ta matryca nie zostata dodana przed izolacja RNA).

- Dodaé 10 pl kontroli dodatniej PC-R do dolka H12.

Dodaé po 10 pl roztworu RNA wyizolowanego z materialu pobranego od badanych oséb do dotkéw na
plytce 96-dotkowej, wedlug schematu przedstawionego na Rysunku 2. (pierwsza osoba: ZA, druga osoba:
3A, trzecia osoba: 4A itd.). Opcjonalnie doda¢ po 1 pl matrycy IC do kazdej reakcji z wyjatkiem

Zaklei¢ ptytke folia odpowiednia do stosowanego aparatu do real-time PCR. Wytrzasat i zwirowaé phytke.
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Rysunek 2. Schemat przygotowania ptytki 96-dotkowej.

Warunki reakcji PCR

temperatura czas liczba cykli
50°C 20 min. 1

95°C 15 min. 1

94°C 15 sek.

60°C 1 min. 40

Odczyt sygnaléw z ptytki (kanaty FAM, HEX i

Cy5)

Analiza wynikéw

Do okreélenia wartoécl Ct nalezy wykorzysta¢ metode regresji (Cq determination mode->regression). Przyktadowo, dla
oprogramowania firmy Bio-Rad ustawienie to mozna znale4¢ w zaktadce ,settings” (Rysunek 3).
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Rysunek 3. Okreslanie wartoéci Ct za pomoca metody regresji.
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Interpretacja wynikow

Wyniki nalezy interpretowa¢ wediug wskazan zamieszczonych w tabeli ponizej:

Kanat detekcji
Interpretacja
FAM HEX Cys*

+ + +/- Osoba badana pozytywna pod wzgledem COVID-19°

4 # +/- Osoba badana pozytywna pod wzgledem COVID-19°

= * +/- Osoba badana pozytywna pod wzglgdem CovID-19"

- - + Osoba badana negatywna pod wzgledem COVID-19

- - - Procedura izolacji nie przebiegta prawidlowo lub wystapil blad reakcji PCR

* Wynik reakcji w kanale CyS5 stanowi kontrole procedury izolacji RNA i/lub reakeji PCR.

? Dodatni wynik dla prébki pacjenta w kanale FAM i HEX dla obu genéw swoistych dla SARS-CoV-2 jest interpretowany
jako pozytywny niezaleznie od wynikéw na kanale Cy5.

® W przypadku péénej amplifikacji dla jednej z reakcji dla genéw swoistych dla SARS-CoV-2 (w kanale FAM lub HEX)
mozliwe jest nieuzyskanie sygnatu w drugiej reakcji. Dodatni wynik dla prébki w kanale FAM lub HEX dla jednego genu
jest interpretowany jako pozytywny, jednak w takim przypadku zaleca si¢ powtérzenie analizy lub ponowne pobranie
proébki za kilka dni.

Kontrole ujemne. Kontrole ujemne nie moga wykazywaé sygnatu dla zadnego z gendw SARS-CoV-2 (kanal FAM i HEX).
Pojawienie si¢ p6Znego sygnatu (Ct > 35) w kontroli ujemnej w kanale Cy5 (IC) $wiadczy o kontaminacji. Fakt ten nie
wplywa na interpretacje wynikéw w reakcjach wykrywajacych SARS-CoV-2. Jezeli jednak sygnaty amplifikacji w kanale
Cy5 w kentrolach ujemnych pojawig sie weze$niej (Ct < 35) nalezy powt6rzy¢ caly proces diagnostyczny.

Aparaty do real-time PCR

Zestaw zostal zaprojektowany do stosowania w tzw. systemach otwartych RT-PCR.
Walidacje zestawu przeprowadzono na urzadzeniach:

. CFX Connect Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad)

. CFX96 Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad)

. LightCycler 480 I (Roche)*

* W przypadku zastosowania LC 440 Il mozna spodziewad sig wystapienia sygnatu amplifikacji 1-2 cykle poZniej nit w przypadku aparatéw Bio-Rad.

UWAGA. Zestaw moiZna ¢ takie w dzeniach typu ABI7500, ktére wymagajq jednak stosowanla dodatkowych barwnikéw normalizacyjnych. W
takim przypadku, do mieszanin reakcyjnych 1i2 naley dodaé barwnik ROX do odpowiedniego stezenia. Barwnik ROX nie jest dofqczony do zestawu.
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Parametry dzialania testu

L Czutost > 95%
° Specyficzno$é > 99%
° Reaktywno$¢ krzyzowa in silico

Ticabn prstestowanych Reakiyrnoi brzyions
Crups ke i Patogen Haliizalatéw
Severs acuwe respiratory sysdrome coronavins 1 £000 Obrerwowans
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B
S e yud fated
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Alphs VI Huma corcmmrns NL63 3 Nie obzerwowane
Heman mchdesoviru: € Human adesovuns 1 2 e
Enterovarus B 123 s cboerwowane
Enterovous Entwovires D [ D sbrawomwans
| kffoenca A4 HINI =abtvpe 36135 Nae cbzerwomwane
fioenra B Efmenra B vims 18538 Nos obserwoname
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|Leglomella ________| Legionella puoumopkila 41 e choermotrme
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Mormsalla Moraxetla catorrhaliz 13 Nae ch ams
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Pzendomonas aeruginosa
Ps end: aerugingsa g2 e cboerwowame
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K oS Streptococens solfverius 1 Noe chzewowane
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Objasnienie uzytych symboli

Wyréb medyczny do diagnostyki in vitre Dﬂ Przed uzyciem zapoznaj si¢ z instrukcja uzywania

Wytwdérca Zestaw pozwala na wykonanie 94 testéw

Data waznosci Przechowywaé w temperaturze <-20°C

; 94
Numer partii A Zapoznaj si¢ ze $rodkami ostroznosci
J/- -°C

&jxo 8] ||

Numer katalogowy
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