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COMPROMETIDOS CON EL
AVANCE Y LA CALIDAD DE
LAS TECNOLOGIAS DE
ACIDOS NUCLEICOS

GeneStore es una empresa de diagnostico gendmico con sede en
Provenza, Francia.

En la actualidad, GeneStore opera instalaciones de |+D+i vy
produccion en Europa, Oriente Medio, América del Sur y Asia.

Creemos firmemente en la importancia de  proporcionar
productos técnicamente avanzados y de alta calidad en todo el
mundo para garantizar un procedimiento de muestra a resultado
simplificado y robusto.

Para obtener mas informacion sobre la  empresa,
visite: www.genestore.org.
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USO PREVISTO

El kit GeneStore Detection Expert 1S © SARS CoV-2 es una
prueba de reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion
inversa en tiempo real (fRT-PCR de un solo paso para la deteccion
cualitativa del acido nucleico viral del SARS CoV-2 en muestras
respiratorias  superiores e  inferiores  (hisopo orofaringeo,
aspirado nasofaringeo vy lavado broncoalveolar (BAL)) de
personas sospechosas de COVID-19 por su meédico.

Los resultados sirven para la identificacion de RNA del SARS-CoV-2,
gue es detectable generalmente en muestras respiratorias durante la
fase aguda de la infeccion. Los resultados positivos son indicativos de
la presencia de ARN del SARS-CoV-2. La correlacion clinica con el
historial del paciente y otra informacion diagndstica es necesaria para
determinar el estado de la infeccion del paciente. Los resultados
positivos no descartan infeccion bacteriana o coinfeccion con otros
virus. El patdgeno detectado puede no ser la causa definitiva de la
enfermedad.

Los resultados negativos no excluyen la infeccion por SARS-CoV-2 y
no deben usarse como la Unica base para las decisiones de manejo
del paciente. Los resultados negativos deben combinarse con
observaciones clinicas, antecedentes del paciente e informacion
epidemiologica.

La prueba con Detection Expert 1S © SARS-CoV-2 RT-PCR esta
disehada para que la utlice personal de laboratorio clinico
especfificamente instruido y capacitado en las técnicas de PCR en
tiempo real y procedimientos de diagndstico in vitro.
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DESCRIPCION DEL
PRODUCTO

El kit de GeneSotre Detection Expert SARS-CoV-2© incluye reactivos y
controles para la amplificacion directa y deteccion cualitativa mediante
PCR multiplex en tiempo real de ARN SARS-CoV-2 en muestras de
torunda nasofaringea, lavados broncoalveolares vy aspirados
nasofaringeos, de individuos sospechosos de COVID-19 por su
medico.

El kit One Step rRT-PCR GeneStore Detection Expert SARS-

CoV-2 © incluye los siguientes componentes:

A. Ensayo multiplexado de PCR en tiempo real del SARS CoV-2 que
contiene dos conjuntos de cebadores y sondas para detectar dos
regiones en el gen N del genoma del SARS-CoV-2, vy

B. Un conjunto de sonda de cebador para detectar la RNasa P (RP)
humana en una muestra clinica.

C. Controles positivos que contienen dianas especfficas de las regiones
genomicas del SARS CoV 2 cublertas por el ensayo
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SIMBOLOS
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ALMACENAMIENTOQO,
MANEJO Y ESTABILIDAD
DE REACTIVOS

1. Almacene todos los cebadores y sondas secos y el control
positivo a 2-8 °C hasta que se rehidrate para su uso. Aimacene
los materiales liquidos entre -25 °Cy -15 °C.

2. Siempre verifique la fecha de caducidad antes de usar los
reactivos. No utilice reactivos caducados.

3. Proteja las sondas fluorogénicas de la luz.

4. Los cebadores, sondas (incluidas las alicuotas) y el Master
de enzimas deben descongelarse y mantenerse en un
blogue frio en todo momento durante la preparacion vy el
uso.

5. No vuelva a congelar las sondas.

6. Los controles vy las alicuotas de los controles deben
descongelarse y mantenerse en hielo en todo momento
durante la preparacion y el uso.

7. Uso exclusivo para diagndstico in vitro por profesional de
laboratorio cualificado.
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COMPONENTES DEL KIT

Detection Expert SARS CoV-2 © One Step rRT PCR Kit 100 Reacciones
[ Cat No. GS.D1F.31519.2.100 |
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FRANCE

- 5 L, ot Condiciones
omponente escripcion antidad almacen.
SARS CoV 2
Detection PROBEMIX
Expert1S © e NI[FAM] 454.50 L
SARS CoV-2 * N2[HEX]
One Step rRT e RNaseP [CYS] -15
PCRKit 100 J/7
Reactions 25
gg‘g:‘g] 519 Probe Expert© -25°Cto-15°C
5 1(')0 : : One Step RT PCR 1212.00 L
: ENZYME MIX
Detection
Expert©
AR 2 . 3
zonfroclolzgck Positive Control
SARS CoV 2 100.00 pL s
NT+N2
Cat.No. 25°C to-15°C
GS. REFMA.
QUAL.31519.2.
100
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COMPONENTES DEL KIT

Detection Expert SARS CoV-2 © One Step rRT PCR Kit 1000 Reacciones
[ Cat No. GS.D1F.31519.2,1000 |

GENEST®RE
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., . Condiciones
Componente Descripcion Cantidad e —
SARS CoV 2
PROBE MIX
Detection e NI1[FAM] 454.50 pL
Expert 1S © e N2 [HEX] [1 0 Tubes]
SARS CoV-2 e RNaseP[CYS5]
One Step rRT -15
PCRKit 1000
Reactions 25
Cat_ NO -25°C tO-]SOC
GS.D1F31519 Probe Expert© 1212.00 pL
.2.1000 One Step RT PCR
ENZYME MIX [10 Tubes]
Detection
Expert © S
SARS CoV-2 Positive Control
Control Pack SARS CoV 2 100.00 pL -25
NT+N2 . .
Cat.No. -25°Cto-15°C
GS.REFMA.
QUAL.
31519.1000
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MATERIAL NO
SUMINISTRADO EN EL KIT

1. Mezclador Vortex

2. Microcentrifuga

3. Micropipetas (2 ¢ 10 plL, 200 pLy 1000 pL)

4. Micropipetas multicanal (5-50 pl)

5. Bastidores para tubos de microcentrifuga de 1,5 ml.

6. 2 x blogues frios de 96 pozos -20uC

7. Sistemas de PCR en tiempo real con software de analisis
8. Sistemas de extraccion de écido nucleico

9. Agua de grado molecular, sin nucleasas (para usar como control
negativo) 12, 10% de lejia (dilucion 1:10 de hipoclorito comercial
blangueador)

10.  DNAZapTM (Ambion, cat. # AM9890) o equivalente

11.  RNAse AwayTM (Fisher Scientific; cat. # 21-236-21) 0 equivalente
12.  Guantes desechables sin polvo y batas quirdrgicas

13.  Puntas de pipeta de barrera de aerosol

14, Tubos de microcentrifuga de 1.5 ml (sin ADNasa / RNasa)

15, Placas de reaccion de PCR de 0.2 ml / tubos de tira

16.  Tiras Opticas de 8 tapas (si se usan tubos de tira)
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EQUIPOS E INSTRUMENTOS
COMPATIBLES CON ESTE KIT

Este kit ha sido validado para su uso con los siguientes instrumentos:

o Mx 3005P™ QPCR System (Stratagene)

o ABI Prism® 7500 SDS (Applied Biosystems)

 Rotor-Gene® Q5/6 plex Platform (QIAGEN)

o CFX96™ Deep Well Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad)
o CFX96™ Deep Well Dx System (Bio-Rad)

o CFX96™ Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad)

o CFX96™ Dx System (Bio-Rad)

» QuantStudio 5 Real-Time PCR (Applied Biosystems)

« Mic gPCR Cycler (bio molecular systems)

« BIOER Linegene 9600

« SLAN 96P
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ADVERTENCIAS Y
PRECAUCIONES

¢ Disefiado para uso profesional para el diagndstico in vitro (VD).

e Siga las precauciones estandar. Todas las muestras de pacientes vy
controles positivos deben considerarse potencialmente  infecciosos y
manipularse como tal.

e No coma, beba, fume, aplique cosméticos ni toque lentes de contacto en
areas donde se manipulan reactivos y muestras humanas.

Maneje todas las muestras como si fueran infecciosasutilizando
procedimientos de laboratorio  seguros.  Consulte  las  Directrices
provisionales de bioseguridad de laboratorio para el manegjo vy
procesamiento de muestras asociadas con SARS-CoV-2  (https://
www.cdc.gov/coronavirus/2019-nCoV/lab-biosafety-Guidelines.html).

e Fl procesamiento de la muestra debe realizarse de acuerdo con las normas
nacionales de seguridad bioldgica.

e Si se sospecha una infeccion con SARS-CoV-2 en base a los criterios
clinicos y epidemioldgicos actuales recomendados por las autoridades de
salud publica, las muestras se deben recolectar con las precauciones
adecuadas de control de infecciones.

e | as caracteristicas de rendimiento se han determinado con muestras de las
vias respiratorias superiores e inferiores de pacientes humanos con signos
y sintomas de infeccion respiratoria.

e Realice todas las manipulaciones de muestras de virus vivos dentro de un
gabinete de seguridad bioldgica de Clase Il (o superior).

e Use equipo de proteccion personal como (pero no limitado a) guantes,
proteccion para los ojos vy batas de laboratorio, al manipular los reactivos
del kit mientras realiza este ensayo y manipula materiales, incluidas
muestras, reactivos, pipetas y otros equipos y reactivos.

e las tecnologias de amplificacion como la PCR son sensibles a la
introduccion accidental de productos de PCR de reacciones de
amplificacion anteriores. Se podrian producir resultados incorrectos si la
muestra clinica o los reactivos en tiempo real utilizados en la etapa de
amplificacion se contaminan por la introduccion accidental del producto de
amplificacion (amplicon). El flujo de trabajo en el laboratorio debe ser
unidireccional.

Continda en la siguiente pagina
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ADVERTENCIAS Y
PRECAUCIONES

Mantener dreas separadas para la configuracion del ensayo v el
manejo de acidos nucleicos.

Siempre verifique la fecha de caducidad antes del uso. No use el
reactivo caducado. No sustituya ni mezcle reactivos de diferentes
lotes de kits o de otros fabricantes.

Cambie las puntas de pipeta entre todas las transferencias manuales
de liguidos.

Durante la preparacion de las muestras, el cumplimiento de buenas
practicas de laboratorio es esencial para minimizar el riesgo de
contaminacion cruzada entre las muestras vy la introduccion
accidental de nucleasas en las muestras durante y después del
procedimiento de extraccion. Siempre se debe usar una técnica
aséptica adecuada cuando se trabaja con acidos nucleicos.

Mantenga equipos separados y dedicados (por ejemplo, Pipetas,
microcentrifugadoras) y suministros (por ejemplo, tubos de
microcentrifuga, puntas de pipeta) para la configuracion del ensayo y
la manipulacion de acidos nucleicos extraidos.

Use una bata de laboratorio limpia y guantes desechables sin polvo
(nousados  previamente) cuando configure los ensayos.

Cambie los guantes entre muestras y siempre que se sospeche de
contaminacion.

Mantenga el reactivo y los tubos de reaccion tapados o cubiertos
tanto como sea posible.

Los primers, las sondas (incluidas las alicuotas) y la Master Mix
deben descongelarse y mantenerse en blogues frios  en
todomomento durante la preparacion y el uso.

Las superficies de trabajo, las pipetas y las centrifugas deben
limpiarse y descontaminarse con productos de limpieza, como lejia al
10%, para minimizar el riesgo de contaminacion por acido nucleico.
El blangueador residual debe eliminarse con etanol al 70%.

El ARN debe mantenerse en bloques frios o en hielo durante la
preparacion y el uso para garantizar la estabilidad.

Deseche los reactivos del kit no utilizados y las muestras humanas
de acuerdo con las reglamentaciones locales, estatales y federales.
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LIMITACIONES

El rendimiento del kit GeneStore Destection Expert 1ST © SARS-CoV-2
rRT-PCR se establecid utilizando Unicamente muestras de hisopado
nasofaringeo, hisopo orofaringeo, aspirado nasofaringeo y lavado
broncoalveolar. No se han evaluado otros tipos de muestras y no deben
probarse con este ensayo. lLas muestras deben recolectarse,
transportarse y aimacenarse utilizando los procedimientos y condiciones
adecuados. La recogida, el transporte o el almacenamiento incorrectos
de las muestras pueden dificultar la capacidad del ensayo para detectar
las secuencias diana.

La extraccion y amplificacion de é&cido nucleico de muestras clinicas
debe realizarse de acuerdo con los métodos especificados enumerados
en este procedimiento. No se han evaluado otros enfoques de
extraccion y sistemas de procesamiento.

Los resultados falsos negativos pueden surgir de:
e Recoleccion de muestras inadecuada

e Degradacion del ARN del SARS-CoV-2 durante el envio /
almacenamiento

e Larecoleccion de muestras después del ARN del SARS-CoV-2
ya no se puede encontrar en la matriz de la muestra

e Uso de reactivos de extraccion o ensayo no autorizados
e |apresencia de inhibidores de RT-PCR
e Mutacion en el virus SARS-CoV-2

e No seguir las instrucciones de uso

Los resultados falsos positivos pueden deberse a:

e Contaminacion cruzada durante la manipulacion o preparacion de
muestras

e Contaminacion cruzada entre muestras de pacientes
e Mezcla de muestras

e Contaminacion por ARN durante la manipulacion del producto

Contindia en la siguiente pagina

GENEST®RE PAGE 14

FRANCE



LIMITACIONES

e No se han evaluado los impactos de vacunas, terapias antivirales,
antibidticos, farmacos guimioterapeuticos o inmunosupresores. El
kit GeneStore Detection Expert 1S © SARS-CoV-2 rRT PCR no
puede descartar enfermedades causadas por otros patdgenos
bacterianos o virales.

e | os resultados negativos no excluyen la infeccion por el virus SARS-
CoV-2 y no deben ser la Unica base de una decision de manejo del
paciente.

e Los laboratorios deben informar todos los resultados positivos a las
autoridades de salud publica correspondientes.
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CONTROLES A UTILIZARSE
CON DETECTION EXPERT
1S© SARS CoV-2 rRT-PCR

Las muestras de pacientes deben recolectarse de acuerdo con las pautas
de laboratorio apropiadas. Deben incluirse controles de prueba positivos y
negativos para interpretar con precision los resultados de las pruebas del
paciente.,

Incluya los siguientes controles:

(Mezcla de sonda incluida en el
ensayo RT PCR)

RNA

Control onitorea Ensayos
GeneStore

Detection Expert Configuracion de la | Ensayo  Detection
© SARS CoV-2 reaccion de RT- Expert 1S © SARS
Positive Control PCR e integridad CoV-2 rRT PCR
Pack del reactivo

RNase P ** Extraccion de Ensayo  Detection

Expert 1S © SARS
CoV-2 rRT PCR

Control Negativo
(no suministrado
con el kit, use agua
libre de nucleasas)

Contaminacion

cruzada durante la
extraccion de RNA
y preparacion de la

Ensayo  Detection
Expert 1S © SARS
CoV-2 rRT PCR

reaccion

** Bl marcador RNasa P incluido en el ensayo multiplex SARS CoV2 RT
PCR sirve como medida de rendimiento del método de extraccion de
acido nucleico y un control intero. El ensayo RNaseP se basa en la
disponibilidad del ADN gendmico/ARN de la muestra humana que ha sido
objeto de extraccion, y amplificara si el rendimiento de extraccion es
adecuado.

PAGE 16
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Preparacion del control
positivo:

Precauciones: este reactivo debe manipularse con precaucion en un
area de manejo de acido nucleico dedicada para prevenir la posible
contaminacion.  Se  deben evitar los ciclos de congelacion 'y
descongelacion. Mantener en hielo una vez descongelado.

Haga alicuotas de un solo uso (aproximadamente 30 L) y amacene a
< -70°C.

Descongele una sola alicuota de control positivo diluido para cada
experimento y manténgala en hielo hasta que se agregue a la placa.
Deseche cualquier porcion no utilizada de la alicuota.

Control de extracciéon humana
(HEC) (RNaseP)

El control de extraccion humana (HEC) se realiza a través del ensayo
RNasa P, que se basa en el genoma de ARN y ADN que se extrae de
la muestra humana sometida a prueba. EI marcador RNasa P se
incluye en el ensayo RT PCR para SARS-CoV-2, y utiliza la plantilla de
ARN como plantilla primaria.

Control sin plantilla (NTC)
(no incluido)

1. Agua estéril, libre de nucleasas.
2. Alicuotar en volimenes pequerios.

3. Se utiliza para verificar la contaminacion durante la extraccion de
muestras y /o la configuracion de la placa.
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PROTOCOLO DEL ENSAYO

Preparacion de los equipos

Limpie y descontamine todas las superficies de trabajo, pipetas,
centrifugas y otros equipos antes de su uso. Deben usarse agentes de
descontaminacion que incluyan lejia al 10%, etanol al 70%, para minimizar

el riesgo de contaminacion por acido nucleico.

Extracion de Acidos Nucleicos

El rendimiento del ensayo de RT-PCR en tiempo real depende de la
cantidad y la calidad de la plantilla de ARN purificada a partir de muestras
humanas. Utllice kits y procedimientos de extraccion de ARN disponibles
comercialmente que hayan sido calificados vy validados para la
recuperacion vy pureza del ARN viral en muestras de hisopado
nasofaringeo, aspirado nasofaringeo y lavado broncoalveolar. Se deben
seguir los procedimientos recomendados por el fabricante para la

extraccion de muestras.

RT PCR directa usando inactivacion

por calor

El equipo del laboratorio también puede optar por proceder
directamente a la configuracion del ensayo RT-PCR sin extraccion
de acido nucleico de muestras de hisopos suspendidos en medio
de transporte viral (VIM) o hisopos secos. Para hisopos secos, se
requiere volver a suspender en 1.0 ml de soluciéon salina tamponada

con fosfato (PBS) antes de la inactivacion por calor.

Protocolo para la inactivacion por calor antes de la configuracion del

ensayo de RT PCR:

1. Cologue alicuotas de 0,5 ml -1,0 ml (hisopo + solucion VTM) o

(hisopo seco + solucion de PBS) en tubos Eppendorf de 1,5
ml.

/2,0

2. Incubar los tubos en bano seco durante 10 minutos a 95°C o en

un homo de aire caliente 15 minutos a 120°C.
3. Continlie con la adicion de la plantilla para RT PCR.

GENEST®RE
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DIRECTRICES PARA LA
CONFIGUARACION PARA LA
RT-PCR

NOTA IMPORTANTE

Prepare la placa de andlisis en hielo y manténgala en hielo hasta
que se cargue en el instrumento de PCR en tiempo real.

Ejecute la placa inmediatamente después de la preparacion. Si no
lo hace, las muestras de ARN podrian degradarse.

e Para evitar la contaminacion, prepare los reactivos en una

estacion de trabajo de PCR o en un érea equivalente sin
amplicones. No utilice la misma pipeta para controles y muestras,
y utilice siempre puntas de pipeta con barrera para aerosoles.
Mantenga un entormno libre de RNasa.

Proteja los ensayos de la luz.

Mantenga las muestras y los componentes en hielo durante su
uso.

Incluya un control positivo y un control negativo en cada ciclo /
placa, y configure y ejecute el instrumento de PCR en tiempo real.

Preparacion del ensayo RT PCR

Nota: La configuracion de la placa / ejecucion puede variar con el ndmero
de muestras y la organizacion de la jornada laboral. Se deben incluir NTC y

controles positivos en cada carrera.

1. Si esté congelado, descongele el &cido nucleico purificado o el VTM
tratado térmicamente o los hisopos secos resuspendidos en muestras de

PBS vy reactivos en hielo.

2. Agite suavemente las muestras y los reactivos, luego centrifugue
brevemente para recolectar liquido en el fondo de la placa de 96

pocillos / tubos individuales.

Contindia en la siguiente pagina
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DIRECTRICES PARA LA
CONFIGUARACION PARA LA
RT-PCR

Preparacion de la mezcla de
reaccion de ADNc

Para cada ejecucion, combine los siguientes componentes suficientes
para el nimero de pruebas, mas un Control Positivo y un Control Negativo.

Para reacciones N1 y N2 multiplexadas

Componente Volumen por Volumen papa N
muestra o control muestras o controles

ENYZME MIX 12.00 pL 1200 %[N+ 1]HL

PROBE MIX 4.50 yL 450*[N+1]pL

Volumen total del Mix 16.50 uL -

1. Dispense los reactivos en cada tubo de microcentrifuga de 1,5 ml
etiquetado respectivo. Después de la adicion de los reactivos, mezcle
las mezclas de reaccion pipeteando hacia arriba y hacia abajo. No
agite.

2. Centrifugue durante 5 segundos para recoger el contenido en el fondo
del tubo vy luego cologue el tubo en una rejilla fria.

3. Cologue los tubos o las placas de tiras de reaccion en una rejilla de
refrigeracion de 96 pocillos.
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DIRECTRICES PARA LA
CONFIGUARACION PARA LA
RT-PCR

4, Dispense 16,50 UL de cada mezcla de preparacion de RT PCR en los
pocillos correspondientes a las muestras y controles.

5. Antes de pasar al drea de manipulacion de acidos nucleicos, prepare
las reacciones de control sin molde (NTC) para la columna n. © 1 en el
area de preparacion del ensayo.

6. Pipetee 5,00 pL de agua libre de nucleasas en los pocillos de muestra
de NTC. Tape bien los pozos de NTC antes de continuar.

7. Cubra toda la placa / tubos de reaccion y mueva la placa / tubos de
reaccion al area de manipulacion de acido nucleico de la muestra.

Adicidn de plantilla de acido nucleico

8. Agite suavemente los tubos de muestra de acido nucleico durante
aproximadamente 5 segundos.

9. Centrifugue durante 5 segundos para recoger el contenido en el
fondo del tubo.

10.  Después de la centrifugacion, cologue los tubos de muestra
de &cido nucleico extraidos en la rejila fria.

11, Pipetee con cuidado 3.5-5,00 UL de la primera muestra en todos
los pocillos etiquetados para esa muestra (Tubel: N1 + N2 + RNaseP
multiplex). Mantenga los otros pocillos de muestra cubiertos durante la
adicion. Cambie las puntas después de cada adicion.

12, Tape de forma segura la columna a la que se ha anadido la
muestra para evitar la contaminacion cruzada y garantizar el
seguimiento de la muestra.

13.  Cambiese los guantes con frecuencia y cuando sea necesario
para evitar la contaminacion.

14.  Repita los pasos # 11 y # 12 para las muestras restantes.
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DIRECTRICES PARA LA
CONFIGUARACION PARA LA
RT-PCR

Figura: Ejemplo de configuracion de la placa de mezcla maestra de reaccion

12 3 |4 |5 |6 |7 |8 |9 [10]11 12
NTINTINT[NT [NT[NT[NT [NT[NT|[NT|NT|NT

A N2 N2 N2 N2 N2 N2 [N2 N2 | N2 [ N2 N2 N2
RP | RP |RP |RP | RP |RP |RP |RP |RP | RP |RP |RP

B

C

D

E

F

G

H

Programacion del termociclador:

Etapa 1: 42°C for 5 mins
Etapa 2: 95°C for 5 mins
Ejecute 40 ciclos segun las intrucciones siguientes:

Denaturalizacion: 95°C durante 15 segundos
Recogida de datos: 53°C durante 30 segundos
Canales de adquisicion:

e N1+N2 reaccion multiplexada:
o N1 en FAM (canal verde) + N2 en HEX (canal amarillo)

e RNasa P en CY5 (canal rojo).

Configuracion de su instrumento de reaccion RT PCR

1. Cierre los tubos de PCR. Asegulrese de que el anillo de blogueo
(accesorio del instrumento Rotor-Gene) se coloca en la parte
superior del rotor para evitar la apertura accidental de los tubos
durante la ejecucion.

2. Para la deteccion del ARN del SARS CoV 2, cree un perfil de
temperatura de acuerdo con los pasos de la siguiente pagina:
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Establecer los parametros del ensayo general

1. En primer lugar, abra el cuadro de dialogo “New Run Wizard” (Asistente
para nueva serie). Marque la casilla “Locking Ring Attached” (Anillo de
bloqueo acoplado) y haga clic en “Next” (Siguiente).

New Run Wizard [ x|

‘Welcome to the Advanced Run Wizard!

[~ Rotor Type:

Gene-Disc 72
Gene-Disc 100

1 [V Locking Ring Attached

Skipwizad | ccBack (B New>> ||

Figura. Cuadro de didlogo “New Run Wizard”.

2. Seleccione 25 para el volumen de reaccion de PCR y haga clic en
"Siguiente”.

New Run Wizard x|

This box displays
help on elements in
the wizard. For help

. n on an item, hover
=t Qiagen your mouse over the
- itern for help. You
Notes: can also click on a
combo box to display
help about its
available settings.

This screen displays miscellaneous options for the run. Complete the fields,
clicking Next when you are ready to move to the next page.

“ Reaction =
VYolume [uL): X =

Sample Layout - [41.42.43, .. =

SkipWizard | < Back Ii Nest >> i

Figura. Configuracion de los parametros generales del ensayo.

Continda en la siguiente pagina
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3. Haga clic en el boton “Edit Profile” (Editar perfil) en el siguiente cuadro
de didlogo “New Run Wizard” y programe el perfil de temperatura como
se muestra en las siguientes figuras.

New Run Wizard ] x|

This box displays
help on elements in
the wizard. For help
on an item, hover

| your mouse over the

item for help. You
can also click ona
combo box ta display

help about its

available settings.
Edit Profile ... I

Channel Setup :
Name | Source | Detector | Gain I Create New...
Green 470nm  510nm 4 Edit
Yellow  530nm  5585nm 5 —
Orange  585nm  610nm 8 Edit Gain...
Red 625nm  B80nm 5 ==
Cimson  680nm  710hp 7 Femove
Blue 365nm  460nm 7 RessD e

2 ] Gain Optimisation...

[ 3

skipwizard | «Back [ New» |

Figura. Edicion del perfil.

o' Eckit Profile
.8 4| e
Hew Open Savefiz | Help
The nun wll ahe approcdmeies P2 mimde]s] o complete. The graph belovwne precenis the nba be pefomed ©

s

Chek o 4 cpeke hekiw b inactly £

Corlmg

Hall Tampaahse - 77 7]

Hald Ties: 5 |mim 0 |sea

Figura. Transcripcion inversa del ARN.
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Chek o1 e bl b mocily |

Heid Tneast et |
Cycla st befen.. |
_Reone |

Hod Tewporehus: 51 [
Hold Tina: & fuins 0 Joens

ar.

Figura. Activacion inicial de la enzima hot-start.

& EditPrafie e
@ . B H @
Mew Open Saveds | Help

The 1un wilbske apeecsamebely B3 minueiz] io conphie. The greph below ieprezerts the anls be pericimed

UV v AV

Dk on cpche bolon 1o modiy 8

e, itz |
= Inzail befora.. |
|ttt

| Aemove |

This cycle repeais 40 | mefz].
Cick on one o the steps belo 1o modfy il o press + o « fa 2o and remeve sheps o this cycle.

EE=

\ S

6 lo1 30 sacs

Figura. Amplificacion del ADNc.
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4. E

intervalo de deteccion de los canales de fluorescencia debe

determinarse segun las intensidades de fluorescencia de los tubos de
PCR. Haga clic en “Gain Optimisation” (Optimizacion de ganancia) en el
cuadro de didlogo “New Run Wizard” para abrir el cuadro de didlogo
‘Auto-Gain - OptimisationSetup”  (Configuracion de la optimizacion de
ganancia automatica). Configure la temperatura de calibracion en 58 para
que coincida con la temperatura de apareamiento del programa de
amplificacion.,

Auto-Gain Optimisation Setup ] x|

— Oppti

L

v

A

Optimise Al | Optimise Acquiring I

Auto-Gain Optimisation will read the fluoresence on the inserted sample at
different gain levels until it finds one at which the fluorescence levels are
acceptable. The range of fluorescence you are looking for depends on the
chemistry you are performing.

Set temperature t |50 ‘?'degree&

I Perform Optimisation Before 1st Acquisition
I~ Perform Optimisation At 50 Degrees At Beginning Of Run

i~ Channel Settings :

> add. |

Name | Tube Pasition | Min Reading | Max Reading | Min Gain | Max Gain Edit... |

Green
Orange

<«

&1 51 10F1 10 10
a1 5FI 10F1 A0 10 __ Remove |
Remove &l I

| >

2-' Start I Manual... | Close | Help I

Figura. Ajuste de la sensibilidad de los canales de fluorescencia.

Continda en la siguiente pagina
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5. Los valores de ganancia determinados por la calibracion de los
canales se guardan automaticamente y se muestran en la Ultima ventana
de menu del procedimiento de programacion. Haga clic en “Start

Run” (Iniciar serie).

New Run Wizard x|

Summary ;

Setting [ Value [
Green Gain 4

Orange Gain 8

Rotor 724Well Rotor
Sample Layout A1-A8,B1-88, ..
Reaction Volume (in microliters) 50

==11

Once you've confimed that your run settings are correct, click Start Run to Save Template
begin the run. Click Save Template to save settings for future runs. _—

Skip Wizard << Back

Figura. Inicio de la serie.

6. Cuando haya finalizado la serie, analice los datos.

Ba. Se detecta una senal en el canal de fluorescencia Cycling Green. El
resultado del andlisis es positivo: la muestra contiene ARN del SARS-
CoV-2.

6b.No se detecta una sefial en el canal de fluorescencia Cycling Green.
Al mismo tiempo, aparece una senal procedente del control intemo en
el canal Cycling Orange. En la muestra no hay ARN del SARS-CoV-2
detectable. Puede considerarse negativa.

En el caso de una RT-PCR negativa del SARS-CoV-2, la sefal
detectada del control interno descarta la posibilidad de una inhibicion de
la RT-PCR.
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DATA ANALYSIS

Nota: Consulte el manual de su instrumento para generar el diagrama
de amplificacion y generar valores de Ct para cada muestra.

Nota sobre la determinacion de los valores de Ct: ajuste la linea
de umbral hasta que se encuentre dentro de la fase exponencial de
las curvas y por encima de cualquier senal de fondo.

Dk Rr v Cytla
10008+ 008 o

Ekponentiai
PCR Phase.

1.0000+903

Delta An

1.0000+903

00084001

Threshold adjusted
to fall within the

1.0000: 908 Bac_kg_n:_u._ln_d noise| PCR exponential

phase. .

102345879 01011121214151517 100020321 2223 242536 37 2020 30 31 2223 34 35 3597 30 20 40 41 42 43 44 45

00801

Cycle Mamber

Determine el valor de Ct de cada marcador evaluado y cree una tabla
segun el siguiente formato:

ID muestra Marcador N1 (Ct) arcador N1 (Ct) | RNasa P (Ct)

uestra

Control
Positivo

Control
Negativo
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Interpretacion de resultados de extracciony
control positivo

Control de muestra sin plantilla (NTC) (No incluido en el Kit)

El NTC consiste en utilizar agua libre de nucleasas en las reacciones
rRT-PCR en lugar de ARN. Las reacciones NTC para todos los
conjuntos de cebadores y sondas no deben presentar curvas de
crecimiento de fluorescencia que crucen la linea de umbral. Si alguna
de las reacciones NTC exhibe una curva de crecimiento que cruza el
umbral del ciclo, es posible que se haya producido una contaminacion
de la muestra. Invalide la ejecucion vy repita el ensayo con estricto
cumplimiento de las pautas.

Control Positivo

Los plasmidos de control positivo contienen la secuencia de las
regiones génicas de la nucleocapside 1 (N1)y 2 (N2) del SARS CoV2. El
control  positivo  dara un resultado positivo con los  siguientes
conjuntos de cebadores y sondas: solo N1y N2,

Control de extraccion humana (HEC) (RNaseP)

La RNasa P funciona como un HEC (consulte la seccién anterior sobre
Configuracion del ensayo) vy se utiliza como un control de procedimiento
de extraccion de ARN para demostrar la recuperacion exitosa del ARN,
asi como la integridad del reactivo de extraccion. El acido nucleico
purificado con éxito deberia producir un resultado positivo con el
conjunto de sonda y cebador RNaseP.

Contindia en la siguiente pagina
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Rendimiento diagnostico esperado de los controles
incluidos en el panel de diagnostico de RT-PCR en
tiempo real segun el CDC para SARS-CoV-2.

Tipo de Nombre Usado para Region1 | Region 2 | RNasa | Valores de
control del control| monitorizar SARS- SARS- P Ct
externo CoV-2 CoV-2 esperados
Positivo SARS Fallo sustancial | [+] [+] [ <35.00 Ct
CoVv2 del reactivo,
Positive | incluida la
Control | integridad del
cebadory la
sonda
Negativo | NTC Reactivo y/o [-] [] [] Ninguna
contaminacion deteccion
ambiental
Extraccion | RNasa P | Falloenel [-] [-] [+] <35.00Ct
procedimiento
de lisis y
extraccion,
contaminacion
potencial
durante la
extraccion.

NOTA IMPORTANTE

Si alguno de los controles anteriores no exhibe el rendimiento esperado como
se describe, el ensayo puede haberse configurado y/o ejecutado
incorrectamente, o podria haber ocurrido un mal funcionamiento del reactivo o
del equipo. Invalidar la ejecucion y volver a probar.

Contindia en la siguiente pagina
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Control de extraccion RNasaP

1. Todas las muestras clinicas deben presentar curvas de crecimiento de
fluorescencia en la reaccion de RNasa P que cruzan la linea de umbral
en 35,00 ciclos (<35,00 Ct), lo que indica la presencia del gen de
RNasa P humana. La falta de deteccion de RNasa P en cualquier
muestra clinica puede indicar:

e Extraccion inadecuada de acido nucleico de materiales
clinicos que resulta en pérdida de ARN vy / o degradacion del
ARN.

e Ausencia de suficiente material celular humano debido a una
mala recoleccion o pérdida de la integridad de la muestra.

e Configuracion y ejecucion inadecuadas del ensayo.
e Mal funcionamiento del reactivo o del equipo.

2. Si el ensayo de RP no produce un resultado positivo para
muestras clinicas humanas, interprete de la siguiente manera:

e Silas sondas N1y N2 son positivas incluso en ausencia de un RP
positivo, el resultado debe considerarse valido. Es posible que
algunas muestras no presenten curvas de crecimiento de RNasa P
debido al bajo nimero de células en la muestra clinica original. Una
senal de RP negativa no excluye la presencia de ARN del virus CoV
2 del SARS en una muestra clinica.

e Si todos los marcadores 2019-nCoV Y RNasa P son negativos
para la muestra, el resultado debe considerarse invalido para la
muestra. Si hay una muestra residual disponible, repita el
procedimiento de extraccion y repita la prueba. Si todos los
marcadores siguen siendo negativos después de volver a realizar la
prueba, notifigue que los resultados no son validos vy, si es posible,
se debe recolectar una nueva muestra.
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Marcadores SARS CoV 2: N1y N2

1. Cuando todos los controles exhiben el rendimiento esperado, una
muestra se considera NEGATIVA si todas las curvas de
crecimiento del umbral del ciclo de los marcadores de 2019-nCoV
(N1, N2) NO cruzan la linea del umbral dentro de los 35,00 ciclos
(<35,00 CY) Y la curva de crecimiento de la RNasa P Sf cruza la
linea de umbral en 35,00 ciclos (<35,00 Ct).

2. Cuando todos los controles exhiben el rendimiento esperado, una
muestra se considera POSITIVA para 2019-nCoV si cualquiera de
las curvas de crecimiento del umbral del ciclo del marcador 2019-
nCoV (N1, N2) cruzan la linea del umbral dentro de 35,00 ciclos
(<85,00 Ct). La RNasa P puede ser posiiva 0 no como se
describio anteriormente, pero el resultado de 2019-nCoV sigue
siendo valido.

3. Cuando todos los controles exhiben el desempefic esperado vy las
curvas de crecimiento para los marcadores 2019-nCoV (N1, N2) Y
el marcador BRNasa P NO cruza la curva de crecimiento del umbral
del ciclo dentro de 35.00 ciclos (<35.00 Ct), el resultado es
INVALIDO . El ARN extraido de la muestra debe volver a analizarse.

4, Si no se dispone de ARN residual, vuelva a extraer el ARN de la
muestra residual y vuelva a realizar la prueba. Si la muestra
nuevamente analizada es negativa para todos los marcadores y
RNasa P, el resultado no es valido y se debe considerar la
recoleccion de una nueva muestra del paciente.

IMPORTANTE:

Los valores de Ct de las muestras se reduciran por el manejo
inadecuado de las muestras de ARN extraidas (repeticion de la
congelacion 'y descongelacion,  condiciones de  congelacion
inadecuadas, retraso en la extraccion de ARN de la muestra biologica
recolectada). Estos erores pueden dar lugar a un aumento de los
valores de Ct obsernvados para una muestra determinada y pueden ser
relevantes al procesar muestras con baja carga viral,
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CONTROL DE CALIDAD

e [ 0s requisitos de control de calidad deben realizarse de conformidad
con las regulaciones locales, estatales y federales o los requisitos de
acreditacion y los procedimientos de control de calidad estandar del
laboratorio del usuario. Para obtener mas orientacion sobre las
préacticas de control de calidad adecuadas, consulte el organismo
de acreditacion de laboratorio de su gobiemo.

e Los procedimientos de control de calidad estan destinados a
monitorear el desemperio de los reactivos y ensayos.

e Pruebe todos los controles positivos antes de ejecutar muestras de
diagnostico con cada nuevo lote de kit para asegurarse de que
todos los reactivos y componentes del kit funcionen correctamente.

e |as buenas practicas de laboratorio (cGLP) recomiendan incluir un
control de extraccion positivo en cada lote de aislamiento de &cido
nucleico.

e Incluya siempre un control negativo (NTC) y el control positivo
apropiado (nCoVPC) en cada andlisis de amplificacion y deteccion.
Todas las muestras clinicas deben analizarse para detectar el gen de
la ARNasa P humana para controlar la calidad y la extraccion de la
muestra.

GENEST®RE PAGE 34

FRANCE



GS.D1F31519.HB.EN

CARACTERISTICAS
DE RENDIMIENTO

Limite de deteccién [LoD]

El estudio LoD establecio la concentracion viral de SARS-CoV-2 mas
baja (Equivalentes de copia gendmica 0 GCE) que puede ser detectada
por el kit GeneStore Detection Expert 1S © SARS CoV-2 en un tipo de
muestra particular al menos el 95% del tiempo.

Las muestras de hisopado nasofaringeo (NP) vy lavado broncoalveolar
(BAL) almacenadas, obtenidas de pacientes en los afos 2019, se
combinaron, respectivamente, y se enriquecieron con ARN gendmico
viral del SARS-CoV-2 purificado en varias concentraciones vy se
procesaron a través del GeneStore Detection Expert 1S © Flujo de
trabajo del kit SARS CoV-2.

Se utilizd un enfoque de tres fases para determinar el LoD para cada tipo

de muestra. En las fases | y I, se establecid el LoD preliminar v se
confirmao en la fase lll probando 20 réplicas.

Continua en la siguiente pagina.
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Determinacion de LoD de muestras de lavado Bronchoalveolar(BAL):

% Positivos

Concentracion | Réplicas Ct medio Interpretacion
eficaz
Region 1 Region 2
1 34.03 33.02 Positivo
2 33.90 33.25 Positivo
3 34.10 33.10 Positivo
4 34.04 33.10 Positivo
5 34..10 33.20 Positivo
6 34.10 33.03 Positivo
7 34.15 33.02 Positivo
8 34.12 33.05 Positivo
9 31.10 33.06 Positivo
100 10 34.09 33.07 Positivo
G 11 34.20 33.06 Positivo
12 34.05 33.06 Positivo
13 34.02 33.15 Positivo
14 34.06 33.10 Positivo
15 34.25 33.12 Positivo
16 34.11 33.12 Positivo
17 34.11 33.18 Positivo
18 34.25 33.20 Positivo
19 34.06 33.22 Positivo
20 34.03 33.10 Positivo

100%
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CARACTERISTICAS DE
RENDIMIENTO

Determinacion de LoD de muestras de hisopo nasofaringeo (NP)

Concentracion Réplicas Ct medio Interpretacién | % Positivos
eficaz
Region 1 Region 2
1 34.02 33.10 Positivo
2 34.02 33.15 Positivo
3 34.05 33.11 Positivo
4 34.08 33.12 Positivo
5 34.12 33.05 Positivo
6 34.05 33.00 Positivo
7 34.06 33.05 Positivo
8 34.15 33.23 Positivo
9 34.19 33.12 Positivo
100 GCE 10 34.22 33.21 Positivo 1o0%
11 34.14 33.156 Positivo
12 34.05 33.18 Positivo
13 34.02 33.32 Positivo
14 34.02 33.12 Positivo
15 34.11 33.25 Positivo
16 34.10 33.24 Positivo
17 34.11 33.52 Positivo
18 34.17 33.21 Positivo
19 34.05 33.23 Positivo
20 34.02 33.21 Positivo
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Resultados del LoD

Tipo de muestra Limite de Deteccion [GCE/Reaccion]
Torunda nasofaringea (NP) 100 GCE/Reaccion
Lavado broncoalveolar (BAL) 100 GCE/Reaccion

Evaluacion de la sensibilidad analitica

La sensibilidad analitica de la prueba se evaluara mas a fondo mediante
la evaluacion de un material de referencia recomendado por la FDA de
los EE. UU. Utlizando un protocolo desarrollado por la FDA, si
corresponde y / 0 cuando esté disponible.

Andlisis in silico de secuencias de cebadores y
sondas

Se realizd una alineacion con el cebador oligonucleotidico vy las
secuencias de sonda del Panel de diagndstico de RT-PCR en tiempo
real NCoV de CDC 2019 con todas las secuencias de acido nucleico
disponibles publicamente para 2019- nCoV en GenBank a partir del 1
de febrero de 2020 para demostrar la inclusividad predicha del Panel de
diagnostico de RT-PCR en tiempo real CDC 2019 nCoV. Todas las
alineaciones muestran una identidad del 100% del panel de CDC con
las secuencias disponibles de 2019-nCoV con la excepcion de un
desajuste de nucledtidos con el cebador directo N1 en una secuencia
depositada. El riesgo de un solo desajuste que resulta en una pérdida
significativa de reactividad y un resultado falso negativo, es bajo debido
al diseno de los cebadores y las sondas con temperaturas de fusion >
60 ° C v las condiciones de ejecucion del ensayo con temperatura de
recocido a 58 ° C para tolerar uno o dos desajustes.
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Pruebas de especificidad / exclusividad: analisis in
silico

Las consultas de andlisis BLASTN de los cebadores y sondas de ensayos
de rRT- PCR 2019-nCoV se realizaron contra secuencias de nucledtidos de
dominio publico. Los parametros de busgueda en la base de datos fueron
los siguientes: 1) La coleccion de nucledtidos consta de secuencias
GenBank + EMBL + DDBJ + PDB + RefSeq, pero excluye EST, STS, GSS,
WGES, TSA, secuencias de patentes, asi como las fases O, 1 y 2
Secuencias HTGS ysecuencias de mas de 100 Mb; 2) La base de datos no
es redundante. Secuencias idénticas se han fusionado en una entrada,
mientras se preserva la informacion de acceso, 1G, titulo y taxonomia para
cada entrada; 3) La base de datos se actualizd el 10/03/2019; 4) Los
parametros de busqueda se ajustan automaticamente para secuencias de
entrada cortas vy el umbral esperado es 1000; 5) Las puntuaciones de
coincidencia y falta de coincidencia son 1 vy -3, respectivamente; 6) La
penalizacion por crear yextenderunespacioenuna alineacion es 5 y 2
respectivamente.

Ensayo 2019-nCoV_NT1:

La secuencia de la sonda del ensayo N1 de rRT-PCR de 2019-nCoV mostro
una alta homologia de secuencia con el coronavirus del SARS y el genoma
del coronavirus tipo Bat SARS. Sin embargo, los cebadores directos e
inversos no mostraron homologia de secuencia con el coronavirus del SARS
y el genoma del coronavirus tipo Bat SARS. Combinando cebadores y
sondas, no existen homologias significativas con el genoma humano, otros
coronavirus o la microflora humana que puedan predecir posibles resultados
falsos positivos de rRT-PCR.

Ensayo 2019-nCoV_N2:

LLa secuencia del cebador directo del ensayo N2 de rRT-PCR de 2019-nCoV
mostro una alta homologia de secuencia con los coronavirus de tipo Bat
SARS. El cebador inverso y las secuencias de la sonda no mostraron una
homologia significativa con el genoma humano, otros coronavirus o la
microflora humana. Combinando cebadores y sondas, no hay prediccion de
posibles resultados falsos positivos de rRT-PCR.

En resumen, el ensayo 2019-nCoV rRT-PCR N1 vy N2, disefado para la
deteccion especifica de 2019-nCoV, no mostrd homologias combinadas
significativas con el genoma humano, otros coronavirus o la microflora
humana que pudieran predecir posibles resultados falsos positivos de rRT-
PCR.
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CARACTERISTICAS
DE RENDIMIENTO

Evaluacion Clinica

Se realizd un estudio de evaluacion clinica para evaluar el rendimiento del
kit GeneStore Detection Expert 1S © SARS CoV-2 utilizando muestras de
hisopado nasofaringeo (NP) y lavado broncoalveolar (BAL).

Se analizaron un total de sesenta (60) muestras positivas artificiales:

e 30 muestras de hisopos nasofaringeos (NP) positivos artificiales
e 30 muestras de lavado broncoalveolar positivo artificial (BAL)

Las muestras se disenaron anadiendo concentraciones conocidas de
ARN gendmico viral del SARS-CoV-2 extraido, en relacion con el
producto LoD, en matrices que el kit GeneStore Detection Expert 1S ©
SARS CoV-2 determind que eran negativas antes de afadir el ARN .

Ademas de las muestras positivas artificiales, se analizaron sesenta (60)
muestras negativas:

e 30 muestras de hisopado nasofaringeo (NP) negativas
e 30 muestras negativas muestras de lavado broncoalveolar (BAL)
e Todas las muestras negativas dieron resultados negativos

Los resultados de las muestras positivas y negativas se muestran en las
tablas de la pagina siguiente.
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CARACTERISTICAS DE
RENDIMIENTO

Estudio de evaluacion cl’nica de torunda nasofaringea (NP)

Concentracion Cantidad de .
final de ARN en muestras Ct Medio
muestra positivas

Region 1 | Region?2
2X LoD 20/20 33.12 32.11
3X LoD 5/5 32.95 31.88
5X LoD 5/5 31.45 31.74

Estudio de evaluacion clinica de lavado broncoalveolar (BAL)

Concentracion Cantidad de .
final de ARN en muestras Ct Medio
muestra positivas

Region 1 |Region?2
2X LoD 20/20 33.05 32.08
3X LoD 5/5 3295 31.90
5X LoD 5/5 31.33 30.68
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NOTES
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NOTES

iBuena suerte!
Bon Courage!

Good Luck !
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SOPORTE TECNICO

Para obtener informacion de servicio y soporte para este kit,
envienos un correo electronico a: corporate@genestore.eu

GARANTIA LIMITADA

GeneStore France SAS vy / o sus dfiliados garantizan sus productos
segun 1o establecido en los Terminos y condiciones generales de venta
de GeneStore en www.genestore.org/terms-and-conditions.html. Si tiene
alguna pregunta, contactenos en corporate@genestore.eu.

GeneStore France SAS
800 Avenue du Chéateau de Jouques,
13420 Gémenos, Provence-Alpes-

Cote d'Azur France
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