> Medicofarma

Informacja wstepna

MediPAN FAST COVID + FLU test jest przeznaczony do wykrywania wiruséw SARS-CoV-2 oraz grypy typu A i B. Obecnos¢
SARS-CoV-2 jest potwierdzana w dwéch niezaleznych reakcjach zaprojektowanych na dwa geny tego wirusa. Dla
wykrycia wiruséw grypy przeprowadzane sa dodatkowe dwie reakcje. Reakcja kontrolna pozwala na kontrole jako$ci
probki i procedury przygotowania materiatu. Cechy utatwiajace uzytkowanie testu to:

° prosta interpretacja wyniku,

L wysoka czuto$¢ reakcji wykrywajacych wirusa,

L detekcja sygnatéw w czterech kanatach w jednym dotku,
] krotki czas reakcji, okoto 1h,

] bufor reakcyjny potaczony z enzymem.

Zestaw zostal opracowany przez badaczy z Instytutu Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk.

UWAGA! Test skutecznie wykrywa takze wariant genetyczny wirusa SARS-CoV-2 - VUI 202012 /01 (tzw. mutacja
angielska).

Dodatkowe informacje mozna znalez¢ na stronie:
http://medicofarma.pl/coronavirus-test/

Wszelkie watpliwo$ci, uwagi i sugestie prosimy zgtasza¢ na adres e-mail:

covid@medicofarma.pl

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

INSTYTUT CHEMII BIOORGAMICZNE]
Polskiei Akademn Nawk
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Instrukcja uzywania

MediPAN FAST COVID + FLU test

SARS-CoV-2 + FLU A/B virus Detection Kit
Real-time RT-PCR

Wyréb medyczny do diagnostyki in vitro do oznaczania materiatu genetycznego SARS-CoV-2 i wiruséw grypy typu Ai Bw
prébkach wymazéw pobranych od ludzi z gérnych drég oddechowych: jamy ustnej i nosogardzieli.

numer katalogowy liczba testow

REF MPC5 W%
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Opis i zastosowanie

MediPAN FAST COVID + FLU jest testem do specyficznego wykrywania wirus6w SARS-CoV-2 i grypy typu A i B u ludzi.
Kluczowym etapem testu jest detekcja materiatu genetycznego wiruséw, ktéra nastepuje w procesie odwrotnej
transkrypcji i tancuchowej 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 danego wirusa. W tescie wykrywane sg wysoce swoiste fragmenty dwdéch genéw SARS-CoV-2:
ORF1ab (nsp2) oraz gen S, oraz swoiste fragmenty wirusa grypy typu A (gen PB1) i B (gen M). Kontrolg jest reakcja
wykrywajgca ludzki gen ACE2, ktorego poziom ekspresji jest wysoki w komérkach nabtonka gérnych drég oddechowych.

Zestaw zostatl przygotowany w taki sposéb, aby probka pobrana od osoby badanej byta analizowana réwnolegle w
czterech reakcjach w jednym dotku. W dwoéch reakcjach wykrywany jest RNA wirusa wywotujacego COVID-19 we
fluorescencyjnym kanale dla barwnika FAM i HEX. Reakcje dla wiruséw grypy A i B daja sygnat w kanale dla barwnika
TexasRed. Dodatkowo w mieszaninie przeprowadzana jest reakcja kontrolna wykrywana w kanale dla barwnika Cy5

(Rysunek 1).

kanal detekcji| FAM HEX |TexasRed| Cy5
wykrywany |SARS-CoV-2|SARS-CoV-2| Grypa ACE2
gen ORF1lab gen S typ A/B

Rysunek 1. Schemat multipleksowych reakcji w mieszaninie reakcyjne;j.

Sklad zestawu

skladnik zestawu objetos¢ ?:::E?::;}trwanie
BE - bufor i enzymy do reakcji 1430 pl <-20°C
PP - startery i sondy do reakgc;ji 285l <-20°C
PC - kontrola dodatnia 60 pl <-20°C
NC - kontrola ujemna 100 ul <-20°C

Dodatkowy sprzet i odczynniki

. Mikrowiréwka

L Wytrzasarka do ptytek 96-dotkowych lub wiréwka z rotorem na ptytki 96-dotkowe

L Sterylna komora z nawiewem laminarnym

J Pojemniki do inkubacji na lodzie

J Aparat do real-time PCR z detekcja sygnatow dla barwnikéw FAM, HEX, TexasRed i Cy5
° Ptytki 96-dotkowe dedykowane do aparatu do real-time PCR

J Sterylne probéwki 1.5 ml lub 2 ml typu Eppendorf

] Pipety automatyczne z koficéwkami do pipet z filtrem

. Zamrazarka pracujaca w zakresie temperatury <-20 °C
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Wazne informacje i Srodki ostroznosci

Roztwor zawierajacy sondy (PP) powinien by¢ chroniony przed $wiattem.

Nalezy unika¢ wielokrotnego rozmrazania i ponownego zamrazania odczynnikéw (>3x), poniewaz moze to zmniejszy¢
czuto$¢ testu. Jesli sktadniki majg by¢ stosowane w matych ilo$ciach, nalezy je zamrozi¢ w oddzielnych porcjach.

W celu unikniecia zanieczyszczen reakcji zalecana jest praca w warunkach sterylnej komory z nawiewem laminarnym i
korzystanie z konnicowek do pipet z filtrem. Nalezy uzywac plastikowych materiatéw zuzywalnych wolnych od
rybonukleaz oraz jednorazowych rekawiczek i zmieniac je kazdorazowo, jak wymaga tego dobra praktyka laboratoryjna.

Sktadniki zachowujg petng stabilno$¢ do uptywu terminu waznosci podanego na etykietach, jesli sa przechowywane
zgodnie z zaleceniami.

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

Nalezy sprawdzi¢ date waznosci na pudetku zestawu i etykietach odczynnikéw - nie uzywaé przeterminowanego zestawu
lub sktadnikéw zestawu.

Wszystkie odpady powstate podczas etapu izolacji kwasu nukleinowego, prébki i inne materiaty, ktére potencjalnie
mogty mie¢ kontakt z materiatem zakaznym nalezy wyrzuci¢ do odpadéw medycznych i bezpiecznie zutylizowac.

Ten produkt nie jest szkodliwy ani nie zawiera materiatu zakaznego.
Ogranlczenla UzycCla
Wszystkie sktadniki zestawu moga by¢ uzywane wytacznie do diagnostyki in vitro.

Z zestawu nalezy korzysta¢ zgodnie z niniejszg instrukcja uzywania.

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

Procedura

Przygotowanie skladnikow reakcji

° Odczynniki zawarte w zestawie nalezy rozmrazac¢ na lodzie, nastepnie powinny na nim pozostawac podczas
catego procesu.

° Probki RNA uzyskane od badanych os6b nalezy umiesci¢ na lodzie.

Przygotowanie mieszaniny reakcyjnejna 94 testy (cata ptytka 96)

1. Do sterylnej probowki 1.5 ml lub 2 ml typu Eppendorf doda¢:
[ 1300 pl mieszaniny reakcyjnej BE
° 260 pl starteréw i sond do reakcji PP

2. Zawarto$¢ probowki kilkukrotnie przepipetowac i krétko zwirowac.
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3. Probéwke opisa¢ "MIX" i przechowywac¢ na lodzie.

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

Przygotowanie mieszaniny reakcyjnej na okreslong liczbe testow

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

skladniki mieszaniny reakcyjnej objetos¢ na 1 reakcje
BE - bufor i enzymy do reakcji 12.5ul
PP - startery i sondy do reakgcji 2.5l

Przyktadowo: do przygotowania mieszaniny na 15 testéw nalezy uzy¢:

° BE: (15+2)x12.5 ul =212.5 pl + 10% nadmiaru (21.25 pl) = 234 pul
] PP: (15+2)x2.5ul =42,5 pl + 10% nadmiaru (4.25 pl) =47ul

Przygotowanie mieszaniny reakcyjnej

1. Do jatowej probéwki 1.5 ml typu Eppendorf dodac¢:

° obliczong objetos¢ buforu i enzymoéw do reakcji BE

o obliczong objetos¢ starter6w i sond do reakcji PP
2. Zawarto$¢ probowki Kilkukrotnie przepipetowac i krétko zwirowac.
3. Probéwke opisa¢ "MIX" i przechowywac na lodzie.

Przygotowanie plytki

1. Dodac¢ po 15 pl mieszaniny reakcyjnej MIX do kazdego z dotkéw na plytce 96-dotkowe;.

Uwaga! Mieszanina reakcyjna MIX nie nadaje sie do ponownego uzycia. Ewentualny nadmiar nalezy wyrzucic.
2. Doda¢ 10 pl kontroli ujemnej NC do dotka A1.

3. Doda¢ po 10 pl roztworu RNA wyizolowanego z materiatu pobranego od badanych os6b do dotkéw od A2



Instrukcja uzywania - MediPAN-2G+ FAST COVID test

do H11 wedtug schematu przedstawionego na Rysunku 2,

Dodac¢ 10 pl kontroli dodatniej PC do dotka H12.

4.

Zaklei¢ ptytke folig odpowiednig do stosowanego aparatu do real-time PCR. Wytrzasac i zwirowac ptytke.

5.
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Rysunek 2. Schemat przygotowania ptytki 96-dotkowe;j.

PCR

Kcji

1rea

Warunk

liczba cykli

Czas

temperatura

40

5 min.

10 sek.

3 sek.

30 sek.

52°C

95°C

95°C

58°C

Odczyt sygnatéw z ptytki (kanaty FAM, HEX, TexasRed i Cy5)
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- - /7
Analiza wynikow

Jesli to mozliwe to dla okre$lenia warto$ci Ct nalezy wykorzysta¢ metode regresji (Cq determination mode->regression).
Przyktadowo, dla oprogramowania firmy Bio-Rad ustawienie to mozna znalez¢ w zaktadce ,settings” (Rysunek 3).

File  View Export  Tools

Cqg Determination Mode caression

] Baseline Setting
gl Analysis Mode
3000 _"| 4 cyclesto Analyze...
T Baseline Threshold...
2300 + &) Trace Styles...
2000 L B Plate Setup
5 Include All Excluded Wells
€ 1500 | v  Mouse Highlighting
i Restore Default Window Layout
1000 + .
500 —:
01
0

Cycles [] Log Scale

B FAM [ HEX |4 TexasRed [ G5

Rysunek 3. Okreslanie wartosci Ct za pomoca metody regresji.
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Interpretacja wynikow

Wyniki nalezy interpretowa¢ wedtug wskazan zamieszczonych w tabeli ponizej:

Kanat detekcji
Interpretacja
FAM* HEX* TexasRed* Cy5**
+ + - +/- Osoba badana pozytywna pod wzgledem SARS-CoV-22
+ - - +/- Osoba badana pozytywna pod wzgledem SARS-CoV-2b
- + - +/- Osoba badana pozytywna pod wzgledem SARS-CoV-2Pb
+ Osoba badana pozytywna pod wzgledem wirusa grypy
} ) + / } typu A lub B2
+ + +/- Osoba badana pozytywna pod wzgledem SARS i grypy
+ / typu A lub B (koinfekcja) 2
+ + Osoba badana pozytywna pod wzgledem SARS i grypy
) + / B typu A lub B (koinfekcja) 2b
) + +/- Osoba badana pozytywna pod wzgledem SARS i grypy
B / typu A lub B (koinfekcja) @b
) ) + Osoba badana negatywna pod wzgledem SARS-CoV-2 i
grypy typuAiB
Prébka wymazu ztej jakosci, procedura izolacji nie
B ) B ) przebiegta prawidtowo lub wystapit btad reakcji PCR

* Wyniki w kanale FAM, HEX i TexasRed s3 interpretowane jako pewne pozytywne przy wartoSciach Ct < 36. Dla
po6Zniejszych amplifikacji wynik jest nierozstrzygajacy. W takim przypadku zaleca sie ponowne pobranie prébki od osoby
badane;.

** Wynik reakcji w kanale Cy5 stanowi kontrole jako$ci wymazu, procedury izolacji RNA i/lub reakcji PCR. Akceptowalny
wynik dla tej reakcji to Cq < 35. Wyzsze wartosci Cq lub brak sygnatu $wiadcza o ztej jako$ci wymazu lub stabej
wydajnosci izolacji RNA dla danej prébki.

2 Dodatni wynik dla prébki pacjenta w kanale FAM i HEX dla obu genéw swoistych dla SARS-CoV-2 lub w kanale TexasRed
dla genu swoistego dla wirusa grypy A lub B jest interpretowany jako pozytywny niezaleznie od wynikéw na kanale Cy5.

b Przy p6znych amplifikacjach mozliwe jest uzyskanie sygnatu tylko dla jednego z kanatéw, FAM lub HEX. W takim
przypadku zaleca sie ponowne pobranie probki od osoby badane;j.

Kontrole dodatnie. Wynik dla kontroli dodatnich (sygnaty na czterech analizowanych kanatach) jest spodziewany w
zakresie 18-25 cyKkli.

Kontrole ujemne. Kontrole ujemne nie moga wykazywac¢ sygnatu dla zadnego z genéw SARS-CoV-2 (kanat FAM i HEX) i

genéw wiruséw grypy A i B (kanat TexasRed). Pojawienie sie p6Znego sygnatu (Ct > 35) w kontroli ujemnej w kanale Cy5
$wiadczy o kontaminacji, co nie wptywa jednak na interpretacje wynikéw w reakcjach wykrywajacych wirusy.

10
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Aparaty do real-time PCR

Zestaw zostatl zaprojektowany do stosowania w tzw. systemach otwartych RT-PCR.

Walidacje zestawu przeprowadzono na urzadzeniach:

° CFX96 Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad)
L LightCycler 480 II (Roche Diagnostics)

] AriaMx Real-time PCR System (Agillent)

J Montania 4896 (Anatolia Geneworks)

J Rotor Gene 3000 (Corbett Research)

Uwaga! Zestaw MediPAN FAST COVID + FLU test zawiera barwnik normalizacyjny ROX w niskim stezeniu pozwalajacym
na bezposrednie uzywanie zestawu w takich aparatach jak: Applied Biosystems® 7500, QuantStudio™, ViiA7™, Agilent
Mx™, Bio-Rad® iQ™5, CFX96, CFX384, Opticon, Roche Lightcycler®, Qiagen Rotor-Gene™, Eppendorf Mastercycler®,
Cepheid® SmartCycler®.

W przypadku urzadzen wymagajacych barwnika ROX w wysokim stezeniu, takich jak: Applied Biosystems® 7000, 7300,
7700, 7900HT, StepOne™, StepOnePlus™, do mieszaniny reakcyjnej nalezy doda¢ barwnik ROX do odpowiedniego
stezenia. Barwnik ROX w wysokim stezeniu nie jest dotgczony do zestawu.

Parametry dziatania testu

J Czutos¢ > 99% (wykrycie 200 kopii wirusa/mL czyli 5 kopii wirusa/reakcje)
L Specyficznos¢ > 99%
J Swoisto$¢ diagnostyczna > 98%

Reaktywnos¢ krzyzowa in silico

1. Reaktywno$¢ krzyzowa in silico w odniesieniu do wybranych patogenow

11
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Belacoronavinus Savers acute respiratory syndrome-relaled coronavins 2 1050 Cheerwovwana
Betacoronavirus Severe acute respiratory syndrome-related coronavirus 1 n Nie cbservowana
Betacoronavirus Middle East respiratory syndrome-related coronavirus g Mie cbservowana
Eetacoronavirus Human coronavirus OC43 1 Nie observowana
Betacoronavirus Human coronavirus HKL 3 Nie obsarsowana
Alphacorenavirus Human coronavirus 2256 3 Nie cbserwowana
Alphacoronavirus Human coronavirus NLE3 3 Mie observowana
Human mastadenovirus C Human adenovirus 1 2 Nie observowana
| Enterovirus Enterovirus B 128 Nie obserwowana
Enterovirus Enterovirus D 8 Nie obserwowana
Influsnza A HINT subtype 243939 Obssrvowana
Influenza B Influenza B virus 16538 Cbservowana
Human metapneumovirus Human matapneumovinus 4 Nie obsarwowana
| Enterovirus Rhinovirus 8 % Nie observowana
Respirovinis Respirovirus 1 7 Nie cbsaryewana
" Respirovirus Respirovirus 3 ] Nie observowana
Rubulavirus Rubulavirus 2 2 Nie obserwowana
| Rubulavirus Rubulavirus 4 4 Nie cbservowana
Crthopneumovirus Human erthopnaumaovirus 42 Nie observowana
Bordetella Bordetella perfussis 48 Mie obserwowana
Candida Candida albicans "4 | Mig obserwowana
Corynebactenum Corynebacterium diphtheriae 22 Mie observowana
Haemophilus Haamophilus influenzae 40 Nie chserwvowana
Legionella Legionelia preumaphila 41 Mie obserwowana
Mycobacterium tubsrculosis | Mycobaclenum tuberculosis 2900 Mie obssrvowana
complex
Meraxefla Moraxella catarrhalis 13 Nis observowana
Neisseria Neizzera meningitidis 231 Mie sbsarvowana
Pseudomanas aeruginosa Pseudomonas aeruginosa 382 Mie observowana
group
Staphylococcus Staphylococcus aureus 4639 Nie observowana
Staphylococcus Staphylococous epidermidis 1 Nie obserwowana
Streptococcus Strepiococcus safivarius 1 Nie observowana
Streplococcus Streplococous pneumonias 339 Mie observowana
Sireptococcus Streplococcus pyogenes B33 Mie obseraowana
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2. Reaktywnos$c¢ krzyzowa in silico w odniesieniu do znanych szczepow wirusa grypy A i grypy

B

Grupa Linia Wariant Reaktywnosc
taksonomiczna antygenowy krzyrowa in silico
Influsnza A HiN1pdm | Bb Obserowowana
Influenza A HiN1pdm | 8b1 Obserowowana
Influenza A HiN1pdm | 6b1.A Obserowgwana
Influenza A HiN1pdm | 6b1.AM156K Cbserowowana
Influenza A HiN1pdm | 6b1.AM183P-1 Obserowowana
Influenza A H1N1pdm | Bb1.AM183P-2 Obsergwowana
Influenza A HiN1pdm | 8b1.AM83P-3 Obserowowana
Influenza A HiN1pdm | 8b1.AM83P-4 Obserowowana
Influenza A HiN1pdm | 8b1.AM83P-5 Obserowowana
Influenza A HiN1pdm | 6b1.A/183P-5a Obserowowana
Influenza A HiN1pdm | 8b1.AM83P-5b Obserowowana
Influenza A HiN1pdm | 6b1.AM83P-6 Obsercwowana
Influenza A HiN1pdm | 8b1.AM83P-7 Obserowowana
Influenza A HiN1pdm | 6b1.AMETA Obserowowana
Influenza A H3N2 3e2.A Obserowowana
Influenza A H3M2 3c3 Obserowowana
Influenza A H3N2 3c3.A Obserowowana
Influenza A H3M2 Al Obserowowana
Influenza A H3N2 Ala Obserowowana
Influenza A H3N2 Alb Obserowowana
Influenza A H3N2 ATbM3K Obserowowana
Influenza A H3N2 A1BN35K Obserowgwana
Influenza A H3aN2 Alb/135N Obserowowana
Influenza A H3M2 AlRM3TF Obsarowowana
Influenza A H3N2 Alb/M8eD Obserowowana
Influenza A H3N2 A1BNYTR Obserowowana
Influenza A H3M2 Alb/24N Obserowowana
Influenza A Ham2 A2 Obsesrowowana
Influgnza A H3N2 Alfre Obserowowana
Influenza A H3N2 A3 Obserowowana
Influenza B Victona V1A Obserowgwana
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Influegnza B Victoria V1A Obserowowana
Influenza B Victoria ViA2 Obserowowana
Influegnza B Victoria V1A.3 Obserowowana
Influegnza B Victoria WV1AME5M Obserowowana
Influenza B Yamagata | 1722 Obserowowana




Objasnienie uzytych symboli
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IVD

Wyréb medyczny do diagnostyki in vitro

=

Przed uzyciem zapoznaj sie z instrukcja uzywania

o]

Wytwdrca

<

Zestaw pozwala na wykonanie 94 testéw

LOT

Numer partii

>

Zapoznaj sie ze Srodkami ostroznosci

Data waznoSci

v

-

Przechowywac¢ w temperaturze <-20°C

REF

Numer katalogowy
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