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1. Uvod

| dalje prisutna pandemija Koronavirusne bolesti 2019 (COVID-19), prvo identificirana u Kini i koja se vrlo brzo rasirila u veéini zemalja, uzrokovala
je do sada nevidenu stopu morbiditeta i smrtnosti u cijelome svijetu, Sto je rezultiralo globalnom krizom zdravstvene skrbi i preopterecenoséu
zdravstvenih resursa. Njezin uzrocnik, (eng. Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2), novi je Betacoronavirus sli¢ne
filogenetike onoj SARS-CoV. Sezonska influenca, takoder poznata kao sezonska gripa, zarazna je virusna infekcija diSnog sustava s visokom
stopom morbiditeta, smrtnosti i opterecenja usluga zdravstvene skrbi. Medutim, smrtni su ishodi mnogo rjedi nego kod bolesti uzrokovane
COVID-19. Virusi influence (gripe) tipa A i B dominantni su cirkulirajuéi virusi influence, te se najvise epidemija influence povezuje sa tipom A.
Zoonotski prijenos pticje ili svinjske gripe direktno na ljude kao i transmisija virusa uzrokovala je naizmjeni¢ne pandemije kod ljudi u posljednih
nekoliko desetljeca. Infekcije sa influencom B (Gripa B) virusa generalno su ograni¢ene na ljudsku populaciju te rjede uzrokuju epidemije. Ljudski
respiratorni sincicijski virus (RSV) je najvazniji pedijatriski virusni respiratorni patogen Sirom svijeta. RSV je ¢lan roda pneumovirus paramyxovirus
obitelji. Ovaj svekoliko prisutni visoko infektivni uzrocnik uzrokuje sezonske epidemije svake godine te je gotovo svaka osoba inficirana u
najmanjem slucaju jednom unutar prve 2 godine Zivota. RSV bolest odgovorna je za znacajnu stopu morbiditeta i smrtnosti u nedostatku
odobrenih cijepiva ili visoko ucinkovite antiviralne terapije. Brza dijagnostika i izolacija potrebne su radi sprjecavanja transmisije te radi
uspostavljanja ucinkovitog tretmana.

Respiratorne infekcije mogu djelovati “sinergisticki,” Sto znaci potencijalnu interakciju SARS-CoV-2 i ostalih respiratornih virusa Sto moze
uzrokovati ozbiljnost bolesti. Svi navedeni virusi su visoko zarazni te se prenose putem kontakta, respiratornih kapljica (kasljanje ili kihanje) i
preko kontamiranih povrsina. COVID-19 se moze kilinicki pomijesati sa upalom pluéa uzrokovanom RSV ili Influenca virusima i ko-infekcije sto
uzrokuje losu prognozu ishoda. Nadalje, Sirok protok ostalih respiratornih virusa ¢e uzrokovati ve¢u usmjerenost na SARS-CoV-2 sto mozZe dovesti
do pojave novih varijanti koje mogu zabrinjavati. Stoga je od izuzetne vaZnosti zaustaviti “smrtonosnu mjesavinu tri uzro¢nika” COVID-19, gripe,
i RSV. COVID-19, gripa, i RSV infekcije tesko se mogu diferencirati i ras¢laniti samo na osnovu simptoma te je svaki od virusa visoko zarazan. Kako
ulazimo u sezonu pojave gripe, dobro je testirati i ostale respiratorne uzrocnike uz COVID-19.

Rana detekcija SARS-CoV-2, RSV i Influence tipova A i B od velike je vaznosti u osiguravanju brzog tretmana inficiranih pacijenata sa respiratornim
bolestima te posljedicno reducirati Sirenje infekcije. Kombinirano testiranje COVID-19, RSV i gripe vrlo je ucinkovito, jer se u jednome uzorku
mogu razlikovati tri infekcije u pacijentima koji izrazavaju slicne simptome, osiguravajuéi rjesenje za pomo¢ pacijentima koji izrazavaju simptome
sli¢ne gripi.

2. Namjena

NZYtech COVID-19, Flu A/B, RSV Multiplex One-Step RT-qPCR Kit, IVD molekularni je test namijenjen kvalitativnome otkrivanju uzro¢nika COVID-
19, RSV (podtipova A i B) i Influence (Gripa A i Gripa B) u uzorcima bioloskog materijala kod ljudi. Medutim, ovaj komplet ne razlikuje tipove
Influence tipa A i tipa B jer se oba detektiraju na istome fluorescentnom FAM kanalu. Osim toga, ostali betakoronavirusi ili Influenca virusi, npr.,
Influenca C, ovim se kompletom ne mogu otkriti. Ovaj test je namijenjen u primarnome screeningu u dijagnostici SARS-CoV-2, Gripe A/B i RSV u
kombinaciji sa klinickim i epidemioloskim faktorima rizika. Pozitivan rezultat upuduje na prisutnost SARS-CoV-2 i/ili Influenze A/B i /ili RSV viralne
RNA, iako je za utvrdivanje infekcije kod bolesnika potrebno uzeti anamnezu i druge informacije za postavljanje dijagnoze. Negativan rezultat ne
iskljuuje infekciju i ne bi ga trebalo koristiti kao jedinu usnovu za donosenje odluke o postupanju s bolesnikom. Komplet je namijenjen
laboratorijskom osoblju, stru¢no osposobljenom za primjenu tehnika PCR testiranja u realnom vremenu i za in vitro dijagnostiku.

3. Nacela ispitivanja

NZYtech COVID-19, Flu A/B, RSV Multiplex One-Step RT-qPCR Kit, IVD, sadrzi set svih reagensa i proba za kvalitativnu detekciju SARS-CoV-2 i/ili
Influenca i/ili RSV genoma, na uobicajenim platformama za PCR testiranje (specifikacije potrebnih uredaja pogledajte u Poglavlju 6). SARS-CoV-
2 se identificira detekcijom RT-qPCR ciljeva koji se nalaze u RdRp i N genu, te RSV (podtipovi A i B) su identificirani detekcijom ciljeva lociranih u
L genu. Nasuprot tome, Influenca A i Influenca B virusi su detektirani kroz amplifikaciju ciljanih gena lociranih u M1 i NS2 genima.

NZYtech COVID-19, Flu A/B, RSV Multiplex One-Step RT-gPCR Kit, IVD proizveden je za najsiri moguci profil detekcije, ali specifican za genome
virusa SARS-CoV-2, RSV, Influenca tipove A i B. SadrZi cijeli set reagensa i proba za otkrivanje Cetiri virusna genoma, ukljucujuéi u€inkovitu internu
kontrolu radi potvrde uspjeSne RNA ekstrakcije i izostanka PCR inhibitora, izmedu ostalog. Ovaj komplet ciljano ispituje regije genoma virusa
SARS-CoV-2, RSV (podtipova A i B) i Influence A i B, s pomocu visoko optimiziranog kompleta pocetnica/proba. Dodatno, pocetnice i probe ne
pokazuju znacajnu homologiju s nevezanim genomima, Sto ovaj test Cini vrlo specificnim, te ne postoji ukrizena reaktivnost sa organizmima koji
se mogu pronaci u diSnome sustavu. Prirodna evolucija virusa otkrivenih ovim kompletom podrazumijeva da ¢e nove informacije o sekvencama
postajati dostupnije iz dana u dan, $to je odraz dobro poznatih strategija prilagodbe virusa. Stoga NZYtech redovito provjerava genomske ciljeve
virusa te ¢e, ako to bude potrebno, izdati nove verzije ovog kompleta. RT-qPCR test u jednom koraku u realnom vremenu najbrza je i
najpouzdanija metoda to¢nog otkrivanja SARS-CoV-2, Influenca A i B, i RSV virusne RNA. NZYtech COVID-19, Flu A/B, RSV Multiplex One-Step RT-
gPCR Kit, IVD je multipleks test za utrdivanje i detekciju SARS-CoV-2, Influence A, Influence B, RSV i ljudskih nukleinskih kiselina (djelujuéi kao
interna pozitivna kontrola). Ekstrahirana i proc¢is¢ena RNK transkribira se u cDNA i potom pojacava jednom reakcijom s pomocu Sest visoko
specifi¢nih kompleta poletnica/proba toénije onih koji detektiraju SARS-CoV-2 RNA ovisnu RNA polimerazu (RdRp) i Nukleokapsidni fosfoprotein
(N) gene, Influenca A i B Matriks (M1) i Nestrukturalne 2 (NS2) specificne gene, i RSV L gene te ljudsku ribonukleazu P (RNase P, RP) gene.
Komplet primjenjuje tzv. nacelo TagMan®. Kako bi se omogucilo identificiranje amplifikacije Sest specifi¢nih ciljeva jednom reakcijom, SARS-CoV-
2, Influence A/B, RSV i ljudske RNase P, specificne probe su razli¢ito oznacene, i to Texas Red®, FAM™, HEX™ i Cy5™. Vazno je primjetiti kako
ovaj panel sadrZavaj duplex esej u Texas Red® (SARS-CoV-2 RdRp i N specifi¢ni ciljani geni) i FAM™ (Influenca A Influenca B specifi¢ni ciljani geni)
kanalima. Ovo omogucava prijavu dodatnog izvrSenja testiranja za SARS-CoV-2 detekciju ali iskljuuje diferenciranje izmedu Influence A/B
infekcije. Takoder, ovaj test nije namjenjen za diferenciranje Influence A virusnih podtipova, niti podtipova influence B virusa ili podrijetla RSV
podgrupa. Ukoliko je potrebna diferencijacija specificnih sojeva Influenca virusa i podtipova RSV, potrebna su dodatna testiranja. Nadalje, Sest
kompleta pocetnica/roba sadrzi optimizirane koncentracije koje jam¢e da amplifikacija nize zastupljenih nukleinskih kiselina nece biti
kompromitirana kad ostali virusni ciljevi budu prisutni u viSim koncentracijama.



4. Sadrzaj kompleta

NZYtech COVID-19, Flu A/B, RSV Multiplex One-Step RT-qPCR Kit, IVD sadrZava sveobuhvatan komplet reagensa dovoljnih za obavljanje RT-qPCR
reakcija u jednome koraku. Ovaj komplet je dostupan u obliku tubica: kataloski broj MD04901 za 96 reakcija i kataloski MD04902 za 4x 96

reakcija.
BROJ TUBICA
SADRZAJ KOMPLETA VOLUMEN BOJA CEPA
(POBOCIC)) | Mpo4901 | MD04902
COVID-19, Flu A/B, NZYSupreme Multiplex RT-qPCR u jednome koraku
RSV MMix master mjesavina (2x) 1050 L ! 4 Neutralna
COVID-19, Flu A/B, COVID-19, Flu A/B, RSV mjesavina proba i pocetnica
RSV PPMix (10x) 205t ! 4 Smeda
COVID-19, Flu A/B, -
RSV POS 1 COVID-19, Flu A/B, RSV Pozitivna Kontrola 1 105 uL 1 4 Crvena
COVID-19, Flu A/B, -
RSV POS 2 COVID-19, Flu A/B, RSV Pozitivna Kontrola 2 105 uL 1 4 Crvena
NTC Kontrola — bez uzorka (Voda bez RNase/DNase) 105 pL 1 4 Neutralna

Alternativno NZYtech COVID-19, Flu A/B, RSV Multiplex One-Step RT-gPCR Kit, IVD je dostupan u obliku stripa sa 8-jaZica, zajedno sa otopinama
koje su spremne za upotrebu, a iste ukljucuju master mix plus pocetnice-probe mjesavinu, za izvodenje 16 RT-qPCR reakcija (2 x 8-jaZica u obliku
stripa, visokog profila), Sto olakSava i racionalizira process testiranja.

BROJ
SADRZAJ KOMPLETA (\:)(())L: O“:IV:IIE(I:\:) TUBICA/STRIPOVA BOJA CEPA
MDO04903

Mjesavina reagensa spremnih za upotrebu o
COVID.IQ' Flu A/B, NZYSupreme Multiplex RT-qPCR u jednome koraku Strip 8 Jaz.lcvé X 2 Neutralna
RSV Mix N 12 pl po jazici

master mjesavina
COVID-19, Flu A/B, .
RSV POS 1 COVID-19, Flu A/B, RSV Pozitivha Kontrola 1 20 uL 1 Crvena
COVID-19, Flu A/B, .
RSV POS 2 COVID-19, Flu A/B, RSV Pozitivha Kontrola 2 20 uL 1 Crvena
NTC Kontrola — bez uzorka (Voda bez RNase/DNase) 20 uL 1 Neutralna
CEPOVI ZA STRIP i i ) Neutralna
0D 8-JAZICA

5. Uvjeti ¢uvanja, odrzavanja stabilnosti i rukovanja

NZYtech COVID-19, Flu A/B, RSV Multiplex One-Step RT-qPCR Kit, IVD isporucuje se u hladnome. Sve komponente moraju se odmah po dolasku
spremiti na -85 °C do -15 °C. Komponente kompleta treba odmah nakon koristenja vratiti u zamrzivac kako bi vrijeme koje provode na sobnoj
temperaturi bilo Sto je mogucde krace.

Cuvanjem u radnim alikvotima broj ciklusa zamrzavanja i odmrzavanja smanjite koliko je to najvise moguce. Prema potrebi komponente se
nakon odmrzavanja mogu odvojiti u alikvote manjih volumena.

COVID-19, Flu A/B, RSV PPMix ) treba Cuvati zasticenu od svjetla. Posebno pripazite da COVID-19, Flu A/B, RSV MMix ne izlaZete direktnoj
sunéevoj svjetlosti nakon kombiniranja sa COVID-19, Flu A/B, RSV PPMix. COVID-19, Flu A/B, RSV Mix koji obuhvada strip sa 8 jazica
(kataloski broj MD04903), takoder mora biti skladisten podalje od suncevog svjetla.

Ako je pakiranje kojim je komplet zasti¢en pri dolasku osteéeno, kontaktirajte NZYtech.

Vodite racuna o roku valjanosti navedenom na pakiranju. NZYtech ne preporucuje da se komplet koristi nakon isteka roka valjanosti. Tog
datuma komplet se mora baciti u skladu s uputama o zbrinjavanju navedenima u Poglavlju 8.2.

6. Potrebni materijali i uredaji koji nisu dio kompleta

Instrument za PCR u stvarnom vremenu koji detektira Texas Red®, FAM™, HEX™/VIC™ i Cy5™ (pri emisiji valnih duZina od 615, 520, 556 i
670 nm). U Poglavlju 11 pogledajte modele uredaja za koje je ovaj komplet odobren.

Oprema i potrosni materijal za izoliranje virusne RNK u uzorcima iz dishog sustava.

Plasti¢na oprema za RNase/DNase slobodna gPCR: PCR epruvete, stripovi, ¢epovi, ploice sa 96 jaZica, ljepljive folije (potrebno samo za
kataloskie brojeve MD04901 i MD04902).

Pipetori i nastavci s filterom (bez RNase/DNase).

Jednokratne rukavice

VrtloZnice i centrifuge.

7. Uzimanje i priprema uzoraka

NZYtech COVID-19, Flu A/B, RSV Multiplex One-Step RT-gPCR Kit, IVD validiran je za oro-nazofaringealne briseve kao tip uzorka. Razli¢iti faktori,
kao sto je protokol uzimanja uzorka iz diSnog sustava (oro-nazofaringealni brisevi), prijenos uzorka, pohrana i vrijeme izvodenja testa, klju¢ni su
¢imbenici za postizanje optimalnih rezultata. Uzeti uzorci trebaju se testirati Sto je prije moguce. Uzorke treba prevoziti i ¢uvati na niskim
temperaturama u skladu s propisima o bioloskoj sigurnosti. RNK ili ukupne nukleinske kiseline su ekstrahirane u skladu s protokolom za NZYtech
COVID-19, Flu A/B, RSV Multiplex One-Step RT-gPCR Kit, IVD. Pobrinite se da uzorci RNK budu odgovarajudi sto se tice Cistoce, koncentracije i
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integriteta nukleinske kiseline. Omjer 2607280 0d ~2 opcenito je prihvatljiv za ¢istu RNK. Buduci da je etanol snazan inhibitor PCR-a, on se prije
eluiranja nukleinske kiseline tijekom ekstrakcije mora u potpunosti eliminirati. Komplet NZYtech sadrzi i internu kontrolnu reakciju ekstrakcije
RNA koja cilja ljudsku RNK, koja je dodatno procisé¢ena virusnom RNK. Ljudska RNK amplificira se s pomoc¢u kompleta pocetnica/proba RNase P
(RP). To je korisno za provjeru ucinkovitosti izoliranja RNK i/ili prisutnosti inhibitora tijekom obrade uzoraka.

8. Mjere opreza i upozorenja

Kao i u svakom drugom postupku analiti¢kog ispitivanja, dobra laboratorijska praksa je klju¢na. PaZljivo slijedite postupke i smjernice sadrzane u
ovom prirucniku, kako biste osigurali ispravno provodenje testiranja. Bilo kakvo odstupanje moZe za posljedicu imati neuspjelo ispitivanje ili
netocan nalaz. Zbog visoke osjetljivosti kompleta, posebnu pozornost valja obratiti na odrZzavanje reagensa i mjesavina za amplifikaciju PCR-a
nekontaminiranima.

8.1 Sigurnosne informacije

Prije uporabe kompleta proucite Sigurnosno-tehnicki list dostupan na mreznoj stranici NZYtech-a (www.nzytech.com). Otkrivanje virusa ovim
kompletom treba obavljati samo stru¢no osoblje, relevantnim tehnic¢kim i sigurnosnim postupcima u odgovarajuce opremljenim laboratorijima.
U svim uvjetima potrebno se pridrzavati medunarodnih i nacionalnih smjernica o bioloskoj sigurnosti laboratorija.

8.2 Uvjeti rukovanja i postupaka

= Samo za profesionalnu in -vitro dijagnostiku

= Nemojte koristiti komplet kojemu je istekao rok valjanosti.

= Nemojte koristiti komponente, ako je hermeticko zatvaranje osteceno.

= Nemojte medusobno mijenjati reagense razli¢itih serija proizvodnje.

= Sreagensima iz ovog kompleta ne smiju se koristiti reagensi drugih proizvodaca.

= U svim postupcima treba koristiti jednokratnu plastiénu opremu i nastavke bez DNase/RNase.

= Tijekom protokola koristite nastavke s filterima bez DNase/RNase kako biste sprijecili kontaminiranje aerosola i tekuéine.

=  Pripremu uzoraka, utvrdivanje reakcije i amplifikaciju treba obavljati u razlicitim radnim prostorima.

= Pozitivne kontrole sadrzZe veliki broj kopija predloska; treba ih otvoriti i obraditi podalje od testnih uzoraka i komponenti kompleta, kako bi
se izbjegla ukrizena kontaminacija

= Uvijek koristite vodu iz kompleta (NTC — Kontrola — bez uzorka /Voda slobodna od DNase).

= Na kraju svakog testiranja radne povrsine i opremu odistite sredstvom za uklanjanje DNK/RNK.

= Plo¢icama koje se koriste nakon amplifikacije rukujte pazljivo i bacite ih odmah nakon zavrsenog testiranja; plocice treba nakon koristenja
uvijek odlagati u spremnik za bioloski opasan otpad.

= Bioloskim uzorcima treba rukovati kao da su zarazZeni, u skladu s mjerama opreza propisanima za biolosku sigurnost

=  Ostaci kemikalija i pripravaka opcenito se smatraju opasnim otpadom. Odlaganje ovakve vrste otpada propisano je nacionalnim i regionalnim
zakonima i propisima.

= Sve nalaze trebaju interpretirati zdravstveni struc¢njaci u kontekstu anamneze bolesnika i klini¢kih simptoma

= Negativan nalaz bilo kojeg PCR testa ne iskljucuje u potpunosti mogucnost infekcije.

= Slijedite dobru laboratorijsku praksu, nosite zastitnu odjecu, uvijek nosite jednokratne rukavice bez pudera, zastitne naocale i masku. U
radnom prostoru nemoijte jesti, piti niti pusiti

9. Postupak testiranja

Prije izvodenja testiranja pazljivo procitajte upute. Ne zaboravite da se svi koraci pipetiranja i pripreme eksperimentalne plo¢e moraju obavljati
u stolnom hladnjaku ili na ledu. Cim je plo¢a popunjena odmah zapoénite protokol RT-qPCR. Produljenom inkubacijom mjesavina za reakciju na
sobnoj temperaturi mogu nastati artefakti PRC-a koji smanjuju osjetljivost detekcije. Prije poCetka eksperimenta, pocnite lagano mijesati
epruvete za reakciju iz kompleta, centrifugirajte ih 5 sekundi kako biste pokupili sadrzaj na dnu epruvete i epruvete stavite na led. Svakako
preporucujemo da pipetiranje COVID-19, Flu A/B, RSV Pozitivne Kontrole 1 i 2 obavite na kraju, kako bi se izbjegla ukrizena kontaminacija.

9.1 Priprema reakcije

Za komplete kataloski broj MD04901 i MD04902 - tubice

1. Pripremite dovoljno mjesavine RT-qPCR za broj testiranja koja treba obaviti, i dodajte jos 5 % za gubitke tijekom pipetiranja. Nastavite u skladu
s tabelom u nastavku u kojoj su specificirani volumeni za 1 i n testova (pri ¢emu n odgovara ukupnom broju reakcija). Pohranite ostatak volumena
kako je opisano u Poglavlju 5.

SADRZA! voulmT/lEESn\I (L) VOL’GTMEIESI-:I-?-\;I:A; (L)

COVID-19, FLU A/B, RSV MMIX ** 10 nx10.5

COVID-19, FLU A/B, RSV PPMIX 2 nx2.1
KONACNI VOLUMEN 12 nx12.6

* Kako biste izracunali ukupan broj reakcija potrebnih za svako ispitivanje, izbrojite broj uzoraka i dodajte jos tri, jedan za negativnu i dva za pozitivnu kontrolu.

. - s Y Yoo . O : . . .

Napominjemo da se na dnu epruvete s master mjesavinom moZe uociti talog, narocito nakon vise ciklusa zamrzavanja/odmrzavanja. Kako bi se osigurala
optimalna uspjesnost, uvjerite se da su prije pocetka upotrebe sve komponente odmrznute i reususpendirane. U tom slucaju master mjesavinu nemojte
centrifugirati prije pipetiranja.

2. Pipetirajte 12 puL RT-gPCR mix u pojedinacne jaZice prema pripremljenoj plocici za testiranje u realnom vremenu.
3. Prijedite na korak 8. za pripremu kontrola i bioloSkog materijala.



Za komplet kataloski broj MD04903 — strip sa 8 jaZica

4. Odredite broj reakcija koje su potrebne za testiranje, izbrojite vroj uzoraka i dodajte tri dodatne reakcije: jedna za negativnu i dvije za pozitivnu
kontrolu. Neiskoristeni strip sa 8 jazica ponovno skladistite, zastitite od svjetlosti, te ga za buduce koristenje pohranite kako je upisano u Poglavlju
5.

5. Pobrinite se da je strip sa 8 jaZica u potpunosti odmrznut.

6. Kratko centrigufirajte strip sa 8 jaZica kako biste osigurali homogenost. Svaka zasebna jaZica veé sadrzi 12 uL COVID-19, Flu A/B, RSV Mix,
mjesavinu koja je spremna za upotrebu NZYSupreme Multiplex RT-qPCR u jednome koraku master mjesavina

7. Prijedite na korak 8. za pripremu kontrola i bioloskog materijala.

Kontrole i uzorci

8. Za negativnu kontrolu, umjesto RNK predloska u jaZicu za negativnu kontrolu dodajte 8 uL NTC-a. Konacan volumen treba biti 20 puL..

9. Za bioloske uzorke, 8 uL svakog uzorka RNK dodajte u jaZice prema pripremljenoj plocici za testiranje. Konacan volumen u svakoj jaZici treba
biti 20 pL.

10. Za dvije pozitivne kontrole, dodajte 8 uL COVID-19, Flu A/B, RSV POS 1 (detektira SARS-CoV-2 ORFlab, Influenza B NS2, RSV L i ljudske RP
gene) te 8 uL COVID-19, Flu A/B, RSV POS 2 (SARS-CoV-2 N, Influenza A M1, RSV L | ljudske RP gene) umjesto predloska za RNK. Konacan volumen
treba biti 20 pL.

11. Komplete kataloskih brojeva MD04901 i MD04902, prekrijte i zatvorite plocu sa prikladnim opti¢kim adhezivnim folijama ili ¢epovima. Za
komplet katloskog broja MD04903, prekrijte strip sa 8 jaZica sa dodatnim ¢epovima koji se nalaze u kompletu.

12. Reakcijsku plocCicu/ strip sa 8 jaZica stavite u instrument za PCR testiranje u realnom vremenu i protokol RT-qPCR provedite u skladu s uputama
u sljedecem poglavlju.

¥ Obratite pozornost kako strip sa 8 jaZica visokog profila je izricita kompatibilan sa 0.2 mL termalnim uredajima..

9.2 Programiranje PCR uredaja u realnom vremenu

Tabela u nastavku prikazuje standardni protokol optimiziran na vise platformi. Medutim, ovi se uvjeti mogu prilagodavati i odobravati kako bi
odgovarali razli¢itim protokolima specifi¢cnima uza pojedini stroj.

PredloZene postavke za provodenje RT-PCR testa

CIKLUSI TEMPERATURA VRUEME KORAK
1 50 °C 10 min Reverzna transkripcija
1 95°C 3 min Aktivacija polimeraze
20 95 °C 5s Denaturacija
60 °C 30s Spajanje pocletnica/elongacija

* Podatci o fluroscenciji u ovome koraku trebaju biti prikupljeni kroz kanale Texas Red, FAM, VIC/HEX and Cy5.

Fluroscentne boje & Detekcijski kanali

CILJEVI FLUOROSCENTNA BOJA DETEKCIJSKI KANAL
COVID-19 ®

(SARS-CoV-2) Texas Red Texas Red/JUN
Flu A/B N

(Influenza A/Influenza B) FAM FAM

RSV HEX™ VIC/HEX or JOE
RNase P Cy5™ Cy5

NZYtech COVID-19, Flu A/B, RSV Multiplex One-Step RT-qPCR Kit, IVD kataloski broj MD04901 i MD04902 validirani su na sljede¢im Real Time
PCR sustavima: Applied Biosystems® 7500 FAST, Applied Biosystems® QuantStudio 5, Roche Life Science LightCycler® 96 System i Bio-Rad® CFX
Opus. NZYtech COVID-19, Flu A/B, RSV Multiplex One-Step RT-gPCR Kit, IVD kataloski broj MD04903 je validiran na sljede¢im Real Time PCR
sustavima: Applied Biosystems® 7500 i Bioer LineGene Mini S. Ako se koristi neka druga oprema, komplet treba odobriti korisnik koristenjem
prethodnih karakteriziranih uzoraka (pozitivnih i negativnih).

10. Analiza podataka

10.1 Kriterij za validaciju provedbe testa

Analizu podataka obavlja racunalni program uredaja. Uzimajudi u obzir razlike razli¢itih uredaja za PCR testiranje u realnom vremenu, ra¢unalni
program prag za Cetiri fluorescentna signala (Texas Red, FAM, VIC/HEX i Cy5) utvrduje automatski, uz moguénost ru¢nog podesavanja ako je to
potrebno. Prije analize rezultata uzoraka, preporucujemo da provjerite je li PCR testiranje u realnom vremenu valjano. Tako za svaku plocu
potvrdite jesu li rezultati za pozitivnu i negativnu kontrolu provedeni prema ocekivanju, u skladu sa sljedecim kriterijima:

Pozitivna kontrola: amplifikacijske krivulje FAM (Influenza B u Kontroli 1 i Influenza A u Kontroli 2), Texas Red (SARS-CoV-2 ORFlab gene u
Kontroli 1 i N gene u Kontroli 2), VIC/HEX (RSV L gene) i Cy5 (RP gene) su pozitivne. Amplifikacija pozitivnih kontrola o¢ekuje se pri Cts < 32, u
Cetiri kanala. Neispunjavanje ovog kriterija kontrole kvalitete bitan je pokazatelj da je eksperiment kompromitiran.



Negativna kontrola (nema reakcije na predlosku): nije utvrdena amplifikacija. Ako su krivulje negativne kontrole (Texas Red, FAM; VIC/HEX i
Cy5) sigmoidalne, postoji moguénost da je doslo do kontaminacije uzorka. Ponovite testiranje u skladu s dobrom praksom RT-gPCR testiranja

Ako su kontrole u skladu s oCekivanima, testiranje je valjano. Nastavite s interpretacijom rezultata testiranih uzoraka.
Ako neka od kontrola nije dala ocekivane rezultate ispitivanje je kompromitirano ili je nepravilno izvedeno i treba ga smatrati
nevazecim.

Ponovite testiranje
Ako se problem ponavlja, obratite se proizvodacu

10.2 Interpretacija rezultata testiranja

NZYtech COVID-19, Flu A/B, RSV Multiplex One-Step RT-gPCR Kit, IVD koristi sljedeée Ct cutoff vrijednosti za interpretaciju rezultata:

CT VRIJEDNOST INTERPRETACIJA REZULTATA
Amplifikacija Ct <35 Utvrdeno (+) = POZITIVNO
Nema amplifikacije Ct>35 Nije utvrdeno (-) 2 NEGATIVNO

SARS-CoV-2 je utvrden ako Texas Red amplifikacijska krivulja pokazuje sigmoidalni oblik sa Ct<35, neovisno o dobivenome rezultatu P (Cy5) u
ispitivanju.

Influenza A i/ili Influenza B je utvrdena ako FAM amplifikacijska krivulja pokazuje sigmoidalni oblik sa Ct<35, neovisno o dobivenome rezultatu
P (Cy5) u ispitivanju.

RSV je utvrden ako VIC/HEX amplifikacijska krivulja pokazuje sigmoidalni oblik sa Ct<35, neovisno o dobivenome rezultatu P (Cy5) u ispitivanju.

SARS-CoV-2, Influenza A i/ili Influenza B, RSV nisu utvrdeni ako Texas Red, FAM i VIC/HEX nisu amplificirane ili se amplificiraju sa Ct>35, dok
RNase P (Cy5) testiranje pokazuje pozitivnu sigmoidalnu krivulju Ct<40).

Test nije vaZedi ako su ispitivanja na SARS-CoV-2, Influenza A/B, RSV i RNase P negativna. Testiranje treba ponoviti s nukleinskom kiselinom
ponovno procis¢enom iz uzorka.

Tabela u nastavku saZeto prikazuje interpretaciju glavnih rezultata (ocjenu ukupnog oblika krivulja amplifikacije; na pravu amplifikaciju upuéuju
samo sigmoidalne krivulje

?’I"\;(SAETR\IQ Dz) T/F:'(JFE::&;\ (VI?/SI-YEX) (CRYF;) INTERPRETACIJA REZULTATA
+ - - +-" SARS-CoV-2 utvrden - POZITIVNO
- + - +/-* Influenza A/B utvrdena = POZITIVNO
- - + +- RSV = POZITIVNO
+ + - +/- SARS-CoV-2 i Influenza A/B utvrdeni = POZITIVNO
+ - + +- SARS-CoV-2 i RSV utvrdeni = POZITIVNO
- + + +/- Influenza A/B i RSV utvrdeno - POZITIVNO
+ + + +/-" SARS-CoV-2, Influenza A/B, RSV utvrdeno - POZITIVNO
- - - + SARS-CoV-2, Influenza A/B i RSV nisu utvrdeni = NEGATIVNO
- - - - Testiranje nije valjano, ponovite ekstrakciju

* Detekcija Unutarnje kontrole na Cy5 kanalu nije potrebna za pozitivne rezultate na Texas Red, FAM, or VIC/HEX detekcijskim kanalima.
Visoka koncentracija/velika prisutnost virusne RNA u uzorku moZe dovesti od odsutnog ili induciranog signala..

Napomena: Interpretacijom rezultata mora se razjasniti mogucnost lazno negativnih ili lazno pozitivnih rezultata.

= lako je rizik od lazno negativnih rezultata maniji jer je ovaj test osmisljen s dvojnim ciljem, lazno negativni rezultati mogu biti posljedica:
— nepravilnog uzimanja uzorka, rukovanja i/ili ¢uvanja uzoraka.
—  Uzorka prikupljenog izvan virulentne/simptomatske faze.
—  Degradacije uzorka.
—  Prisutnosti RT-gPCR inhibitora.
—  Mutacije u genomu virusa.
— nepridrZzavanja postupaka navedenih u ovom prirucniku.
—  koriStenja neodobrenog kompleta za ekstrakciju ili platforme za PCR u realnom vremenu.

= LaZno pozitivni rezultati mogu biti posljedica:
— nepravilnog rukovanja uzorcima koji sadrze visoku koncentraciju virusne RNK. Visoka moguénost detekcija RT-gPCR metode za
ukrizenu kontaminaciju mora se uzeti u obzir tijekom RNK ekstrakcije.
—  nepravilnog rukovanja pozitivnim kontrolama.
— nepravilnog rukovanja amplificiranim proizvodom (postamplifikacijska ploca).



Negativan nalaz ne iskljucuje infekciju i ne bi ga trebalo koristiti kao jedinu osnovu za donosenje odluke o lijecenju ili drugom obliku postupanja
s bolesnikom. Nadalje, ovim se testom ne mogu iskljuciti bolesti koje uzrokuju drugi bakterijski ili virusni patogeni organizmi.

11. Ocjena uspjesSnosti

Uspjesnost ovog kompleta provjerena je za instrumente navedene u poglavlju 9.2 (pogledajte ranije navedeno poglavlje) Ako se koristi neka
druga oprema, komplet treba odobriti korisnik koristenjem prethodnih karakteriziranih uzoraka (pozitivnih i negativnih).

11.1 Ocekivani rezultati

Tipicni dijagrami amplifikacije za negative klinicke uzorke (slika 1A) ili uzorke uzete od bolesnika inficiranih virusom SARS-CoV-2 (Slika 1B), ko-
infekcije sa SARS-CoV-2 i Influenza A/B (C) i ko-infekcije sa SARS-CoV-2, Influenza A/B, i RSV (D), prikazani su na Slici 1.

11.2 Limiti detekcije (LoD) — Analiticka osjetljivosti

Analiticka osjetljivost definirana je kao najniza koncentracija analita koja se moze pouzdano detektirati s pouzdanos¢u od 95 %. Ocjenjivana je
ispitivanjem nukleinskih kiselina SARS-CoV-2, RSV, Influenza A i Influenza B s razli¢itim brojem kopija pojedinacno ili uz dodani standard (engl.
spiked) u RNK ekstrahiranu iz negativnog uzorka oro- nazofarinksa, s pomocu tri razliite serije kompleta uz prac¢enje standardnih uvjeta reakcije
na testiranje. Testiranja su se ponavljala kroz Cetiri dana, izradeno je 48 replikata svake ispitane koncentracije. Zajedno, ovi podatci su otkrili
kako NZYtech COVID-19, Flu A/B, RSV Multiplex One-Step RT-gPCR Kit, IVD otkriva 0.25 kopija/uL SARS-CoV-2, 0.375 kopija/uL Influenza A,
0.375 kopija/uL Influenza B i 0.375 kopija/uL RSV s pouzdano$éu od 295%.

Tako je utvrdeno kako pokusni limit detekcije (LoD) iznosi 0.25 kopija/uL ili 250 kopija/mL SARS-CoV-2, 0.375 kopija/uL ili 375 kopija/mL za RSV,
0.375 kopija/uL ili 375 kopija/mL za Influenza A te 0.375 kopija/uL ili 375 kopija/mL za Influenza B. Pokusni LoD je potvrden za MD04901 i
MDO04902 od strane dva razli¢ita operatora koristenjem triju kit u jednom eksperimentu od ukupno 48 replikata matrice negativnog brisa oro-
nazofarinksa (OPS/NPS) kao uzorka, kojima su dodavani (eng. Spiked) razli¢itim koncentracijama virusa (inaktiviranih) i to SARS-CoV-2, Influenza
A, Influenza B, RSV Aiili RSV B. Bilo NPsiili OPS uzorcima dodavane su razli¢ite koncentracije virusa sljedecih sojeva: SARS-CoV-2 (Omicron varijanta
izolat) virus, Influenza A virus: soj A/Michigan/45/2015 (H1IN1) pdm09), soj A/Singapore/ INFIMH-16-0019/2016 (H3N2), Influenza B virus soj
B/Colorado/06/2017 (Vitoria lineage) i soj B/Phuket/3073/2013 (Yamagata loza), RSV A i RSV B (soj CH93 (18)-18), u nekoliko koncentracija te se
pristupilo testiranju sa NZYtech COVID-19, Flu A/B, RSV Multiplex One-Step RT-gPCR Kit, IVD. LoD kompleta je potvrden za komplet kataloskog
broja MD04903 od strane dva razlicita operatora, pritom koristedi tri serijska broja kompleta. Ovaj je eksperiment obuhvatio ukupno 48 replikata
negativnih OPS/NPS uzoraka, kojima su dodane razli¢ite koncentracije virusa SARS-CoV-2, Influenza A, Influenza B, RSV A ili RSV B.
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zarazenih virusom SARS-CoV-2 (B), virusom influence A i/ili Influence B (C) ili i virusom SARS-CoV-2 and Influenza A/B (C) i ko-infekcije sa
SARS-CoV-2, Influenza A/B, i RSV (D). Plava krivulja, otkrivanje ciljeva SARS-CoV-2 vRNA kroz kanal Texas Red/JUN . Crvena krivulja, detekcija
ciljeva virusa influence A i/ii influence B kroz kanal FAM™ _ Narandasta krivulja, detekcija RSV L gene kroz VIC/HEX kanal. Zelena krivulja, detekcija
ljudskog gena RNase P gena kroz Cy5 kanal.

Analiticka osjetljivost NZYtech COVID-19, Flu A/B, RSV Multiplex One-Step RT-qPCR Kit, IVD u kontekstu ko-infekcije (kompetitivna interferencija)
kao scenarija ocjenjivana je provedbom niza serijskih eksperimenata razrjedivanja koristenjem laznih uzoraka koinfekcije za svaki od dva virusna
cilja. Za stvaranje laznih uzoraka koinfekcije, to¢no 103 kopija RSV, 103 kopija Influenza A i 103 kopija Influenza B nukleinskih kiselina dodano je
standardnoj krivulji za SARS-CoV-2. Nasuprot tome, 103 kopija SARS-CoV-2 i 103 kopija RSV dodano je standardnoj krivulji zasebno za Influenza A
i Influenza B. Naposlijetku 103 kopija SARS-CoV-2, 103 kopija Influenza A te 103 kopija Influenza B nukleinskih kiselina dodani su RSV standardnoj
krivulji. Cetverostruki uzorci triju serija kompleta (§to ukupno &ini 12 replikata po jednom razrjedivanju) ispitano je kompletom za RT-qPCR
multipleks testiranje COVID-19, Flu A/B, RSV Multiplex One-Step RT-qPCR Kit, IVD kako bi se odredila osjetljivost ispitivanja kad je u uzorku
prisutno viSe virusnih ciljeva. Podatci su utvrdili kako je LoD SARS-CoV-2 ostao nepromijenjen u slucaju ko-infekcije. Medutim, LoD RSV se
promijenio u 0.75 kopija/uL ili 750 kopija/mL te Influenza B se promijenila 1.25 kopija/uL ili 1250 kopija/mL u slu¢aju koinfekcije. Za Influenza A
LoD se promijenio u 2.5 kopija/uL ili 2500 kopija/mL u sluéaju ko-infekcije.



11.3 Analiticka reaktivnost (inkluzivnost) i analiticka specificnost

Inkluzivnost i unakrsna reaktivnost ocjenjivani su in silico analizom oligonukleotidnih proba i pocetnica na patogene organizme povezane sa
virusom SARS-CoV-2, Influenza Ai Influenza B, RSV odnosno normalne patogene organizme koji uzrokuju infekciju sa sli¢cnim simptomima. Nakon
provedene in silico analize, uoCeno je da se ovakvim detektiranjem otkrivaju svi SARS-CoV-2, Influenza A i Influenza B, i RSV virusni sojevine
prikazuje nikakva reaktivnost s virusima koji nisu s njima povezani. Osim in silico analize, testiranje, COVID-19, Flu A/B, RSV Multiplex One-Step
RT-gPCR Kit, IVD, obavljeno je na nukleinskim kiselinama uobicajenih mikroba oralnog i diSnog sustava koje je obuvatilo Bacteroides ovatus,
Bacteroides thetaiotaomicron, Burkholderia vietnamiensis, Dickeya dadantii, Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae, Mycobacterium
intracellulare, Mycobacterium mageritense, Mycobacterium smegmatis, Nocardia nova, Pseudomonas mendocina, Streptococcus mutans,
Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Streptomyces avermitilis, Streptomyces albidoflavus. Nijedan od patogena testiran NZYtech
COVID-19, Flu A/B, RSV Multiplex One-Step RT-gPCR Kit, IVD nije generirao signal amplifikacije koji bi se mogao detektirati.

Ucinak 17 potencijalnih interferirajucih tvari je uvrsteno u testiranje koje se sastojalo od negativnog nasofaringealnog uzorka kojem je dodan
SARS-CoV-2 pozitivan primjerak na ~3x LoD. Potencijalno interferirajuce tvari su dodane uzorcima u koncentracijama koje se mogu naci u
maksimalnim razinama unutar uzorcima respiratornog sustava kod ljudi koji su opisani u literaturi. Svi testovi su provedeni u triplikatu koristeci
tri proizvodne serije, te su rezultati usporedeni sa testom koji je predstavljao kontrolni test i nije sadrzavao interferirajuce tvari. Nakon testiranja,
rezultati su pokazali kako niti jedna molekula nije uzorkovala promjenu u osjetljivosti testa. Tablica ispod prikazuje rezultate testiranja. Svi
eksperimenti su se odvijali na Applied Biosystems™ 7500 FAST Real-time PCR uredaju (koriste¢i 7500 software v2.3).

POTENCIJALNA INTERFERIRAJUCA KONCENTRACUA INTERFERIRA DA (D), NE (N)
TVAR AKTIVNI SASTOJAK U UZORKU
SARS-CoV-2 | FLUA FLUB RSVA | RSVB
Izotoni¢na morska voda (Rhinomer) NaCl 15% v/v N N N N N
Sprej za grlo, oral anestetik, i analgesik Flurbiprofen 5% v/v N N N N N
(Strepfen)
- - lergiio —
8:;223 zanos (Sprej za alergije Fluticasone propionate 5% v/v N N N N N
Nazalni kortikosteriodni j
(l\?::orr];e?) fkosteriodni sprej Mometasone furoate 5% v/v N N N N N
Nazalr?| kortikosteriodni sprej Budesonide 5% v/v N N N N N
(Pulmicort)
Antimikrobna t ija, sist tsk .
(Trlo'gqe'x)ro nateraplja, sistematsia Trobamycin 10 pg/mL N N N N N
Analgetik za usta, protupalni (Pyralvex) Rhubard extract, salicilna kiselina 5% v/v N N N N N
Antifungalni | antibakterijski (Daktarin) Miconazole 5 mg/mL N N N N N
. L L, Chlorhexidine gluconate, o
Antiseptici za ispiranje usta (Eludril Gé) Chlorobutanol hemihydrate 5% v/v N N N N N
Sirupi za kasalj (Codipront) Codeine, Phenyltoloxamine citrate 5% v/v N N N N N
Puna krva (ljudska) - 4% v/v N N N N N
Antiviralni lijek (Tamiflu) Oseltamivir 7.5 mg/mL N N N N N
Mukolitik (Mucosolvan) Ambroxol hydrochloride 5% v/v N N N N N
Kapi za nos (Nasarox) Oxymetazoline Chlorhydrate 10% v/v N N N N N
Antibiotic, nazalna primjena L
(Bactroban) Mupirocin 5 mg/mL N N N N N
Slina (ljudska) - 25% v/v N N N N N
Etanol Alkohol 5% v/v N N N N N

11.4 Preciznost

Preciznost ispitivanja NZYtech COVID-19, Flu A/B, RSV Multiplex One-Step RT-gPCR Kit, IVD utvrdena je ponovljenim testiranjem pozitivnih
uzoraka koji predstavljaju dvije razine virusnog optereéenja, 3x LoD i 30x LoD kopija po reakciji, uz dodatni standard ( eng.spiked) u RNA
ekstrahiranu iz negativnih orofaringealnih uzoraka, pri tome koristeéi 3 razliite prozivodne serije kompleta uz praéenje standardnih uvjeta
reakcije na testiranje. Preciznost se ocjenjivala mjerenjem prosjeka Cq, Cq koeficijenta varijacije i postotka detekcije replikata, kako je u nastavku
opisano za svaki pojedini slucaj. Podaci su saZeti u tri tabele (po jedna za svaki cilj) prikazane u nastavku.

11.4.1 Ponovljivost

Ponovljivost je ocjenjivao jedan operator analizom 12 replikata istog uzorka sample (3x LoD i 30x LoD kopija po reakciji), $to ukupno ¢ini 24

provedena testiranja po cilju.

11.4.2 Dnevna reproducibilnost

Dnevnu reproducibilnost (reproducibilnost unutar laboratorija) ocjenjivao je jedan voditelj analizom 48 replikata svakog uzorka (3x LoD i 30x LoD
kopija po reakciji), tijekom 4 dana, s 12 replikata svake koncentracije po danu (ukupno je obavljeno 96 ispitivanja po cilju).



11.4.3 Reproducibilnost prema proizvodnim serijama “eng. Lot — to — lot”

Reproducibilnost medu proizvodnim serijama ocjenjivao je jedan operator analizom 84 replikata svakog uzorka (3x LoD i 30x LoD kopija po
reakciji) koristeci 3 razlicite serije kompleta s 28 replikata po seriji.

11.4.4 Reproducibilnost po operatoru

Reproducibilnost po voditelju ocjenjivali su testiranjem 24 replikata svakog uzorka (3x LoD i 30x LoD kopija po reakciji), i to Cetiri razli¢ita voditelja
sa 6 replikata po operatoru te po virusnom optereéenju, $to ukupno ¢ini 36 replikata po voditelju , ukljucujuci 3 cilja kompleta.

11.4.5 Reproducibilnost medu uredajima

Reproducibilnost medu uredajima pri ¢emu su se koristili kompleti kataloskih brojeva MD04901 i MD04902 odredio je operator kroz testiranje
24 replikata svakog uzorka (3x LoD i 30x LoD kopija po reakciji), koristeci dva razli¢ita qPCR uredaja (Applied Biosystems™ 7500 FAST, Applied
Biosystems™ QuantStudio 5), u ukupno 48 testova po uzorku. Dodatno, reproducibilnost medu uredajima koristeéi komplet referentnog broja
MDO04903 takoder je odredio operator kroz testiranje 24 replikata svakog uzorka (3x LoD i 30x LoD kopija po reakciji), koristeéi dva razlicita gPCR
uredaja (Applied Biosystems™ 7500 i Bioer LineGene Mini S), u ukupno 48 testova po uzorku.

Preciznost NZYtech COVID-19, Flu A/B, RSV Multiplex One-Step RT-qPCR Kit, IVD, kod otkrivanja ciljeva SARS-CoV-2.

SARS-CoV-2 (KOPIJA/REAKCUI)

VARIABLA 3XLOD 30X LOD
PONOVUIVOST n 12 12
Srednji Cq 33.84 30.75
Koeficijent varijacije (%) 0.61 0.19
% detekcije replikata 100 100
DNEVNA PONOVLUIIVOST n 48 48
Srednji Cq 33.79 30.66
Koeficijent varijacije (%) 2.02 1.62
% detekcije replikata 100 100
PONOVUIVOST PO SERJAMA n 84 84
Srednji Cq 33.82 30.59
Koeficijent varijacije (%) 1.96 1.60
% detekcije replikata 100 100
PONOVLIVOST PO n 24 24
OPERATORU Srednji Cq 33.86 30.73
Koeficijent varijacije (%) 1.26 1.13
% detekcije replikata 100 100
PONOVUIVOST MEBU n 48 48
UREDAJIMA Srednji Cq 33,75 30.80
Koeficijent varijacije (%) 2.25 2.62
% detekcije replikata 100 100

Preciznost NZYtech COVID-19, Flu A/B, RSV Multiplex One-Step RT-qPCR Kit, IVD, kod otrkivanja ciljeva Influenza A.

INFLUENZA A (KOPIJA/REAKCUI)

VARIJABLA
3XLOD 30X LOD
PONOVUIVOST n 12 12
Srednji Cq 34.39 31.26
Koeficijent varijacije (%) 331 1.05
% detekcije replikata 100 100
DNEVNA PONOVUIVOST n 48 48
Srednji Cq 34.30 30.92
Koeficijent varijacije (%) 2.90 1.52
% detekcije replikata 100 100
PONOVLUIVOST PO SERJAMA n 84 84
Srednji Cq 34.28 30.76
Koeficijent varijacije (%) 2.55 1.88
% detekcije replikata 100 100
PONOVUIVOST PO n 24 24
OPERATORU Srednji Cq 34.14 30.97
Koeficijent varijacije (%) 1.43 0.57
% detekcije replikata 100 100
PONOVUIVOST MEBU n 48 48
UREDAJIMA Srednji Cq 33,82 30.28
Koeficijent varijacije (%) 3.39 3.09
% detekcije replikata 100 100
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Preciznost NZYtech COVID-19, Flu A/B, RSV Multiplex One-Step RT-qPCR Kit, IVD, kod otkrivanja ciljeva Influenza B.
INFLUENZA B (KOPIJA/REAKCUI)

VARUJABLA
3x LoD 30X LOD
PONOVUIVOST n 12 12
Srednji Cq 33.87 30.63
Koeficijent varijacije (%) 1.85 1.19
% detekcije replikata 100 100
DNEVNA PONOVUIVOST n 48 48
Srednji Cq 33.75 30.23
Koeficijent varijacije (%) 2.10 2.56
% detekcije replikata 100 100
PONOVUIVOST PO SERIJAMA n 84 84
Srednji Cq 33.73 30.23
Koeficijent varijacije (%) 1.99 2.00
% detekcije replikata 100 100
PONOVUIVOST PO n 24 24
OPERATORU Srednji Cq 33.70 30.34
Koeficijent varijacije (%) 1.51 0.65
% detekcije replikata 100 100
PONOVUIVOST MEBU n 48 48
UREDAJIMA Srednji Cq 33.59 30.01
Koeficijent varijacije (%) 2.86 2.46
% detekcije replikata 100 100

Preciznost NZYtech COVID-19, Flu A/B, RSV Multiplex One-Step RT-qPCR Kit, IVD kod otkrivanja ciljeva RSV.
RSV (KOPIJA/REAKCUI)

VARIJABLA
3XLOD 30X LOD
PONOVUIVOST n 12 12
Sredniji Cq 33.66 30.126
Koeficijent varijacije (%) 1.00 0.84
% detekcije replikata 100 100
DNEVNA PONOVUIVOST n 48 48
Srednji Cq 33.24 30.05
Koeficijent varijacije (%) 2.55 0.84
% detekcije replikata 100 100
PONOVUIVOST PO SERJAMA n 84 84
Srednji Cq 33.50 30.26
Koeficijent varijacije (%) 2.16 1.23
% detekcije replikata 100 100
PONOVLUIVOST PO n 24 24
OPERATORU Srednji Cq 33.32 30.18
Koeficijent varijacije (%) 2.85 1.33
% detekcije replikata 100 100
PONOVUIVOST MEBU n 48 48
UREDAJIMA Srednji Cq 32,67 29.83
Koeficijent varijacije (%) 2.97 2.14
% detekcije replikata 100 100

11.5 Klinicka evaluacija

Uspjesnost izvodenja NZYtech COVID-19, Flu A/B, RSV Multiplex One-Step RT-qPCR Kit, IVD procjenjena je na prikupljenim uzorcima oro —
nazofaringealnim brisevima u laboratoriju za molekularnu dijagnostiku . Ukupno je testirano 1516 klinickih uzoraka, od toga 850 negativnih
uzoraka; 293 pozitivnih klini¢ki uzoraka na SARS-CoV-2 (prikupljenih od Svibnja 2021 do Lipnja 2022, period koji pokriva pojavu razli¢itih valova
SARS-CoV-2); 123 pozitivnih klinickih uzoraka na Influenza A (41 za AH1, 41 za AH1N1 pdm, 41 za AH3); 82 pozitivna klinicka uzorka na Influenza
B (41 za Vitoria lozu te 41 za Yamagata lozu); 168 pozitivna uzorka na RSV (88 za podtip A i 88 podtip B). Podatci su utvrdili 99%-tno poklapanje
za sve pozitivne i negative testirane uzorke. Nadalje, usporedba klinicke izvodljivosti NZYtech COVID-19, Flu A/B, RSV Multiplex One-Step RT-
gPCR Kit, IVD kataloski broj MD04901 i kataloski broj MD04903 takoder je izvedena. Podatci su utvrdili podudaranje 100% klinicke osjetlivosti
(PPA) te 100% klinicke specificnosti (NPA) za sve pozitivne i negativne testirane uzorke.

12. Kontrole kvalitete

Sve komponente NZYtech COVID-19, Flu A/B, RSV Multiplex One-Step RT-qPCR Kit, IVD ispitane su u skladu s ranije opisanim protokolima.
Heksaplex real-time PCR sustav omogucava detekciju ciljeva prethodno opisanih za identifikaciju SARS-CoV-2 viralne RNA (RdRp i N gena),
Influenza A/B viralne RNA (M1 i NS2 gena), RSV viralne RNA (L gene), kao i ljudske RNase P (RP gena). Pozitivne amplifikacije uocene su za ciljane
gene, pozitivhu kontrolu i interne kontrole kroz Texas Red, FAM, HEX/VIC te Cy5 kanale, prema njima pripadaju¢im bojama kompleta
pocetnica/proba.
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13. Tehnicka podrska

Za tehnicku podrsku obratite se nasem posebnom timu za tehni¢ku podrsku na broj telefona: +351 (0) 21 364 35 14 ili e-postom na:

info@nzytech.com.

14. Robne marke i izjave o odricanju od odgovornosti

Sve robne marke koje se pojavljuju u ovom priru¢niku vlasnistvo su njihovih vlasnika..

15. Objasnjenje simbola

IVD In vitro dijagnosticki medicinski Pogledati Upute za uporabu

proizvod

Upotrijebiti do

LOT Broj serije

Ogranicenje temperature v Dovoljno za

'\\ / Drzati podalje od sunceve

— . . Ly
Pozitivna kontrola svjetlosti (mjesavina
CONTROL)+ //\ pocetnica/proba)

[
i]
R E F Katalogki broj M Proizvodac
o
l -
24N

CONTROL! - Negativna kontrola
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16. Izjava o sukladnosti
Naziv proizvoda: COVID-19, Flu A/B, RSV Multiplex One-Step RT-qPCR Kit, IVD
Kataloski broj: MD04901, MD04902 i MD04903
Namjena: SARS-CoV-2, Influenza A i Influenza B, te RSV kvalitativno utvrdivanje
Klasifikacija: Ostalo (nije pokriveno Annex Il ili nije namjenjeno za samotestiranje) u skladu sa EC Direktivom 98/79/EC
Proizvodac: NZYtech - Genes & Enzymes,
Estrada do Pago do Lumiar, Campus do Lumiar
Edificio E, R/C,
1649-038, Lisboa
Portugal
Drustvo, NZYtech, Lda—Genes & Enzymes, ovime izjavljuje da je proizvod na koji se odnosi ova izjava o svojstvima, u skladu sa sljede¢im normama
i drugim normativnim ispravama 1SO 9001:2015 i ISO 13485:2016, temeljem odredbi Direktive 98/79/EC o in vitro dijagnostickim medicinskim

uredajima i EU Regulative 2017/746 o in vitro dijagnosti¢kim medicinskim proizvodima kako je prenesena u nacionalna zakonodavstva drzava
Clanica Europske unije.

Tehni¢ka dokumentacija o proizvodu ¢uva se u NZYtech, Estrada do Pago do Lumiar, Campus do Lumiar - Edificio E, R/C, 1649-038 Lisabon,
Portugal.
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Joana Bras, PhD
Tehnicki direktor
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