BIOOTEECEHNOLOGIES

©)DIANA

DB-1206

Automated RNA Isolation Kit
for Agilent Bravo

Uzivatelska prirucka

Verze: DB-1206-007-201124
Revize: 1.2 CZE
Posledni aktualizace: 20.12.2020

C€ IvD

DB-1206-10x96rxns

DIANA Biotechnologies s.r.o., Nad Safinou Il 366, 25250 Vestec, Czech Republic
Email: support@dianabiotech.com, Web: www.dianabiotech.com



mailto:support@dianabiotech.com
http://www.dianabiotech.com/
https://www.google.cz/url?sa=i&url=https%3A%2F%2Fwww.vitlab.com%2Fen%2Fproducts%2Fpipetting%2Fpipette-tips%2Fproduct%2Fcont%2Fpipette-tips-05-20-ul%2F&psig=AOvVaw0lWN6n2uJ4AA5R_gX7wwa5&ust=1595275256504000&source=images&cd=vfe&ved=0CAIQjRxqFwoTCPjsuM6N2uoCFQAAAAAdAAAAABAD

l

Automated RNA Isolation Kit for Agilent Bravo — UZivatelska prirucka
Verze DB-1206-007-201220 v1.2 CZE

Obsah

4

DINNA

BIOTECHNOLOGIES

L UVOD ettt et eeen 3
1.1 Uel @ POUZIti SOUPTAVY «..ocvveveecreriereeriasssseesssseessssessssssesssseeses 3
1.2 Kontroly pro pouZiti S&€ SOUPIaVOU .........cceeeeerererreirietrieinieenieseseesesseressnens 3
1.3 0becné UPOZOrNENT ...ccucivveeirieiiriciieeec et 3
1.4 Charakteristiky teStU .......ccccvevnecineincircceeeee 4
1.5 Bezpelnostni UPOZOrNEN.......ccuvveuirieririiriiiieiretniet et 5

2 SezNAM MALEITAIU ....euiiiiicirieece e 6
2.1 PoZzadované laboratorni vybaveni........c.cccecveinniniennceneeneeseeeenes 6
2.2 Pozadovany materidl, ktery neni soucasti SOUPravy ........cceceeeveeervecennene 6
2.3 Material, ktery je SOUCAST SOUPTaVY .....ccovveiveeeireniirinieisreesee ettt 7
2.4. Stabilita jednotlivych sloZek soupravy ........c.ccceeeveeneenne. 7

3 Pfiprava reagencii pro RNA iZolaci ......coeeeveeirieinieinieineinecesecseeveeeeenene 8
3.1 Obecné postupy 8
3.2. Pfiprava reagencii a plastu pro RNA izolaci .....c.cccceevrvrvrenennene 8
3.3 Priprava krabicek se Spickami......cccccecevierenininininescccceeeeese e 8
3.4 Priprava Lysis Buffer CONCENLrate ......c.ceceveeererenisesesesesesese e 9
3.5 Priprava desticek REAGENT plate a BEAD plate .....c.ccoceeevvvrerenennene 9
3.6 PHPrava VZOrKU ....ccccueeiveiiicisiccsiee ettt 9
3.7 Priprava lyzacniho pufru ... 10
3.8 PFidani vzorkd do LYSIS&SAMPLE plate 11
3.9 Kontroly pro poufZiti se soupravou................ 12

4 Protokol pro automatizovanou izolaci RNA..........cccceceverenennne 13
4.1 0becn€ informace ... 13
4.2 Spusténi RNA izolacniho protokolU ........cceeeereneninesineccceceeeee e 13

5 Postup pro izolaci RNA ze slin 17
5.1 PFiprava lyza¢niho pUfru ....cccoceeveeveineinccc e 17
5.2 Pfidani vzork( do LYSIS&SAMPLE plate .......ccocevevverererrvnnene 18

6 Postup pro manudini izolaci RNA ........cocccveiireinnennerneesee s 18

7 Pravni upozornéni .... 19

8 Seznam kompatibilnich SOUPrav........ccccccvcvrnieccccirneeee 19

9 PouZité grafické symboly .......cccccveireiniiinninneseeeeeen 20

10 PFIIONQ .ttt 21
10.1 Navod na spravné zvoleni poctu pouZiti Master Mix tip box 21
10.2 Test nabrdani Spi¢ek pred RNA izolaci ......cccoeereerirvenennene. 22
10.3 Navod na opravu Spatné zadaného poctu pouZziti Master Mix tip box 23
10.4 Navod na dodatecné napipetovani PCR destiCky ........covverurereruenennene 25
10.5 Oznaceni kvadrantl v 384 jamkové desticce 26

SOUNINNY PrOtOKOL .. .c.ecviiriiicieiriecrieere et 27

DIANA Biotechnologies s.r.o., Nad Safinou Il 366, 25250 Vestec, Czech Republic

Email: support@dianabiotech.com, Web: www.dianabiotech.com 2



mailto:support@dianabiotech.com
http://www.dianabiotech.com/

Automated RNA Isolation Kit for Agilent Bravo — UZivatelska pfirucka [‘ ] DI \N \

Verze DB-1206-007-201220 v1.2 CZE SHOTEEHNOL IS

1 Uvod

1.1 Ueel a pouZiti soupravy

Automated RNA Isolation Kit for Agilent Bravo slouZi k izolaci celkové RNA z biologickych
(lidskych) vzorkd za ucelem detekce rlznych virovych respiracnich onemocnéni, zejména
COVID-19 (SARS-CoV-2), a dale chripky A nebo B ¢i RSV (Respiratory syncytial virus) a dalSich.
Souprava je optimalizovdna pro poutziti pipetovaci stanice Agilent Bravo, ale je mozné ji pouzit
i s jinymi laboratornimi automaty ¢i manualné, protokol pro tyto pfipady je popsan v sekci 7.

Tato souprava byla validovana pro izolaci RNA viru COVID-19 z klinickych vzork, kdy je ziskana
RNA nasledné analyzovana pomoci RT-PCR s cilem detekovat sekvence RNA viru COVID-19.
Pro tento ucel je v kombinaci s pouzitim této soupravy doporuéen COVID-19 Multiplex RT-PCR
Kit (kat.¢. DB-1211).

Souprava byla vyvinuta k izolaci celkové RNA z nasledujicich matric: (i) fosfatového pufru (PBS)
nebo copan universal transport media (VTM), (ii) PBS ¢i VTM s 10% podilem pIné krve (EDTA),
krevniho séra, krevni plazmy (EDTA nebo citratové) ¢i semenné plazmy a (iii) az 50% podilem
slin nebo sputa. Souprava byla testovdna i na kultivovaném COVID-19 viru. Validovana byla
pro izolaci COVID-19 RNA z lidskych klinickych vzorkd: (i) nasopharyngedlniho stéru
vytfepaného do VTM nebo PBS a (ii) slin. Je vSak vZdy nutné, aby uZivatel soupravu validoval
pro konkrétni typ vzorku a konkrétni pouZiti (virus) za pouziti pozitivnich a negativnich kontrol.

Jedna souprava obsahuje veskeré reagencie a spotrfebni materidl potfebny pro izolaci RNA
pomoci protokolu , DIANA RNA izolace” na Agilent Bravo (popsano v kapitole 4). Jedna
souprava je uréena na 960 izolaci (10 sad po 96 vzorcich v 96-jamkovém formatu). Protokol je
soucasti Agilent Bravo installation package for Automated RNA Isolation kit (kat.¢. DB-1214).

Tato souprava byla validovana pro diagnostiku COVID-19 spolu s CE IVD RT-PCR soupravou
COVID-19 Multiplex RT-PCR Kit (kat.¢. DB-1211). Pro diagnostiku COVID-19 lze poutZit i jiné CE-
IVD RT-PCR soupravy, avsak v tom pfipadé pripadd zodpovédnost validovat proces izolace RNA
uzivateli, stejné jako pti pouZiti této soupravy k detekci jinych respiracnich virovych
onemocnéni.

1.2 Kontroly pro pouZiti se soupravou

Pro pouZziti soupravy v diagnostice je nutné pouzivat kontroly, které jsou popsany v sekci 3.9.

1.3 Obecné upozorneni

Pro zamezeni kontaminace jednotlivych vzorkd je nutné dodrZovat spravnou laboratorni praxi,
a to zejména pouzivani jednorazovych spicek s filtrem. Aby nedoslo ke kontaminaci zasobnich
roztok(l soupravy, prace se vzorky a pozitivnimi kontrolami by méla byt prostorové oddélena
od mist, kde se pracuje se zdsobnimi roztoky soupravy. Také nepipetujte roztoky pfimo ze
zasobnich lahvi, potfebny objem si pfedem odlijte do vhodného rezervodru a roztoky nikdy
nevracejte zpét do lahvi.
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1.4 Charakteristiky testu

Vytézek izolace a pouziti rliznych matric

VytézZek izolace RNA byl stanoven pro izolaci RNA z rlGznych biologickych matric. Za timto
Ucelem byla pfidana virova kultura pfimo do matrice anebo byla pfidana virovd RNA do
lyzaéniho pufru. Porovnanim mnoiZstvi virové RNA/viru vstupujici do izolace s mnoizstvim
izolované RNA byl vytéZek opakované stanoven na 50% a vice u nasledujicich matric: (i)
fosfatovy pufr (PBS) nebo copan universal transport media (VTM), (ii) PBS ¢ VTM s 10%
podilem pIné krve (EDTA), krevniho séra, krevni plazmy (EDTA nebo citratové) ¢i semenné
plazmy a (iii) PBS ¢i VTM s az 50% podilem slin nebo sputa. Jiné matrice nebyly prozatim
testovany.

Citlivost a specificita

Souprava byla validovéna ve spojeni s RT-PCR soupravou COVID-19 Multiplex RT-PCR Kit (kat.c.
DB-1211) pro detekci viru COVID-19 z nasopharyngealnich stérd. Celkem bylo analyzovano 18
pozitivnich a 59 negativnich vzork(, a vysledky byly porovnany s jiz validovanymi CE IVD
soupravami, které vykazovaly stejnou pozitivitu. Tato souprava DB-1206 ve spojeni s DB-1211
tudiz dosdhla 100% citlivosti a 100% specificity.

Reprodukovatelnost

Intraassay variabilita (porovnani nezavislych izolaci RNA na stejné desticce) a interassay
variabilita (porovnani nezavislych izolaci na rGznych destickach) ve spojeni s RT-PCR detekci
COVID-19 soupravou DB-1211 byla zméfena opakované s pouzitim fedici fady virové kultury
a s 18 pozitivnimi klinickymi vzorky. Intraassay variabilita byla opakované < 0.20 cyklu pro
C: < 35 cyklus. Interassay variabilita byla pro stejné vzorky opakované < 0.30 cyklu.

Vhodné pristroje

Souprava i protokol byly optimalizovany pro pipetovaci stanici Agilent Bravo vybavenou
96ST pipetovaci hlavou.
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1.5 Bezpecnostni upozornéni

Tato souprava je uréena pouze pro profesiondini pouziti. DodrZujte proto obecné zasady
chemické bezpecnosti. PouZivejte ochranné pomdlcky (napf. rukavice, bryle), zamezte
pfimému kontaktu s chemikaliemi a vyvarujte se konzumace jidla nebo piti v laboratofich.

A Lysis Buffer Concentrate a roztoky v REAGENT plate obsahuji guanidium isothiokyanat, ktery
je toxicky. K roztoklim ani odpadnim lahvim obsahujicim tyto roztoky nesmi byt pfidano SAVO
(Ci latky obsahujici chlornan sodny) nebo jiné kyseliny! Disledkem by byla tvorba toxického
plynu. BEAD plate a REAGENT plate obsahuji roztoky s nejvyse 0,05 % azidu sodného, ktery
je toxicky a pfri styku s kyselinami miiZze produkovat toxicky plyn. REAGENT plate obsahuje
roztoky s nejvySe 80% etanolem, které jsou hoflavé. Pfislusné bezpecnostni listy Vam budou
zaslany na vyZzadani.

A Pfi praci s biologickymi vzorky vénujte pozornost bezpecnostnim pravidlim pro praci s
infek¢nim biologickym materidlem, pouZivejte vhodné ochranné vybaveni (napf. stit,
respirator) a se vzorky pracujte pouze ve vyhrazenych biohazard boxech nebo ve vyhrazenych
pracovnich prostorech. S infekénimi vzorky pracujte pouze v laboratofich kategorie BSL2+
nebo BSL3. Potencidlné infekéni odpad zlikvidujte v souladu s platnymi pravnimi pfedpisy.

A Pribézné kontrolujte, zda v pracovnim prostoru nejsou roztoky nebo biologické vzorky rozlité.
V pfipadé rozliti pracovni plochu okamzité dekontaminujte. Pokud dojde ke kontaktu reagencii
s pokozkou nebo k zasazeni o¢i, okamzité postizené misto oplachnéte tekouci vodou po dobu
minimalné 15 minut.
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2 Seznam materialu

2.1 Pozadované laboratorni vybaveni

e Kalibrované jednokanalové / multikanalové pipety

e Stolni centrifuga pro standardni SBS desti¢ky (minimalni pfetiZzeni 200x g)
e Centrifuga na 1,5 a 2 ml zkumavky

e Trepacka na zkumavky/vortex

e Rukavice a jiné ochranné prostredky

2.1.1 Pipetovaci stanice Agilent Bravo

Tato souprava je uréena k pouZiti na pipetovaci stanici Agilent Bravo s pipetovaci hlavou 96ST,
s 6 zakladnimi a 3 presnymi pozicemi (alighment stations). Na pipetovaci stanici musi byt
zaroven proSkolenym persondlem nainstalovan protokol ,DIANA RNA izolace”, ktery je
soucasti Agilent Bravo installation package for Automated RNA Isolation kit (kat.c. DB-1214).

Tento manual je urcen pro uZivatele, ktefi disponuji zakladnimi znalostmi o pipetovaci stanici
Agilent Bravo a ktefi ji uméji ji ovladat. Doporucujeme viem uZivatelm pipetovaci stanice
Agilent Bravo, aby se pred jejim uZivanim sezndmili alespon v zakladu s jeji uZivatelskou
priruckou (Quick Guide Manual, G5409-90020A_EN).

2.2 Pozadovany material, ktery neni soucasti soupravy

e 100% Isopropanol

e Jednorazové pipetovaci $picky (doporucujeme Spicky s filtrem)

e Prazdna origindlni Agilent Bravo krabic¢ka od Spic¢ek pouzivanych v této soupravé — je
soucasti Installation package for Automated RNA Isolation (kat.¢. DB-1214)

e Doporucéené: pro naslednou RT-PCR analyzu testovanych vzork(l je nutna 96-jamkova PCR
destickal!! (Assay plate) kompatibilni s Vami pouZivanym real-time PCR pfistrojem a
vhodna opticka folie k jejimu zalepeni.

[ protokol pro pipetovaci stanice Agilent Bravo na pfipravu Assay plate a smichani izolované RNA s RT-
PCR Master Mixem je validovan pro desticku 4ti-0951 (4ti-tude, Roche type) a je pouzitelny
pro jakoukoliv desticku, ktera ma stejnou geometrii jamek (typicky dvouslozkové desticky Framestar od
4ti-tude urcené pro jiné PCR cyklery). V pripadé, Ze se geometrie Vasi PCR desticky lisi, je nutné pro ni
protokol validovat a pripadné upravit (v tomto pfipadé nas kontaktuje).

DIANA Biotechnologies s.r.o., Nad Safinou Il 366, 25250 Vestec, Czech Republic
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2.3 Materidl, ktery je soucasti soupravy

Slozky soupravy Mnozstvi Podml'n!< y’ Cislo Ba;\vrva
skladovani | boxu!”! | vi¢ka
Lysis Buffer Concentrate %2/ 1x 110 ml 18-30°C 1
REAGENT plate 2 10 kusd 18-30°C 18
WASTE plate & 10 kusd 18-30°C 18
LYSIS&SAMPLE plate ©! 10 kusd 18-30°C 18
Master Mix Tip box 1 kus( 18-30 °C 18
RT-PCR Master Mix reservoir s vickem E! 1 kus 18-30°C 1
50 ml zkumavka pro lyzaéni pufr ¥ 10 kus( 18-30 °C 18
25 ml rezervodr pro lyzaéni pufr %! 10 kus( 18-30 °C 18
Agilent Bravo 70 pl Spicky (384) 10 baleni 18-30 °C 1
Labels for non-labeled consumabels 4 1 baleni 18-30°C 1
General adhesive seal (adhezivni folie) 20 kusU 18-30 °C 1
Pre-pierced seal (pfeddérované folie) 10 kusl 18-30°C 1
Aluminum seal (mrazu odolné folie) 10 kusu 18-30 °C 1
BEAD plate %! 10 kus 2-8°Cl 2
Lysis Enhancer 2x 650 l -20°Cc e 3
RNA Carrier 2x 650 pl -20°Cc e 3
DTT Concentrate 2x 650 pl -20°Cc e 3

[1] — Uchovavejte na temném misté

[2] — Pfed pouZitim si prectéte kapitolu 3 (Pfiprava reagencii)

[3] — Prazdny spotrebni materidl, ktery je soucasti soupravy

[4] — Polepky (labels) pro oznadeni krabicek se $pickami (70 ul, prazdna krabi¢ka — EMPTY tip box)

[5] — Nikdy nemrazit! Zmrazené magnetické castice jiz nelze pouzit

[6] — Minimalizujte pocet opakovaného mrazeni a rozmrazovani a minimalizujte dobu, po kterou jsou
roztoky rozmrazené. Nikdy neprekracujte ctyfi cykly rozmrazovani, v ptipadé vicenasobného pouziti je
rozdélte do mensich jednorazovych alikvotd

[7] = Kvdli rliznym podminkam skladovani je souprava zasilana ve tfech balenich

[8] — Tyto slozky jsou baleny spolu v jedné krabicce po jednom kusu pro jednu izolaci

2.4. Stabilita jednotlivych slozek soupravy

2.4.1 Lyzacni pufr
Lyzacni pufr pripraveny dle pokyn( v oddilu 3.7 je stabilni pfi laboratorni teploté 8 hodin.

2.4.2 DTT Concentrate, Lysis Enhancer a RNA Carrier

Minimalizujte pocet opakovaného mrazeni a rozmrazovani. Nikdy neprekracujte Ctyfi cykly
rozmrazovani, v pfipadé vicendsobného pouziti roztoky rozdélte do mensich jednorazovych
alikvota.

2.4.3 BEAD plate
Stoceny BEAD plate je stabilni pti laboratorni teploté po dobu 24 hodin.

DIANA Biotechnologies s.r.o., Nad Safinou Il 366, 25250 Vestec, Czech Republic
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3 Priprava reagencii pro RNA izolaci

3.1 Obecné postupy

e Nepouzivejte soucasti soupravy, které jsou pfi prijeti poSkozené nebo rozmrazené.
Uschovejte je pro pripadnou reklamaci a kontaktujte vyrobce.

e Nespravné zachazeni se slozkami soupravy a nedodrZeni postupl uvedenych v této
uZivatelské pfirucce muze nepfiznivé ovlivnit vysledky.

e Pouzivejte stejnou verzi uZivatelské prirucky (viz zahlavi), ktera je uvedena na obalu.

e Nepouzivejte soupravu po uplynuti doby pouZitelnosti, kterd je uvedena na obalu.

e Nemichejte slozky z rliznych Sarzi souprav (Cislo SarZe je uvedeno na obalu).

o Jakékoliv zamraZené roztoky pred pouZitim nechte zcela rozmrznout, poté je stocte,
promichejte kratkym vortexovanim a znovu stocte, az poté je mozné je otevfit a pouZit.

e Vidy strhavejte félie z desticek opatrné tak, aby v nich obsaZzena kapalina zUstala na dné
jamek. Béhem manipulace s destickou se vyvarujte prudkych pohybl jako naptiklad
klepnuti s destickou o stll atp. To by vedlo k nechténému vyliti kapaliny z desticky.

3.2. Priprava reagencii a plastu pro RNA izolaci

1. Z mrazaku vyndejte jednu zkumavku Lysis Enhancer (fialové vicko @), RNA Carrier (modré
vicko @) a DTT Concentrate (zluté vicko ). Béhem piipravy lyzaéniho pufru ponechte
zkumavky na pokojové teploté. Pokud zkumavky budete jeSté dany den pouZivat,
ponechte je v lednici, v opaéném pripadé je znovu zamrazte.

2. Zlednice vyndejte jedenu desti¢ku oznacenou BEAD plate.

3. Vyndejte jedno baleni izolacniho kitu, které obsahuje vétSinu plastu a desticek s
reagenciemi skladovanych pfi pokojové teploté a nutnych k provedeni jedné RNA izolace,
jmenovité: REAGENT plate, WASTE plate, LYSIS&SAMPLE plate, 50 ml zkumavku a 25 ml
rezervoar.

4. Pripravte si RNA izolacni kontrolu a ptipadné také pozitivni kontrolu. V ptipadé, Ze
pouZivate soupravu COVID-19 Multiplex RT-PCR Kit (kat.c. DB-1211) z mrazdku vyndejte
zkumavku RNA Isolation control (¢ervené vicko @ s &islem 5) a Positive control (Zluté vicko

s Cislem 4). Zaroven si do PCR boxu vyndejte RT-PCR Master Mix, aby Vam rozmrznul.

3.3 Priprava krabicek se Spickami

Spicky jsou doddvany od tfeti strany v origindlnim baleni, jednd se o 70 ul $pi¢ky a maji na sobé
bud zelené kole¢ko @ nebo jiné podobné oznaceni zelené barvy (mize se lisit podle typu
vyrobce). Soucasti kitu je také jedna dalsi krabicka se 70 pl Spickami s nazvem ,,Master Mix tip
box“, ktera ma na strané velkou bilou polepku s Cisly 1 az 10 a slouzi jako zdrojova i odpadni
krabicka pro $picky, kterymi se pripravuje PCR desticka.

1. Na krabi¢ku s 70 ul $pickami (zelené kole¢ko @) nalepte stitek , tip70 tip box“.
2. Na prazdnou krabicku od Spicek nalepte popisek ,,EMPTY tip box“. Pfi pouZziti soupravy si
vytvorite novy EMPTY tip box na konci kazdého protokolu (popsano v sekci 4.2.5).

DIANA Biotechnologies s.r.o., Nad Safinou Il 366, 25250 Vestec, Czech Republic
Email: support@dianabiotech.com, Web: www.dianabiotech.com 8



mailto:support@dianabiotech.com
http://www.dianabiotech.com/

Automated RNA Isolation Kit for Agilent Bravo — UZivatelska prirucka [‘ ] D' \N \

Verze DB-1206-007-201220 v1.2 CZE SHOTEEHNOL IS

3.4 Priprava Lysis Buffer Concentrate

V Lysis Buffer Concentrate se mize béhem transportu nebo skladovaniv teplotach pod 18 °C

& objevit precipitdit ve formé krystald. Pred kazdym pouZitim lahvicku promichejte a
zkontrolujte, zda nedoslo k jeho vytvoreni, vtakovém pripadé je nutné pred pouzitim
precipitat rozpustit. Pro rozpusténi precipitatu umistéte lahvi¢cku do termalniho inkubdatoru
nastaveného na 37 °C, kde ji ponechte 1 hodinu. Poté roztok promichejte nékolika obraty
lahvicky dnem vzhUru a zpét, precipitat by se mél rozpustit. Skladujete-li roztok pfi pokojové
teploté, nemél by se precipitat znovu objevit.

3.5 Priprava desticek REAGENT plate a BEAD plate

1. Pred pouZitim sto¢te REAGENT plate 200x g minimalné po dobu 15 sekund.
2. Pred pouzitim stoc¢te BEAD plate 200x g po minimalné dobu 15 sekund.

Pozn. Pri centrifugaci pouZijte vhodné vyvaZovaci desticky pro kaZdou stacenou desticku. BEAD plate a
REAGENT plate maji jinou hmotnost, nemohou byt proto stdc¢eny naproti sobé. Vhodné balancni desticky
jsou soucdsti Agilent Bravo installation package for Automated RNA Isolation kit (kat.c. DB-1214).

3.6 Pfiprava vzorkd

Ptred pridanim vzorkd do lyza¢niho pufru povaZzujte veskery materidl za potencialné infekéni.
Dbejte bezpecnosti prace sinfekénim biologickym materidlem, pouZivejte odpovidajici
ochranné pomuicky a se vzorky pracujte pouze v k tomu urcenych prostorech.

3.6.1 Nasopharyngealni stéry
Pro izolaci RNA z nasopharyngediniho stéru v mediu nebo pufru, zvortexujte odbérovou
zkumavku s odbérovou ty¢inkou, mediem nebo pufrem po dobu 1 minuty a kratce stocte.

3.6.2 Sliny
Pro izolaci RNA ze slin nejdfive odbérovou zkumavku se slinami zvortexujte a poté ji kratce
stocte (napf. 200x g po dobu 1 minuty).

3.6.3 Jiné druhy biologickych matric
Pro izolaci RNA z jinych biologickych matric pouZijte standardni postup pro pfipravu vzorka.

Volitelné: Pro sniZeni infekcnosti Ize vzorek pred pridanim do lyzacniho pufru tepelné inaktivovat pri
65 °C po dobu 10 aZ 30 minut. Pro kaZdy typ analyzované RNA a biologické matrice je vSak nutné
vyzkouset vliv na vytéZnost izolace. Pro COVID-19 detekci z nasopharyngedlniho vytéru ve VTM byl
pozorovdn pokles signdlu o 1 aZ 3 cykly.

DIANA Biotechnologies s.r.o., Nad Safinou Il 366, 25250 Vestec, Czech Republic
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3.7 Priprava lyzacniho pufru
1. Lyzacni pufr si pfipravte v dostate¢ném mnozstvi a vidy Cerstvy.

Pozn. Po smichdni vSech komponent je lyzacni pufr stabilni pfi 25 °C minimdlné 8 hodin, a je tak mozZné
si jej pripravit najednou v dostatecném mnoZstvi na cely den. Je mozZné si dopredu pfipravit i cely
LYSIS&SAMPLE plate s rozpipetovanym lyzacnim pufrem, ale je nutné ho mit do doby pouZiti zalepeny
adhezivni folii, aby se zabrdnilo jeho odparu.

2. Lysis Enhancer, RNA Carrier a DTT Concentrate jsou zmrazené a pred pouZzitim je nutné je
zcela rozpustit. VSechny roztoky muzZete nechat béhem pfipravy lyzaéniho pufru na
pokojové teploté. Pro dosazeni homogenity jednotlivé komponenty pred pouZitim vidy
stocte ve stolni centrifuze, zvortexujte a znovu stocte.

Pozn1. V pripadé, Ze se bude pfipravovat lyzacni pufr vicekrat béhem jednoho dne, ponechte rozmrazené
roztoky v lednici. KaZdd vialka obsahuje roztok na 5 izolaci 96 vzorki. Pro lepsi prehlednost
doporucujeme oznacit kolikrdt byl dany roztok poulZit.

Pozn2. Roztok RNA Carrier miZe byt po rozmrazeni viskozni a hire pipetovatelny. Proto roztok pred
pouZitim ponechte alespon 30 minut rozmrznout a vytemperovat na pokojové teploté (nenechdvejte jej
na ledu). Pri pretrvdvajicich problémech s pipetovanim RNA Carrier roztoku ho nékolik minut zahrejte v
dlani nebo v inkubdtoru nastaveném na 37 °C.

3. Pripravte si RNA izolac¢ni kontrolu (neni soucasti soupravy), ktera je typicky soucdsti RT-
PCR souprav (postupujte dle navodu k RT-PCR soupravé).
4. Proizolaci 96 vzork( pfipravte lyzaéni pufr nasledovné (viz. tabulka 1):

a) Do poskytnuté 50 ml zkumavky odpipetujte po sténé zkumavky 9 ml Lysis Buffer
Concentrate (v pfipadé poutziti pipety o objemu 1000 uL pipetujte reverzné).

b) Do stejné zkumavky pfridejte novou Spickou pfimo do roztoku 110 ul Lysis
Enhancer (fialové vicko @) a $picku jednou proplachnéte. Odhodte $picku.

c) Do stejné zkumavky pridejte novou Spickou ptimo do roztoku 110 pl RNA Carrier
(modré vitko @) a picku jednou proplachnéte. Odhodte $picku.

d) Do stejné zkumavky pridejte novou Spickou pfimo do roztoku 110 ul DTT
Concentrate (Zluté vicko ) a $picku jednou proplachnéte. Odhodte Spicku.

e) Do stejné zkumavky pridejte 5,7 ml 100% isopropanolu. V pfipadé pouziti pipety
o objemu 1000 pl NEPOUZIVEJTE techniku reverzniho pipetovani.

f) Zavrete zkumavku a nékolikrat obratte dnem vzhlru a zpét pro dikladné
promichani roztoku pred pfidanim izolacni kontroly v dalSim kroku (nebo
odebranim alikvotu).

g) Volitelné: pokud chcete provést negativni kontrolu pro RNA izolacni kontrolu
(sekce 3.9.2), odeberte 120 ul roztoku do jedné jamky LYSIS&SAMPLE plate (do
této jamky jiZ ndsledné nepriddvejte lyzacni pufr s izolacni kontrolou).

h) Poté do stejné zkumavky pridejte 126 pul RNA izolacni kontroly, kterou predtim
dobfe promichejte, a Spicku jednou proplachnéte. Odhodte Spicku. Pokud RNA
izolaéni kontrolu nepouzivate, tak tento krok vynechte (pro pouZiti vin vitro
diagnostice je pouziti RNA izolacni kontroly povinné).

i) Zaviete zkumavku a nékolikrat obratte dnem vzhiru a zpét pro dakladné
promichani roztoku.
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Tabulka 1: Seznam chemikalii pro pfipravu lyzaéniho pufru

Poradi . Objem vzorku [ul] Barva

pfidani slozka 1 desti¢ka (96 vzorkd) | vicka
1 Lysis Buffer Concentrate 9 000
2 Lysis Enhancer 110
3 RNA Carrier 110
4 DTT concentrate 110
5 100% Isopropanol 1! 5700

Uzavrete a nékolikrat obratte dnem vzhru a zpét pro dikladné promichani

6 RNA izola&ni kontrola 2! 126

Uzavfete a nékolikrat obratte dnem vzhiru a zpét pro dikladné promichani 2

[1] — Neni soucasti soupravy

[2] — Pokud nepouZzivate RNA izolaéni kontrolu, tak tento krok vynechte

[3] — Barva vicka a ¢islo na ném je platné pouze v pfipadé pouziti soupravy COVID-19 Multiplex RT-PCR
Kit (kat.¢. DB-1211). Pokud pouZivate izolacni kontrolu z jiné RT-PCR soupravy, pfipravte ji podle pokyn(
vyrobce a doredte na vysledny objem 126 ul ultra Cistou vodou.

Pozn.: Uvedené objemy pro pripravu lyzacniho pufru jiZz zahrnuji mrtvy objem kapaliny (ve skutecnosti
jsou udané objemy dostatecné pro analyzu 126 vzorki), neni tedy tieba objem navysovat. Zde popsany
ndvod je platny pro pripravu lyzacniho pufru pro izolaci RNA z 96 vzork( za pouliti jednoho
LYSIS&SAMPLE plate. V pripadé jiného mnoZstvi vzorku prislusné upravte objemy jednotlivych sloZek.

5. Nalijte pfipraveny lyzacni pufr do plastového rezervodru (soucast soupravy, kapacita
25 ml) a rozpipetujte 120 pl lyzaéniho pufru na dno vSech jamek do LYSIS&SAMPLE plate
pomoci 200 ul multikanalové pipety.

DULEZITE: Rozpipetovdni lyzacniho pufru do LYSIS&SAMPLE plate musi byt provedeno rychle
(idediné béhem 1-2 minut od naliti do rezervodru), aby se predeslo pripadnému odpareni
lyzacniho pufru z rezervodru. Pripadné je moZné pro rozpipetovdni lyzacniho pufru pouZit
elektronickou multikandlovou pipetu Ci jiny vhodny ddvkovac, kterym Ize kapalinu nabirat
pfimo z 50 ml zkumavky, ze které se lyzacni pufr odparuje pomaleji neZ z rezervodru.

6. Pokud budete priddvat vzorek do LYSIS&SAMPLE plate do 30 minut od jeho pfipravy,
prelepte desticku dérovanou folii, kterd je soucasti soupravy. Pokud budete vzorky
pridavat pozdéji, prelepte nejdfive LYSIS&SAMPLE plate obycejnou adhezivni félii (takto
mUZe desti¢ka stat az 12 hodin). Pfed pridanim vzorku tuto fdlii strhnéte a desticku
prelepte dérovanou folii.

3.8 Pridani vzorkt do LYSIS&SAMPLE plate

1. Skrz preddérovanou félii napipetujte 60 pl vzorku do pfislusné jamky v LYSIS&SAMPLE
plate. Vzorek pipetujte pfimo DO lyza¢niho pufru, ne na sténu desticky, vzorek neni
nutné promichat (stroj promicha vzorek na zacatku izolace).

Pozn. Vyhnéte se opakovanému Ci prudkému pipetovdni, které miZe zpusobit vznik bublin v roztoku.

2. Postupné takto napipetujte vSechny vzorky do LYSIS&SAMPLE plate.
3. Po napipetovani vSech vzork( pridejte negativni kontrolu, a aZ poté pozitivni kontrolu.
4. Nakonec LYSIS&SAMPLE plate zalepte novou adhezivni félii, ktera je soucasti soupravy.
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5. Celkova doba prdce s LYSIS&SAMPLE plate, ktery je prelepeny pouze preddérovanou folii
nesmi prekrocit 2 hodiny.

6. Lyzacni pufr vzorky inaktivuje, avSak je potfeba k nim stale pfistupovat jako k potencidlné
infekénim (zejména po dobu, nez jsou radné promichany s lyzacnim pufrem béhem RNA
izolaéniho protokolu). Navic mlzZze na sténach desticky zlstat kontaminace plvodnimi
infekénimi vzorky. Desti¢ku proto po zalepeni adhezivni félii otfete isopropanolem nebo
ethanolem, dbejte pfitom, aby kapalina zlstala na dné jamek (desticku nijak nenaklanéjte
a neotacejte).

7. Takto pfipravenou a zalepenou desticku stocte 200x g po dobu 1 minuty.

Pozn. Pri centrifugaci pouZijte vhodnou vyvaZovaci desticku. VyvaZovaci desticka pro LYSIS&SAMPLE
plate je soucdsti Agilent Bravo installation package for Automated RNA Isolation kit (kat.¢. DB-1214).

3.9 Kontroly pro pouziti se soupravou

3.9.1 Povinné kontroly pro uZziti v in vitro diagnostice

Kontrola ucinnosti izolace (RNA izolac¢ni kontrola): ke kazdému vzorku musi byt pfed izolaci
RNA pfidana externi RNA kontrola, ktera je detekovana v ndsledném RT-PCR. Pomoci této
kontroly je stanovena ucinnost izolace RNA a jsou vylouéeny i dalsi nezadouci jevy, zejména
pripadna inhibice RT-PCR. Tato kontrola je béZné soucasti RT-PCR kitl. Pfesny postup pouZziti
RNA izolacni kontroly je popsan v sekci 3.7 a v tabulce 1. Navod k interpretaci vysledkd pri
pouZiti RNA izolaéni kontroly je popsdn v manudlu k dané RT-PCR soupravé. K této RNA
izolaéni soupravé doporucujeme pouzit RNA izolaéni kontrolu (¢ervené vicko @ oznacené
¢islem 5) ze soupravy COVID-19 Multiplex RT-PCR Kit (kat.¢. DB-1211).

Negativni kontrola izolace: pro ovéfeni, Zze béhem manipulace nedoslo ke kontaminaci Zadné
reagencie cilovou RNA ¢i DNA, pfidejte do jedné izolace misto testovaného vzorku bud znamy
negativni vzorek, Cisté medium nebo PCR vodu. Tato kontrola by méla byt namichana az po
manipulaci se vSemi testovanymi vzorky béhem dané izolace.

Pozitivni kontrola izolace: pro kontrolu spravné izolace a amplifikace cilové RNA pfidejte do
jedné izolace misto vzorku bud'zndmy pozitivni vzorek anebo cilovou RNA, pokud je k dispozici
nebo je soucasti RT-PCR kitu (napfiklad Positive control - Zluté vicko s Cislem 4), ktera je
soucasti COVID-19 Multiplex RT-PCR Kit, kat.c. DB-1211. Tato kontrola mlzZe byt nahrazena
RT-PCR kontrolou — v takovém ptipadé pridejte cilovou RNA pfimo do RT-PCR mixu, jako kdyby
se jednalo o vzorek.

3.9.2 Doporucena kontrola (nepovinnad)

Negativni kontrola RNA izola¢ni kontroly: béhem manipulace s reagenciemi mlze dojit
k jejich kontaminaci nejen virovou RNA (testovano v negativni kontrole popsané vyse), ale i
RNA izolaéni kontrolou pfiddvanou do lyzac¢niho pufru pro kontrolu Ucinnosti izolace RNA.
Proto doporucujeme pfidat jednu izolacni kontrolu s negativnim vzorkem nebo cistym
mediem, do které tato externi RNA kontrola neni pfidana (je nutné pro tuto jednu izolaci
pripravit lyzacni pufr bez pfidané RNA kontroly, nebo odebrat alikvot pfed jejim pridanim, viz.
sekce 3.7). P¥i pripravé RT-PCR Master Mixu poté tuto izolacni kontrolu také neptidavejte
(poutZijte stejny Master mix jako pro vSechny vzorky a ostatni kontroly) a v RT-PCR se pak pfi
negativnim vysledku prokaze, Ze nedoslo ke kontaminaci.
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4 Protokol pro automatizovanou izolaci RNA

4.1 Obecné informace

Pro zajiSténi spravného fungovani protokolu je nutné, aby pipetovaci stanice Agilent Bravo
méla nainstalovanu 96ST hlavu a tfi presné pozice (alignment stations) umisténé v pozicich 1,
2 a 3 a byla radné nainstalovdna a otestovana, coz by mélo byt provedeno autorizovanym
zastupcem prodejce pfistroje. Na pipetovaci stanici Agilent Bravo musi byt také predem
instalovan zde popsany protokol poskytovany firmou DIANA Biotechnologies s.r.o. v ramci
instalacniho balicku Agilent Bravo installation package for Automated RNA Isolation kit (kat.c.
DB-1214). Soucasti tohoto balicku je také dodani magnetického adaptéru, ktery musi byt
umistén na pozici 2.

Pro dlouhodobé spolehlivé fungovani je nutnd pravidelnd udrzba a testovdni pipetovaci
stanice Agilent Bravo, které zajistuje autorizovany servis prodejce pfistroje. Izolace RNA by
méla byt provadéna pfi pokojové teploté (18-25 °C).

NiZe popsané kroky umozni RNA izolaci z 96 vzork( najednou. Vysledkem protokolu je PCR
desticka pripravena k vloZeni do qPCR cykleru, kde je v kazdé jamce smichdano 4,5 pul izolované
RNA s 13,5 ul RT-PCR Master Mixu. BEhem celého protokolu izolace RNA zistavaji zachovany
pozice vzork( v BEAD plate a PCR desti¢ce identicky jako v plvodnim LYSIS&SAMPLE plate.
Zbytek roztoku izolované RNA z(stava na magnetickych kulickach v BEAD plate (kvadrant 3) a
mUZe byt pouZit na jednu dalsi RT-PCR analyzu (celd desti¢ka se da pipetovat doplrikovym
protokolem pomoci pipetovaci stanice Bravo (viz. sekce 10.4) nebo se mohou jednotlivé
izolaty pipetovat rucné). V pfipadé ruéniho odpipetovani ho doporucujeme provadét na
magnetickém stojanku, aby se zamezilo nabrani magnetickych kulicek do RT-PCR reakce.

4.2 Spusteni RNA izolacniho protokolu

4.2.1 Priprava pipetovaci stanice Agilent Bravo
Po zapnuti pipetovaci stanice je nutné provést kroky 1-6. Tyto kroky jiz neni nutné provadét
pfi opakovani RNA izolace na jiz zapnuté a inicializované pipetovaci stanici.

1. Zapnéte pipetovaci stanici Agilent Bravo.

2. Otevrete soubor DIANA_RNA_lzolace na plose pocitace.

3. Po objeveni okna, ve kterém se Vas program ptd zda inicializovat pipetovaci stanici,
kliknéte na ,Yes”.

4. Ptihlaste se do programu VWorks, stisknutim tlacitka , OK“ (pole ,User name” a
,Password” nechte prazdna).

5. Po objeveni okna, ve kterém se Vas program pta zda neni v gripperu (roboticka ruka na
pipetovaci hlavé) umisténa desticka, kliknéte na tlacitko ,Ignore and continue ...“.

6. Po objeveni okna, ve kterém se Vas program ptd, zda nejsou na pipetovaci hlavé nasazené
Spicky s kapalinou, kliknéte na tlacitko , Retry”.

7. Poté se automaticky objevi ovladaci okno RNA izolaéniho protokolu (viz. obrazek 1).

8. Vyplnte pole “Experiment ID” a “Jméno operatora”.

9. Vyplnte pole “BEAD plate ID”. BEAD plate ID je unikatni islo natisténé na kratké strané
BEAD plate a slouzi k jeho identifikaci pro pfipad potfeby uchovani izolatu.
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10. Vyplnite pole ,Pocet pouziti Master Mix tip box (pozice 3)“. Do pole vypliite Cislo
vrozmezi 1-10 podle toho, po kolikaté pouZivate Master Mix tip box k pfipravé PCR
desticky (ndvod ke spravnému urcéeni Cisla najdete v sekci 10.1).

11. Vyplrite pole ,Cislo sloupce v RT-PCR Master Mix reservoir (pozice 5)“. Do pole vyplrite
¢islo v rozmezi 1-12 podle toho, do kterého sloupce RT-PCR Master Mix reservoir budete
pipetovat RT-PCR mix pro pfipravu PCR desticky (viz sekce 4.2.4).

DB-1206 RNA isolation oo e | (5)DINNA

- 1) Pause | Full Screen on/off
RNA izolace (verze 4)

BIOTECHNOLOGIES

Schéma pozic desticek a Spicek

~ - .. | Experiment ID [po-1206._ac
tip70 BEAD plate Master Mix , ,
tip box v magnetic adapter tip box Jmeéno operatora an novak
krabicka se desticka s krabicka se BEAD plate ID [1234
@ Spickami @ kapalinou @ Spickami
Q AN S
WASTE REAGENT “ o .
plate Prazdna plate Pocet pouziti Master Mix —
prazdné pozice desticka s tip box (pozice 3)
@ destic¢ka ) @ @ kapalinou v,
p — Cislo sloupce v RT-PCR Master R
EMPTY LYSIS & SAMPLE PCR desticka Mix reservoir (pozice 5)
tip box plate v 96w PCR adapteru
prazdna desticka s prazdna
@ krabicka kapalinou @ desticka Progress [Elapsed Time: 00:00:00
Q J J

Obrazek 1: Screenshot vyplnéného ovladaciho okna protokolu pro RNA izolaci

4.2.2 Umisténi desticek a Spic¢ek do pipetovaci stanice Agilent Bravo
Nejdrive vkladejte desticky a Spicky do zadnich pozic (pozice 1, 2 a 3) pipetovaci stanice a
postupujte smérem dopredu. Vyhnéte se pohybu nad otevienymi destickami nebo Spickami.

Nasledujici kroky provadéjte v novych cistych rukavicich (pfedevsim ne v rukavicich, které
byly pouzity pf¥i pfipravé LYSIS&SAMPLE plate), abyste zamezili pfipadnym kontaminacim. Je
nutné spustit RNA izolacni protokol co nejdtive po odtrhnuti folie z REAGENT plate (nejpozdéji
do 10 minut). Nasledujici kroky zacnéte az poté, co si pripravite LYSIS&SAMPLE plate a pridate
do néj vSechny vzorky a kontroly (viz. sekce 3.7, 3.8 a 3.9).

1. Postupujte podle schématu “Schéma pozic desticek a Spicek”, které se vam zobrazi
v ovladacim okné protokolu (viz. obrazek 1).

2. VloZte Cisté Spicky tip70 tip box do pozice 1 a Master Mix tip box do pozice 3. Odeberte

vicka z obou Spicek.

Opatrné strhnéte folii z BEAD plate (dbejte na to, aby roztok zlstal na dné jamek).

VloZte BEAD plate na pozici 2, do jiZz pfitomného Magnetic Adapter.

Opatrné strhnéte folii z WASTE plate a vloZte jej na pozici 4.

Opatrné odstrarite folii z REAGENT plate (dbejte na to, aby roztok zlstal na dné jamek).

VloZte REAGENT plate na pozici 6.

VloZte prazdnou PCR desticku na pozici 9, do jiz pfitomného 96w PCR adapter.

VloZte prazdnou krabicku Spicek EMPTY tip box na pozici 7 a odeberte z ni vicko.

10. Jako posledni krok opatrné strhnéte folii z LYSIS&SAMPLE plate a vloZte jej na pozici 8.
Odstranéni félie z LYSIS&SAMPLE plate musi byt provedeno tak, aby se zabranilo mozné
kontaminaci jak okolniho prostfedi, tak sousednich vzork(i na desti¢ce. Fdlii z
LYSIS&SAMPLE plate strhnéte a desticku uloZte do pipetovaci stanice vidy jako posledni
desticku az ve chvili, kdy vSechny ostatni desticky a krabicky jsou na svych pozicich a bez
folii a vicek. Takto se minimalizuje riziko kontaminace reagencii vzorky.

O oo N AW
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4.2.3 Spusténi RNA izola¢niho protokolu
Pfed spusténim protokolu jesté jednou peclivé zkontrolujte, Ze:
e vSechny desticky, Spicky a magneticky adapter jsou orientovany tak, Ze jejich popisky
sméruji na operatora,
e vSechny desticky, Spicky a magneticky adapter jsou na spravnych pozicich, tzn. ¢isla
na jejich popiscich odpovidaji pozicim, na kterych jsou ulozeny,
e 7adné desticky nebo Spicky na sobé nemaiji vicko nebo fdlii,
e desticky, Spicky a magneticky adapter jsou spravné usazeny ve svych pozicich,
e pfinedodrzeni téchto pokyni neprobéhne izolace RNA spravné, navic muze dojit ke
kolizi pipetovaci hlavy potencidlné vedouci k poskozeni stroje.

1. Zmackneéte “Run” tlacitko ﬂl

2. Po zmdcknuti “Run” tladitka, se objevi nové okno. V pravém dolnim rohu tohoto okna
zmacknéte tladitko ,,Finish”.
3. Objevi se nové okno, které rekapituluje rozloZeni desticek a Spic¢ek v pipetovaci stanici.
4. Pokud jste jiz zkontrolovali, Ze jsou vSechny desticky a Spi¢ky na spravnych mistech, jsou
spravné usazené a Ze na sobé nemaji folii nebo vic¢ko, tak zmacknéte tlacitko , Continue”.
5. Timto se spusti RNA izolacni protokol, ktery zahrnuje nasledujici kroky:
i. test 3picek zkrabicky v pozici 1. Test trvd piiblizné 20 sekund a VYZADUIJE
pritomnost operatora (blizsi popis procesu je uveden v pfiloze v sekci 10.2),
ii. vzorek a lyzacni pufr jsou promichany v LYSIS&SAMPLE plate a ndasledné
pfeneseny k magnetickym ¢asticim do BEAD plate,
iii. po inkubaci vzorku s ¢asticemi, béhem kterého dochazi k vazbé RNA na ¢astice, je
vzorek od ¢astic odebran do WASTE plate,
iv. magnetické ¢astice jsou nasledné promyty roztoky z REAGENT plate,

V. izolovana RNA je z ¢astic eluovana pomoci elu¢niho roztoku,
vi. vtento moment se do stroje vloZi rezervoar s RT-PCR Master Mixem a je
pfipravena PCR desticka s rozpipetovanym Master Mixem.
vii. izolovana RNA v elu¢nim roztoku je prenesena do PCR desticky.

6. DULEZITE: Osobné sledujte zacatek protokolu (pfiblizné 1 minutu), abyste se ujistili, Ze
Agilent Bravo pracuje spravné. Stanice Bravo by méla provést nasledujici kroky:
i nabrani a test Spicek z tip70 tip box na pozici 1,
ii. nasati kapaliny z BEAD plate na pozici 2,
iii.  vypusténi kapaliny do WASTE plate na pozici 4.

Pozn. Pro maximdlni ¢asovou efektivitu RNA izolace doporucujeme po zapnuti a kontrole RNA izolacniho
protokolu na pipetovaci stanici Bravo zahdjit pFipravu RT-PCR Master Mix reservoir (viz sekce 4.2.4).

7. Zhruba po 20 minutach béhu vas stroj vyzve, abyste vloZili do pozice 5 RT-PCR Master Mix
reservoir. UCinte tak a pokracujte v protokolu kliknutim na tlacitko ,,Continue”.

8. DULEZITE: Osobné sledujte nabrani $pi¢ek strojem z pozice 3. Stroj MUSI nabrat jeden
sloupec Spicek (8 sSpicek) na pravé strané pipetovaci hlavy. Po kontrole spravného
nabrani Spicek pokracujte v protokolu kliknutim na tlacéitko ,Continue”. Pokud stroj
nabere jiné mnoZstvi Spicek, tak chybu napravte podle pokyn( uvedenych v sekci 10.3
nebo kontaktujte nasi technickou podporu (viz. zapati).

9. Cely RNA izolac¢ni protokol i s pfipravou desticky trva priblizné 25 minut.

10. Poté co protokol skonci a objevi se okno ,,Protocol complete” kliknéte na tlacitko ,,0K”“.
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11. Kliknéte na tlacitko ,,Export PDF report”. Toto tlacitko vygeneruje PDF soubor, ve kterém
bude zaznamenan ndazev izolaéniho protokolu, aktualni ¢as a vSechny informace vyplnéné
do poli ovladaciho okna RNA izolaéniho protokolu.

12. Vysledkem protokolu je pfipravena PCR desticka.

Pozn. Na RT-PCR analyzu se spotiebuje 4,5 ul izolované RNA. Zbyld izolovand RNA zistdvd v jamkdch
BEAD plate spolu s magnetickymi kulickami a miZe byt pouZita na dalsi nezdvislou RT-PCR analyzu. Pro
dlouhodobé skladovdni prelepte BEAD plate mrazu odolnou folii a uloZte do -80 °C.

4.2.4 Priprava RT-PCR Master Mix reservoir
Nasledujici kroky 2 az 5 provedte v prostoru oddéleném od prostoru, kde pracujete se vzorky
nebo s pozitivni kontrolou, a pouZivejte jiné pipety. Takto zamezite pfipadné kontaminaci.

1. Prfipravte 1,6 mL RT-PCR Master Mixu podle pokyni vyrobce tak, aby se vysledna reakce
michala v poméru 4.5 pl vzorku s 13.5 pl Master Mixu.

Pozn.1 V celkovém objemu RT-PCR Master Mixu je zapocitdn veskery potiebny mrtvy objem pro
rozpipetovdni do desticky, tento objem Ize pripravit z jakékoliv soupravy pro 100 reakci, kterd obsahuje
alespori 10% objemovou rezervu. Pokud vds kit tuto rezervu neobsahuje, miZete pripravit pouze 1,5 mL
Master Mixu, avsak v takovém pfipadé bude rezervni objem pouze 60 pl.

Pozn.2 COVID-19 Multiplex RT-PCR Kit (kat.¢. DB-1211) je doporucend souprava v kombinaci s vyse
popsanym RNA izola¢nim protokolem. Pokud pouZijete velikost soupravy DB-1211-100rxns, pak
smichejte celé objemy sloZek 1, 2 a 3. V kazdé zkumavce je 550 ul, celkem tak ziskate aZ 1650 ul Master
Mixu. Pokud pouZijete velikost soupravy DB-1211-1000rxns, tak v Cisté zkumavce smichejte 533 ul kazdé
ze sloZzek 1, 2 a 3 tak, abyste ziskali 1600 uL Master Mixu. Je také mozZné smichat cely objem vsech
komponent (5,5 ml kaZdd) a rozpipetovat po 1600 ul. Hotovy RT-PCR Master Mix je stabilni na ledu aZ
nékolik hodin, je mozné jej skladovat aZ 1 mésic v -80°C (musi byt co nejdrive po namichdni uloZen
do -80°C). Vice podrobnosti ke stabilité RT-PCR mixu a jednotlivych sloZek RT-PCR soupravy naleznete
v ndvodu COVID-19 Multiplex RT-PCR Kit.

2. Strhnéte ocislovanou fdlii z jednoho sloupce jamek (8 jamek) v RT-PCR Master Mix
reservoir.

3. Napipetujte 180 ul RT-PCR master mixu do kazdé z osmi cerstvé odkrytych jamek. Pro
presné pipetovani pouzijte vyhradné 200 pl pipetu a metodu reverzniho pipetovani.

4. Zkontrolujte, Ze na dné jamek v RT-PCR Master Mix reservoir nejsou zadné bubliny.

5. Pokud prenasite RT-PCR Master Mix reservoir k pipetovaci stanici na delsi vzdalenost,
zakryjte RT-PCR Master Mix reservoir vickem.

6. AZ vas program béhem RNA izolace vyzve, vlozte takto pripraveny RT-PCR Master Mix
reservoir do pipetovaci stanice Bravo do pozice 5. Pokud je na ném umisténo vicko, tak ho
z rezervoaru po vlozeni do stroje sundejte.

4.2.5 Uklid desticek a $pi¢ek po skon&eni RNA izolaéniho protokolu

1. Vyjméte PCR desticku, peclivé ji prelepte optickou PCR folii, vlozte do gPCR cykleru a
spustte analyzu. Po spusténi analyzy uklidte zbytek desticek v pipetovaci stanici.

2. Zavickujte a vyhodte do odpadu EMPTY tip box z pozice 7.

3. Opatrné vyjméte a vyhodte do odpadu LYSIS&SAMPLE plate z pozice 8.

4. Opatrné vyjméte a vyhodte do odpadu WASTE plate z pozice 4.

DULEZITE: LYSIS&SAMPLE plate a WASTE plate mohou obsahovat virovou RNA, a proto musi
byt zlikvidovdny zplisobem, ktery bude minimalizovat mozZnost kontaminace okoli. Pokud je to
mozZné, doporucujeme tyto desticky pred vyhozenim znovu zalepit folii nebo uzavrit do
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vodotésného obalu (napr. prdazdny plastovy sdcek od pouZitého plastu a desticek, které jsou
soucdsti kitu).

4. Opatrné prikryjte vickem a vyjméte RT-PCR Master Mix reservoir z pozice 5 a uchovejte
ho na dalsi poufZiti (rezervoar mize byt pouZit az na pfipravu 12 PCR desticek).

5. Opatrné vyjméte a vyhodte do odpadu REAGENT plate z pozice 6.

6. Opatrné vyjméte BEAD plate z pipetovaci stanice z pozice 2. V destice je pfitomna
izolovana RNA v jamkach spolu s magnetickymi kulickami (kvadrant 3), kterd mQze byt
pouzita pro dal$i RT-PCR analyzu. Pro skladovani zalepte BEAD plate mrazu odolnou folii a
skladujte pti-20 °C (nanejvys po dobu 30 dnl) nebo pfi-80 °C pro dlouhodobé skladovani.
Pokud BEAD plate nechcete skladovat, zlikviduje ho stejné jako WASTE plate.

7. Vyjméte tip70 tip box z pozice 1. Tuto krabicku od 3picek nevyhazujte a pouzijte ji pfi
dal$im RNA izola¢nim protokolu jako EMPTY tip box. Popisek na této krabicce prelepte
popiskem ,EMPTY tip box“ (soucdast soupravy).

8. Zavickujte a vyjméte krabi¢cku Master Mix tip box z pozice 3. Na predni strané krabicky
spravné preskrtnéte Cislo poutziti krabicky a uchovejte na dalsi poutziti (krabicka muze byt
pouZita az na 10 PCR desticek)

9. Pokud jiz dany den nebudete provadét RNA izolaci, zaviete cely program VWorks (aniz
byste jej ukladali) a vypnéte pipetovaci stanici Agilent Bravo a pocitac.

5 Postup pro izolaci RNA ze slin

Postup pro izolaci RNA ze slin je stejny jako pro izolaci RNA z nasopharyngedlnich stérd
popsany vyse, pouze se lisi priprava lyza¢niho pufru a objem vzorku.
5.1 Priprava lyzacniho pufru

1. Postupujte analogicky jako v sekci 3.7 pfi pfipravé lyzacniho pufru pro nasopharyngedlni
stéry, avSak upravte objemy dle nasledujici tabulky 2.

Tabulka 2: Seznam chemikalii pro pfipravu lyza¢niho pufru pro izolaci RNA ze slin

Poradi . Objem vzorku [pL] Barva
pFidani Slozka 1 destitka (96 vzorkd) | vitka
1 Lysis Buffer Concentrate 9000
2 Lysis Enhancer 110
3 RNA Carrier 110 -
4 DTT concentrate 110
5 100 % Isopropanol ! 5700
6 ultracista voda nebo PBS ! 5000
Zavrete a nékolikrat obratte dnem vzhiru a zpét pro dikladné promichani
7 RNA izola&ni kontrola 2! 126 q
Zavrete a nékolikrat obratte dnem vzhiiru a zpét pro ddkladné promichani

[1] — Neni soucasti soupravy

[2] — Pokud nepouzivate RNA izolacni kontrolu, tak tento krok vynechte

[3] — Barva vicka a ¢islo na ném je platné pouze v pripadé pouZiti soupravy COVID-19 Multiplex RT-PCR
Kit (kat.¢. DB-1211). Pokud pouZivate izola¢ni kontrolu z jiné RT-PCR soupravy, pfipravte ji podle pokyn(
vyrobce a doredte na vysledny objem 126 L ultra ¢istou vodou.
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2. Nasledné nalijte pripraveny lyzacni pufr do plastového rezervoaru (soucast soupravy,
kapacita 25 mL) a rozpipetujte 160 pL lyzacniho pufru na dno vsech jamek do
LYSIS&SAMPLE plate pomoci multikanalové pipety.

& DULEZITE: Rozpipetovdni lyzacéniho pufru musi byt provedeno rychle (idediné béhem 1-2 minut
od naliti do rezervodru), aby se predeslo pripadnému odpareni lyzacniho pufru z rezervodru.
Pripadné je mozné pro rozpipetovdni lyzacniho pufru pouZit elektronickou multikandlovou
pipetu Ci jiny vhodny ddvkovac, kterym Ize kapalinu nabirat pfimo z 50 ml zkumavky, ze které
se lyzacni pufr odparuje pomaleji nez z rezervodru.

5.2 Pridani vzorkd do LYSIS&SAMPLE plate

Pti pripravé vzork( slin postupujte dle sekce 3.6.2. Pro pfidavani vzorkd do LYSIS&SAMPLE
plate plati stejné pokyny jako v sekci 3.8, s rozdilem, Ze objem vzorku je pouze 20 pL:

Skrze pfeddérovanou félii napipetujte 20 pL vzorku slin do pfislusné jamky v LYSIS&SAMPLE
plate. Vzorek pipetujte pfimo DO lyzacniho pufru, ne na sténu desticky.

6 Postup pro manualniizolaci RNA

NiZe je popsan podrobny postup pro izolaci RNA z nasopharyngealnich stérd, dle kterého lze
postupovat manualné, ¢i dle néj naprogramovat jiny pipetovaci automat nez Agilent Bravo.

1. Smichejte 120 pl lyzaéniho pufru (pfipravené dle ndvodu v sekci 3.7) s 60 pl vzorku a
roztok radné promichejte.

2. Ze stoceného a na magnet umisténého BEAD plate odeberte od magnetickych ¢astic
20 pl roztoku, ktery Castice prekryva a preneste ho do WASTE plate do kvadrantu 1.

3. Preneste 86 pl smési vzorku a lyzaéniho pufru do BEAD plate s magnetickymi
Casticemi umistény mimo magneticky stojanek.

4. Radné promichejte tak, aby se viechny magnetické ¢astice dostaly do roztoku.

5. Inkubujte roztok s magnetickymi ¢asticemi po dobu 4 minut (optimalné béhem této
doby roztok nékolikrat promichejte, abyste zabrdnili klesnuti magnetickych ¢astic na
dno zkumavky).

6. Preneste BEAD plate na magneticky stojanek a ponechte ho v ném, dokud vsechny
magnetické ¢astice neklesnou na dno jamek (pfiblizné 1 minutu).

7. Odeberte z BEAD plate, stdle umisténého na magnetickém stojanku, veskery roztok
(avsak bez magnetickych ¢astic) a preneste ho do WASTE plate do kvadrantu 3.

8. Preneste BEAD plate mimo magneticky stojanek a pridejte do néj 50 ul roztoku ze
stoceného REAGENT plate z kvadrantu 1.

9. Promichejte magnetické Castice s roztokem a inkubujte 10 vtefin.

10. Pfeneste BEAD plate na magneticky stojanek a ponechte ho v ném, dokud vsechny
magnetické ¢astice neklesnou na dno jamek (pfiblizné 30 vtefin).

11. Odeberte z BEAD plate, stale umisténého na magnetickém stojanku, veskery roztok
(avsak bez magnetickych ¢astic) a preneste ho do WASTE plate do kvadrantu 1.

12. Pfeneste BEAD plate mimo magneticky stojanek a pfidejte do néj 50 pl roztoku
z REAGENT plate z kvadrantu 2.

13. Promichejte magnetické ¢astice s roztokem a inkubujte 10 vtefin.

14. Pfeneste BEAD plate na magneticky stojanek a ponechte ho v ném, dokud vsechny
magnetické ¢astice neklesnou na dno jamek (pfiblizné 30 vtefin).
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15. Odeberte z BEAD plate, stale umisténého na magnetickém stojanku, veskery roztok
(avsak bez magnetickych ¢astic) a preneste ho do WASTE plate do kvadrantu 2.

16. Preneste BEAD plate mimo magneticky stojanek a pridejte do néj 50 ul roztoku
z REAGENT plate z kvadrantu 4.

17. Promichejte magnetické ¢astice s roztokem a inkubujte 10 vtefin.

18. Pieneste BEAD plate na magneticky stojanek a ponechte ho v ném, dokud vSechny
magnetické ¢astice neklesnou na dno jamek (pfiblizné 30 vtefin).

19. Odeberte z BEAD plate, stale umisténého na magnetickém stojanku, veskery roztok
(avsak bez magnetickych ¢astic) a preneste ho do WASTE plate do kvadrantu 4.

20. Otevieny BEAD plate ponechte stat, aby se odpafil zbytkovy etanol (pfiblizné 8 minut)

21. Na nasledujici kroky vZdy pouZijte Cisté Spicky.

22. Pfeneste BEAD plate mimo magneticky stojanek a pfidejte do néj 25 ul roztoku
z REAGENT plate z kvadrantu 3.

23. Radné promichejte tak, aby se viechny magnetické ¢astice dostaly do roztoku.

24. Inkubujte roztok s magnetickymi ¢asticemi po dobu 3 minut (optimalné béhem této
doby roztok nékolikrat promichejte, abyste zabrdnili klesnuti magnetickych ¢astic na
dno zkumavky).

25. Preneste BEAD plate na magneticky stojanek a ponechte ho v ném, dokud vsechny
magnetické ¢astice neklesnou na dno jamek (priblizné 60 vtefin).

26. Na nasledujici krok vZdy pouZijte Cisté Spicky.

27. Opatrné odeberte z BEAD plate, stale umisténého na magnetickém stojanku, 4,5 ul
roztoku, ktery obsahuje izolovanou RNA, a preneste jej do PCR desticky
s napipetovanym master mixem a jednou promichejte (béhem tohoto kroku nesmite
nabrat a prenést Zadné magnetické ¢astice).

7 Pravni upozornéni

V plném rozsahu povoleném zadkony vasi jurisdikce, je DIANA Biotechnologies, s.r.o. zbavena
odpovédnosti za jakékoli pfimé nebo nepfimé skody spojené nebo vzniklé v souvislosti s timto
dokumentem a jeho pouZitim, jakoZ i za jakékoli pfimé a nepfimé Skody spojené nebo vzniklé
v souvislosti se soupravou Automated RNA Isolation Kit for Agilent Bravo a s jejim pouZitim.

V pripadé vyuziti soupravy Automated RNA Isolation kit for Agilent Bravo v in vitro diagnostice
spolecné s CE IVD certifikovanymi RT-PCR soupravami jinymi nez COVID-19 Multiplex RT-PCR
Kit (kat.c. DB-1211) pfipadd odpovédnost validovat proces uZivateli.

DIANA Biotechnologies s.r.o. je vylucnym vlastnikem vsech protokolll pro RNA izolaci a
pfipravu RT-PCR desticek pomoci pipetovaci stanice Agilent Bravo referovanych v této
priruéce. Bez vyslovného souhlasu autorizovaného zdstupce DIANA Biotechnologies s.r.o. je
zakdzano poskytovat tyto protokoly tretim stranam.

8 Seznam kompatibilnich souprav
DB-1211-100rxns COVID-19 Multiplex RT-PCR Kit (100 test(i)
DB-1211-1000rxns COVID-19 Multiplex RT-PCR Kit (1000 testd)

DB-1214 Agilent Bravo installation package for Automated RNA Isolation kit
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9 Pouzité grafické symboly

Manufacturer / Vyrobce

Date of Manufacture / Datum vyroby

Caution / Pozor

> L E

Lot Number / Kéd davky

-
o
-

Operator’s manual, operating instructions / Ctéte navod k pouZiti

=

Catalogue Number / Katalogové Cislo

v
m
-

Lower limit of temperature / Dolni mez teploty

Temperature limit / Limit teploty

Upper limit of temperature / Horni mez teploty

Do not use if package is damaged / NepouZivat, jestliZe je baleni poskozeno

Use by date / PouZit do data

Do not reuse / NepouZivat opétovné

D00 @ o~ o< o<

z
<

Keep away from sunlight / Chrarite ptfed slune¢nim zarenim

/
o

N
i
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10 Priloha

10.1 Navod na spravné zvoleni poCtu pouziti Master Mix tip box

Na zacdtku RNA izolaéniho protokolu je nutné spravné vyplnit pole ,Pocet pouziti Master Mix
tip box (pozice 3)“.

Jak urcit spravné cCislo pouziti Master Mix tip box?
VZDY provadéjte uréeni spravného poctu pouziti Master Mix tip box pomoci minimalné
dvou riznych nize zminénych zplsobl (napf. pomoci zplsobu 1 a 2).

1. Na predni strané Master Mix tip box jsou ocislované sloupce 3$picek, ktera se po kazdém

evvs

2. Vlevé casti krabicky (prvnich 10 sloupcll) jsou umistény Cisté Spicky. Pipetovaci stanice
z téchto Spi¢ek postupné odebird zleva doprava. Sprdvné Cislo poctu pouZiti pomoci
pocitani jesté nepouzitych Cistych Spicek je rovno:

11 - pocet Cistych Spicek (leva ¢ast krabicky)

3. Pipetovaci stanice postupné odebira vidy jeden sloupec Cistych Spic¢ek (8 Spicek) zleva
doprava. Spravné Cislo pouZiti tedy lze spocitat z prazdnych pozic v fadé Cistych $picek, od
levého okraje krabicky po prvni nepouzitou cistou Spicku a je rovno:

pocet prazdnych jamek (pocitano od levého okraje) +1

Priklady rGznych moznych rozlozeni Spi¢ek v Master Mix tip box

»Pocet pouziti Master Mix tip box“ =1 ,PocCet pouiiti Master Mix tip box“ =4
(stav pfed prvnim pouziti) (stav pred ¢tvrtym poutZiti)

Gisté Spicky Spinavé Spicky
Potel pouziti Master Mix tip box \ _Eiste Spidky
ST S S SR Y 8 2 Yotet pouziti Master Mix tip box
— SeZae Ay £y

»Pocet pouziti Master Mix tip box“ =6 ,Pocet pouziti Master Mix tip box“ = 10
(stav pred Sestym pouziti) (stav pred poslednim pouZiti)

tiste Spicky Spinavé Spicky —S;;i?uvéig};;}ky
P“,"“ﬁ p?ui‘itismgstgf Mix tip bax Potet pouziti Master Mix tip box
S BB ST 1 I LT L7 (D S B4 54 kS (S B 87 1] (D
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10.2 Test nabrani Spicek pred RNA izolaci

Spicky jsou dodavany treti stranou, proto je potieba provést test jejich kvality pfed samotnym
spusténim protokolu RNA izolace. MUzZe se stat, Ze jsou z vyroby nékteré Spicky v sousednich
kvadrantech navzdjem spojeny kouskem plastu, coz by mélo zdsadni vliv na samotny protokol.
Test zahrnuje nasledujici kroky a trva pfiblizné 20 vtefin:

1. Nabrani Spicek z krabicky tip70 tip box z kvadrantu 4.
Vizudlni kontrola uzivatelem, ze 96 Spicek z kvadrantu 4 bylo nabrdno spravné a ze
v krabicce tip70 tip box jsou vSechny ostatni Spic¢ky ve zbyvajicich kvadrantech spravné
zarovnany. Spravnost nabrdni Spi¢ek potvrdte stisknutim tlacitka “Continue”.

3. Vraceni Spicek a nabrani novych Spicek z krabicky tip70 tip box z kvadrantu 1.

4. Vizualni kontrola uZivatelem, Ze 96 $picek z kvadrantu 1 bylo nabrdno spravné a Ze
v krabicce tip70 tip box jsou vSechny ostatni Spicky ve zbyvajicich kvadrantech spravné
zarovnany. Spravnost nabrdni Spi¢ek potvrdte stisknutim tlacitka “Continue”.

Redeni problému pfi testu $picek
Pokud stroj zvedne i $picky z jiného kvadrantu (viz. obrazek vpravo), postupujte nasledovné:

1. Vrukavicich Spicku pinzetou/rukou sundejte
z pipetovaci hlavy nebo seberte, pokud spadla. Pokud je
na Spicce viditelny plastovy vlas, tak ho ze Spicky
odtrhnéte. Spicku vratte zpét do krabicky v pozici 1 na
misto odkud ji stroj nabral.

2. Pokracujte v testu (kliknutim na tlacitko ,Continue®).

3. Pokud je to nutné opakujte body 1-2 vicekrat.

Kontrola krabicky se Spickami po skonceni testu Spicek

Po skonceni testu se stroj zastavi s nabranymi Spickami z kvadrantu 1 nad pozici 2 a vyzve
operatora k vizudlni kontrole tip70 tip box krabicky Spicek v pozici 1.

1. Zkontrolujte, Ze chybi pouze Spi¢ky nabrané strojem (tj. Spicky z kvadrantu 1). Pokud
chybiijiné $picky, tak je najdéte a vratte zpatky do krabicky tak, aby krabi¢ka vypadala
presné jako na levém spodnim obrazku.

2. Zkontrolujte, Ze Zadna ze Spicek nevycniva (viz. pravy spodni obrazek)

3. Vpfipadé, Ze rozloZeni a zarovnani Spicek v krabicce v pozici 1 odpovida obrazkiim
nize, kliknéte na tlacitko “Continue”.

4. Stroj bude pokracovat v RNA izola¢nim protokolu.

horni pohled bocni pohled

tip7otipbox (1) ‘
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10.3 Navod na opravu Spatné zadaného poctu pouziti Master Mix
tip box

Po vloZeni RT-PCR Master Mix reservoir desticky do pozice 5 a nabrdni Spicek z Master Mix tip
box se pipetovaci stanice zastavi a vyzve uZivatele, aby vizudlné zkontroloval spravné nabrani
$picek. Stroj musi nabrat POUZE jeden sloupec Spicek (8 Spicek). NiZe jsou popsané moznosti
Spatného nabéru Spicek s navodem k jejich napravé. Pokud nebudete schopni podle ndvodu
chybu odstranit kontaktujte nas.

Pipetovaci stanice nenabrala zadné spicky z Master Mix tip box

1. Kliknéte na tlacitko ,Pause and diagnose” (bod 1a). Otevie se nové okno s nazvem
,Scheduler Paused” a zde kliknéte na tlacitko , Diagnostics” (bod 1b) a v dalSim novém
okné ,96ST-DB_magnet(2)...Diagnostics” vyberte zalozku ,Agilent Bravo-1“ (bod 1c) a
kliknéte na tlacitko ,Device diagnostics” (bod 1d).

Kontrola spicek

Schedulér Paused {5, 96ST-DB_magnet(2)-201108.dev Diagnostics X
Zkontrolujte spravne nabrani spicek
-8 AgientBrava
Bypass interlock i
e
bod 1c
“bod-1b
» - »
Abort process
bod 1a bod 1d

2. Otevie se vam dalsi okno ,Agilent Bravo Diagnostics”, ve kterém oteviete zalozku
,Processes” (bod 2, viz. obrazek dole).

3. VzaloZce ,Locations” vlevo nahofe vyberte pozici ,3“ (bod 3).

4. Ve spodnim panelu, kde je schéma krabicky Spicek, kliknéte na odpovidajici sloupec
Spicek, ktery mél stroj nabrat (vybér bude vidy zacinat v prvnim fadku, zde ukazano pro
ptiklad, kdy spravny sloupec je sloupec cislo 8, bod 4).

5. V pravé ¢asti okna vyberte , Tips On“ a potvrdte kliknutim na ,Execute command” (bod 5).

Agilent Bravo Disgnostics v19.1.6 70X
Jngﬂeach\ Gripper | Configwation | Extemal Robats | 1/0 rB\e
Lucalmn b g 3 b d
Qf lected locaio od5
38411 5T70 Tip Box Standaid - C v ExeculecumD
Labuare at selected location "Tips On" properties
4 <o >
5
5
7
8 o
el Selection nd Head Mode Miscelaneous
~ Curent head
123 4 5 6 7(8)9 10 11 12 13 1] .%5T, 70 L Series Open labware edier
A0000000 COCOC Cuentheadmade:
BOOO0OOOO0OO0 00000 1 column: 1 Open pipette technigue editor
c0000000000000( — T
NOABAOAOBOOOOOIY
< >
1 selection: 48

o

7 Agilent Technologies | Abou
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6. Na chybovou hlasku, Ze jsou jiz Spicky nasazené na pipetovaci hlavé, kliknéte ,Ignore”.
Brave x|

e.‘ There are already tips on the head. Ignoring the erar will proceed with the tips-on command. Aborting will cancel the tips-on command,

= .

7. Stroj nyni sjede do Master Mix tip box a nabere spravny sloupec Spicek.

8. Vokné,Agilent Bravo Diagnostics” vpravo dole kliknéte na tlacitko ,,OK“ (bod 8).

9. Zavrete okno ,96ST-DB_magnet(2)...Diagnostics” kfizkem v pravé horni ¢asti.

10. DULEZITE: Z krabicky Master Mix tip box manudlné vyndejte a vyhodte VSECHNY
Spinavé Spicky, které se do této doby v krabicce nashromazidily (tj. vyhodte celou
souvislou fadu Spicek v pravé strané krabicky oznacené napisem ,Spinavé Spicky“.

11. Vokné ,Scheduler Paused” zvolte moZnost ,Continue”. Pipetovaci stanice bude
pokracovat v RNA izolacnim protokolu.

Pipetovaci stanice nabrala Spicky o jednu pozici vice vpravo

Pipetovaci hlava by méla mit spravné nasazeny pouze jeden sloupec $picek na pravé strané
hlavy. Nechte program bez preruseni dobéhnout a posléze v rukavicich Cisté Spicky (vlevo)
posurite o jednu pozici doprava a Spinavé Spicky (vpravo) posurite o jednu pozici doleva (mély
by znovu vzniknout souvislé fady Spicek na levé i pravé strané krabicky; viz. obrazky nize).

Po nabrani Spicek Po odhozeni Spicek Po opravé Spicek

Pipetovaci stanice nabrala Spicky o dvé a vice pozic vpravo
Na pipetovaci hlaveé stroje je nasazen vice nez jeden sloupec Spicek!!!

1. Nemackejte tlacitko ,,Continue”.

2. Vdistych rukavicich opatrné sundejte vSechny prebytecné sloupce Spicek z hlavy
(postupujte zleva doprava), aZ na pipetovaci hlavé bude pouze jeden sloupec Spicek na jeji
pravé strané. Cisté $picky odlozte do vi¢ka od krabicky.

3. Kliknéte na tlacitko ,,Continue” a pokracujte v protokolu.

4. Poté nas telefonicky kontaktujte.
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10.4 Navod na dodatecné napipetovani PCR desticky

Pokud vznikne potfeba dodatecné analyzovat znovu cely béh izolace RNA pomoci gPCR,
oteviete protokol uloZzeny na plosSe pod ndzvem ,Extra Assay plate”. Do pipetovaci stanice
umistéte desticky a Spicky podle schématu zobrazeném na obrdzku pod textem:

| [:] DINNA

DB-1206 Extra Assay plate L

Priprava extra PCR desticky (verze 4) @ | oo onr BIOTECHNOLOGIES
Schéma pozic desticek a spicek -
~ _ . | Experiment ID [pe-1206_Qc repeat
tip70 BEAD plate Master Mix , ,
tip box v magnetic adapter tip box Jméno operatora [ran Novak
krabiéka se desticka s krabigka se BEAD plate ID 1224
\N Spickami v Q4 ) Q RNA izolaty YA\ Spickami
. N e ™
RT-PCR Master . ., _ A
Prazdna Mix reservoir Prazdna Pocet pouziti Master Mix —
pozice PRI, pozice tip box (pozice 3)
A\ J Q§ kapalinou p, p, “,
= S/ < X, | Cislo sloupce v RT-PCR Master O
EMPTY L, PCR desticka | | Mix reservoir (pozice 5)
tip box Prazdna v 96w PCR adapteru
P pozice L
prazdna prazdna ’7
@ krabicka @ desticka Progress  [Elapsed Time: 00:00:00

1. PoutZijte novou krabicku tip70 tip box a dejte ji do pozice 1.

2. Do pozice 2 umistéte BEAD plate s vyizolovanou RNA.

3. Do pozice 3 vlozte Master Mix tip box.

4. Do pozice 5 RT-PCR Master Mix reservoir s napipetovanym Master Mixem v jednom
sloupci.

5. Do pozice 7 umistéte prazdnou krabicku.

6. Do pozice vloZte 9 PCR desti¢ku v ¢erveném PCR adapteru.

7. Vyplfite spravné Gdaje do poli ,Cislo sloupce RT CPR Master Mix reservoir” a “Polet pouziti
Master Mix tip box” a stisknéte tlacitko run.
8. Dale postupujte jako v prabéhu standartniho protokolu.
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10.5 Oznaceni kvadrantl v 384 jamkové desticce

384 jamkova desticka mlze byt virtualné rozdélena do ¢tyf kvadrant(. Kazdy kvadrant
obsahuje 96 jamek, které maji stejné rozlozeni jako 96 jamkova desti¢ka. Pokud neni fecené
jinak, tak se kvadranty v 384 jamkové desticce Cisluji od 1 do 4 a to v poradi zleva doprava a
shora dold. Obrazek 3 ilustruje rozvrzeni ¢tyr kvadrant( v 384 jamkové desticce:

1[2]3]a[5[6 |78 9 10[11]12]13]14]15][16[17[18[19][20]21]22] 23] 24
A a2 a2 al2al2a 22222222z 2]2]2]1]2
B |3|4a|3[a|3[a|3[a|]3|a]3|a]|3|a]|3][a]|3]a]3[a]3][a]3]a
c [al2al2fal2]al2aal2al2]al2al2]a]2]a]2[a]2]1]2
D |3|a|3[4]3]a]3[a[3]a]|3[a|3][a]s]|a]3]a]3][a][3]a]3]a
E 12 a2 a2 a2l 2al2]al2a|2]a2]a]2a]2]1]>2
F 3 a|3|a|3|a]|3|al|3|al3]a|3]a|3][a]3]|a]3]|a]3]|a]3]a
6 |12 |af2]al2]al2al2]alalal2a]2]al2]a|2]2]2]1]-2
H |3 |4|3[4]3|a]3[a[3]a]3[a|3[a]s]|4]3]a][3][a][3]a]3]a
! 12 a2 a2 a2 al2al2]al2a|2]a2]a]2a]2]1]>2
! 3 a|3|a|3|a]3|al3|al3]a|3]a|3[a]3]|a]3]|a]3]|a]3]a
kK |12 a2 al2a]2al2aa]2]al2aa]2]a]2]a]2]1]2
L [3]a|3[a]s|a3]al3[a[3]a]|3]a]|3][a][s]4a]3]a]3]as]3]a
M |1l 2al2]al2al2]al2fal2al2aal2]al2]a]2]2]2]1]2
N |3[a|3[a]|3|a3|af3|a|3]a|3]a|3][a]s|a][3]|a]|3]|a]3]a
o [a2|af2al2]s|2a]2]alaaf2al2]al2]z]2]2]2]1]>
P |3|a|3[a[3[a|3[a]s][a]3|a[3[a[3]a[3[a]3[a]3][4]3]a

Obrazek 2: Rozvrzeni kvadrantl v 384 jamkové desticce. Kvadrant 1 (Q1) zbarven modfe obsahuje jamky A1, A3,
..., 021, 023; Kvadrant 2 (Q2) zbarven zelené obsahuje jamky A2, A4, ..., 021, 024; Kvadrant 3 (Q3) zbarven Cervené
obsahuje jamky B1, B3, B5, ..., P21, P23 a Kvadrant 4 (Q4) zbarven bile obsahuje jamky B2, B4, BS, ..., P22, P24.
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Souhrnny protokol

Pfiprava vSech reagencii pro RNA izolaci

1. Reagencie pro pripravu lyzaéniho pufru: Lysis Buffer Concentrate a 100% Isopropanol
(kazdého MIN 10 ml); Lysis Enhancer, RNA Carrier a DTT Concentrate (kazdého MIN
110 pl); 126 ul RNA izolaéni kontroly, 1 ks 50 ml zkumavka; 1 ks 25 ml rezervoar; 2 ks
adhezivni félie, 1 ks preddérované folie (vSe kromé isopropanolu je soucasti soupravy)

2. Desticky (vidy po jednom kusu): BEAD plate, REAGENT plate, WASTE plate,
LYSIS&SAMPLE plate a minimdlné jeden zalepeny sloupec v RT-PCR Master Mix reservoir
a PCR desticka (vSe kromé PCR desticky je souéasti soupravy)

3. Spicky: 1x 70 L $picky (zelené @), 1x Master Mix tip box, 1x prazdna krabicka

Priprava desticek pro RNA izolaci

1. Promichejte lahvicku s Lysis Buffer Concentrate a zkontrolujte, zda se v ni nevytvofil
precipitdat. Pokud ano, vlozte lahvicku na 1 hodinu do 37 °C, poté promichejte a
zkontrolujte, Ze se precipitat rozpustil.

2. Stocte BEAD plate a REAGENT plate 200x g po dobu 15 sekund.

3. ZmrazZené roztoky nechte pred pouZitim rozmrznout, stocte, zvortexujte a znovu stocte.
Pracujte s nimi pfi pokojové teploté a po pouZiti je znovu zamrazte.

4. Podle tabulky uvedené nize pfipravte v 50 ml zkumavce lyzac¢ni pufr, jednotlivé slozky
pridavejte v uréeném poradi.

Poradi . Objem vzorku [pl] Barva
pfidani Slozka 1 destitka (96 vzorkd) | Vicka
1 Lysis Buffer Concentrate 9000
2 Lysis Enhancer ! 110
3 RNA Carrier ™ 110
4 DTT concentrate 110
5 100 % Isopropanol 5700
nékolikrat obratte dnem vzhairu a zpét pro DUKLADNE PROMICHANI
6 RNA izola¢ni kontrola 126
nékolikrat obratte dnem vzharu a zpét pro DUKLADNE PROMICHANI

5. Rozpipetujte 120 ul kompletniho lyzacniho pufru do LYSIS&SAMPLE plate a desticku
zalepte preddérovanou fdlii (pre-pierced seal), ktera je soucasti soupravy.

6. Pripravte si vzorky, které budou analyzovany, véetné odpovidajicich kontrol.

7. Skrze preddérovanou félii do kazdé jamky pridejte 60 ul vzorku ptimo do lyzacniho pufru
(nepipetujte vzorek po bocni sténé jamky). Po pfidani posledniho vzorku destic¢ku zalepte
Cistou adhezivni fdlii (general adhesive seal), ktera je soucasti soupravy.

Provedeni RNA izolace

1. Zapnéte pipetovaci stanici Agilent Bravo.

2. Otevrete soubor DIANA_RNA_lzolace na plose pocitace.

3. Inicializujte pipetovaci stanici a prihlaste se do programu VWorks.

4. Umistéte na pozice v pipetovaci stanici desticky a Spicky podle schématu (viz. obrazek).
i.  Zdesticek nejdrive sundejte félii a az poté je vloZte do pipetovaci stanice.
ii.  Zkrabicek se Spickami sundejte vicko.
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- - yR Export PDF report
DB-1206 RNA isolation b | et ] [/ DIA\NA\
RNA izolace (verze 4) BIOTECHNOLOGIES
Schéma pozic destic¢ek a Spicek -
~ Experiment ID [pe-1206_ac
tip70 BEAD plate Master Mix , ,
tip box v magnetic adapter tip box Jméno operatora pen novak
krabiéka se destiéka s krabika se BEAD plate ID [1234
@ Spickami ) @ kapalinou @ Spickami
WASTE i ) REAGENT v Nies .
plate Prazdna plate I'-‘_ocet pou2|t_| Master Mix ——
prézdna pozice destitka s tip box (pozice 3)
@ desticka @ @ kapalinou o
Cislo sloupce v RT-PCR Master
e N —
Ay LYSIS & SAMPLE | | PCR desticka | | Mix reservoir (pozice 5)
tip box plate v 96w PCR adapteru

prazdna destic¢ka s prazdna
@ krabicka kapalinou @ desti¢ka Prog F€SS |Flapsed Time: 00:00:00
Q J

/

Vyplite vSechna potfebnd pole v ovladacim panelu protokolu.

Kliknéte na tlacitko “Run” a nasledné , Finish“ a poté , Continue”.

Protokol RNA izolace se spusti a bude trvat pfiblizné 25 minut.

DULEZITE: Peclivé pozorujte prvni dva kroky RNA izolaéniho protokolu:

i.  Testovaci nabrani viech Spicek z pozic 1. V pfipadé nespravného nabrani Spicek
postupujte podle pokynli popsanych v pfiloze v sekci 10.2.
ii. Pfeneseni kapaliny z BEAD plate v pozici 2 do WASTE plate v pozici 4.

9. Asi po 20 minutach se protokol zastavi a vyzve uZivatele k vloZzeni RT-PCR Master Mix
reservoir s napipetovanym Master Mixem v jednom sloupci do pozice 5.

10. DULEZITE: Zkontrolujte spravné nabrani $picek pro rozpipetovani RT-PCR Master Mixu
(v pfipadé nespravného nabrani Spicek postupujte podle pokyni v kapitole 10.3).

11. Po skonceni protokolu vyjméte z pipetovaci stanice PCR desticku z pozice 9, prelepte ji
PCR fdlii a provedte analyzu na PCR cykleru.

12. Poté uklidte vSechny pozice na pipetovaci stanici Bravo. Vyhodte zavickovany EMPTY tip
box, LYSIS&SAMPLE plate, WASTE plate a REAGENT plate. Zavickujte RT-PCR Master Mix
reservoir a uchovejte pro dalsi izolaci. BEAD plate zalepte mrazu odolnou folii a uchovejte
pfi -80°C. Tip70 tip box prelepte napisem ,EMPTY tip box“ a pouZzijte pfi dalsi RNA izolaci.

13. Odskrtnéte pouziti krabicky Master Mix tip box a ponechte ji ve stanici pro dalsi izolaci.

14. Tlac¢itkem ,Export PDF report” si mlZete vytvofit zaznam provedené izolace.

15. Pokud jiz nebudete dany den provadét RNA izolaci, vypnéte program a pipetovaci stanici.

© N o

Pfiprava RT-PCR Master Mix reservoir

1. Vsechny roztoky nechte pred pouzitim rozmrznout, stocte, zvortexujte a znovu stocte.

2. Pripravte 1,5 az 1,6 ml RT-PCR Master Mixu podle pokyn( vyrobce.

3. Odstrante jeden prouzek (sloupec osmi jamek) folie z RT-PCR Master Mix reservoir a
napipetujte do kazdé jamky tohoto sloupce 180 pl pfipraveného RT-PCR Master Mixu.

COVID-19 Multiplex RT-PCR Kit (kat.c. DB-1211) je doporucend souprava v kombinaci s vyse
popsanym RNA izolacnim protokolem. Pokud pouzijete velikost soupravy DB-1211-100rxns, tak
smichejte celé objemy sloZek 1, 2 a 3. V kazdé zkumavce je 550 ul, celkem tak ziskdate az 1650 ul master
mixu. Pri pouZiti soupravy DB-1211-1000rxns v Cisté zkumavce smichejte 533 ul kaZdé ze slozek 1, 2 a 3
tak, abyste ziskali 1600 ul master mixu. Je také mozné smichat cely objem vsech komponent (5,5 ml
kazZdd) a rozpipetovat po 1600 ul. Hotovy RT-PCR master mix je stabilni aZ nékolik hodin na ledu, je
mozZné jej skladovat aZ 1 mésic v -80°C (musi byt co nejdrive po namichdni uloZen do -80°C). Vice
podrobnosti ke stabilité RT-PCR mixu a jednotlivych sloZek RT-PCR soupravy naleznete v ndvodu COVID-
19 Multiplex RT-PCR Kit.
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