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El kit PlexPCR® SARS-CoV-2 es un ensayo multiplex gPCR de 1 pocillo para detectar el coronavirus del sindrome respiratorio agudo
grave 2 (SARS-CoV-2). El ensayo proporciona 3 lecturas: la lectura 1 indica la presencia o ausencia del SARS-CoV-2 através de la
deteccion del gen de marco abierto de lectura (ORF1ab), la lectura 2 indica la presencia o ausencia del SARS-CoV-2 a través de la
deteccion del gen RdRp (ARN polimerasa dependiente de ARN), la lectura 3 es un internal control (IC) (control interno [CI]) de ARN
para determinar la eficiencia de la extraccion y la inhibicién de la gPCR. El kit PlexPCR® SARS-CoV-2 utiliza tecnologia PlexZyme®
para ofrecer una capacidad superior de especificidad y multiplexado.

Este ensayo ha sido validado con las muestras extraidas mediante los sistemas de purificaciéon de muestras MagNA Pure 96 (Roche),
PurePrep 96 (Molgen) y KingFisher™ Flex (ThermoFisher), la manipulacion de liquidos mediante PlexPrep™ (SpeeDx), y la
deteccién en tiempo real que proporciona el instrumento LightCycler® 480 Il (LC480 II, Roche), el sistema de deteccion PCR en
tiempo real CFX96™ Dx (CFX96 Dx, Bio-Rad), y el sistema de deteccién PCR en tiempo real CFX96 Touch ™ (CFX96 Touch, Bio-
Rad).

2 Uso previsto

El kit PlexPCR® SARS-CoV-2 es una prueba de diagnéstico PCR de transcripcién inversa en tiempo real e in vitro (RT-gPCR) para
la deteccion cualitativa del virus SARS-CoV-2.

El kit PlexPCR® SARS-CoV-2 esta indicado para facilitar el diagnostico del SARS-CoV-2 y debe utilizarse en conjunto con la
informacion clinica y de laboratorio.
El kit PlexPCR® SARS-CoV-2 debe utilizarse exclusivamente con el siguiente tipo de muestras: hisopos nasofaringeos.

El kit PlexPCR® SARS-CoV-2 esté indicado para utilizarse en un entorno profesional como, por ejemplo, en hospitales o laboratorios
estatales o de referencia. No esta destinado para el autodiagnéstico, el uso doméstico ni el andlisis de diagnéstico inmediato.

La poblacion objetivo a la cual va dirigido el kit PlexPCR® SARS-CoV-2 son pacientes sintomaticos cuyo proveedor sanitario sospecha
que padecen infeccién por coronavirus asociada al sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV2) en funcién de su historial y/o
presentacion clinica.

3 Informacion del patégeno

El 31 de diciembre de 2019, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) recibié notificacién de la aparicion de un brote de una
enfermedad respiratoria de etiologia desconocida que se habia observado en la ciudad de Wuhan, Provincia de Hubei, China.!
Posteriormente, se identificd y denominé nuevo coronavirus SARS-CoV-2 (coronavirus del sindrome respiratorio agudo grave 2), que
provoca la enfermedad contagiosa COVID-19 (enfermedad por coronavirus 2019).2 Desde entonces, el SARS-CoV-2 ha sido el
responsable de una pandemia mundial que a finales de septiembre de 2020 habia causado mas de 75 millones de casos confirmados
y mas de 1,5 millones de muertes.®
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4 Contenido del kit

Numero de pruebas: 384 reacciones

Tabla 1. Contenido del kit para PlexPCR® SARS-CoV-2 (n.° de cat. 1301384)

Color del Contenido Descripcion ;

tap6n Cantidad
SARS-CoV-2 Mix ’ - I »

. Mezcla con oligonucleétidos” para la amplificacion y deteccion de

Marron E(N;%zcla SARS-COV-2) | gaRs.Cov-2 y control interno para LC480 Il y CFX 2x 150 uL
Plex Mastermix Mezcla maestra con los componentes necesarios para la g°PCR

Vel S\/;Zda maestra Plex) incluidos dNTPs, MgClz, ADN polimerasa y tampén 2x12mt

Enzima de transcriptasa inversa para generar ADN complementario

Neutro RTase (RTasa), x 100 (ADNC) a partir de un patrén de ARN 1x90 pL
RNase Inhibitor
(Inhibidor de RNasa), x Inhibidor de ribonucleasa 1x135 pL
50
Internal control cells Células de control interno con patrén de ARN de control interno para
(ARN de control determinar la eficacia de la extraccion, la transcripcion inversa y la 1 x200 pL
interno)” amplificacion
Nuclease free water Agua para PCR 1x1mL
(Agua sin nucleasa) gua p

# Almacene los tubos patréon separadamente de las mezclas de oligonucleétidos, es decir, en la sala de manipulacién de patrones o acidos
nucleicos

A Los oligonucledtidos son parejas de cebadores de PCR, enzimas PlexZyme® y sondas fluorescentes

* Suficiente para 384 pruebas de 10 yL. Se ha suministrado un volumen adicional para la compatibilidad con los instrumentos de manipulacién de
liquidos con la validacién de PlexPrep™ (SpeeDx).

5 Transporte y almacenamiento

- Los componentes del kit PlexPCR® SARS-CoV-2 se suministran en paquetes de hielo seco o gel congelado. Todos los
componentes deben almacenarse entre -25 °C y -15 °C tras su recepcion. Se recomienda limitar a 10 los ciclos de
congelacion y descongelacion.

- La eficacia de los kits se mantiene hasta la fecha de caducidad indicada en la etiqueta si el kit se almacena en las
condiciones recomendadas y se manipula adecuadamente. No debe utilizarse con posterioridad a la fecha de caducidad.

6 Advertencias y precauciones

6.1 Generalidades
- Para uso exclusivo en diagnéstico in vitro.

- Lea atentamente estas instrucciones de uso antes de utilizar el producto. Siga estrictamente los procedimientos descritos
para garantizar la fiabilidad de los resultados de la prueba. Cualquier desviacion de estos procedimientos puede afectar
al rendimiento de la prueba.

- Los usuarios deben estar adecuadamente formados en el uso del ensayo PlexPCR® SARS-CoV-2.

- Cualquier incidente grave debera notificarse al fabricante y a la autoridad competente del Estado miembro en el que esté
establecido el usuario y/o el paciente.

6.2 Laboratorio

- Se recomienda realizar la preparacién/extraccion de la muestra, la preparacién de la mastermix, la adicién de la muestra
y el termociclado en espacios separados espacialmente. Como minimo, lo ideal es que el instrumento de PCR se
encuentre en una sala separada de las zonas donde se preparan las reacciones.

- Se recomienda seguir las precauciones habituales de laboratorio. Utilice equipo de proteccion personal adecuado, como
guantes, gafas protectoras y bata de laboratorio, cuando manipule reactivos.

- Puede haber organismos patégenos en las muestras clinicas. Trate todas las muestras biolégicas como potencialmente
infecciosas y siga los procedimientos de seguridad de su institucién para la manipulaciéon de productos quimicos y
muestras biolégicas.
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- Siga los procedimientos de eliminacién de residuos peligrosos de su institucion para la correcta eliminacién de muestras,
reactivos y otros materiales potencialmente contaminados.

6.3 Manipulacién de las muestras

- Las muestras deben recogerse, transportarse y almacenarse mediante las técnicas de laboratorio habituales o de acuerdo
con las instrucciones del kit de recogida.

6.4 Ensayo

- Las precauciones bésicas para prevenir la contaminacion de las reacciones de PCR incluyen el uso de puntas de pipeta
con filtro estériles, el uso de una punta de pipeta nueva para cada pipeteo y la separacion del flujo de trabajo.

- Las pruebas de PCR son propensas a la contaminacién por productos de PCR anteriores. No abra nunca los recipientes
de reaccion una vez finalizada la PCR.

6.5 Precauciones de seguridad

- Las Fichas de datos de seguridad (FDS) estan disponibles bajo peticion. Péngase en contacto con tech@speedx.com.au
para obtener mas informacion.

6.6 Advertencias y precauciones relativas al complemento del ensayo

- El software SpeeDx solo puede controlar el andlisis de los datos sin procesar generados por el kit de analisis cuando se
utiliza con su instrumento de PCR correspondiente. No controla la preparacién de las muestras, las reacciones, la
programacion del equipo ni la aplicacion del tratamiento.

- Los usuarios deben recibir una formacion adecuada sobre el uso del software de andlisis y el acceso debe limitarse a
cada usuario asignado.

- Se recomienda implementar el acceso con autentificacion de los usuarios y controles de seguridad informatica, como
software antivirus o instalar un cortafuegos en la infraestructura y el sistema informatico que el software utiliza.

- En caso de detectar un incidente de seguridad informéatica, como un acceso no autorizado o ataques de ransomware,
contacte con tech@speedx.com.au para obtener asistencia.

7 Material necesario no suministrado

Material de control positivo

- Control positivo con hisopo REDx™ FLOQ para SARS-CoV-2 (Microbix, n.° de cat. RED-S-19-01)

Consumibles de laboratorio de uso general
- Guantes y batas de laboratorio limpias
- Agitadora vorticial
- Centrifuga de sobremesa para tubos de 0,5 mLy 1,5 mL
- Micropipetas
- Pipetas multicanal
- Puntas de pipeta estériles resistentes a los aerosoles
- Tubos de 0,5 mL y tubos de 1,5 mL (para PCR)
- Sello de placa adhesiva

- Tubos de 2,0 mL (para predilucién de las células de control interno)
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Para el MagNA Pure 96 Instrument

1 Phosphate Buffered Saline (PBS) (Tampdn fosfato salino, PBS)

Tubo de control interno MagNA Pure 96 (Roche, n.° de cat. 00374905001)

Kit de pequefio volumen para DNA y NA viral MagNA Pure 96 (Roche, n.° de cat. 06543588001)
Liguido para el sistema MagNA Pure 96 (externo) (Roche, n.° de cat. 06640729001)

Cartucho de procesamiento MagNA Pure 96 (Roche, n.° de cat. 06241603001)

Punta MagNA Pure 96 Pure 1000 uL (Roche, n.° de cat. 6241620001)

Placa de salida MagNA Pure 96 (Roche, n.° de cat. 06241611001)

Papel de sellado MagNA Pure (Roche, n.° de cat. 06241638001)

Para el MGISP-960 Instrument

Kit de extraccion de &cido nucleico de 96 preparaciones (MGI, n.° de cat. 1000022201(ARTG-IVD)) o kit de extraccion
de acido nucleico de 96 preparaciones (MGI, n.° de cat. 1000021042 (CE-IVD))

4x puntas con filtro automaticas de 250 pL (MGI, n.° de cat. 1000000723)

5x placas de pocillos de fondo en U de 1,3 mL (MGI, n.° de cat. 1000004644)

1x placa de PCR de 96 pocillos de pared fina con faldén, pared blanca/pocillo transparente (MGlI, n.° de cat. 1000012059)
Tubo de 50 mL, sin desoxirribonucleasa, sin ribonucleasa

Etanol absoluto (100 %)

Centrifugadora de placas

Para el PurePrep 96 Instrument

1 Phosphate Buffered Saline (PBS) (tampon fosfato salino, PBS)

Agua de grado molecular

Placa de pocillos profundos PurePrep de 2 mL (n.° de cat. Molgen MG96020050)
Placa de eluciéon PurePrep 96 de 200 uL (n.° de cat. Molgen MG96010050)
Peine de 96 puntas PurePrep (n.° de cat. Molgen MG96030050)

Kit de patégenos PurePrep 1x96 Molgen (n.° de cat. Molgen OE00290096) O BIEN Kit 10x96 (n.° de cat. Molgen
OE00290960)

Agitador de microplacas (velocidad minima 1000 rpm)
Depdsitos de reactivo de 50 mL para pipetas de 8 canales

Tubos Falcon de 50 mL

Para KingFisher Flex

1 Phosphate Buffered Saline (PBS) (Tampdn fosfato salino, PBS)

Kit de aislamiento de acido nucleico viral/patégeno Thermofisher MagMAX (n.° cat. Thermofisher A42352)

Placa KingFisher de 96 pocillos profundos con fondo en forma de V, polipropileno (n.° cat. Thermofisher 95040450)
Peine de 96 puntas KingFisher para imanes de pocillo profundo (n.° cat. Thermofisher 97002534)

Microplacas KingFisher 96 (200 pL) (n.° cat. Thermofisher 97002540)

Etanol 80 %

Depositos de reactivo de 50 mL para pipetas de 8 canales

Tubos Falcon de 50 mL
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Para el instrumento de manipulacion de liquidos SpeeDx PlexPrep™
- Cubierta de 8 posiciones con 2 canales independientes y un cabezal de 8 sondas PlexPrep™ (n.° de pieza 6600200-01)
- 4x modulos de gradilla para puntas (n.° de cat. HMT-6600533-01)
- 4x 24 médulo para tubos de 24 posiciones (n.° de cat. HMT-6600555-01)
- 1x médulo para tubos pequefios de 24 posiciones (n.° de cat. HMT6600409-01)
- Puntas de pipetas conductoras con filtro de 50uL (n.° de cat. HMT-235948)
- Puntas de pipetas conductoras con filtro de 300uL (n.° de cat. HMT-235903)
- Puntas de pipetas conductoras con filtro de 1000uL (n.° de cat. HMT-235905)

Para el LightCycler® 480 Instrument Il
- Kit PlexPCR® Colour Compensation (CC) (SpeeDx, n.° de cat. 90001)

Placa multipocillos LightCycler® 480 con 96 pocillos (Roche, n.° de cat. 04729692001)

Placa multipocillos LightCycler® 480 con 384 pocillos (Roche, n.° de cat. 04729749001)
Papel de sellado LightCycler® 480 (Roche, n.° de cat. 04729757001)

Para los sistemas de deteccion PCR en tiempo real CFX96™ Dx y CFX96 Touch ™

- Placas de PCR con 96 pocillos Hard-Shell®, perfil bajo, semifalddn, transparente cascara/transparente pocillo (Bio-Rad,
n.° de cat. HSL9901 o HSL9601)

- Papel de sellado para PCR Microseal® "B", adhesivo, 6ptico (Bio-Rad, n.° de cat. MSB1001)
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8 Principio de la tecnologia

La PCR en tiempo real (QPCR) puede utilizarse para amplificar y detectar acidos nucleicos diana especificos de patégenos. PlexPCR®
es una tecnologia de gPCR que utiliza enzimas PlexZyme® que detectan el producto amplificado e informan de él mediante la
generacion de una sefial fluorescente (Figura 1).

Las enzimas PlexZyme® son complejos de ADN cataliticos compuestos por dos oligonucledtidos de ADN denominados "enzimas
parciales". Cada enzima parcial tiene una region especifica de diana, un nucleo catalitico y una regién de unién de sonda universal.
Cuando el producto diana esta presente, las dos enzimas parciales se unen de forma adyacente para formar el PlexZyme® activo,
que tiene una actividad catalitica para descomponer una sonda etiquetada. La descomposicion separa los colorantes fluoréforos de
los de extincion, lo que produce una sefial fluorescente que puede determinarse en tiempo real. Las enzimas PlexZyme® tienen una
mayor especificidad que otras tecnologias de deteccion, ya que es necesaria la uniéon de dos enzimas parciales para la deteccién.
Las enzimas PlexZyme® son también enzimas de recambio multiple, y pueden descomponerse varias sondas durante cada ciclo de
PCR, lo cual produce una sefial fuerte y sensible. Los ensayos con PlexZyme® son altamente sensibles y especificos, ideales para
la deteccién multiplexada de patégenos.

Figura 1. Representacion esquematica de la deteccion y la sefializacion universal con PlexZyme®
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Nota: Los reactivos suministrados se indican en cursiva y a continuacion se incluye el color del capuchén del tubo entre paréntesis.

10.1 Recogida, transporte y almacenamiento de las muestras

Una obtencion, conservacion y transporte de las muestras inadecuados o inapropiados es probable que generen resultados de
andlisis falsos. Es muy recomendable realizar la formacion adecuada para la obtencién de muestras, a fin de asegurar la calidad y la
estabilidad de las muestras.

Siga las instrucciones de obtencién de muestras del fabricante del dispositivo para conocer los métodos de obtencién adecuados.

Antes de poner en practica un método de obtencion, el personal debidamente formado debe asegurarse de que entiende bien el
dispositivo y el método. Como minimo, revise la descripcién de la prueba respecto a lo siguiente: indicacion del tipo de muestra,
volumen suficiente, procedimientos, materiales de obtencion necesarios, preparacion del paciente e instrucciones de manipulacion y
conservacion adecuadas.

Los hisopos nasofaringeos deben obtenerse y transportarse de acuerdo con las instrucciones del kit de recogida. Recomendamos
que las muestras nasofaringeas se analicen inmediatamente o se almacenen entre -25 °C y -15 °C en cuanto se reciban. Pueden
congelarse/descongelarse durante el uso un maximo de 3 veces.

10.2  Procesamiento de las muestras

El kit PlexPCR® SARS-CoV-2 se ha validado en los instrumentos de extraccién indicados en la Tabla 2.

Consulte la seccién 10.3 para obtener instrucciones sobre el uso del control interno.

Consulte la seccién 15 para obtener instrucciones sobre el uso del kit REDx™ FLOQ SARS-CoV-2 Swab Positive Control.

Tabla 2. Protocolos de extracciéon validados

. A3 Volumen de Volumen de

Instrumento Kit de extraccion e——" Protocolo -
Kit de pequefio volumen para

MagNA Pure 962° DNA y NA viral MagNA Pure 200 pL Patégeno universal 200 50 pL
96
Kit de extraccion de acido Flujo estandar de extracciéon

- ab

MGISP-960 nucleico 180 uL automatizada del MGISP-960 30 L
Kit de aislamiento de &cido

KingFisher Flex?® nucleico viral/patégeno 200 pL MVP_Flex_200uL 50 pL
MagMAX

PurePrep 962° Kit de patégeno PurePrep 200 pL PP v.3 50 pL

@ Consulte 10.3.1 para aprender a usar el control interno en MagNA Pure 96, KingFisher Flex y PurePrep 96

°Las muestras deben afiadirse a la mezcla maestra en un plazo de 30 minutos a partir de su extraccion.

10.2.1  Volumenes de reactivo para MGISP-960

Tabla 3. Volimenes de reactivos por muestra del MGISP-960

Reactivo Volumen por muestra Placa

Tamp6n MLB 160uL Placa de pocillos de fondo en U (Mezcla de tamp6n preparada)
Etanol absoluto* 200 pL Placa de pocillos de fondo en U (Mezcla de tamp6n preparada)
Magnetic Beads M 15 uL Placa de pocillos de fondo en U (Mezcla de tamp6n preparada)
Tampo6n potenciador 1pL Placa de pocillos de fondo en U (Mezcla de tampdn preparada)
Agua sin ribonucleasa 15 uL Placa de pocillos de fondo en U (Mezcla de tamp6n preparada)
Agua sin ribonucleasa 50 pL Placa de pocillos de fondo en U

Tampén MW1 170 pL Placa de pocillos de fondo en U

Tamp6én MW2 340 pL Placa de pocillos de fondo en U
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* No suministrado

10.2.2  Volumenes de reactivo para KingFisher Flex y PurePrep

Tabla 4. Volimenes de reactivo para KingFisher

Reactivo Volumen por muestra Placa
Solucién de unién MagMax 265 pL Placa de 96 pocillos profundos KingFisher (placa de muestras)
Esferas de unién de acido nucleico total MagMax | 10 uL Placa de 96 pocillos profundos KingFisher (placa de muestras)
Proteinasa K MagMax 5L Placa de 96 pocillos profundos KingFisher (placa de muestras)
Tampon de lavado MagMax 500 pL Placa de 96 pocillos profundos KingFisher
Lavado 2* (etanol 80 %) 500 pL Placa de 96 pocillos profundos KingFisher
Lavado 3* (etanol 80 %) 250 pL Placa de 96 pocillos profundos KingFisher
Solucién de elucion MagMax 50 uL Microplacas de 96 pocillos KingFisher de 200 pL

* No incluido
Reactivo Volumen por muestra Placa
Tampén Molgen Lysis PAL 200 L zﬁgztrgg) pocillos profundos PurePrep de 2 mL (placa de
Solucién Molgen Poly-A-RNA de 2,5mg/mL 1L Placa de pocillos profundos PurePrep de 2 mL (placa de

muestras)

Placa de pocillos profundos PurePrep de 2 mL (placa de

Solucién de proteinasa K Molgen de 20 mg/mL | 10 pL muestras)

Molgen MagSi-PA VIl (Esferas magnéticas) 20 pL Placa de pocillos profundos PurePrep de 2 mL (placa de

muestras)
Tampén de union Molgen U1 400 pL rl;ls;:ztrgg) pocillos profundos PurePrep de 2 mL (placa de
Tampén de lavado Molgen | 800 pL Placa de pocillos profundos PurePrep de 2 mL
Tampon de lavado Molgen | 800 pL Placa de pocillos profundos PurePrep de 2 mL
Tampon de lavado Molgen Il 800 pL Placa de pocillos profundos PurePrep de 2 mL
Tampo6n de elucién Molgen 50 pL Placa de elucién de 96 pocillos PurePrep de 200 uL

10.3  Control interno (IC)

En el kit viene incluido un control interno para determinar la eficiencia de la extraccién y la inhibicion de la gPCR. El ensayo de control
interno se suministra en la mezcla de ensayo y amplificaré el ARN de control interno (MORADO). EI ARN de control interno se diluye
y se procesa como se indica a continuacion para los instrumentos de extraccién especificos. Por lo tanto, el patrén de control interno
se extrae concomitantemente con la muestra y se amplifica concomitantemente en la reaccion.

10.3.1 Control interno de MagNA Pure 96, KingFisher Flex y PurePrep 96

Diluya el ARN de control interno (MORADO) en una dilucién 1:100 en 1 PBS (Tabla 6). Ajuste el volumen segln sea necesario
utilizando el mismo factor de dilucién (consulte el manual del kit de extracciéon para saber el volumen minimo para el nimero de
muestras requerido). EI ARN de control interno diluido se carga en el tubo de control interno en el MagNA Pure 96 y se agregan 20
puL automéaticamente a cada muestra (valor predeterminado). Para extracciones en los PurePrep 96 y KingFisher, se afiaden
manualmente 20 uL del ARN de control interno diluido en la placa de muestras.

Nota: NO almacene el ARN de control interno diluido
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Tabla 6. Dilucion del ARN de control interno para MagNA Pure 96 (dilucién 1:100)

ARN de control interno 1 PBS (uL) Volumen total (uL) Volumen agregado a la
(MORADO) (uL) muestra (uL)
36 3564 20

10.4

Preparacion de la PCR en tiempo real

Nota: Antes de utilizar los reactivos, descongélelos por completo y mézclelos bien mediante una breve agitacion vorticial.

El kit PlexPCR® SARS-CoV-2 se analiza con un volumen final de 10 uL en placas de 96 pocillos 0 384 pocillos en el LC480 II; un
volumen final de 10 pL en placas de 96 pocillos en los CFX96 Dx y CFX96 Touch. El kit PlexPCR® SARS-CoV-2 tiene el volumen
minimo apropiado para usarlo con sistemas de manipulacion de liquidos y ha sido validado con el SpeeDx PlexPrep™. Contacte con
tech@speedx.com.au para obtener asistencia con los protocolos.

Consulte la Tabla 1 para ver una descripcion del contenido del kit.

10.4.1 Preparacién de la mezcla maestra

- Para obtener un volumen de reaccién de 10 pL, son necesarios 7,5 UL de mezcla maestra 'y 2,5 pL de extracto. Prepare
la mezcla maestra como se indica en la Tabla 7. Pipetee la mezcla maestra en la placa de PCRy, a continuacion, agregue

la muestra extraida a la reaccion.

- En cada placa deberan realizarse controles positivos y negativos.

- Selle la placa, después centrifiguela y transfiérala al termociclador.

Tabla 7. Mezcla maestra

Reactivo Concentracion Volumen por reaccion de 10
ML (HL)
Agua sin nucleasa (AZUL) — 1,7
Mezcla maestra Plex (VERDE) X2 5,0
Mezcla SARS-CoV-2 (MARRON) x 20 0,5
Retrotranscriptasa (NEUTRO) x 100 0,1
Inhibidor de ribonucleasa (NEGRO) x 50 0,2
Volumen total (uL) 7,5
Afada 2,5 pL de muestra para obtener un volumen final de 10 pL

Los detalles de programacion y andlisis se describen en las secciénes 19-21.

El kit PlexPCR® SARS-CoV-2 usa tres canales para la deteccién del SARS-CoV-2 a través de los genes de marco abierto de lectura

(ORF1ab) y ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp), y del control interno (Tabla 8).

Tabla 8. Canales para las dianas de PlexPCR® SARS-CoV-2

Instrumento de gPCR ORFlab Gen RdRp Control interno
LC480 II 465-510 533-580 533-610
CFX96 Dx y CFX96 Touch FAM HEX Texas Red

IF-1V0015 v8.0 (Agosto 2023)
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12 Interpretacion de los resultados

La interpretacion de los datos puede realizarse utilizando el software incorporado LC480 Il, CFX96™ Dx y el software incorporado
CFX96™ o el software de andlisis PlexPCR® SARS-CoV-2. El software de analisis PlexPCR® SARS-CoV-2 automatiza la
interpretacion de datos de los resultados de la amplificacién y optimiza el flujo de trabajo. En la seccién 21 se describen las
instrucciones de uso del software de andlisis.

Consulte la Tabla 9 para ver el software de analisis adecuado para cada uno de los instrumentos de PCR en tiempo real. El software
de andlisis se puede proporcionar si se solicita. Contacte con tech@speedx.com.au para obtener mas informacion.

Tabla 9. Software de anélisis PlexPCR® SARS-CoV-2

N.° de cat. Software de andlisis* Instrumento de PCR en tiempo real
99021 PlexPCR® SARS-CoV-2 (LC480) LC480 Il
99022 PlexPCR® SARS-CoV-2 (CFX) CFX96 Dx y CFX96 Touch

* Consulte el sitio web https://plexpcr.com/products/respiratory-infections/plexpcr-sars-cov-2/ para asegurarse de que esta utilizando la version méas
reciente del software de andlisis.

13 Limitaciones

- El ensayo PlexPCR® SARS-CoV-2 solo debe llevarse a cabo por parte de personal formado en el procedimiento y debe
realizarse conforme a estas instrucciones de uso.

- La fiabilidad de los resultados depende de que tanto la recogida, el transporte, el aimacenamiento y el procesamiento de
las muestras se realicen correctamente. Si no se siguen los procedimientos adecuados en alguno de los pasos, se podrian
obtener resultados incorrectos.

- El ensayo PlexPCR® SARS-CoV-2 es un ensayo cualitativo y NO proporciona valores cuantitativos ni informacién sobre
la carga de organismos.

- Los resultados de la prueba deben correlacionarse con el historial médico, los datos epidemioldgicos, los datos
procedentes del laboratorio y otros datos que el médico pueda tener disponibles.

- La prevalencia de las dianas viricas afectara a los valores positivos y negativos de prediccion del ensayo.

- Los resultados negativos no excluyen la posibilidad de que exista infeccion, lo cual puede deberse a una recogida de
muestras incorrecta, errores técnicos, la presencia de inhibidores, la mezcla de muestras o un nimero reducido de
organismos en la muestra clinica.

- Se pueden producir falsos positivos por la contaminacién cruzada procedente de organismos diana, de sus &cidos
nucleicos o del producto amplificado.

Las muestras clinicas con un valor Cq < 3 pueden no arrojar un resultado valido. El software de andlisis PlexPCR® SARS-CoV-2
marcara estas muestras con el mensaje: "Error: cambio anormal en el nivel de fluorescencia". Esto es indicativo de una muestra con
una alta carga de SARS-CoV-2 superior al limite de deteccion y dichas muestras han de diluirse y repetirse.

Estas muestras también se marcaran cuando se analicen en el software integrado LC480 Il con el siguiente mensaje: "Algunas
muestras superan el valor inicial en el area de céalculo de ruido de fondo". Esto es indicativo de una muestra con una alta carga de
SARS-CoV-2 superior al limite de deteccién y dichas muestras han de diluirse y repetirse.

Las muestras clinicas pueden ser no validas si tienen una carga viral alta. Esto no lo marca el software integrado CFX, asi que el
usuario debera comprobar todas las curvas antes de proceder. Cuando una muestra con alta carga de SARS-CoV-2 supera el limite
de deteccion, las muestras deben diluirse y repetirse.

14 Contoldecaidad

El kit PlexPCR® SARS-CoV-2 incluye un control interno para supervisar la eficiencia de la extraccion y la inhibicion de la gPCR
(seccién 10.3).

Se recomienda utilizar el REDx™ FLOQ SARS-CoV-2 Swab Positive Control (Microbix, n.° de cat. RED-S-19-01) como material de
control positivo para la amplificacion de acidos nucleicos. Consulte la seccién 15 para ver las instrucciones de uso del REDx™ FLOQ
SARS-CoV-2 Swab Positive Control. Se recomienda utilizar una muestra negativa conocida como control negativo.

IF-IV0015 v8.0 (Agosto 2023) Pagina 14 de 53


mailto:info@speedx.com.au
https://plexpcr.com/products/respiratory-infections/plexpcr-sars-cov-2/

Instrucciones de uso @ g SpeeDX
15 Instrucciones del REDx™ FLOQ SARS-CoV-2 Positive Control

El REDx™ FLOQ SARS-CoV-2 Swab Positive Control (Microbix, n.° de cat. RED-S-19-01) contiene material de control positivo para
el SARS-CoV-2.

Los REDx™ SARS-CoV-2 Positive Controls deben almacenarse a 2-8 °C hasta su uso. El REDx™ SARS-CoV-2 Positive Control no
debera reutilizarse una vez abierto.

Consulte el prospecto del REDx™ SARS-CoV-2 Positive Control para obtener informacién adicional sobre el almacenamiento y las
instrucciones.

15.1 Instrucciones de uso

Diluya el REDx™ SARS-CoV-2 Positive Control en 3 mL de medio de transporte universal (UTM) o medio de transporte viral (VTM).
Prepare las reacciones de gPCR tal como se describe en la seccion 10.4 usando el material de control positivo como muestra.

16 Caracteristicas de eficacia

16.1 Eficaciadiagnéstica clinica
16.1.1  Estudio clinico 1

Hemos realizado un estudio clinico retrospectivo a partir de hisopos nasofaringeos (n=165) que habian sido analizados en el ensayo
Abbott m2000 SARS-CoV-2 en el laboratorio Queensland Paediatric Infectious Diseases (QPID) de South Brisbane (Queensland,
Australia). Las muestras fueron extraidas con la plataforma de extraccion MagNA Pure 96 (Roche) con el protocolo Pathogen
Universal 200. Se extrajeron 200 UL de muestras, y fueron eluidas en 50 pL. Las muestras fueron probadas con el kit PlexPCR®
SARS-CoV-2 en reacciones de 10 pL en el LightCycler 480 II.

Se utilizé un enfoque de resultado de referencia compuesta como método de referencia para el ensayo PlexPCR® SARS-CoV-2. Se
analizaron los resultados de dos ensayos SARS-CoV-2 PCR validados (el ensayo Abbott m2000 SARS-CoV-2 y el kit fluorescente
en tiempo real RT-PCR para la deteccion de SARS-CoV-2 (BGI)) y las muestras que generaron resultados concordantes en los dos
ensayos se consideran positivas 0 negativas al SARS-CoV-2. No pudo determinarse de forma definitiva el estado de SARS-COV-2
de las muestras que generaron resultados discordantes entre los dos ensayos de comparacién (n=22) y estas muestras se excluyeron
del analisis final. Los acuerdos porcentuales positivos y negativos entre el PlexPCR® SARS-CoV-2 y la referencia compuesta se
muestran en la Tabla 10.

Tabla 10. Evaluacidn clinica del kit PlexPCR® SARS-CoV-2

Resultado de la referencia compuesta (n=142)
SARS-CoV-2
Positivo Negativo
Positivo 83 2
PlexPCR® SARS-CoV-2!
Negativo 6 51
0,
Coincidencia de porcentaje de 93,26 %
positivos (PPA) (95 % CI 85,90 - 97,49 %)
Coincidencia de porcentaje de 96,23 %
negativos (NPA) (95 % CI 87,02 - 99,54 %)
indice general de coincidencia 94,37 %
(ORA) (95 % CI 89,20 - 97,54 %)

1Una de las muestras fue invalidada repetidamente en el ensayo PlexPCR® SARS-CoV-2 y no pudo ser evaluada.
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16.2 Eficacia analitica
16.2.1 Repetibilidad y reproducibilidad
16.2.1.1 LightCycler® 480 Instrument Il

Se llevé a cabo un estudio de reproducibilidad en distintos lotes, operarios, dias e instrumentos LightCycler® 480 Il para los ensayos
PlexPCR® SARS-CoV-2 usando paneles preparados con hisopos nasofaringeos combinados de muestras clinicas negativas que se
habian tomado en medios de transporte viral (VTM). Los componentes del panel consistian en material de referencia de la cepa
SARS-CoV-2 USA-WA1/2020 (ZeptoMetrix, NATtrol™ SARS-CoV-2 Stock, n.° de cat. NATSARS(COV2)-ST) introducido en muestras
negativas de hisopos nasofaringeos en VTM a 5x LOD, a 50x LOD y a 100x LOD. Cada panel contenia seis duplicados de estos
componentes de panel.

El andlisis se realizé con dos lotes diferentes de la mezcla PlexPCR® SARS-CoV-2. Dos operarios probaron los paneles in situ dos
veces al dia durante tres dias no consecutivos, lo cual dio un total de 36 observaciones por componente de panel (6 duplicados x 2
analisis x 3 dias x 1 centro = 36 observaciones).

Se evalud la repetibilidad y la reproducibilidad total entre lotes, entre dias, entre instrumentos y entre operarios. Se calcul6 la
coincidencia de porcentajes para cada componente del panel en base al resultado previsto en el componente de deteccién del SARS-
CoV-2 del ensayo. Se calculé el porcentaje de coeficiente de variacion (% CV) a partir del valor del ciclado de cuantificacion (Cg)
comunicado para la deteccion del SARS-CoV-2. Los resultados de las pruebas de repetibilidad y reproducibilidad figuran en la Tabla
11.

Tabla 11. Repetibilidad/reproducibilidad del componente de deteccion del SARS-CoV-2 del ensayo PlexPCR® SARS-CoV-2 en el

LightCycler®480 Instrument Il

SARS-CoV-2 - ORFlab
Dentro del anélisis Entre andlisis Entre lotes Total
Cztlp:::;te N G sD % CV sD % CV sD % CV sD % CV
100x LOD 36 18,6 0,52 2,8 0,31 1,7 0,51 2,7 0,5 2,7
50x LOD 36 19,4 0,53 2,7 0,28 1,5 0,58 3 0,52 2,7
5x LOD 36 22,6 0,91 4 0,53 2,3 0,84 3,7 0,98 4,3
SARS-CoV-2 — RdRp
Entre lotes Entre anélisis Entre lotes Total
Id. de o " o o
muestra N Cymremzie SD % CV SD % CV SD % CV sSD % CV
100x LOD 36 19,1 0,4 2,1 0,24 1,3 0,31 1,6 0,36 1,9
50x LOD 36 19,9 0,41 2,1 0,19 1 0,36 1,8 0,36 1,8
5x LOD 36 23,2 0,51 2,2 0,31 1,3 0,39 1,7 0,57 2,5
Control interno
Entre lotes Entre andlisis Entre lotes Total
ld. de N SD % CV SD % CV SD % CV ) % CV
muestra Ca promedio ° 0 ° °
100x LOD 36 19,3 0,36 1,9 0,45 2,3 0,3 1,6 0,51 2,6
50x LOD 36 19,5 0,42 2,2 0,41 2,1 0,4 1,8 0,52 2,7
5x LOD 36 19,5 0,67 3,4 0,54 2,7 0,5 2,2 0,69 3,4
Negativo 36 20,4 0,35 1,7 0,93 4,6 0,2 0,8 0,89 4.4
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16.2.1.2 Sistemas de deteccién PCR en tiempo real CFX96™ y CFX96 Touch™

Se llevo a cabo un estudio de repetibilidad y reproducibilidad entre distintos lotes, operarios, dias y analisis en sistemas de deteccion
PCR en tiempo real CFX96™ Touch para el ensayo PlexPCR® SARS-CoV-2 usando paneles preparados con hisopos nasofaringeos
combinados de muestras clinicas negativas que se habian tomado en medios de transporte viral (VTM). Los componentes del panel
consistian en material de referencia de la cepa SARS-CoV-2 USA-WA1/2020 (ZeptoMetrix, NATtrol™ SARS-CoV-2 Stock, n.° de cat.
NATSARS(COV2)-ST) introducido en muestras negativas de hisopos nasofaringeos en VTM a 5x LOD, a 50x LOD y a 100x LOD.
Cada panel contenia seis duplicados de estos componentes de panel.

El analisis se realizé con dos lotes diferentes de la mezcla PlexPCR® SARS-CoV-2. Dos operarios probaron los paneles in situ tres
veces al dia durante tres dias no consecutivos, lo cual dio un total de 108 observaciones por componente del panel.

Se evalud la reproducibilidad dentro del andlisis, entre andlisis, entre lotes, entre operarios, entre instrumentos y total. Se calcul6 la
coincidencia de porcentajes para cada componente del panel en base al resultado previsto en el componente de deteccion del SARS-
CoV-2 del ensayo. Se calculé el porcentaje de coeficiente de variacion (% CV) a partir del valor del ciclado de cuantificacion (Cg)
comunicado para la deteccion del SARS-CoV-2. Los resultados de las pruebas de repetibilidad y reproducibilidad figuran en la Tabla
12.

Tabla 12. Repetibilidad/reproducibilidad del componente de deteccion del SARS-CoV-2 del ensayo PlexPCR® SARS-CoV-2 en el

sistema de deteccion PCR en tiempo real CFX96 Touch™

SARS-CoV-2 — ORFlab

e Entre Entre
Entre lotes Entre analisis Entre lotes . . Total
operarios instrumentos

Componente

i N Cqpomedo | SD | wcv | sb | wcv | sD | wcv | sD | wcv | sSD | wcv | sSD | wcv

100x LOD 108 19,18 0,27 15 0,41 2,2 0,65 3,4 0,85 4,4 0,17 0,9 1,14 59
50x LOD 108 20,20 0,05 0,2 0,42 2,1 0,67 3,3 0,82 4,0 0,13 0,6 1,18 5,9
5x LOD 108 22,78 0,37 1,7 0,45 2,0 0,41 1,8 0,72 3,2 0,28 1,2 1,19 5,2

SARS-CoV-2 — RdRp

Dent]rc_) _del Entre andlisis Entre lotes Entrn_a . Entre Total
analisis operarios instrumentos
mISégtera N Cq promedio SD % CV SD % CV SD % CV SD % CV SD % CV SD % CV

100x LOD 108 19,80 0,12 0,6 0,35 1,8 0,63 3,2 0,85 4,3 0,16 0,8 1,15 5,8
50x LOD 108 20,73 0,22 11 0,22 11 0,67 3,2 0,85 4,1 0,18 0,9 1,23 59
5x LOD 108 23,18 0,39 1,7 0,24 1,0 0,53 2,3 0,61 2,6 0,07 0,3 1,09 4,7

Control interno

Dentro del - Entre Entre
g Entre analisis Entre lotes ) . Total
andlisis operarios instrumentos
Id. de
. N Cq promedio SD % CV SD % CV SD % CV SD % CV SD % CV SD % CV

100x LOD 108 20,34 0,24 1,2 0,51 2,5 0,28 1,4 0,23 11 0,06 0,3 0,79 3,9
50x LOD 108 20,75 0,29 14 0,75 3,6 0,20 0,9 0,18 0,9 0,01 0,0 0,74 3,6
5x LOD 108 20,98 0,26 1,2 0,76 3,6 0,11 0,5 0,12 0,6 0,05 0,2 0,69 3,3
Negativo 108 21,32 0,22 1,0 0,80 3,7 0,10 0,4 0,14 0,6 0,04 0,2 1,01 4,8
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16.2.2  Sensibilidad analitica
16.2.2.1 LightCycler® 480 Instrument Il

La cepa USA-WA1/2020 del SARS-CoV-2 (ZeptoMetrix, NATtrol™ SARS-CoV-2 Stock, n.° de cat. NATSARS(COV2)-ST) se utilizd
como la cepa representativa para evaluar el limite de deteccion (LoD) del ensayo PlexPCR® SARS-CoV-2 en el LightCycler® 480
Instrument Il. Se diluyeron en serie preparaciones cuantificadas del material de referencia positivo del SARS-CoV-2 en las muestras
negativas de hisopos nasofaringeos en VTM. Se analizaron un total de 7 niveles de concentracion a lo largo de varios dias utilizando
2 lotes independientes de los reactivos del ensayo PlexPCR® SARS-CoV-2 para un total de 40 duplicados por concentracion. El LoD
se determiné mediante el andlisis de regresion légica (modelo Probit) como la concentracién mas baja (expresada como copias/mL),
lo cual dio un minimo de = 95 % duplicados positivos.

El valor de LoD (determinado a partir de los datos que figuran en la Tabla 13) fue de 764 copias/mL (95 % CI: 565,69 — 1193,50
copias/mL).

Tabla 13. LoD del ensayo PlexPCR® SARS-CoV-2¢

- e Resultado PlexPCR® SARS-CoV-2
referencia Cepa concn. (genomas
positivo por mL) Positivo Total % positivos

2500 40 40 100,00

1875 40 40 100,00

1250 40 40 100,00

SARS-CoV-2 USA-WA1/2020 625 36 40 90,00
313 27 38* 71,05

156 22 40 55,00

78 10 40 25,00

¢Se obtuvo una sensibilidad analitica equivalente usando los sistemas CFX96
* Para la concentracion de 312,5 copias/mL, el software de andlisis determin6 que habia dos duplicados no validos debido al fallo de Cl y, por lo
tanto, fueron excluidos del analisis.

16.2.2.2 Flujo de trabajo con MGISP-960 y LightCycler® 480 Instrument I

Se realiz6 un estudio en el Queensland Paediatric Infectious Diseases Laboratory (QPID), South Brisbane, QLD, para demostrar que
la eficacia analitica del ensayo PlexPCR® SARS-CoV-2 cuando las muestras se extraen utilizando el instrumento MGISP-960 (MGI)
con el kit MGIEasy Nucleic Acid Extraction kit (PID:1000020471; MGI) es equivalente a la eficacia analitica del ensayo cuando las
muestras se extraen utilizando el MagNa Pure 96 (MP96) instrument (Roche) con el kit MagNA Pure 96 DNA y Viral NA Small Volume
Kit (PID: 06543588001; Roche). El material de referencia negativo consistié en hisopos nasofaringeos de muestras negativas en
medios de transporte viral (MTV) procedentes de personas con un resultado negativo en SARS-CoV-2 (Autorizacién de uso para
emergencias de la FDA de la plantilla de diagnéstico molecular para COVID-19 para fabricantes). El material de referencia
positivo consisti6 en la cepa SARS-CoV-2 USA-WA1/2020 (ZeptoMetrix, NATtrol™ SARS-CoV-2 Stock, n.° de cat.
NATSARS(COV2)-ST) introducida en la matriz negativa a 2x LOD.

Se calcul6 el porcentaje de la tasa de aciertos de las muestras identificadas correctamente para cada kit MGIEasy Nucleic Acid
Extraction kit analizado. Los resultados se resumen en la Tabla 14 . El valor Cq promedio, la desviacion tipica y el coeficiente de
variacion (%) de cada diana (ORF1ab, RdRp, y Cl) para cada kit de extraccion se detallan en la Tabla 15. El Cl fue valido para todas
las muestras. La tasa de aciertos para cada kit MGIEasy Nucleic Acid Extraction kit fue 295 %, lo que confirma el LOD del ensayo
PlexPCR® SARS-CoV-2 al utilizar muestras extraidas con el MGISP-960 instrument (MGI).
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Tabla 14. Tasa de aciertos (%) de las muestras extraidas con el MGISP-960

Kit de extraccién 1 Kit de extraccién 2
e Numero total de - d - d
duplicados NGmero de duplicados acaisearltog Namero de duplicados at?ise?toz
identificados correctamente identificados correctamente
(%) (%)

Muestras de SARS-CoV-
2 positivas (2x LOD) 30 30 100 30 100
Muestra}s de SARS-CoV- 60 60 100 60 100
2 negativas

Tabla 15. Tabla de resumen para los valores Cq promedios, las desviaciones tipicas y el % CV de todas las dianas.

Lote de extraccion 1

ORFlab (465-510) RdRp (533-580) Cl (533-610)
Tipo de muestra Cqg promedio SD % CV Cq promedio SD % CV Cqg promedio SD % CV
Positiva en SARS 21,06 0,34 1,61 22,19 0,39 1,76 21,38 0,32 151
Negativa en SARS - - - - - - 21,62 0,44 2,05

Lote de extraccion 2

ORFlab (465-510) RdRp (533-580) Cl (533-610)
Tipo de muestra Cqg promedio SD % CV Cqg promedio SD % CV Cq promedio SD % CV
Positiva en SARS 22,20 0,38 1,70 23,27 0,41 1,76 21,44 0,34 1,60
Negativa en SARS - -- -- -- - - 21,87 0,23 1,03
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16.2.3 Especificidad analitica

Se evaluaron 20 microorganismos, incluyendo tanto organismos frecuentes en el tracto respiratorio humano como aquellos
estrechamente vinculados con el SARS-CoV-2, en busca de pruebas de reactividad cruzada en el ensayo PlexPCR® SARS-CoV-2.
Este estudio se llevé a cabo en el LightCycler® 480 Instrument Il. La lista de organismos analizados figura en la Tabla 16. Los
organismos se analizaron a 1 x 10° cfu/mL, a 1 x 10° pfu/mL o a 10° TCIDs, por mL, salvo que se indique lo contrario, con todas las
diluciones preparadas en muestras negativas de hisopos nasofaringeos en VTM. El andlisis se realiz6 por triplicado a falta del material
de referencia positivo (SARS-CoV-2). No se generaron sefiales positivas en el ensayo PlexPCR® SARS-CoV-2 en ninguno de estos
experimentos a falta de la diana y no se observé un impacto en la eficacia del ensayo en la presencia de concentraciones elevadas
de cualquiera de los microorganismos analizados.

g SpeeDx

Tabla 16. Microorganismos analizados en busca de reactividad cruzada

Organismos

Concentracion analizada

Coronavirus humano 229E

5,00E+06 genomas/mL

Coronavirus humano OC43

5,00E+06 genomas/mL

Adenovirus 1

1,00E+05 TCIDso/mL

Virus de la parainfluenza 3

1,00E+05 TCIDso/mL

Virus de la influenza A

1,00E+05 PFU/mL

Virus de la influenza B

1,00E+05 PFU/mL

Enterovirus A71

1,00E+05 TCIDso/mL

Virus sincitial respiratorio A

1,00E+05 PFU/mL

Rhinovirus 17

1,00E+05 TCIDso/mL

Chlamydophila pneumoniae

1,00E+06 CFU/mL

Haemophilus influenzae

5,00E+06 genomas/mL

Streptococcus pneumoniae

1,00E+06 CFU/mL

Streptococcus pyogenes

1,00E+06 CFU/mL

Bordetella pertussis

1,45E+05 genomas/mL

Mycoplasma pneumoniae

1,00E+06 CFU/mL

Muestra nasal humana conjunta

limpia

Candida albicans

1,00E+06 CFU/mL

Pseudomonas aeruginosa

1,00E+06 CFU/mL

Staphylococcus epidermidis

1,00E+06 CFU/mL

Streptococcus salivarius

2,51E+08 genomas/mL
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16.2.4  Andlisis in silico

Se realiz6 un andlisis in silico para determinar el potencial de reactividad cruzada de los cebadores y sondas del ensayo incluidos en
el PlexPCR® SARS-CoV-2 con coronavirus humanos y no humanos adicionales. El ensayo PlexPCR® SARS-CoV-2 no tuvo ninguna
reactividad cruzada prevista con las secuencias de no coronavirus u otros coronavirus humanos en base a un umbral de homologia
del >80%.

Especificidad contra las secuencias de no coronavirus

Se utilizaron secuencias de oligonucleétidos del ensayo para ORFlab y RdRp a fin de buscar secuencias de no coronavirus que
fueran virtualmente idénticas a la region objetivo para analizar el potencial de reactividad cruzada. No se observo reactividad cruzada
significativa con los organismos no coronavirus en ninguno de los oligonucleoétidos del ensayo.

Especificidad contra otros coronavirus

La tanda en BLAST con amplicon del ensayo para RdRp dio como resultado 3027 secuencias de coronavirus. En el andlisis con CLC
main workbench 20.0.4, las Unicas secuencias en las que los oligonucleétidos del ensayo son capaces de unirse son los modelos
sintéticos del SARS-CoV-2 y dos secuencias de coronavirus de murciélago (MN996532.1 y KP876546.1). Por lo tanto, no se observo
ninguna reactividad cruzada con otras secuencias de coronavirus humanos.

La tanda en BLAST con amplicon del ensayo para ORFlab dio como resultado 272 secuencias de coronavirus. En el andlisis con
CLC main workbench 20.0.4, las Unicas secuencias en las que los oligonucleétidos del ensayo son capaces de unirse son los modelos
sintéticos del SARS-CoV-2. Por lo tanto, no se observé ninguna reactividad cruzada con otras secuencias de coronavirus humanos.

16.2.5 Inclusividad

Se consulto la base de datos GISAID EpiCoV el 1 de junio de 2020. El conjunto de datos resultante contenia 24 462 secuencias
gendmicas del SARS-CoV-2 para el ensayo de ORF1lab y el ensayo de RdRp.

Para demostrar la inclusividad del ensayo PlexPCR® SARS-CoV-2, se consultd la base de datos GISAID EpiCoV de forma
independiente para cada uno de los oligonucleétidos cebadores y sondas del ensayo. Menos del 0,2 % de las secuencias de SARS-
CoV-2 de la base de datos (n >24 0000 a 1 de junio de 2020) tenia méas de 1 discrepancia con cualquiera de los cebadores y sondas
del ensayo PlexPCR® SARS-CoV-2. Monitorizacion en curso para garantizar la inclusividad continua de las actuales cepas y las
variantes comunicadas. Contacte con tech@speedx.com.au para obtener mas informacion.

16.2.6 Sustancias potencialmente interferentes

Se analizaron sustancias enddgenas y exdgenas potencialmente interferentes que podrian estar presentes en muestras respiratorias
para conocer su impacto en la eficacia del ensayo PlexPCR® SARS-CoV-2 . Este estudio se llevo a cabo en el LightCycler® 480
Instrument |l. Todas las sustancias fueron analizadas por triplicado utilizando muestras negativas de hisopos nasofaringeos en VTM
en presencia y ausencia de la diana. No hubo indicios de un impacto negativo sobre la eficacia del ensayo al analizar muestras
artificiales con los interferentes potenciales en las concentraciones indicadas. Los resultados se resumen en la Tabla 17.

Tabla 17. Sustancias potencialmente interferentes en las muestras respiratorias

Interferente potencial Concentracion de prueba

Fenilefrina 15 % p/v

Dipropionato de beclometasona 5% viv
Zanamivir 3,3 mg/mL

Ribavirina 2 % plv
Mupirocina 6,6 mg/mL
Trobamicina, antibiéticos aminoglucésidos 4,4 pg/mL
Mentol 6,9 mg/mL

17 Atencion al cliente y asistencia técnica

Pdngase en contacto con la asistencia técnica si tiene alguna pregunta sobre la preparacion de las reacciones, las condiciones del

ciclado u otras consultas.

Tel: +61 2 9209 4169, Email:

IF-IV0015 v8.0 (Agosto 2023)
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1. Novel Coronavirus (2019-nCoV) Situation Report — 1, 21 de enero de 2020. Organizacion Mundial de la Salud. Consultado en:
https://www.who.int/docs/default-source/coronaviruse/situation-reports/20200121-sitrep-1-2019-ncov. pdf.

2. Naming the coronavirus disease (COVID-19) and the virus that causes it. Organizaciéon Mundial de la Salud. Consultado en:
https://www.who.int/emergencies/diseases/novel-coronavirus-2019/technical-guidance/naming-the-coronavirus-disease-
(covid-2019)-and-the-virus-that-causes-it.

3. COVID-19 Dashboard by the Center for Systems Science and Engineering (CSSE) at Johns Hopkins University. Consultado
en: https://coronavirus.jhu.edu/map.html.
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19 Apéndice 1: LightCycler® 480 Instrument ||

La siguiente informacion se basa en el software LightCycler 480 (versién 1.5).

El kit PlexPCR® SARS-CoV-2 contiene colorantes para el LightCycler®480 Instrument II. El kit PlexPCR® Colour Compensation (n.°
de cat. 90001) debe procesarse y aplicarse para los andlisis realizados en el LC480 Il (consulte la seccién 19.3). Este kit se puede
proporcionar si se solicita.

19.1  Programacién del LightCycler® 480 Instrument Il (LC480 II)

Detection Format (Formato de deteccién)

Cree un Detection Format (Formato de deteccién) personalizado
Abra Tools (Herramientas) > Detection Formats (Formatos de deteccién)

Cree un New Detection Format (Formato de deteccién nuevo) y asignele el nombre "SpeeDx Plex PCR" (puede crearse
durante la generacion del archivo de SpeeDx Colour Compensation [Compensacion del color]) (consulte la Figura 2).

En Filter Combination Selection (Seleccién de combinacién de filtros), seleccione los siguientes (Excitation-Emission
[Excitacién - Emision]):

Tabla 18. Filter combinations (Combinaciones de filtros)

LC480 Il 440-488

465-510 533-580 533-610 533-640 618-660

"Estas combinaciones de filtros son los nombres predeterminados de los canales

Establezca la Selected Filter Combination List (Lista de combinaciones de filtros seleccionadas) para todos los canales
como:

Melt Factor (Factor de fusién): 1
Quant Factor (Factor de cuantificacion): 10

Max Integration Time (sec) (Tiempo maximo de integracion [s]): 1

Figura 2. Custom SpeeDx Detection Format (Formato de deteccién personalizado del SpeeDx)

r Filter Combination Selecti

Emission

E 488 510 580 610 640 660
:mpl'l'l'l'l'
:465I:|l7l'l'l'l'
é:ml]l:ll_l_l_l_
issOOF F P
n e OO OO F

e

 Selected Filter Combination List
Excitation  Emission Name | Melt | Quant Max Integration

Filter Filter Factor | Factor Time (Sec)
440 488 440488 1 10 1
465 510 465510 1 10 1
533 580 5335801 10 1
533 610 5336101 10 1
533 640 5336401 10 1
618 660  618-660 1 10 1
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Instrument Settings (Configuracidn del instrumento)

Cree un Detection Format (Formato de deteccién) personalizado
Open Tools (Abrir Herramientas) > Instruments (Instrumentos)

En Instrument Settings (Configuracién del instrumento) > seleccione Barcode Enabled (Cédigo de barras habilitado)

Experiment setup (Configuracién de experimentos)

Seleccione New Experiment (Experimento nuevo)
En la pestafia Run Protocol (Protocolo de analisis)
En Detection Format (Formato de deteccion), seleccione el "SpeeDx PlexPCR" personalizado (Figura 3)
Seleccione Customize (Personalizar) >
Seleccione Integration Time Mode (Modo de tiempo de integracién) > Dynamic (Dindmico)

Seleccione las siguientes Filter Combinations (Combinaciones de filtros) activas mostradas en la Tabla 19

Tabla 19. Canales para las dianas de PlexPCR® SARS-CoV-2

Canal 465-510 533-580 533-610

SARS-CoV-2 ORFlab RdRp Control interno

Figura 3. Customise Detection Format (Personalizar formato de deteccion)

Detection Formats

Detection Format SpeeDx PlexPCR

Integration Time Mode-
’7@ Dynamic " Manual

Active |Filter Combination
440-438 (440-488)
v 465-510 (465-510)
v 533-530 (533-580)
v 533-610 (533-610)
533-640 (533-640)
3 ElE-EE60 (61EB-E60)

Para activar la deteccién automatica de muestras en el software de andlisis, asigne etiquetas de identificacién a los pocillos de la
placa (consulte la seccion 21.4)

Abra el médulo Sample Editor (Editor de muestras)
Seleccione el pocillo

Edite Sample Name (Nombre de muestra) para que coincida con las etiquetas de identificacién definidas en el médulo de
ensayos del software de analisis (consulte la seccion 21.4)

Las muestras se etiquetan como Prefijo_Sufijo (tal como se muestra en la Tabla 20 y la Figura 4), por ejemplo, NEG_CoV

NOTA: Las etiquetas de identificacion de muestras diferencian entre mayusculas y minlsculas. La etiqueta de identificacién debe
coincidir exactamente con las etiquetas asignadas en el archivo de andlisis.
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Tabla 20. Etiquetas de identificacion de muestras para el software de analisis

Prefijo_ Sufijo_ Nombre de muestra
Tipo de muestra (en software de (en software de (en software de
analisis) analisis) analisis)
Muestra normal Sample _CoV Sample_CoV
Control negativo N _CoV N_CoV
Control positivo Pa _CoV Pa_CoV

Figura 4. Sample Editor (Editor de muestras) — Asignacién de etiquetas de identificacién a los pocillos

Pos Filter combination Color Repl Of Sample Name
Al2 |465-510 (465-510) =] S_MG
Al2 533-580 (533-580) il S MG
Al2 533-640 (533-640) ] 's_ MG
B1l2 465-510 (465-510) B Pa_MG
B12 533-580 (533-580) m 'Pa_MG
B12 533-640 (533-640) = 'Pa_MG
Cl2 465-510 (465-510) i 'Pb_MG
Cl2 533-580 (533-580) = Pb_MG
Cl2 533-640 (533-640) = 'Pb_MG
G8 465-510 (465-510) = N_MG
G8 533-580 (533-580) | IN MG
G8 533-640 (533-640) i IN_MG

Ajuste Reaction Volume (Volumen de reaccién) > 10 pL

Cree el programa siguiente (se muestra con mas detalle en la Figura 5 - Figura 9)

Tabla 21. Thermocycling Program (Programa de termociclado)

Ramp Rate
Program name (Nombre Cycles Target °C (Diana (Su?géisié (Velocidad de Ni?gy?dzztge
del programa) (Ciclos) °C) n) rampa) (°Cls)* rampa) (°C/s)®
Reverse.trgr)sclription 1 48 °C 10 min 44 48
(Transcripcion inversa)
Polymerase activation
(Activacion de 1 95 °C 2 min 4,4 4,8
polimerasa)
Touch down cycling 95 °C 5s 4,4 4,8
(Ciclado de toque)®: 10
Step down (Disminucion) 61 °C — 56,5 °C% 30s 2,2 2,5
de -0,5 °C/ciclo
Quantification cycling 95 °C 5s 4,4 4,8
(Ciclado de
cuantificacion)™: 40 .
Acquisition/Detection 52°C 50s 2,2 2,5
(Adquisicién/deteccion)
Cooling (Refrigeracion) 1 40 °C 30s 2,2 2,5

* Velocidad de rampa predeterminada (placa de 96 pocillos)

§ Velocidad de rampa predeterminada (placa de 384 pocillos)

5 Step size (Magnitud de disminucién): -0,5 °C/Ciclo, Sec Target (Diana sec.): 56 °C

+ Analysis mode (Modo de andlisis): Quantification (Cuantificacién), Acquisition mode (Modo de adquisicién): Single (Unico)
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> Start Run (Iniciar analisis)

Figura 5. Programa de termociclado — Transcripcion inversa

W LightCycler® 480 Software release 1.5.1.62 - O
Instrument:  Virtual LightCycler 480 96 System Il / Not Connected D My C (T ble)
Window: New Experiment j User: System Admin
! Run Protocol | Data | Run Notes |
Sotn
Detection Format Epp—— ] (Customizey  Block Size | - Plate 1D | Reaction Volume [10 =]
Color Comp ID | Lot No | Test D |

D)
H

. Program Name Analysis Mode
b Reverse Transcription 1 =|Hone -
. Polymerase Activation 1 : None -
Touchdown Cycling 10 =|None -
. Quantification Cycling 40 <{Quantification B
. Cool Down 1 *|Mone -

=
A~ Reverse Transcription Temperature Targets

Target (°C) Acquisition Mode Hold (hh:mm:ss) | Ramp Rate (°C/s)| Acquisitions (per °C) | Sec Target (°C) Step Size 'C) |  Step Delay

{cycles)
48 j[Hane x|o0:10:00 “{a.4 =1 =0 <lo =0 j

LD @R T -

Figura 6. Programa de termociclado — Activacion de la polimerasa

- LightCycler® 480 Software release 1.5.1.62 - o
Instrument:  Virtual LightCycler 480 96 System Il / Not Connected Database: My Computer (Traceable)
Window: |New Experiment j User: System Admin

% Run Protocol ] Dara | Run Notes \
Setup
Detection Format [speerx Fiexpch =] (CustomizeY  Biock Size |- Plate 1D | Reaction Volume [13 3

. Color Comp 1D | Lot No| Test 0 |

W&o -

| Programs
.ngrlm Name Cycles Analysis Mode
|Reverse Transcription L] =|None I~
P Polymerase Activation 1 “+{None -
Touchdown Cycling 10 ~“INone -
Quantification Cycling 40 ~+|Quantification -
. Cool Down 1 *{None -
Report
Poly Activati p Targets
Target (°C) Acquisition Mode Hold (hh:mm:ss) Ramp Rate (°C/s) Acquisitions (per °C) Sec Target (°C) Step Size (°C) Step Delay
| (cycles)
b 55 *|Nene ~[00s02:00 a4 B o =lo =lo =
5 .

IF-1V0015 v8.0 (Agosto 2023) Pagina 26 de 53



Instrucciones de uso

©

g SpeeDx

Figura 7. Programa de termociclado — Ciclado de toque

P LightCycler® 480 Software release 1.5.1.62 - o X
Instrument:  Vinual LightCycler 480 96 System |l / Not Connected Database: My Computer (Traceable)
Window: Iuew Experiment j User: System Admin
} Run Protocal ] Data ‘ Run Notes | .
Seti
Setup-
Detection Format [Speeox Frextcr =] (Customizey  Block Size |- Plate 1D | Reaction Volume [0 =]
. Color Comp ID | Lot No| TestID | .
Programs
Program Name Cycles Analysis Mode
Reverse Transcription 1 ; None :
Polymerase Activation [x None =
»|Touchdown Cycling |10 None -
Quantification Cycling 40 Quantification hd
Cool Down 1 None =
Report
Cycling Te Targets
. Target ("C) Acquisition Mode Hold (hh:mm:ss) Ramp Rate (°C/s) Acquisitions (per °C) Sec Target (°C) Step Size (°C) Step Delay
lcycles)
bos < |None ~|00:00:05 la-2 = =0 : B =
61 ~{None |00:00:30 2.2 = 56 o5 s S
Figura 8. Programa de termociclado — Ciclado de cuantificacion
T LightCycler ® 480 Software release 1.5.1.62 - m] X
Instrument:  Virtual LightCycler 480 96 System Il / Not Connected My Comp! T
Window: INsw Experiment _v] User: System Admin
!
Run Protacol i Data | Run Notes ‘ .
Setup
Detection Format [SpeeDx Plexpcr ] (Customizey  Block size |- Plate ID | Reaction Volume [i1 <]
. Color Comp ID | Lot No| TestID | .
Programs
Program Name Cycles Analysis Mode
Reverse Transcription 1 *{None
| Polymerase Activation I Znnne
Touchdown Cycling |10 =|¥one
} Quantification Cycling 40 ~{Quantification
._CmL Down | =[None
[T eerr——— |
Quantification Cycling Temperature Targets .
Target (°C) Acquisition Mode Hold (hh:mm:ss)  Ramp Rate ("C/s) Acquisitions (per °C) Sec Target (C) Step Size [°C) Step Delay
={None ~|00:00:05 2[e.e = Ju S0 = .
=l single 00:00:50 z.2 = o {0 = .
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Figura 9. Programa de termociclado — Refrigeracion

P LightCyeler® o
Instrument:  Virtual LightCycler 480 96 System Il / Not Connected Database: My Computer (Traceable)
Window:  [New Experiment K| User: System Admin
| Run Protocol :l Data | Run Notes | .
-
Detection Format |5peenx PlexPCR ;I - Block Size I Plate IIJI Reaction Volume (10 3:
Color Comp ID | Lot No | TestID | .
Programs \
Program Name Cycles Analysis Mode
Reverse Transcription 1 ;None fd
Polymerase Activation 1 ;N:me =l
Touchdown Cycling 10 %None -
Quantification Cycling 40 ; Quantification =]
B|Cool Down 1 |None =
Cool Down P Targets .
Target (°C) Acquisition Mode Hold (hh:mm:ss) Ramp Rate ("C/s) Acquisitions (per °C) Sec Target ("C) Step Size (°C) Step Delay
(cycles)
¥|20 +{Nene =[o0:00:30 =]2.2 =l e =lo =le F,
overview .
100
g% |
BH
is U LUl J
B0
E o u u
X
0:00:00 01014 02143 03314 04343 05612 10741 11509 1:30.38 10207
Estimated Time (h:mm:ss)

End Program N +10 Cycles ” Start Run ]

Una vez finalizado el programa de ciclado, exporte el archivo .ixo para analizarlo en el software de andlisis PlexPCR® SARS-CoV-2
(LC480).

Seleccione Export (Exportar)

Guarde el archivo en una ubicacién facilmente identificable

19.2  Configuracién de un patrén de macros para el LightCycler® 480 Instrument I

La interpretacion de datos puede realizarse utilizando el software incorporado LC480 Il al utilizar un patrén de macros con los
parametros validados que se indican a continuacién. Para obtener asistencia, contacte con tech@speedx.com.au.

Configuracioén del patrén de macros

Seleccione un archivo de anlisis con los parametros de ciclado de SpeeDx PlexPCR.

Seleccione Analysis (Analisis) > Abs Quant/Fit Points > cambie el nombre a Abs Quant/Fit Points_465-510_ORFlab > Ok
(Aceptar).
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Figura 10. Abs Quant/Fit Points - 465-510 ORFlab

Anllyl.llOvexvxew

. —Create New Analysi Create new analysis
Abs Quant/2nd Derivative Max
|JAbs Quant/Fit Points | || Analysis Type -*-Ikbs Quant/Fit Points _vl
Advanced Relative Quantification Sut *IAll Samples j
Basic Relative Quantification
Color Compensation Prognm *IQuantlfxca:xon cycling j
Eocipoint Genctyping Name #[aos Quant/Fic Points_465-510_ORFlar|
—— Melt Curve Genotyping — —
Tm Calling [ 11121314156 71819 ACA1AZAZA4AZAEATAERSCR1R2023024 =
Analysis A e ——————
L J ] -
IC
D
IE
IF
[E
H
I =
IJ
IK
IL
M
IN
lof
i) —
L LN i

Seleccione Filter Comb 465 — 510 (Comb. de filtros 465 — 510).
Apligue el Colour Compensation (Compensacion de color) para todos los canales > Ok (Aceptar).

Seleccione la pestafia Cycle Range (Rango de ciclo) > Background settings (Configuracién de ruido de fondo) > edite el Min Offset
(Comp. min.) y el Max Offset (Comp. max.) > Ok (Aceptar).

Figura 11. Configuracion del ruido de fondo - 465-510 ORF1lab

Background Settings

Min Offset 1 3: Min Position I;-

Max Offset 7= Max Position |-

.

Seleccione la pestafia Analysis (Anélisis) y aseglrese de que se ha seleccionado la siguiente configuracion: -

Seleccione la pestafia Noise Band (Valor de base) y asegurese de que se ha seleccionado la siguiente configuracion: -.

Haga clic en Calculate (Calcular) (si la curva de una muestra ha superado el area de ruido de fondo, aparecera el siguiente mensaje
(Figura 12): el usuario debe diluir y volver a analizar la muestra) > Ok (Aceptar) para continuar con el analisis.

Figura 12. Mensaje de advertencia de valor de base

LightCycler® 480 X l
Some samples exceed the noiseband value in the background

calculation region.
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Seleccione Save As Template (Guardar como patron) utilizando la carpeta Templates (Patrones) > Analysis Templates (Patrones
de andlisis) e incluya el canal y la diana en el formato de nombre > Ok (Aceptar).

Figura 13. Guardar un patron de analisis de Abs Quant/Fit points - 465-510 ORFl1ab

Save Template

=~ ] Root A
=] System Admin
) Experiments
-] Macros
__| Preferences
) Special Data
B ) Templates
1 Analysis Templates
] Report Templates
] Run Templates
) Sample Templates
1 Suhset Temnlates

Name IAbs Quant/Fit Points_465-510 ORFlab

Haga clic en el icono . para guardar los parametros de andlisis establecidos para el canal.

Haga clic en el icono . para crear un new analysis (nuevo analisis).
Seleccione Abs Quant/Fit Points > edite el nombre a Abs Quant/Fit Points_533-580_RdRp > Ok (Aceptar).

Figura 14. Abs Quant/Fit points 533-580 RdRp

Create new analysis

Analysis Type *Ihbs Quant/Fit Points

LefLeflel

Subset *|m1 Samples

Program -*-IQ‘.mnt.Lf.LcatJ.on cycling

Name #]abs Quant/Fit Points_533-580_RdRp|
1234557891(11i114f€1?iﬁ2€1EEE .

A I ]

B | A

D

IE

F

H|

. = -

! u

K

L || L

mf [ [ AN ]

N " [T

0] [ [

[P [ [ =

UL N i . 1

Seleccione Filter Comb 533 — 580 (Comb. de filtros 533 — 580).
Apligue el Colour Compensation (Compensacion de color) para todos los canales > Ok (Aceptar).

Seleccione la pestafia Cycle Range (Rango de ciclo) > Background settings (Configuracién de ruido de fondo) > edite el Min Offset
(Comp. min.) y el Max Offset (Comp. max.) > Ok (Aceptar).
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Figura 15 Configuracion de ruido de fondo - 533-6580 RdRp

Background Settings
[Min Offset | = =] Min Position |-
Max Offset | 7-3||  Max Position |

Seleccione la pestafia Analysis (Analisis) y aseglrese de que se ha seleccionado la siguiente configuracién:

Haga clic en Calculate (Calcular) (si la curva de una muestra ha superado el area de ruido de fondo, aparecera el siguiente mensaje
(Figura 16): el usuario debe diluir y volver a analizar la muestra) > Ok (Aceptar) para continuar con el analisis.

Seleccione la pestafia Noise Band (Valor de base) y asegurese de que se ha seleccionado la siguiente configuracion:

Figura 16. Mensaje de advertencia de valor de base

LightCycler® 480 X |
Some | d the noiseband value in the background

)

calculation region.

Seleccione Save As Template (Guardar como patron) utilizando la carpeta Templates (Patrones) > Analysis Templates (Patrones
de andlisis) e incluya el canal y la diana en el formato de nombre > Ok (Aceptar).

Figura 17. Guardar patrén de andlisis Abs Quant — 533-580 RdRp

Save Template

=] System Admin ~
) Experiments

] Macros

|| Preferences

] Special Data

] Templates

] “nalysis Templates:

] Report Templates
] Run Templates

] Sample Templates
] Subset Templates

O-3-#

ﬂame I.‘u:s Quant/Fit Ev:-ints_533—5f Zv_Rde:

Haga clic en el icono

Haga clic en el icono para crear un new analysis (nuevo analisis).
Seleccione Abs Quant/Fit Points > edite el nombre a Abs Quant/Fit Points_533-610_IC > Ok (Aceptar).

para guardar los parametros de analisis establecidos para el canal.
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Figura 18. Abs Quant/Fit points 533-610 Control interno

Create new analysis

Analysis Type -*-I.ans Quant/Fit Points j

Subset ‘*‘IA.‘Ll Samples j

Program -*-Iauanclﬂcauon cycling j

Name M|aos cuant/Fic points 533-610 1q |
112[3(a[5(6[7 89 AcA1AzAA4AZRENTAERS021222324 =

A | T

B I -

C

L

F

Gi

H

. — -]

] -

K

L —

Y] [ I

0 -

P [ =

LN | 1

Seleccione Filter Comb 533 — 610 (Comb. de filtros 533 — 610).

Seleccione la pestafia Cycle Range (Rango de ciclo) > Background settings (Configuracion de ruido de fondo) > edite el Min Offset
(Comp. min.) y el Max Offset (Comp. max.) > Ok (Aceptar).

Figura 19. Configuracién de ruido de fondo - 533-610 Control interno

Background Settings

Illin Offset 1 9: Min Position I;-

Illax Offset | 7 :{: Max Position | -

Seleccione la pestafia Analysis (Andlisis) y asegurese de que se ha seleccionado la siguiente configuracion:

Seleccione la pestafia Noise Band (Valor de base) y asegurese de que se ha seleccionado la siguiente configuracion: —B

Haga clic en Calculate (Calcular).

Seleccione Save As Template (Guardar como patrén) utilizando la carpeta Templates (Patrones) > Analysis Templates (Patrones
de andlisis) e incluya el canal y la diana en el formato de nombre > Ok (Aceptar).
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Figura 20. Guardar patrén de andlisis Abs Quant/Fit Points — 533-610 Control interno

Save Template

=) System Admin A
-] Experiments
] Macros
] Preferences
] Special Data
E-__) Templates
| Analysis Templates:
) Report Templates
-] Run Templates
) Sample Templates
] Subset Templates

Name |2bs Quant/Fit Points 533-610_IC

Seleccione la pestafia Resumen > Save As Macro (Guardar como macro) > Current colour compensation choices (Opciones de

compensacion de color actuales).

Figura 21. Seleccién del tipo de CC

Expasment name: 210416 DBO84 Nike Jan_Demo
Created o 10/18/2021 11:27:43 AN
Created by: Sy

Last modiied on: 10/18/2021 11:43:41 AM
Last modéied by S

Software verson LCS480 1.5.1.62
Revision ity complete: Yes

Appled temlates:
|- Respi 384 well cyching Run Protocol

Fu Started ot 4716/2021 350.12 PM and completed at 4/16/2021 51156 PM.
Instment name LightCycler 480 SN 7123

Sum. ’ Block lype: 384 wells Select CC Type

Create a kit of macros and templates.

12 Abs Quant/Fit Points for Al Samples (ENTER NAME HERE] (of type "Abs Quant/Fit Pts”)
Qo o /1672121 11:3834AM

o 10/18/2021 11:43.41 AM
by Speedx

Last moditied
Last modfied|

Ahora este patron de macros estara disponible para seleccionarlo al configurar un analisis.

Configuracién del patrén de macros

Seleccione New Experiment from Macro (Experimento nuevo a partir de macro).
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Figura 22. Seleccionar New Experiment from Macro (Experimento nuevo a partir de macro)

Instrument:  LightCycler 480 SN 7123 / Standby (no MWP) Datab. R h Database (R h)
Window: 'Ovorview _v] User: Speedx
LightCycler® 480 Software release 1.5.1.62 SP3
Version 1.5.1.62

Relative Quantification

Endpoint Genotyping

Absolute Quantification

Seleccione el archivo a partir de la carpeta Macros (Macros) > Ok (Aceptar).

Figura 23. Seleccionar un patrén de macros

Macros-
Name A Location | Creation date |
SARS-CoV-2 Run + Analysis Macro /Speedx/Macros 11/17/2021 1:52:51 PM ]

Coloque la placa de PCR preparada cuando aparezca el siguiente mensaje > Ok (Aceptar) y el andlisis empezara de forma
automatica.

Figura 24. Mensaje de colocar placa

Please insert a plate into the instrument and press OK when

ready.
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Proceda a utilizar el Subset Editor (Editor de subconjuntos) y el Sample Editor (Editor de muestras) para garantizar que los
resultados se etiquetan correctamente.

19.3 Colour Compensation (Compensacion del color) para el LightCycler® 480 Instrument Il

Nota: El kit PlexPCR® Colour Compensation (n.° de cat. 90001) debe procesarse y aplicarse para los andlisis realizados con el LC480
1. Este kit se puede proporcionar si se solicita.

Para proceder con el andlisis, el nombre de muestra de las reacciones de compensacion del color debe asignarse como se muestra
en la Tabla 22.

Una vez finalizado el programa de ciclado, exporte el archivo .ixo para analizarlo en el software de andlisis PlexPCR® SARS-CoV-2
(LC480).

Seleccione Export (Exportar)

Guarde el archivo en una ubicacién facilmente identificable

Tabla 22. Nombre de las muestras para las reacciones de compensacion del color para el software de analisis

Reacciones
BLANK (EN 488 mix 510 mix 580 mix 610 mix 640 mix 660 mix
BLANCO) (mezcla (mezcla 510) (mezcla 580) (mezcla 610) (mezcla 640) (mezcla
488) 660)
Dominant Channel Water 440-488 465-510 533-580 533-610 533-640 610-660
(Canal dominante) (Agua)
Nombre de BLANK (EN 440-488 465-510 533-580 533-610 533-640 610-660
muestra BLANCO)

19.4 Interpretacion de los resultados

La interpretacion de datos puede realizarse utilizando el software incorporado LC480 Il o el software de andlisis PlexPCR® SARS-
CoV-2. El software de andlisis PlexPCR® SARS-CoV-2 (LC480) se puede suministrar si se solicita. Contacte con
tech@speedx.com.au para obtener mas informacion.

Para la interpretacion de resultados sin el software de andlisis PlexPCR® SARS-CoV-2 (LC480), cada muestra debe analizarse de
forma individual. Consulte la Tabla 23 para aprender a interpretar las sefiales de las diferentes combinaciones de filtros.

Cualquier Cp registrado dentro del valor de corte, con confirmacion visible de la curva de amplificacién, es un resultado positivo
(Tabla 23). En la Figura 25 se muestran ejemplos de curvas de amplificacion.

Nota: La muestra NTC no deberia producir una sefial en ningtn pocillo:
—  Elresultado es INVALIDO y la PCR debe REPETIRSE.

Internal Control (Control interno)

El control interno monitoriza la extraccién y la inhibicion de la PCR. El control interno es valido si el canal 533-610 registra un Cp
dentro del valor de corte (Tabla 23). Sin embargo, es posible tener una sefial positiva para cualquier ensayo diana (ORF1ab o RdRp)
si el control interno es negativo. Para tales muestras, la presencia de la diana se sigue interpretando como un resultado valido.

Nota: Para las muestras en las que los ensayos diana sean negativos y el ensayo de control interno también sea negativo:
— Elresultado es INVALIDO y la extraccion y la PCR deben REPETIRSE.
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Tabla 23. Interpretacion de resultados (LC480 II)

Diana

Interpretacion ORFlab RdRp Control interno

(465-510) (533-580) (533-610)"
SARS-CoV-2 <31 — —
detectado
SARS-CoV-2 — <31 —
detectado
SARS-CoV-2 no 231 =31 <26
detectado. CI
vélido.
Clinvalido. Vuelva =31 =31 =226
a extraer y vuelva
a probar la
muestra.

"Si el control intero es negativo pero el ensayo diana es positivo, el resultado sigue siendo
valido.

Figura 25. Ejemplo de las curvas de amplificacion para A) ORFlab, B) RdRp, C) Control interno. (Positivo [rojo] y negativo
[verde]).

Amplification Curves Amplification Curves

50.000H A) 50.000H B)
= 40.000H = 40.000H
= 3
b "
= 20.000] = 0.000]
$ b4
g 20.000H g 20.000H
2 2
T 10,0004 T 10,001

0.000H 0.000+

10 El] El] a0 10 El) an i
Cycles Cycles
Amplification Curves

50.000H C)
= 40.000H
b
W
= 30000
H
g 20.000H
2
T 10.0004

0.000H

1o & 30 40
Cycles

Consulte el Apéndice A: Interpretacion de los resultados para obtener instrucciones sobre el uso del software de analisis
PlexPCR® SARS-CoV-2 (LC480).

IF-IV0015 v8.0 (Agosto 2023) Pagina 36 de 53



s () g SpeeDx

20 Apéndice 2: Sistemas de deteccion PCR en tiempo real Bio-Rad CFX96™ Dx y CFX96 Touch™

La siguiente informacion se basa en el software CFX Manager Dx (version 3.1).

El kit PlexPCR® SARS-CoV-2 contiene colorantes para el sistema CFX96 Dx. Se utilizan calibraciones de colorantes predeterminadas
para todos los canales. No se requiere una calibracion del cliente.

20.1 Programacion de los sistemas de deteccién PCR en tiempo real CFX96™ Dx y CFX96 Touch™ (CFX96 Dx, CFX96
Touch)

Seleccione View (Ver) > Abra Run Setup (Configuracion de analisis)
En la pestafia Run Setup (Configuracion de analisis) > Protocol (Protocolo) > Seleccione Create New (Crear nuevo)
En el Protocol Editor (Editor de protocolos) (consulte la Figura 26):
Ajuste Sample Volume (Volumen de muestra) > 10 pL

Cree el siguiente programa de termociclado y guardelo como "SpeeDx PCR". Este protocolo puede seleccionarse para
futuros analisis.

Para el Touch down cycling (Ciclado de toque), seleccione el paso 3 y seleccione Step options (Opciones de paso)
> Increment (Incremento): -0,5 °C/ciclo (se muestra con mas detalle en la Figura 27).

Tabla 24. Thermocycling Program (Programa de termociclado)

Program name (Nombre del programa) Cycles Target °C Hold
(Ciclos) (Diana °C) (Suspension)
Reverse transcription (Transcripcion inversa) 1 48 °C 10 min
Polymerase activation (Activacién de polimerasa) 1 95 °C 2 min
Touch down cycling (Ciclado de toque)®: 95°C 5s
Step down (Disminucién) de -0,5 °Clciclo 10 61 °C 56,5 °C 20s
Quantification cycling (Ciclado de cuantificacion)*: 20 95°C 5s
Acquisition/Detection (Adquisicién/deteccion) 52 °C* 50s

3 Step options (Opciones de paso) > Increment (Incremento): -0,5 °C/ciclo

* Add Plate Read to Step (Afiadir lectura de placa al paso)
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Figura 26. Thermocycling Protocol — Graphical view (Protocolo de termociclado - Vista grafica)

File  Settings

1

480 C

{10:00

Insert Step
Insert Gradient
=

[(=)]

(g Delete Siep

[H] @ Insert Step | After

@ Insert Mekt Curve

Protocol Editor - New

X
Tools
~ || Sample Volume pl | Est. Run Time 01:42:00 9
2 3 4 5 & 7 8
950 C 950 C 350 C
2:00 0:05 0:05
610 C G G E
030 0 | 325;3 c o I
T g T D
0 oi! o
3 ., 6
Kl ® I x
1 480 C for10:00
2 950 C for2:00
— 3 950 C for0:05
4 610 C for0:30
| Decrement temperature by 0.5 C per cycle
— 5 GOTO3 .39 more times
— 6 950 C for 0:05
7 520 C for0:50
+ Plate Read
' 8 GOTOE .39 more times
END
OK Cancel

Figura 27. Step Options (Opciones de paso)

Step Options
Step 4

Temperature

[ Plate Read

E
Gradient l:l °C

X

Increment | 5 °C jeycle
Ramp Rate °Cfsec
Time  [0:30 secfcyde
Extend secfcyde

o | [ ]

En la pestafia Run Setup (Configuracion de andlisis) > Plate (Placa)

Seleccione Create New (Crear nueva)

Seleccione Settings (Configuracién) > Plate Type (Tipo de placa) > Seleccione BR clear (BR transparente)

Ajuste Scan mode (Modo de escaneo) > All channels (Todos los canales)

Seleccione Fluorophores (Fluoréforos) > FAM, HEX, Texas Red (véase la Tabla 25)

Seleccione los pocillos que contengan muestras, asigne el Sample Type (Tipo de muestra) y marque Load (Cargar) para
los fluoréforos (FAM, HEX, Texas Red)

Guarde la placa
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Tabla 25. Canales para las dianas de PlexPCR® SARS-CoV-2

Canal FAM HEX Texas Red

SARS-CoV-2 ORFlab RdRp Control interno

En la pestafia Run Setup (Configuracion de andlisis) > Start Run (Iniciar analisis)
Seleccione bloque

Start Run (Iniciar anélisis)

Para activar la deteccién automatica de muestras en el software de andlisis, asigne etiquetas de identificacién a los pocillos de la
placa.

Abra el médulo Plate Setup (Configuracién de placa)
Seleccione el pocillo

Edite Sample Name (Nombre de muestra) para que coincida con las etiquetas de identificacién definidas en el médulo
Assays (Ensayos) del software de andlisis (véase la seccién 21.4)

Las muestras se etiquetan como Prefijo_Sufijo (tal como se muestra en la Tabla 26 y la Figura 28), por ejemplo,
NEG_CoV

NOTA: Las etiquetas de identificacion de muestras diferencian entre mayusculas y mindsculas. La etiqueta de identificacion debe
coincidir exactamente con las etiquetas asignadas en el archivo de andlisis.

Tabla 26. Etiquetas de identificacion de muestras para el software de analisis

. Prefijo_ Sufijo_ Nombre de muestra
Tipo de muestra L o .
(en software de analisis) (en software de analisis) (en software de andlisis)

Muestra normal Sample _CoV Sample_CoV
Control negativo N _CoV N_CoV
Control positivo Pa _CoV Pa_CoV

Figura 28. Sample Editor (Editor de muestras) — Asignacion de etiquetas de identificacién alos pocillos

1 2 3
Unk
FAM
HEX
A Texas Red

S-CoV
Unk
FAM
HEX

B Texas Red

P _CoV
Unk
FAM
HEX
c Texas Red

N_CoV
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20.2 Interpretacién de los resultados con el software integrado CFX
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La interpretacion de los datos puede realizarse con el software integrado con los parametros validados facilitados mas abajo. Para

obtener asistencia, pongase en contacto con tech@speedx.com.au.

Seleccione un archivo de andlisis con los pardmetros de ciclado de SpeeDx PlexPCR.

Compruebe que no hay mas canales seleccionados que los enumerados en la Tabla 25.

Haga clic en Settings (Configuraciéon) > Cq Determination Mode (Modo de determinacion de Cq) y seleccione Single Threshold

(Umbral Unico) (Figura 29)

Figura 29. Ajustes del modo de determinacién de Cq

(@ Data Analysis - 210714 PF031 Touch2.perd

File View JEECUOEEE Export  Tools
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9% custom Data View &) aC ) A komaton

= o X

S'Fluorophore v‘?
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@ A Mode

[ Cycles to Analyze...

Baseline Threshold...
&) Trace Styles...

1500 1. | & PlateSetup
@ Include All Excluded Wells

2000 4|

> AR B

1000 4. - ¥  Mouse Highlighting

No wells designated as Sample Type standard.

Cycles

M FAM I HEX [ TexasRed [JCy5 [ Quasar705

G03
o4
(5
|a0s
|Go7
Gos
=3
610
lan
G12
[HO1
1102
HO3

' Completed

HEX
HEX
HEX
HEX
HEX
HEX
HEX
HEX
HEX
HEX
HEX
HEX
HEX

| Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR Clear | Baseline Setting: Baseline Subtracted Curve Fit

Wel 0| Fuor 4| Taget | Cotent 0| Sample 0| Ca 0| (3]

FETRTITREIREE

326
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
20.20
pibil
el ¢

Haga clic en Settings (Configuracién) > Baseline Setting (Configuracion inicial) y seleccione Baseline Subtracted Curve Fit (Ajuste

de la curva de la resta del valor inicial) y active Apply Fluorescence Drift Correction

desviacion fluorescente Figura 30)
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Figura 30. Configuracién inicial

i Data Analysis - 210714 PF031 Touch2.pcrd

File View BSLLEE Export Tools

Cq Determination Mode

@ Guanticd

Baseline Setting

% Plate Setup -
59 Custom Data View ) oC ) Aun fomaton

S‘ Fluorophore V‘ 7

- o X

No Baseline Subtraction

| Scan Mode: All Channels ‘ Plate Type: BR Clear | Baseline Setting: Baseline Subtracted Curve Fit

=
i @ Analysis Mode Baseline Subtracted
Cycles to Analyze.. Baseline Subtracted Curve Fit
2000 } Baseline Threshold... Mo wells designated as Sample Type standard.
1500 1. Plate Setup
= Include All Excluded Wells
& 1000 1 [+ owe Highlighting
Restore Default Window Layout
500 : /
o] -
Siep Number: |7
Wel O Fuor & Taget O] Content | Sampe 9| Ca 9/
E0l HEX Unkn 601
E02  HEX Unkn 21.19
E03 HEX Unkn 23
B4 HEX Unkn 1751
E0S  HEX Unkn WA
E06  HEX Unkn WA
| E07  HEX Unkn WA
E08  HEX Unkn /A
E0S  HEX Unkn WA
E0 HEX Unkn WA
E1l HEX Unkn WA
E12 HEX Unkn NA
| Fo1 HEX Unkn 603

Seleccione la pestafia End Point (Punto final) para visualizar los valores de fluorescencia del punto final y seleccione
FAM fluorophore (Fluor6foro FAM) y apunte el "Highest RFU value" (Valor RFU mas alto) (Figura 31).
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Figura 31. Apunte el valor RFU mas alto
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Vuelva a la pestafia Quantification (Cuantificacion) y desmarque los fluoréforos HEX y Texas Red. Después, seleccione Settings
(Configuracion) > Baseline Threshold (Umbral inicial) (Figura 32)

Figura 32. Compruebe los valores iniciales de cada canal
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Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR Clear | Baseline Setting: Baseline Subtracted Curve Fit
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Active Baseline Cycles (Ciclos iniciales) > Auto Calculated (Calculados automéaticamente) para todos los pocillos y en Single
Threshold (Umbral Gnico) > User Defined (Definido por el usuario) > editar el valor al 10 % del "Highest RFU value" (Valor RFU
mas alto) para ese canal tal y como se determina en la

Figura 31. Este paso debe realizarse seleccionando un canal cada vez (Figura 33)

Figura 33. Configuracién del umbral inicial
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Cancel

Repita los pasos de la Figura 31 hasta la Figura 33 para los canales HEX y Texas Red. Tenga en cuenta gque estos pasos deben
realizarse seleccionando un canal cada vez.

20.3  Exportacion de los resultados del andlisis integrado
Seleccione Export (Exportar) > Custom Export (Personalizar exportacion) (Figura 34)
Resultados en un archivo con valores delimitados por comas (.csv)

Resultados en un archivo con texto delimitado por tabuladores (.txt)
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Figura 34. Exportar resultados
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Seleccione el formato de exportacién deseado (por ejemplo, .csv o .txt), escoja los campos que quiera exportar y haga clic en Export

(Exportar) (Figura 35)
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20.4 Interpretacion de los resultados con el software de andlisis PlexPCR SARS-CoV-2 (CFX)

La interpretacion de los resultados puede realizarse con el software de andlisis PlexPCR® SARS-CoV-2 (CFX). El software de analisis
se puede proporcionar si se solicita. Contacte con tech@speedx.com.au para obtener mas informacion.

Consulte el Apéndice A: Interpretacion de los resultados para obtener instrucciones sobre el uso del software de analisis
PlexPCR® SARS-CoV-2 (CFX).
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21 Apéndice A: Interpretacion de los resultados

Para la interpretacion de datos se precisa el software de andlisis PlexPCR® SARS-CoV-2. El software de andlisis SARS-CoV-2
automatiza la interpretacion de la informacion de los resultados de la amplificacion y optimiza el flujo de trabajo.

Para obtener instrucciones mas detalladas en la plataforma FastFinder , consulte las instrucciones de uso del FastFinder, a las
que podra acceder desde el mena Help (Ayuda).

Consulte la Tabla 27 para ver el software de andlisis adecuado para cada uno de los instrumentos de PCR en tiempo real. El software
de analisis se puede proporcionar a peticion. Contacte con tech@speedx.com.au para obtener mas informacion.

Tabla 27. Software de anélisis PlexPCR® SARS-CoV-2

N.° de cat. Software de andlisis” Instrumento de PCR en tiempo real
99021 PlexPCR® SARS-CoV-2 (LC480) LC480 Il
99022 PlexPCR® SARS-CoV-2 (CFX) CFX96 Dx y CFX96 Touch

* Consulte el sitio web https://plexpcr.com/products/respiratory-infections/plexpcr-sars-cov-2/ para asegurarse de que esta utilizando la version mas
reciente del software de anélisis.

NOTA: Siga las précticas habituales de laboratorio para transferir, comunicar y almacenar los resultados con el fin de evitar la pérdida
de informacion de las muestras.

21.1 Plataforma FastFinder: requisitos informaticos minimos

El software de andlisis se encuentra disponible en la plataforma FastFinder (https://www.ugentec.com/fastfinder/analysis). A
continuacion se enumeran los requisitos informaticos minimos para instalar la plataforma FastFinder.

Requisitos de hardware

Ordenador (no compatible con ordenadores Mac)
Procesador: 2 GHz, 2 GB RAM

Espacio en disco: 10 GB

Conexion a Internet cable o DSL; no compatible con proxy

Resolucion minima de la pantalla: 1366x768 pixeles

Sistema operativo cliente compatible

Sistema operativo Versiones compatibles

Windows 10 32 bits y 64 bits
Windows 8.1 32 bits, 64 bits y ARM
Windows 8 32 bits, 64 bits y ARM

Windows 7 SP1 32 bits y 64 bits
Windows Vista SP2 32 bits y 64 bits

Navegadores compatibles

Los usuarios con cuenta de administrador de FastFinder necesitan uno de los siguientes:
* Internet Explorer 11 o superior

*» Microsoft Edge 25 o superior

* Firefox 45 o superior

» Google Chrome 47 o superior.

Es posible que funcione en versiones anteriores, pero son oficialmente compatibles.
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Requisitos de software

Para utilizar el software FastFinder se necesita al menos .NET 4.6.1. Para mas informacién sobre .NET framework, consulte la pagina
de ayuda de Microsoft Windows.

Configuracion del antivirus

Su software antivirus podria poner el instalador FastFinder (UgenTec.FastFinder.Installer.exe) en cuarentena. Agregue este archivo
a la lista de permitidos de su antivirus. Ejemplo: Symantec (Riesgo: WS.Reputation.1)

Requisitos de firewall

* fastfinderplatform.com:443 debe tener acceso a las conexiones http.

Para obtener instrucciones mas detalladas en la plataforma FastFinder, consulte las instrucciones de uso del FastFinder, a las
que podra acceder desde el mena Help (Ayuda).

Para acceder al menu Help (Ayuda):
- Abra el menu Start (Inicio)

- Seleccione o la seccién Help (Ayuda) y, a continuacion, seleccione Product Documentation (Documentos
sobre los productos) y después Instructions For Use (Instrucciones de uso)

NEED HELP?
’ Product documentation Help centre Go to admin
In the help section you can consult the user
manual, go to the admin and contact us on
tech@speedx.com.au.
Terms of use About Release notes

Help section

21.2 Device set up (Configuracion del dispositivo) (usuario o dispositivo nuevos)

Consulte las instrucciones de uso del FastFinder para obtener instrucciones detalladas para configurar el dispositivo, a las que
puede acceder desde el menu Help (Ayuda)

Abra FastFinder
- Seleccione Devices (Dispositivos) en la barra de flujo de trabajo
> Seleccione Add (Agregar)
> Seleccione un archivo (archivo de analisis) para el nuevo dispositivo
- Para cambiar el Current directory (Directorio actual)
> Seleccione Browse (Examinar) y seleccione la carpeta que contiene los archivos relevantes
> Seleccione Next (Siguiente)
- Afada la informacion del dispositivo

> Seleccione Save (Guardar)

21.2.1  Colour Compensation (Compensacion del color)

NOTA: Consulte la seccién 19.3 para obtener mas informacién sobre Colour Compensation (Compensacion del color)
Para los dispositivos LC480 I, se debe agregar al dispositivo un archivo para compensar el color

- Seleccione el dispositivo LC480 I

>  Enlaseccion Colour Compensation (Compensacion del color), seleccione |:|

>  Seleccione el archivo de compensacion del color para el dispositivo desde el directorio
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- Para cambiar el Current directory (Directorio actual)

>  Seleccione Browse (Examinar) y seleccione la carpeta que contiene los archivos relevantes
- Seleccione Next (Siguiente)
- Seleccione PlexPCR SARS-CoV-2 (LC480) en la lista para vincular con este ensayo

- Seleccione Save (Guardar)

Se pueden afadir archivos de compensacion del color nuevos o adicionales a un dispositivo; también se pueden desactivar en caso
necesario.

En la secci6n de compensacion del color del dispositivo

- Al lado del nombre del archivo, seleccione I:I

Inactive

- Seleccione hctive para activar o desactivar un archivo de compensacion del color para un ensayo

- Seleccione Save (Guardar)

21.3 Complemento del ensayo (usuario nuevo)

Consulte las instrucciones de uso del FastFinder para obtener instrucciones detalladas para configurar ensayos, a las que puede
acceder desde el ment Help (Ayuda)

Abra FastFinder
- Seleccione Assays (Ensayos) en la barra de flujo de trabajo
- Seleccione Add (Agregar)
> Para LC480 Il > Seleccione PlexPCR SARS-CoV-2 (LC480) en la lista
>  Para CFX96 Dx y CFX96 Touch > Seleccione PlexPCR SARS-CoV-2 (CFX) en la lista
- Seleccione Add (Agregar)

Para activar o desactivar versiones del complemento del ensayo

- En General assay information (Informacion general del ensayo)

> Seleccione I:I Versions (Versiones)

Inactive

> Seleccione fetmve para activar o desactivar la versién del ensayo

> Seleccione Save (Guardar)

21.4 Nombre de muestra

Es posible asignar etiquetas de identificacién de muestra a un complemento del ensayo para automatizar la deteccion de pocillos y
tipos de muestras para su analisis.

Seleccione Assays (Ensayos) en la barra de flujo de trabajo

- En las sample type nametags (prefix) (Etiquetas de identificacion - prefijo), seleccione I:I

> Seleccione para agregar una etiqueta de identificacion para definir los tipos de muestra (Control negativo, positivo y
muestra normal)
> Agregue la palabra, el acrénimo o la letra deseados al cuadro de texto

> Seleccione Save (Guardar)
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- En las Mix definition nametags (suffix) (Etiquetas de identificacién de mezclas - sufijo), seleccione I:I

> Seleccione para agregar una etiqueta de identificacion para definir el nombre de la mezcla
> Agregue la palabra, el acrénimo o la letra deseados al cuadro de texto

> Seleccione Save (Guardar)

- En el software del instrumento (antes o después de que se haya completado un analisis) asigne la misma etiqueta de
identificacion a los pocillos adecuados

> Para LC480 Il consulte la seccién 19 para ver las instrucciones de la programacion de etiquetas de identificacién de
muestras en el archivo de andlisis

> Para CFX96 Dx y CFX96 Touch consulte la seccién 20 para ver las instrucciones de programacion de etiquetas de
identificacion de muestras en el archivo de analisis

NOTA: Las etiquetas de identificacion de muestras diferencian entre mayUsculas y minlsculas. La etiqueta de identificacién debe
coincidir exactamente con las etiquetas asignadas en el archivo de andlisis.

215 Agregar numeros de lote a las mezclas
Se pueden asignar nimeros de lote en el ensayo para permitir la trazabilidad de los reactivos
- Seleccione Assays (Ensayos) en la barra de flujo de trabajo
>  EnelAssay Lot: (Lote del ensayo): seleccione para agregar un nuevo lote o seleccione I:I para editar
un lote existente

> Unavez agregados, apareceran los nimeros de lote en el médulo de andlisis

. Show all lots Show only active lots
Seleccione .

para ver todos los nimeros de lote o ver solo los nimeros activos
21.6  Anélisis

Seleccione Analyses (Analisis) en la barra de flujo de trabajo para iniciar un nuevo analisis

o Select datafile

Busque el archivo que ha de cargarse para el andlisis desde un directorio especifico
- Para cambiar el Current directory (Directorio actual)

>  Seleccione Browse (Examinar) y seleccione la carpeta que contiene los archivos relevantes
- Seleccione el archivo de andlisis (datos) de la lista

>  Seleccione Next step (Siguiente paso)

9 Assign assay(s)

Asigne manualmente la informacion del ensayo a la placa si la denominacién de la muestra no se ha configurado en el médulo
Assays (Ensayos)

- Para LC48 Il > Seleccione PlexPCR SARS-CoV-2 (LC480)
- Para CFX96 Dx y CFX96 Touch > Seleccione PlexPCR SARS-CoV-2 (CFX)
- Seleccione los pocillos y asigne como:

> Muestra normal (S)

> Control negativo (N)

IF-IV0015 v8.0 (Agosto 2023) Pagina 49 de 53



esseo () 2 SpeeDx

> Control positivo (P)

- Seleccione Next step (Siguiente paso)

Para guardar la disposicion de la placa como patrén para uso futuro

- Seleccione los pocillos y asigne tipos de muestras

A
. para guardar el patrén

- Especifique el nombre del patrén para uso futuro

>  Seleccione
>  Seleccione Save (Guardar)

Para cargar un patrén de placa guardado previamente

0
i 0
- Seleccione para cargar el patron de placa
>  Seleccione el patron en el menu desplegable
> Marque la casilla para cargar los tipos de muestra especificados dentro del patrén de placa

>  Seleccione Load (Cargar)

e Configure assay(s)

- Para LC480 Il > Seleccione PlexPCR SARS-CoV-2 (LC480)
>  Seleccione Assay Lot (Lote de ensayo) en el menu desplegable
>  Seleccione Analyse (Anlisis)

- Para CFX96 Dx y CFX96 Touch > Seleccione PlexPCR SARS-CoV-2 (CFX)
>  Seleccione Assay Lot (Lote de ensayo) en el menu desplegable

>  Seleccione Analyse (Analisis)

21.7 Resultados

Consulte la Tabla 28 para ver un resumen de posibles resultados de muestras comunicados.
NOTA: Se recomienda encarecidamente que las curvas de amplificacion se confirmen para todas las muestras positivas.

Para finalizar el andlisis e impedir que el usuario haga méas cambios
>  Seleccione Authorise Analysis (Autorizar andlisis)
>  Seleccione Yes (Si) para confirmar
- Para rechazar o volver a empezar el andlisis
>  Seleccione Restart Analysis (Reiniciar andlisis) o Reject Analysis (Rechazar analisis)

>  Seleccione la opcién para confirmar

21.8 Curvade referencia

Puede guardarse y utilizarse una curva de referencia para hacer comparaciones con las muestras de la misma placa o de diferentes
placas

- Seleccione la muestra de interés en el ment Well Details (Datos de pocillo) o Target Details (Datos de diana)

- En el menu de gréafico de amplificacion > seleccione H
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>  Seleccione la casilla de verificacion del canal de interés y afiada una etiqueta
>  Seleccione Save (Guardar) para afiadir la sefial como curva de referencia

Esta curva de referencia aparecera ahora asociada al ensayo en el mend Assays (Ensayo) y podra desactivarse en cualquier
momento.

21.9 Resumen de resultados

Tabla 28. Interpretacion de los resultados obtenidos en el software de analisis PlexPCR® SARS-CoV-2 (pestafia Results

Overview [Resumen de resultados])

Pocillo | Nombre Ensayo Resultado Valores Cq Resultados generales
Al Muestra 1_CoV PlexPCR SARS-CoV-2 Positivo RdRp: 25,94 Muestra 1: Positiva
Cl:19,17 SARS-CoV-2 detectado.
A2 Muestra 2_CoV PlexPCR SARS-CoV-2 Negativo Cl: 18,82
SARS-CoV-2 no detectado. Cl valido
A3 N_CoV PlexPCR SARS-CoV-2 Negativo Cl: 18,63
Control negativo valido.
A4 Muestra 3_CoV PlexPCR SARS-CoV-2 No valido Muestra 3: No valida
Cl invélido. Vuelva a extraer y vuelva a probar la
muestra.
A5 Muestra 4_CoV PlexPCR SARS-CoV-2 Positivo ORFlab: 22,75 Muestra 4: Positiva
RdRp: 23,48 SARS-CoV-2 detectado.
Cl: 18,79
A6 Muestra 5_CoV PlexPCR SARS-CoV-2 Positivo ORFlab: 22,75 Muestra 5: Positiva
RdRp: 23,48 SARS-CoV-2 detectado.
Cl: 18,79
A7 N_CoV PlexPCR SARS-CoV-2 No valido N - No valido
Control negativo no valido.
A8 Muestra 6_CoV PlexPCR SARS-CoV-2 Positivo ORFlab: 23,08 Muestra 6: Positiva
RdRp: 24,34 SARS-CoV-2 detectado.
Cl: 19,42
A9 P_CoV PlexPCR SARS-CoV-2 Positivo ORFlab: 18,98 P: Positivo
RdRp: 19,97 Control positivo valido.
Cl: 18,39
A10 P_CoV PlexPCR SARS-CoV-2 No valido P: no valido
Control positivo no valido.
All Muestra 7_CoV PlexPCR SARS-CoV-2 No valido Cl: 18,83 Muestra 7_CoV: no véalida
Error: carga anormal en el nivel de fluorescencia
Al12 Muestra 8_CoV PlexPCR SARS-CoV-2 No vélido Muestra 8_CoV: no vélida
Se harechazado la muestra
21.10 Exportar resultados

- Para exportar los resultados

IF-IV0015 v8.0 (Agosto 2023)

Péagina 51 de 53




esseo () g SpeeDx

>  Seleccione Exports (Exportaciones) en la barra de flujo de trabajo

> Exporte uno de los siguientes tipos de informe, o varios: Cq values list (Listade valores Cq) (CSV), Results (Resultados)
(CSV), Generic Amplification (Amplificacién genérica) CSV o el archivo de integracion LIS correspondiente.

>  Seleccione Exports (Exportaciones)
- Para descargar las exportaciones
>  Seleccione Reports (Informes) en la barra de flujo de trabajo
>  Seleccione los archivos y guarde
- También puede exportar un informe personalizado
>  Exporte Amplification Curve Analysis (PDF) (Analisis de la curva de amplificacion [PDF])
>  Seleccione la informacién incluida deseada (graficos, seguimiento de auditoria, resumen de resultados)
>  Seleccione la configuracién de informe que desee para personalizar el orden de las muestras
- Seleccione Exports (Exportaciones)

>  Abraen el Report Viewer (Visor de informes) para ver, guardar e imprimir
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22 Glosario

C€o123 REF LOT

Conformidad europea Numero de catélogo Cadigo de lote

Para uso diagnéstico in vitro

EC |REP “

Representante autorizado Fabricante Fecha de fabricacion

en la Comunidad Europea

/H/ Wxxx

Limitacion de la temperatura Contiene cantidad suficiente Fecha de caducidad
para xxx determinaciones

B CA

Importor Efterlevnad i Storbritannien

Los productos SpeeDx pueden estar cubiertos por una 0 mas patentes locales o extranjeras. Consulte www.plexpcr.com/patents para
obtener informacion detallada sobre las patentes.

PlexPCR®, PlexZyme® y PlexPrep™ son marcas comerciales propiedad de SpeeDx. Los demas copyrights y marcas comerciales
son propiedad de sus respectivos propietarios.

© Copyright 2023 SpeeDx Pty. Ltd.
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