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1 USO PREVISTO

La prueba de Logix Smart Coronavirus Disease 2019 (COVID-19) o Logix Smart de la Enfermedad del
Coronavirus del 2019 (COVID-19) es una prueba a tiempo real de RT-PCR prevista para la deteccion cualitativa
in vitro del acido nucleico del sindrome respiratorio agudo y grave del coronavirus 2 (SARS-CoV-2) en fluidos del
tracto respiratorio bajo (es decir, en lavado bronco alveolar, esputo, aspiraciones traqueales), y fluidos del tracto
respiratorio superior (es decir, nasofaringeo y muestras bucofaringeas) de individuos que se sospecha que
tienen COVID-19 por su proveedor de salud. La prueba esta limitada a laboratorios certificados para realizar
pruebas de alta complejidad.

Los resultados son para la identificacion del ARN del SARS-CoV-2. El ARN del SARS-CoV-2 es generalmente
detectable en fluidos del tracto respiratorio bajo (es decir, lavado bronco alveolar, esputo, aspiracion traqueal)
durante la fase aguda de la infeccion. Los resultados positivos son indicativos de la presencia del ARN del
SARS-CoV-2; la correlacion clinica con el historial del paciente y otra informacién de diagnéstico es necesaria
para determinar el estado de infeccion del paciente. Los resultados positivos no descartan una infeccion de
bacteria o una coinfeccion con otros virus. El agente detectado puede no ser la causa definitiva de la
enfermedad. Los laboratorios dentro de los Estados Unidos y sus territorios y en muchos otros paises son
requeridos a que reporten todos los resultados positivos a las autoridades apropiadas de la salud publica.

Los resultados negativos no precluyen una infeccién del SARS-CoV-2 y no deben ser usados como la unica base
para decisiones de gestion del paciente. Los resultados negativos deben ser combinados con observaciones
clinicas, historial del paciente e informacion epidemiol6gica.

El Logix Smart Enfermedad del Coronavirus del 2019 (COVID-19) esta previsto para personal de laboratorio
clinico entrenado y calificado especificamente instruido y entrenado en las técnicas de procedimientos PCR
(reaccion en cadena de polimerasa) en tiempo real y diagnésticos in vitro. La prueba Logix Smart de Enfermedad
del Coronavirus del 2019 (COVID-19).

2 DESCRIPCICIN DEL PRODUCTO Y PRINCIPIO DE LA PRUEBA

La prueba Logix Smart de la Enfermedad del Coronavirus del 2019 (COVID-19) es una prueba de reaccién en
cadena de polimerasa de transcripcion reversa (rRT-PCR) a tiempo real que utiliza la tecnologia CoPrimer
patentada de la Compania (Satterfield, 2014) (Poritz & Ririe, 2014). Los sets de CoPrimer SARS-CoV-2 estan
disefiados para detectar el ARN del SARS-CoV-2 en los fluidos del tracto respiratorio inferior (es decir, lavado
bronco alveolar, esputo, aspiraciones traqueales), y fluidos del tracto respiratorio superior (es decir, nasofaringeo
y muestras bucofaringeas) de individuos que se sospecha que tienen COVID-19 por su proveedor de salud.

El kit de prueba de Logix Smart COVID-19 consiste de los siguientes componentes:

» Mezcla Maestra lista para usar, completa con un control interno positivo de RNasaP para verificar la
calidad de la prueba.

» Control Positivo (PC), para verificar el desempefio de la mezcla maestra.

» Agua Libre de Nucleasas como un control negativo, para verificar que la muestra esta libre de
contaminaciones.

2.1 Principios de Operacion

La prueba inicia con la seleccion del tipo de la muestra, seguido por una recoleccion de una muestra por un
proveedor del cuidado de salud entrenado. La muestra debe ser identificada siguiendo el sistema de calidad del
laboratorio y regulaciones actuales. La muestra debe ser almacenada adecuadamente hasta que se realicen las
pruebas en las mismas instalaciones o se envien al laboratorio asignado.

El kit de prueba de ensayo Logix Smart COVID-19 es una prueba multiplexada de un solo paso de PCR de
transcripcion reversa de PCR en tiempo real que puede ser descompuesta en tres etapas: preparacion de
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muestra, transcripcion reversa, y la reaccion en cadena de polimerasa (PCR) con monitoreo de tiempo real. El
ensayo también incluye un control interno positivo (IPC) que actida como un control de extraccién para poder
confirmar el desempefio de la extraccion.

La preparacion de la muestra del PCR requiere que las muestras deban ser procesadas para poder
descomponer las células y los virus para poder exponer el material genético. Para este proceso, se usa un
sistema de extraccion que esta disponible comercialmente. En este proceso, los acidos nucleicos y luego son
purificados de los fluidos del tracto respiratorio inferior (es decir, lavado bronco alveolar, esputo, aspiracion
traqueal), o del fluidos del tracto respiratorio superior (es decir, nasofaringeos y muestras bucofaringeas) usando
el Mini Kit de ARN Viral QIAmp (Qiagen) usando el protocolo delimitado en el manual del producto, “Protocolo:
Purificacion del ARN Viral (Protocolo de Giro)” usando 140 ul de los fluidos del tracto respiratorio inferior (es
decir, lavado bronco alveolar, esputo, aspiracion traqueal), o del fluidos del tracto respiratorio superior (es decir,
nasofaringeos y muestras bucofaringeas). En el caso de muestras de esputo, la muestra debe ser tratada antes
de la extraccioén segun los lineamientos de la CDC para el “Procesamiento de Especimenes de Esputo para
Extraccién de Acido Nucleico” (CDC, 2020).

El acido nucleico purificado es luego puesto en la muestra maestra del Logix Smart Enfermedad del Coronavirus
del 2019 (COVID-19), 5 ul de cada uno. La muestra maestra esta premezclada y contiene los componentes
necesarios para poder realizar tanto la transcripcion reversa como PCR y no necesita ser preparado por
anticipado por el usuario. Las reacciones luego seran puestas en un termociclador utilizando las siguientes
condiciones de ciclos: 15 minutos a 45 °C, 2 min a 95 °C, 50 ciclos x [3s a 95 °C, 32s a 55 °C]. El paso de 15
minutos a 45 °C es el paso de transcripcion reversa, donde el cADN es creado del formato de ARN. Los 2
minutos a 95 °C es para poder desactivar la transcriptasa reversa y actia como un paso de desnaturalizaciéon
inicial para el PCR, el cual luego es seguido para el termo ciclado para el PCR.

Durante el PCR, el FAM etiquetado como CoPrimer frontal actia como un primer frontal y prueba. Durante la
fase de recocido / extension del PCR, la actividad 5’ de nucleasas de las polimerasas Taq degradan la porcion
del CoPrimer que se ha recocido con la secuencia objetivo, causando la separacion espacial entre el fluoréforo y
el enfriador, generando una sefial fluorescente. Con cada ciclo, las moléculas adicionales de fluoréforo se
adhieren a sus puntos respectivos, aumentando la intensidad de la fluorescencia. La intensidad de la
fluorescencia es monitoreada al final de cada ciclo por un termociclador de tiempo real, especialmente el CoDx
Box.

Table 2.1 Componentes incluidos en el kit de prueba

. Mezcla propietaria de .
Logix Smgrt COVID-MM- CoPrimers™ del 1x500pL (100 reacciones) o
Negro Master Mix MM 1x1250uL (250 reacciones) o
COVID-19 001 SARS-CoV-2y ;
- reactivos PCR 1x25000 pL (5,000 reacciones)
Logix Smart COVID-PC- Mezcla propietaria de 1x500pL (100 reacciones) o
Rojo Positive Control PC 001 formatos sintéticos de 1x1250pL (250 reacciones) o
COVID-19 SARS-CoV-2 1x25000 pL (5,000 reacciones)
Agua libre de 1x500puL (100 reacciones) o
Nuclease Free - .
Transparente Water NTC GEN-NF-001 | actividad de DNasas / 1x1250pL (250 reacciones) o
RNasas 1x25000 pL (5,000 reacciones)
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3 ALMACENAMIENTO Y MANEJO

>

El kit Logix Smart COVID-19 se envia en hielo seco. Los componentes del kip deben llegar congelados.
Si uno o mas de los componentes no estan congelados al recibirse, o se han comprometido durante el
envio, contacte a su distribuidor para asistencia.

Todos los componentes deben almacenarse debajo de -20°C al momento de llegar para prevenir
degradacion de los reactivos.

Siempre trabajo con cada componente Logix Smart COVID-19 sobre hielo. Haga alicuotas, como
necesario, para evitar multiples ciclos de congelamiento / descongelamiento.

Si trabaja en un area predispuesta a pérdidas de energia, se recomienda tener un generador de respaldo
para su freezer al igual que un registrador de datos de temperatura para asegurar que el kit de prueba de
Logix Smart COVID-19 se mantenga congelado a -20°C.

Los datos de estabilidad del producto actualmente se estan recolectando y los resultados seran
publicados y nuevas instrucciones para el uso se actualizaran para reflejar las condiciones de
estabilidad.

4 MATERIALES REQUERIDOS PERO QUE NO ESTAN INCLUIDOS EN LA PRUEBA

El Sistema de Extraccion es requerido, pero no incluido en la prueba:

Table 4.1 Sistemas de Extraccion validados con la prueba

Mini Kit de RNA Viral QIAmp 52904 (50 extracciones)
(QlAamp Viral RNA Mini Kit) 52906 (250 extracciones)

Qiagen

Table 4.2 Termocicladores validados pero no incluidos con la prueba

CoDx Box BMS, Bio Molecular Systems

4.1 Consumibles requeridos pero no suministrados:

Guantes libres de polvo desechables y batas de laboratorio.

Puntas de pipetas desechables con filtros

Blanqueador del 10% u otra solucién de limpieza adecuada que degrade los acidos nucleicos
Platos PCR o tubos de ensayo en tiras para el termociclador que se esta usando.

4.2 Equipo requerido pero no suministrado
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Varias micropipetas capaces de cargar voliumenes de 5 yL a 1000 L

Un bloque frio o hielo

Vértice y centrifugo

Gabinete de Bioseguridad Clase I, idealmente en una instalacién de contencién de BSL-2, para la
extraccion

Estacion de trabajo PCR, para la colocacion de la mezcla maestra y configuracion

CoDx Box (Bio Molecular Systems, distribuida por Co-Diagnostics, Inc.)
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b) Fluidos del tracto respiratorio superior
Muestras nasofaringeas Y muestras bucofaringeas (muestras NP / OP): use solo hisopos de fibra
sintética unicamente con ejes plasticos. No use hisopos de alginato de calcio o hisopos con ejes de
madera, dado que pueden contener sustancias que pueden inactivar algunos de los virus e inhibir la
prueba del PCR. Coloque las muestras inmediatamente en tubos estériles conteniendo 2 - 3 mL de un
medio de transporte viral. Los especimenes NP u OP deben mantenerse en contenedores separados.
Refrigere el espécimen a 2 - 8 °C y envie rapidamente al laboratorio de prueba en un paquete de hielo.
Nota para la muestra nasofaringea: Inserte un hisopo en la fosa nasal paralelo al paladar. Déjela en su
lugar por unos segundos para poder absorber secreciones / muestree ambas areas nasofaringeas con el
mismo hisopo.

Muestra bucofaringea (es decir, muestra de la garganta): muestree la faringe posterior, evitando la
lengua.

Lavado / aspiracién nasofaringea o aspiracién nasal: recolecte 2 - 3 mL en una copa de recoleccion de
esputo estéril, a prueba de fugas y con tapa del tipo rosa o un contendor seco esteéril. Refrigere el
espécimen a 2 - 8 °C y envie rapidamente al laboratorio de prueba en un paquete de hielo.

6.1 Manejo de las Muestras

Los trabajadores de los laboratorios deben usar el equipo de proteccion personal (EPP) adecuado, el cual incluye
guantes desechables, bata / traje de laboratorio, y proteccion ocular cuando estén manejando especimenes
potencialmente infecciosos. Los especimenes clinicos de los que se sospecha o se ha confirmado COVID-19
deben conducirse bajo un gabinete de bioseguridad de clase Il en una instalacion de contencién de BSL-2. Mas
detalles se suministran en la Bioseguridad en Laboratorios Microbiol6gicos y Biomédicos (BMBL) (CDC, 2009) o
el Manual de Bioseguridad de Laboratorios de la OMS (WHO, 2004).

Para instrucciones especificas en el manejo de especimenes clinicos para la enfermedad del coronavirus del
2019, vea también la pagina web de la CDC para los Lineamientos de Bioseguridad de Laboratorios Interinos
para el Manejo y Procesamiento de Especimenes Asociados con la Enfermedad del Coronavirus del 2019
(COVID-19) (CDC, 2020)

6.2 Almacenamiento de Muestras

Se recomienda que todos los tipos de especimenes se mantengan a -20 °C por hasta 7 dias. Para el
almacenamiento superior a 7 dias, los especimenes se deben congelar a -70 °C. El congelamiento y
descongelamiento repetitivo de un espécimen debe evitarse. Sl un espécimen se retiene para volver a hacer
pruebas, debe ser colocado en alicuotas en diferentes tubos para poder evitar los ciclos de congelamiento y
descongelamiento. La temperatura en las areas de almacenamiento debe ser monitoreado y registrado
regularmente para poder identificar fluctuaciones potenciales. Los refrigeradores / freezers domésticos con
fluctuaciones amplias de temperatura no son adecuados para el almacenaje de especimenes congelados (CDC,
2020).

6.3 Envio de las Muestras

Los especimenes que se conocen que son o que se sospechan que tienen SARS-CoV-2 que requieren envio
aéreo deben enviarse en hielo seco como una Sustancia Biolégica de la Categoria B, UN3373. Las regulaciones
internacionales, segun se describe en la Guia en Regulaciones para el Transporte de Sustancias Infecciosas
2015 — 2016 de la OMS, deben seguirse (CDC, 2020). Si se necesita de transporte terrestre, el espécimen debe
enviarse en un envio expreso con suficiente hielo para mantenerlo congelado durante el transito. Después de la
recoleccion de la muestra y la transferencia a un laboratorio clinico, la muestra recibira ingreso en el sistema de
laboratorios.
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7.4.2 Defina los siguientes detectores de fluorescencia (tintes):

RNA Especifico al
COVID-19 COVID-19 FAM™ BHQ® - 1

DNA Especifico a
RNaseP (IPC) RNaseP CAL Flour® Red 610 BHQ® - 2

» Cuando se haya completado la prueba, asegurese que el archivo de la prueba se haya guardado.

8 ANALISIS DE DATOS

Los estudios de verificacion y validacion realizados para el Logix Smart de Enfermedad del Coronavirus del 2019
(COVID-19) fueron conducidos siguiendo las Buenas Practicas de Laboratorio para ensayos de Biologia
Molecular (Viana & Wallis, 2011). Si estas condiciones no se cumplieron, el desempefio mostrara mayor
variabilidad debido a errores de usuario cuando se conduce el experimento.

8.1 Ajustes de Analisis

Los parametros de andlisis en el CoDx Box deben ser configurados de la siguiente manera, pero después de
cada corrida, los ajustes para tanto el canal verde, monitoreando el COVID-19, y el canal anaranjado,
monitoreando la RNasaP (PC), deben ser verificados para poder cumplir los siguientes:

¢ Marcar la caja a “Auto Configurar Umbral”

o “Método” debe ser ajustado a Dinamico.

¢ “Nivel de Umbralo” debe ser configurado 0.100.

¢ “Inicio del Umbral” debe estar configurado a 1.00

e “Ignorar los Ciclos Anteriores” debe estar configurado a 5

e “Exclusion” debe ser configurado a Extensivo

¢ “Nivel de Corte de Fluorescencia” debe ser configurado a 5.0%
e “Escala de Eje Y Inicial” debe ser configurado a Linear

e Marque la caja a “Auto Generar Andlisis”

8.2 Controles Positivos

Marque el espacio de la reaccién del control positivo. Cada control positivo debe mostrar una curva de
amplificacion para el marcador COVID-19 en el canal FAM y la amplificacién del control positivo interno para
la RNasaP (IPC) en el canal CF610. Una curva de amplificaciéon positiva debe verse de manera similar a la
curva morada en la Figura 8.2 y debe tener un valor Cq debajo de los 45 ciclos.
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Figura 8.2: Figura 8.2: Amplificacién de Control Positivo (PC) y Control Sin Formato (NTC) para Logix Smart COVID-19

8.3 Control Negativo

Luego seleccione el control negativo. Los resultados del control negativo no deben mostrar amplificacion,
especificamente con un valor Cq menor a 45. Un ejemplo de ninguna amplificacion se puede ver en la Figura 8.2,
como la linea roja, la cual esta debajo del area dl umbral. El area del umbral es la banda gris con la linea roja.
8.4 La Validez de las Corridas Diagnosticas

Revise a ver que tanto el control positivo y el control sin formato hayan pasado.

8.4.1 Las siguientes condiciones de control deben cumplirse:

COVID-19 (FAM™)
COVID-19 Positivo Verifica el desempefio de

Control la muestra maestra
RNaseP (CF®610)

Verifica que los reactivos

. Mezcla Maestra + It
Control Sin Formato Aqua estan libres de - -
9 contaminacion

» Si el control pasa, interprete los resultados de la muestra.

8.4.2 Corrida de Prueba Invalida

Si cualquiera de los controles falla, la prueba es invalida. Documente la corrida e inicie la resolucién de
problemas.
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8.5 Interpretacion de Resultados

Una vez que los controles hayan pasado, las muestras desconocidas pueden ser interpretadas en base a los
siguientes tres resultados posibles:

» Positivo
» Negativo
» Inconcluso

Un resultado Positivo mostrara una curva de amplificacion o un valor de umbral del ciclo para el COVID-19 en o
menor a 45 ciclos. Las curvas de amplificacion mayores a 45 ciclos para el COVID-19 estan en una zona de
incertidumbre. La presencia de una curva con un Cq en o debajo de 45 ciclos para una muestra de COVID-19,
indica un resultado positivo. La amplificacion del canal de la RNasaP (IPC) muestra que la extraccion fue exitosa.

Un resultado Negativo no mostrara ninguna amplificacion para el coronavirus COVID-19, sin embargo,
ocasionalmente ocurren amplificaciones mayores a 45 ciclos que pueden ocurrir en el canal COVID-19 o del
RNasaP. Cualquier amplificacién mayor a 45 ciclos es una zona de incertidumbre y posiblemente debajo del
limite de deteccion. Una nueva corrida de la misma muestra o una corrida de otra muestra del paciente en los
siguientes dias debe considerarse. La ausencia de una curva del COVID-19 indica un resultado negativo
UNICAMENTE cuando el marcador RNasaP (IPC) es positivo.

Un resultado Invalido ocurrira si cualquiera de los controles falla. Vea la resolucion de problemas.

La interpretacion de los resultados con valores Ct puede traducirse segun la siguiente tabla:

Table 8.1 Interpretaciéon de Resultados para COVID-19 por deteccion de SARS-CoV-2 gen RdRp con Logix Smart
COVID-19

SARS-CoV-2
RNA +

SARS-CoV-2
RNA -

INVALIDO: Vea
Resolucion de
Problemas

Cualquier
resultado
(+/-)

Lectura del Instrumento

Cualquier cosa antes de 45 ciclos es considerado una lectura positiva (+). Cualquier cosa después de 45
ciclos es considerado una lectura negativa (-). Cuando sea posible, siempre revise que el historial médico
y / o sintomas vayan en conjunto con el resultado antes del tratamiento.
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12 EVALUACI N DEL DESEMPENO NO CLINICO

La evaluacién analitica del desempefio fue realizada con muestras artificiales al colocar en un ARN Gendmico de
SARS-CoV-, un aislado USA-WA1/2020 (BEI Resources, numero de catalogo NR - 52285) en una matriz clinica
negativa de principalmente esputo, lavado bronco alveolar (BAL — bronchoalveolar lavage), fluido nasofaringeo, y
muestras nasales adquiridas de Discovery Life Sciences o donaciones.

12.1 Limite de Deteccion (LoD) — Sensibilidad Analitica

El Limite de Deteccién (LoD) es la concentracion mas baja del analito que se detecta a una tasa no menor del
95%.

El experimento fue realizado a través del uso de un ARN gendmico del SARS-CoV-2, un aisado USA-WA1/2020
(BEI Resources, numero de catalogo NR — 52285) el cual fue colocado en muestras de esputo después del paso
de lisis del Mini Kit de ARN Viral QIAmp (Cat#52904) para prevenir la degradacién del ARN antes de la lisis. Las
extracciones fueron realizadas usando un instrumento QlAcube, con 140 pyL de una muestra sintética y una
elucién de 100 pL. Las extracciones fueron inyectadas con 10,000; 5000; 1000; 600; y 50 copias totales después
del paso de lisis. Después del proceso de extraccion, los extractos luego fueron probados usando el protocolo del
kit de prueba Logix Smart COVID-19. El LoD fue confirmado al correr al menos 20 réplicas, a la concentracion
LoD, el cual fue determinado a 600 copias.

Table 12.1 Tasa de Deteccion de la Cepa del ARN Genémico SARS-CoV-2 (aislado US-WA1/2020) en el esputo

10,000 copias 16 16 100.00 31.55 0.31 0.98
5,000 copias 16 16 100.00 32.22 0.26 0.82
1,000 copias 16 16 100.00 35.06 0.83 2.36

600 copias 16 16 100.00 35.30 0.73 2.08
50 copias 16 1 6.25 38.22 - -
Control Positivo 2 2 100.00 26.80 0.10 0.38

(PC)
Mirlensas 6 0 0 0 0 0
Extraccion 8 0 0 0 0 0

Negativa (Blanco)

Después que esas corridas fueron completadas, 600 copias totales (4.29 copias / gL en la muestra del paciente)
fue la concentracion minima con al menos una tasa de deteccion de 95%. 21 réplicas, inyectadas con 600 copias
totales, fueron corridas. Los resultados de esa corrida se muestran en la Tabla 12.2.

Table 12.2 Confirmacion de la LoD

600 copias 21 21 100.00 35.75 0.66 1.85
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producir resultados positivos.

Table 12.3 Los microorganismos incluidos en la evaluacion in silico de reactividad cruzada

Coronavirus humano 229E

Adenovirus

Influenza C

Coronavirus humano OC43

Metapneumovirus humano
(hMPV)

Parechovirus

Coronavirus humano HKU1

Parainfluenza virus 1-4

Corynebacterium diphtheriae

Coronavirus humano NL63

Influenza A & B

Legionella non-pneumophila

SARS-coronavirus

Enterovirus

Bacillus anthracis (Anthrax)

MERS-coronavirus

Respiratory syncytial virus

Moraxella catarrhalis

Neisseria elongata

Rhinovirus
Chlamydia pneumoniae Neisseria meningitides
Haemophilus Influenza Leptospirosis
Legionella pneumophila Chlamydia psittaci

Mycobacterium tuberculosis

Coxiella burnetii (Q-Fever)

Streptococcus pneumoniae

Staphylococcus aureus

Streptococcus pyogenes

Bordetella pertussis

Mycoplasma pneumoniae

Pneumocystis jirovecii (PJP)

Lavado nasal humano — para
representar la flora microbiano
diversa en el tracto respiratorio

humano

Candida albicans

Pseudomonas aeruginosa

Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus salivarius

12.4 Interferencia Microbiana

Ningun microorganismo en el andlisis in silico ha revelado una homologia mayor al 80% entre los
microorganismos de reactividad cruzada, incluyendo los de relevancia anotados en la Tabla 11.2 y los

CoPrimers.
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