VER.1del 01/12/2022

Subgenomico N (sgN) SARS-CoV-2
ONE-STEP RT-PCR KIT

C LOGO CONTENUTO DEL KIT

REF: INFET-004-100 /I kit e composto da: reagenti per la
Codice RDM: 2218988/R retrotrascrizione e amplificazione in
Test: 100 Reazioni: 110 Real-Time PCR* non forniti nel kit i
Codice CND: WOI05040599 reagenti per la estrazione di RNA.
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Metodica molecolare “NAT" (Nucleic Acid Testing): determinazione qualitativa del genoma virale di SARS-CoV-2

(geni ORFlab-poliproteina, E-envelope e subgenomico-N) e del gene umano RNase P mediante tecnica RT-PCR

(Reverse transcriptase-polymerase chain reaction) e successiva rilevazione in PCR-Real-time. La presenza del marcatore
subgenomico-N consente la distinzione dei pazienti positivi con stato di carica virale attiva ed infettivi dai pazienti positivi
con stato di carica virale non attiva e non infettivi. Kit ottimizzato per strumentazione Real-Time PCR Biorad CFX96 Dx,

Biorad Opus Dx e Agilent AriaDx.

II'kit INFET-004 consente la determinazione del genoma virale anche nel caso di infezioni sostenute dalle varianti

SARS-CoV-2.

BASI SCIENTIFICHE

SARS-CoV-2 & un virus con “envelope” e con genoma
a RNA a filamento singolo di ~30 kb appartenente al
genere betacoronavirus. E' noto che i coronavirus
producono frammentidi RNA subgenomici (sgRNAS)
e che tali frammenti possono essere considerati
markers di replicazione virale. Gli RNA subgenomici,
infatti, sono particolarmente abbondanti durante
l'infezione precoce (fino a 70 volte piu abbondante di
RNA genomico del virus al picco della trascrizione
dell'lRNA). L'espressione di sgN mRNA, in particolare,
riflette uno stadio di replicazione virale e consente di
discriminare tra una fase attiva di replicazione ed uno
stato di portatore a medio-lungo termine, in cui vi &
accumulo di materiale genomico virale senza essere
piu infettivi.
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SIGNIFICATO CLINICO

La ricerca del genoma virale SARS-Cov-2 puo essere
effettuata su tampone naso-orofaringeo attraverso
metodica molecolare NAT (Nucleic Acid Testing) in
modo da identificare i soggetti in cui la infezione &
presente.

Tale approccio, infatti, consente di identificare la
presenza dei geni virali nel tampone naso-
orofaringeo in modo altamente specifico e sensibile.
| test comunemente usati, perd, non forniscono
informazioni sulla presenza di carica virale attiva o
meno. E’ noto, infatti, che la carica virale raggiunge
un picco precoce nelle infezioni da SARS-CoV-2 e poi
diminuisce gradualmente, con piccole quantita di
RNA virale che possono rimanere nel tratto
rinofaringeo per settimane o talvolta mesi.
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CONTENUTO DEL KIT

DESCRIZIONE ETICHETTA VOLUME CONSERVAZIONE
Mix RT-PCR Mix RT-PCR 4X 1x 560 ul -20°C
Mix probes e oligonucleotidi
Mix per geni subN, ORFla, E envelope e Mix sgN SARS-CoV-2 1x 560 pl -20° C
RNaseP

RNA ricombinante

Controllo positivo (200 copie/ul) Control + 1% 40 pl -20° C
Buffer

Controllo negativo Control - 1x 80 pl -20° C

CARATTERISTICHE TECNICHE

COD. INFET-004-100

STABILITA
STATO DEI REAGENTI

MATRICE BIOLOGICA

CONTROLLO POSITIVO
STRUMENTI PCR REAL TIME VALIDATI
TECNOLOGIA

TEMPO DI ESECUZIONE
PROFILO TERMICO

SPECIFICITA ANALITICA

SENSIBILITA ANALITICA: LIMIT OF DETECTION (LOD)
SENSIBILITA ANALITICA: LIMIT OF BLANK (LOB)
RIPRODUCIBILITA

SPECIFICITA’ DIAGNOSTICA/ SENSIBILITA’ DIAGNOSTICA
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18 mesi

Pronti all'uso

RNA totale di cellule contenute in tampone rinofaringeo e/o
orofaringeo

RNA ricombinante

Biorad CFX96 Dx, Biorad Opus Dx e Agilent AriaDx

RT-PCR (Reverse transcriptase-polymerase chain reaction) e
successiva rilevazione con gPCR-Real-time

75 min

1ciclo a 50 °C (15 min); 1 ciclo a 95 °C (2 min); 44 ciclia 95 °C
(5sec) + 60 °C (45 sec)

Assenza di appaiamenti aspecifici di oligonucleotidi e sonde;
assenza di cross-reattivita

30 copie di genoma virale

0% NCN

99,9%

100% /98%
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