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1 Uvod

1.1 Ugel a pouziti soupravy

COVID-19 Multiplex RT-PCR Kit (Kat.¢. DB-1211) slouZi k jednokrokové RT-PCR detekci viru SARS-
CoV-2 (Wuhan coronavirus 2019, COVID-19) z izolované RNA. Souprava v jedné multiplexni RT-
PCR reakci specificky detekuje dva virové geny, Spike a EndoRNAse a syntetickou RNA kontrolu.
Tato kontrola se pridava do vzorku jesté pred izolaci RNA a slouZi jak pro ovéreni ic¢innosti RT-PCR
reakce, tak sledovani vytézku izolace RNA.

RNA pouZita pro detekci COVID-19 touto soupravou, by méla byt izolovana z biologickych vzork
(napf. z nosohltanového stéru v univerzalnim transportnim mediu (UTM) &i v PBS nebo ze slin) s
vyuzitim souprav k tomu uréenych. Mohou byt pouzity jak kolonkové izola¢ni soupravy, tak
soupravy zaloZené na magnetickych casticich. Izolovana RNA musi byt eluovana ve vodé nebo v
pufru, ktery neinhibuje RT-PCR reakci. Pro dosaZzeni optimalnich vysledkd detekce COVID-19 z
nosohltanovych stéri v UTM nebo PBS doporucujeme pouziti DIANA RNA izolacnich souprav (Kat.
¢. DB-1205 nebo DB-1206).

Souprava obsahuje kontrolu izolace RNA a primery a sondu pro jeji detekci. Doporucujeme pfidat
kontrolu do kazdého vzorku jeSté pred izolaci RNA, aby bylo moiné ovéfit vytézek izolace.
Kontrolu ptidejte do lyzaéniho/vazebného pufru ze soupravy pro izolaci RNA, ktery bude nasledné
smichdn se vzorkem, ze kterého je RNA izolovana. Timto postupem se ovéfi jak ucinnost samotné
RT-PCR reakce (odhali se pfipadna inhibice), tak i dostatecny vytéZek izolace RNA, coz je klicovy
predpoklad pro spravnou diagnostiku. Méné preferovanou moznosti je pridani kontrolni RNA
pfimo do RT-PCR mixu — timto zplsobem se kontroluje pouze Ucinnost RT-PCR reakce.

1.2 Charakteristiky testu

Sensitivita a specificita

Primery a sondy poufZité v této soupraveé byly vyvinuty spole¢nosti DIANA Biotechnologies a byly
optimalizovadny pro multiplexni detekci. Cili sekvence v genomu COVID-19, které nebyly mutovany
v Zadné z evropskych sekvenci dostupnych v databazi NCBI (238 sekvenci k 17. kvétnu 2020).
Primery byly navrieny tak, aby byly specifické pro COVID-19, jejich sekvence neni konzervovana v
SARS, MERS ani v Zddném jiném lidském koronaviru. Primery nevykazuji nespecifickou amplifikaci
lidské mRNA nebo lidského genomu v in silico PCR analyze.

Souprava byla validovdna na RNA izolované z lidskych vzork(. Bylo analyzovano 18 pozitivnich a
59 negativnich vzork, a vysledky byly porovnany se ¢tyfmi dalsimi CE IVD COVID-19 soupravami
od tfi riznych dodavatel(l. Souprava DB-1211 dosahla 100% citlivosti a 100% selektivity. Souprava
detekuje méné nez 10 kopii RNA genomu COVID-19, s linedrnim rozsahem alespon do 100 milion(
kopii, coz bylo stanoveno na zakladé fedici rady virové RNA o zndmé koncentraci.

DIANA Biotechnologies s.r.o., Nad Safinou 1l 366, 25250 Vestec, Ceska republika
Email: support@dianabiotech.com, Web: www.dianabiotech.com 3




Uzivatelska pfiru¢ka pro COVID-19 Multiplex RT-PCR Kit [/] D| \N \

Verze DB-1211-004-200821-1.8 CZ & cioTEcHNOLOGIES

Pfesnost

Variabilita mezi geny byla stanovena jako primérna standardni odchylka mezi C; namérenymi pro
FAM a HEX kandly, pficemz byla < 0,2 cyklu pro vzorky s C; mensim nez 35 cyklem (17 klinickych
vzorkU z 18 celkem), zatimco R? pro linearni regresi mezi C; obou gen( bylo pro tyto vzorky 0,998.

Namérené prliimérné hodnoty C: pro oba geny pro vSech 18 pozitivnich vzork( byly porovnany
s hodnotami C; z referenéni CE IVD soupravy stanovuijici E-gen, pfiéemZ R? linearni regrese mezi
obéma soupravami byla 0.984 bez jediné odlehlé hodnoty.

Reprodukovatelnost

Intra a interassay variabilita byla zmérena pro koncentrace virové RNA 100 000, 1 000 a 100 kopii
(vZzdy celkem ze 40 replikatd). Namérené hodnoty intraassay variability (primérnych standardnich
odchylek C; replikatl na jedné desticce) pro oba kanaly byly pro tyto koncentrace postupné < 0.1,
< 0.2 a< 0.5, zatimco interassay variabilita (pridmérna standardni odchylka C; replikatd na rGznych
destickach) byla pro oba kanaly pro tyto koncentrace postupné <0.1,<0.3a<0.6.

Vhodné pfistroje

Souprava byla ovérena na nékolika RT-PCR cyklerech: Roche LightCycler 480 Il, Agilent AriaMX a
BioRad CFX96. Lze ji pouZzit také s jinymi pfistroji, které jsou schopné trojité detekce v kandlech
FAM, HEX a Cy5, je vSak na uzivateli, aby proved| spravné nastaveni pfistroje a ovéfil fungovani
soupravy s vyuzitim vhodnych kontrol. Navod na nastaveni RT-PCR protokolu a detekce v kanalech
FAM, HEX a Cy5 naleznete v pokynech vyrobce pfislusného cykleru.

1.3 BezpecCnostni upozornéni

Tato souprava je uréena pouze pro profesiondlni pouziti. DodrZujte obecné zasady chemické
bezpecnosti. PouZivejte ochranné pomlcky (rukavice, bryle), zamezte pfimému kontaktu s
chemikaliemi a vyvarujte se jidlu nebo piti v laboratofich.

Soucasti soupravy jsou slozky obsahujici 0,02% azid sodny, ktery je toxicky a pfi styku s kyselinami
vytvafii toxicky plyn. Pfislusné bezpecnostni listy (MSDS) budou poskytnuty na vyzadani.

Pti praci s biologickymi vzorky, vénujte pozornost bezpeénostnim pravidlim pro praci s infekénim
biologickym materidlem, pouZivejte vhodné ochranné vybaveni (napf. stit, respirator) a pracujte
se vzorky pouze ve vyhrazenych biohazard boxech nebo ve vyhrazenych pracovnich prostorech. S
infekénimi vzorky pracujte pouze v laboratotich kategorie BSL2+ nebo BSL3. Potencidlné infekéni
odpad zlikvidujte v souladu s platnymi pravnimi predpisy.

Pribéziné kontrolujte, zda v pracovnim prostoru nejsou rozlité roztoky, chemikalie nebo
biologické vzorky. V ptipadé rozliti pracovni plochu okamzité dekontaminujte. Pokud dojde ke
kontaktu reagencii s pokoZzkou nebo k zasaZzeni oci, okamZzité postizené misto oplachnéte pod
tekouci vodou.
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2 Seznam materialu

2.1 Pozadované laboratorni vybaveni

(S)DINNA

e  Real-time PCR cykler se softwarem schopnym multiplexni detekce v kanalech FAM,
HEX a Cy5 — postupujte podle navodu poskytnutého vyrobcem daného pfristroje

e  Kalibrované jednokanalové / multikanalové pipety

e  Rukavice a jiné ochranné prostfedky

e Doporucené: stolni vortex a centrifuga

2.2 Pozadovany material, ktery neni soucasti soupravy

e Jednorazové pipetovaci Spicky (doporucujeme spicky s filtrem)
e Jednorazové vialky pro michani jednotlivych slozek
e  PCR desticka a adhezivni opticka félie pro zalepeni desticky pro PCR

e Soupravy nebo reagencie pro izolaci RNA (napf. DB-1205 nebo DB-1206)

2.3 Material, ktery je soucasti soupravy

Slozky soupravy ., barva
50rxns 100rxns | 1000rxns skladovani vitka
Enhancer mix (4x) 250 500 5000 -20 °C 23 10
Primer mix (4x) 250 500 5000 -20 °C 1231 2 Bl
Enzyme mix (4x) 250 500 5000 -20 °C 123 3 Bl
Positive control 25 100 2x 500 -20 °C 231 4
Isolation control ™ 75 150 2x 750 -20°C 23 -

Tabulka 1: Slozky soupravy

[1] — Uchovavejte na temném misté (obsahuje fluorofory, které jsou citlivé na svétlo).

[2] — Skladujte pfFi teploté -20 °C nebo nizsi; mizZe byt skladovano také pfi -40 °C nebo -80 °C.
NepouZivejte soupravu, pokud slozky byly v okamziku dodani rozmrazené.

[3] = Minimalizujte poéet zmrazeni/rozmrazeni, kontroly rozalikvotujte po prvnim rozmrazeni.
[4] — Pridejte do lyzaéniho/vazebného pufru pred extrakci RNA nebo pfimo do RT-PCR mixu.

[5] — Barevna vicka jsou pouZita pouze v soupravach pro 50 a 100 reakci (nékteré Sarze mohou mit
vicka pruhledna). Priihledna vicka jsou pouZita v soupravach pro 1000 reakci.

[6] — Do zkumavek je plnén objem o pfiblizné 10 % vyssi.

Enhancer Mix (4x)

Obsahuje specidlni slozky zvysujici u€innost RT-PCR reakce. Doddavan jako 4x koncentrat.
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Primer Mix (4x)

Obsahuje pary primer( a fluorescencné znacené sondy pro detekci genu EndoRNAse v kanalu
FAM, genu Spike v kanalu HEX a syntetické kontroly izolace RNA v kanalu Cy5. Dodavan jako 4x
koncentrat.

Enzyme Mix (4x)
Obsahuje termostabilni reverzni transkriptdzu, hot-start Taqg DNA polymerdazu, MgCl,, dNTPs, pufr
a specialni pfisady. Dodavan jako 4x koncentrat.

Positive control

Obsahuje templatovou virovou RNA v koncentraci pfiblizné 2000 kopii na mikrolitr. Otevieni této
lahvicky mliZze zpUsobit kontaminaci pracovniho prostoru, proto tuto vialku pred otevienim vzidy
stocte!

Isolation control
Obsahuje syntetickou RNA, kterd se priddva do kazdého vzorku pred izolaci RNA za ucelem
kontroly jeji icinnosti a odhaleni pripadné inhibice RT-PCR reakce.

2.4. Stabilita jednotlivych slozek soupravy a master mixu

Slozky 1, 2 a 3 dlouhodobé skladujte pf¥i teploté -20 °C nebo nizsi (doba pouZitelnosti je uvedena
na obalu). Vyhnéte se opakovanému zmrazeni/rozmrazeni slozek, nikdy neprekracujte ¢tyfi cykly
zmrazeni/rozmrazeni. Pokud budete tyto slozky pouZivat vicekrat, rozalikvotujte je po prvnim
rozmrazeni.

Slozky soupravy jsou stabilni az 8 hodin pfi 25 °C, pokud nejsou smichané dohromady. Avsak
doporucujeme slozky pouZivat co nejdfive po rozmrazeni nebo je uchovavat na ledu (maximalné
8 hodin). Uchovavejte slozky soupravy mimo pfimé slunecni svétlo, plsobeni bézného denniho
svétla po dobu az 8 hodin nema vliv na jejich funkci. Primer mix by ale mél byt dlouhodobé
uchovavan na tmavém misté.

RT-PCR master mix (smés sloZek 1, 2 a 3; viz kapitola 3.5) je stabilni po dobu aZ 8 hodin, pokud je
uchovavan na ledu. Pfi laboratorni teploté by master mix nemél byt déle nez 30 minut. Master
mix uchovavejte mimo pfimé sluneéni svétlo, béznému dennimu svétlu mlze byt vystaven
maximalné po dobu 8 hodin. Master mix mliZze byt jednou zamrazen. Lze si tedy pfedem pfipravit
master mix pro nékolik PCR destic¢ek nebo si rovnou pfipravit hotové PCR desticky, nicméné vse
musi byt rozalikvotovano a zamrazeno co nejdfive po ptipravé master mixu. Je nutné bud rychlé
zamrazeni pomoci tekutého dusiku nebo uloZit pfimo do -80°C, pfi skladovani v -80°C Ize uchovat
po dobu jednoho mésice.

Slozky 4 a 5 (pozitivni a izola¢ni kontrola) obsahuji RNA, rozmrazujte je na dobu nezbytné nutnou
a uchovavejte je na ledu, avsak jednorazové jsou stabilni az 8 hodin na pokojové teploté. Pokud
je planujete poutzit vicekrat, pfipravte alikvoty b&éhem jejich prvniho rozmrazeni. Optimalni teplota
pro dlouhodobé skladovani je -80 °C, ale mohou byt skladovany pti -20 °C se zbytkem soupravy.
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3 Navod k pouziti

3.1 Obecné postupy

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

e Nespravné zachazeni se slozkami soupravy a nedodrzeni postupl uvedenych v této
uzivatelské priru¢ce mize 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).

3.2 Jak zamezit kontaminacim (faleSné pozitivnim vysledkim)

Je tfeba dodrZovat spravnou laboratorni praxi, aby se zabranilo kiiZové kontaminaci vzorki, a
pouzivat jednordzové pipetovaci Spicky s filtry, které se méni pro kazdy krok protokolu.

Manipulace s klinickymi vzorky, pozitivnimi kontrolami (templatova RNA) nebo amplifikovanymi
PCR produkty (templatova DNA) by méla byt prostorové oddélena od manipulace se zasobnimi
slozkami 1, 2 a 3, aby se minimalizovalo riziko ndhodnych kontaminaci templatovou RNA/DNA.
Nejlepsi praxi je pfipravit RT-PCR master mix ze slozek 1, 2 a 3 a napipetovat tuto smés do PCR
destic¢ky v prostoru, ve kterém se nepracuje s templatovou RNA/DNA (napf. PCR box). Tento
prostor by mél mit vyhrazené vybaveni (napf. pipety, laboratorni plastik), které se nepouziva pro
jiné Gcely a které nikdy neptichazi do styku s templatovou RNA/DNA. PCR desticky s master mixem
by nasledné mély byt pfeneseny na jiné misto (napf. do jiného PCR boxu), kde jsou pfidany vzorky
nebo pozitivni kontroly.

Dalsi obecné pokyny, jak zabranit nahodné kontaminaci:
e Nikdy neotvirejte nebo jinak nemanipulujte se vzorky, pozitivnimi kontrolami nebo s
amplifikovanymi PCR produkty v prostorech, ve kterych je ptipravovan RT-PCR mix.
e  Pfed manipulaci s templatovou RNA/DNA uzaviete ostatni lahvicky s reagenciemi a
pred otevienim vzdy vialku s pozitivni kontrolou radné stocte.
e Nadoby s reagenciemi nechdvejte oteviené pouze po dobu nezbytné nutnou.
e  Ktedénivzorku pouzijte ultradistou nebo PCR-grade vodu (nebo z ni pfipravené pufry).

Pro kontrolu falesné pozitivnich a falesné negativnich vysledkd dlrazné doporucujeme pridat
pozitivni a negativni kontroly na kazdou RT-PCR desticku. Negativni kontrolu lze provést dvéma
zpUsoby. Nejlepsi je provést izolaci RNA se zndmym negativnim vzorkem nebo s prazdnym
médiem a pfidat stejné mnoiZstvi eludtu do RT-PCR mixu jako by se jednalo o skutecny vzorek.
Takova negativni kontrola odhali kontaminaci v kterémkoliv kroku procesu. Druhy zplsob
negativni kontroly je méné robustni a spociva v pfimém pridanim cistého eluéniho roztoku do RT-
PCR mixu, jako by se jednalo o vzorek. Tento postup ale odhali pouze kontaminaci elu¢niho pufru
nebo RT-PCR mixu. Jako pozitivni kontrola se pouzivd COVID-19 templatova RNA, kterd je soucasti
soupravy (vialka ¢. 4).
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3.3 Nez zaCnete
Slozky soupravy jsou skladovany zmrazené, pred kazdym pouzitim proto:

e  Rozmrazte slozky na ledu nebo pfi pokojové teploté. Pokud je nepouzivate ihned po
rozmrazeni, umistéte je na led.

e  Pied otevienim kaZzdou vialku stocte, abyste shromazdili veSkerou tekutinu na dné.

e  Pfed pouZitim reagencie promichejte ve vialkdch pomoci vortexu nebo pipetovanim.
Pipeta by méla byt pro michani nastavena minimalné na % objemu michaného roztoku,
pro spravné promichani je zapotiebi nékolikeré propipetovani. Dostate¢né promichani
je obzvlasté dulezité pred rozdélenim do alikvotd. Pokud vialku vortexujete, vZdy pred
otevrenim kratce stocte.

3.4 Pridani kontroly izolace RNA (Isolation control)

Kontrola izolace RNA by méla byt pfidana do lyzacniho/vazebného pufru pred pridanim vzorku a
naslednou RNA izolaci. Do lyzaéniho/vazebného pufru pfidejte 1 uL RNA z vialky Isolation control
(vialka €. 5, ¢ervené vicko @) pro kaidy izolovany vzorek (napfiklad do objemu lyza¢niho/
vazebného pufru pro 10 izolaci pouZijte celkem 10 uL). Tento postup dlirazné doporucujeme,
protoZe pro kazdy vzorek odhali nejen pfipadnou inhibici RT-PCR reakce, ale také pfipadnou

snizenou ucinnost izolace RNA.

Pokud neni mozné pridat kontrolu izolace RNA do vzorku pred samotnou izolaci RNA, pridejte
0.1 pL z vialky Isolation control (vialka €. 5, éervené vicko @) pro kazdou reakci pfimo do RT-PCR
master mixu (naptiklad do mastermixu pro deset reakci pridejte 1 uL, viz 5. krok v kapitole 3.5).

DIANA Biotechnologies s.r.o., Nad Safinou 1l 366, 25250 Vestec, Ceska republika
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3.5 Priprava RT-PCR master mixu

Pfiprava RT-PCR master mixu pro jednu reakci je popsana niZze. Pokud pfipravujete RT-PCR
master mix pro vice reakci, vynasobte objemy poc¢tem reakci (a pfipoctéte pipetovaci rezervu) —
viz také Tabulka 2.

1. Rozmrazte a promichejte vSechny slozky (viz kapitola 3.3).

2. Do Cisté RNase/DNase free vialky napipetujte 5 uL Enhancer mixu (4x), v soupravé vialka
¢. 1 (zelené O nebo prihledné vicko).

3. Do stejné vialky pfidejte 5 puL Primer mixu (4x), v soupravé vialka ¢. 2 (modré © nebo
prahledné vicko) a promichejte opakovanym pipetovanim.

4. Do stejné vialky pfidejte 5 uL Enzyme mixu (4x), v soupravé vialka €. 3 (¢erné @ nebo
pruhledné vicko), a promichejte opakovanym pipetovanim, dokud neni smés homogenni
(mUzZete take pouZzit vortex a kratce stocit).

5. Volitelné: pokud nepriddvdte kontrolu izolace RNA do vzorku pred RNA izolaci, pFidejte
0.1 ulL z vialky Isolation control, v soupravé vialka & 5 (¢ervené vicko ®), a promichejte
opakovanym pipetovdnim (pipeta by méla byt pro michdni nastavena minimdlné na %
objemu michaného roztoku) nebo s pouZitim vortexu.

6. Preneste 15 pL smési (RT-PCR master mix) do 96-jamkové desticky nebo do mikro-
zkumavek (dle typu pouzitého PCR cykleru). Pokud nemuizZete hned pokracovat s pfidanim
vzork( a naslednym RT-PCR, tak desticky/mikrozkumavky pfikryjte vickem a umistéte na
led (blizsi informace ohledné stability jednotlivych sloZzek soupravy a RT-PCR master mixu
viz kapitola 2.4).

Slozky soupravy ¢ Si?lfz:va ML na 1 reakci KL na 100 reakci
Enhancer mix (4x) 1 5 500
Primer mix (4x) 2 5 500
Enzyme mix (4x) 3 5 500
Isolation control (volitelné*) q 0.1 10
Celkovy objem RT-PCR master mix 15 1500

Tabulka 2: Pfiprava RT-PCR master mixu
Cislovani vialek odpovida pofadi pridavani jednotlivych slozek, je dlleZité toto poradi zachovat.
* objem Isolation control je zanedban; do RT-PCR master mixu se pridava pouze v pfipadé, ze

evyvs

3.5.1 Pfiprava RT-PCR master mixu ze soupravy DB-1211-1000rxns pro
pouZiti s pipetovaci stanici Agilent Bravo

Pti vyuZiti robotické pipetovaci stanice Agilent Bravo pro izolaci RNA (napft. pfi pouziti Automated
RNA Isolation Kit for Agilent Bravo, kat. ¢. DB-1206) je izolovano najednou 96 vzorkd. Pokud pro
naslednou RT-PCR analyzu poufijete soupravu DB-1211-100rxns, spotiebujete jedno celé baleni a
neni nutna alikvotace roztok(. Avsak pokud chcete pouzZit soupravu DB-1211-1000rxns, je nutné
pred prvnim pouZitim roztoky v této soupravé rozalikvotovat.
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Alikvotovani roztokl pro pripravu RT-PCR master mixu
Pocty alikvotl jednotlivych sloZzek soupravy DB-1211 a jejich objemy jsou shrnuty v tabulce 1.
Jsou dva mozné zpUsoby pfipravy alikvotl RT-PCR master mixu:

1. V pfipadé mozZnosti uchovani alikvotd v -80°C: smichejte veskery obsah Enhancer mix
(4x), Primer mix (4x) a Enzyme mix (4x). Dodrite toto poradi a vidy promichejte pred
pridanim Enzyme mixu. Poté znovu dikladné promichejte a poté rozdélte do 10 alikvot(
po 1,6 mL. Vysledkem bude 10 vialek s ready-to-use RT-PCR mixem. Takto pfipraveny RT-
PCR mix musi byt co nejdfive zamrazen a uchovavan pfi -80°C. Po rozmraZeni je nutné RT-
PCR mix uchovavat na ledu. Na pokojové teploté je stabilni po dobu 30 minut, podrobnosti
ke stabilité a skladovani jsou uvedeny v odstavci 2.4.

2. V prfipadé, Ze nemate mozZnost uchovavat alikvoty v -80°C, pfipravte od kazdého z roztokl
Enhancer mix (4x), Primer mix (4x) a Enzyme mix (4x) 10 alikvot( po 533 pL. Tyto alikvoty
uchovejte pfi -20°C. Pro pfipravu RT-PCR master mixu pro analyzu 96 izolaci poté
smichejte vidy po jednom alikvotu od kazdé komponenty a vznikly mix pouZijte cely. Po
rozmrazeni a pred smichanim jsou jednotlivé komponenty RT-PCR master mixu stabilni
pfi pokojové teploté po dobu 8 hodin, podrobnosti ke stabilité a skladovani jsou uvedeny
v odstavci 2.4.

Alikvotovani pozitivni kontroly
Z dodanych vialek si pripravte deset jednorazovych alikvotl pozitivni kontroly, kazdy s objemem
100 pL. Tyto alikvoty mohou byt uchovany podle potreby jak pfi -80 °C tak pfi -20 °C.

Alikvotovani izolaéni kontroly
Z dodanych vialek si pfipravte deset jednordzovych alikvot( izolaéni kontroly, kazdy s objemem
150 pL. Tyto alikvoty mohou byt uchovany podle potreby jak pti-80 °C tak pti-20 °C.

3.6 Pridani vzorku do RT-PCR reakce
Pridejte 5 pL vzorku do jamek/mikrozkumavek, které obsahuji 15 puL RT-PCR master mixu.

Na kazdé desti¢ce musi byt alespon jedna pozitivni a jedna negativni kontrola. V ptipadé pozitivni
kontroly pridejte misto vzorku 5 pL Positive control z vialky €. 4 (zZluté vicko“). V pripadé
negativni kontroly, pfidejte misto vzorku bud'5 uL RNA izolované ze znamého negativniho vzorku
nebo 5 plL ultracisté vody nebo elucniho pufru ze soupravy pro izolaci RNA. Celkovy objem reakce
po pridani vzorku nebo kontroly je vZdy 20 pL.

Po pridani vzork( do 96-jamkové desticky ji zalepte adhezivni optickou félii a co nejdfive spustte
RT-PCR reakci (do 15 minut od pridani RNA), jak je popsano v kapitole 3.7.
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3.7 Protokol RT-PCR

Souprava byla ovérena na pfistrojich: Roche LightCycler 480 Il, Agilent AriaMX Real-Time PCR
System a BioRad CFX96 real-time PCR. Lze jej pouzit také s jinymi pfistroji, které jsou schopné
trojité detekce v kanalech FAM, HEX a Cy5, je vSak na uZivateli, aby proved| spravné nastaveni
pfistroje a oveéfil fungovdani soupravy s vyuZitim vhodnych kontrol. Navod na nastaveni RT-PCR
protokolu a detekce v kandlech FAM, HEX a Cy5 naleznete v uZivatelské ptirucce pfisluSného
pristroje.

Nastaveni pristroje Roche LightCycler 480 Il

Pro detekci ve tfech kandlech pouZijte nasledujici nastaveni:

Channel Excitation filter | Emmision filter Quant factor Max.intergration
(nm) (nm) time (sec)
FAM 465 510 10 1
HEX 533 580 10 1
Cys 618 660 10 3

Tabulka 3: Nastaveni filtr pro RT-PCR detekci na pfistroji Roche LightCycler 480 Il

Program se sklada ze 4 kroku:
1. Reverzni transkripce virové RNA (RT krok)
2. Denaturace: aktivace Taq polymerazy
3. Cyklovani teploty: PCR amplifikace (45 cykld)
4. Ochlazeni desticky

Nastaveni cilové teploty a nacasovani kazdého kroku viz tabulka nize.

Proménna RT step Denature Cycling Cooling
Analysis mode None None Quantification None
Cycles 1 1 45 1
Target (°C) 50 95 95 60 72 40
Hold (hh:mm:ss) 00:10:00 00:02:00 | 00:00:05 | 00:00:15 | 00:00:15 | 00:00:30
Ramp rate (°C/s; 96) 4.4 4.4 4.4 2.2 4.4 2.2
Acquisition mode None None None Single None None

Tabulka 4: Protokol pro RT-PCR detekci na pfristroji Roche LightCycler 480 Il. Pribliznd délka
tohoto protokolu na pfistroji Roche LightCycler 480 Il je 70 minut.

Nastaveni pristroje Agilent AriaMX

Identicky protokol, jako je popsan vyse pro Roche LightCycler 480 Il, byl validovan také pro Agilent
AriaMX Real-Time PCR System. PouZijte vychozi nastaveni ramp rate a kanall FAM, HEX a Cy5.
Priblizna délka tohoto protokolu na pfistroji AriaMX je 75 minut.
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Nastaveni pristroje BioRad CFX96

Identicky protokol, jako je popsan vySe pro Roche LightCycler 480 Il, byl validovan také pro BioRad
CFX96. PoufZijte vychozi nastaveni ramp rate a kanald FAM, HEX a Cy5. Pfiblizna délka tohoto
protokolu na pfistroji BioRad CFX96 je 80 minut.

3.7.1 Zkracena verze RT-PCR protokolu

V pfipadé potreby zkratit RT-PCR protokol mlzete vyuZit jeho zkracenou verzi. Ta vykazuje stejnou
citlivost jako standartni RT-PCR protokol s jedinym rozdilem: je negativné ovlivnéna kvalita kfivky
izolacni kontroly v kandlu Cy5 pfi soucasné amplifikaci ve virovych kandlech FAM a HEX. Délka
zkraceného RT-PCR protokolu je priblizné 50 minut na pristroji Roche LightCycler 480 Il a 55 minut
na pristrojich AriaMX a BioRad CFX96. Nastaveni cilovych teplot a ¢asl pro zkraceny protokol je
uvedeno v tabulce 5.

Proménna RT step Denature Cycling Cooling
Analysis mode None None Quantification None
Cycles 1 1 45 1
Target (°C) 50 95 95 60 72 40
Hold (hh:mm:ss) 00:10:00 | 00:02:00 | 00:00:01 | 00:00:05 | 00:00:01 | 00:00:05
Acquisition mode None None None Single None None

Tabulka 5: Nastaveni cilovych teplot a ¢asti pro zkraceny protokol pro RT-PCR detekci.
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3.8 Analyza dat

Stanoveni hodnoty prahového detekéniho cyklu (Ct)

Provedte analyzu dat dle popisu v ndvodu k obsluze vaseho RT-PCR pfistroje. Pro LightCycler 480 Il
doporucujeme pouzit vychozi korekci barev pro kandly FAM a HEX*, ktera je uloZena v databazi,
a pro ziskani C; pouzit analyzu metodou maxima druhé derivace. Je mozné pouzit i jiné metody a
PCR pfistroje, avSak ziskané hodnoty C: se mohou v zdvislosti na zvolené metodé a pfistroji
vyrazné odliSovat. Pokud pouZijete metodu Fit Points** a nastavite prah fluorescence blizko
fluorescence pozadi, mlzZete s pristrojem Roche LC480 Il ziskat C: aZ o 3 cykly nizsi neZ pfi pouZiti
metody druhé derivace. Takto ziskané C; na pfistrojich Biorad CFX96 a Agilent AriaMX mohou byt
také aZz o 3 az 4 cykly nizsi. Pokud vsak nastavite prahovou hodnotu vysoko, mliZete naopak ziskat
hodnoty C; vys$si nez u metody maxima druhé derivace.

Zaroven kazda metoda vyhodnoceni fluorescence mize namérené krivky nespravné vyhodnotit,
proto v kazdém pripadé doporucujeme vizudlni kontrolu namérenych dat fluorescence. VSechny
krivky se strmym a trvajicim narlstem fluorescence musi byt vyhodnoceny jako pozitivni (vzhled
krivek je v odstavci Typické vysledky na strané 14), zatimco ostatni kfivky musi byt vyhodnoceny
jako negativni. Metoda druhé derivace muize nékdy v dlsledku neobvyklého tvaru vyhodnotit
pozitivni vzorek jako negativni, zatimco metoda Fit Points naopak negativni vzorek jako pozitivni
— napfiklad pri skokovém narustu fluorescence v disledku bubliny v reakéni smési atp.

Veskeré hodnoty C: uvedené nize textu u vyhodnoceni kontrol a v tabulce 6 odpovidaji pfistroji
LightCycler 480 Il a metodé maxima druhé derivace. V pfipadé pouziti jiné metody je pro pfesnou
interpretaci podle tabulky 6 nutné namérené hodnoty C: posunout o rozdil mezi vdmi naméfenou
hodnotou C; pro pozitivni kontrolu provedenou dle instrukci v kapitole 3.6 (Positive control z vialky
€. 4) a referencni hodnotou C; = 29 (pro FAM i HEX kanal), kterd vychazi pfi poufZiti pfistroje Roche
LC480 Il a metody druhé derivace. Napfiklad, pokud vami naméfend hodnota C: pro pozitivni
kontrolu bude 26, tak pro aplikaci tabulky 6 bud’ pfi¢téte 3 cykly k hodnotam C; klinickych vzorki,
anebo 3 cykly odectéte od prahovych C; v tabulce 6.

* VyuZiti korekce barev neni nutné, avsak bez jeho pouZiti miZe byt pozorovdn slaby signdl v HEX kandlu i pfi absenci
amplifikace v tomto kandlu, a to pokud dojde soucasné k amplifikaci ve FAM kandlu, coZ znesnadni interpretaci dat. Pro
vyhodnoceni Cy5 musi byt korekce barev vypnutad.

** Metoda je také nazyvand Threshold Crossing nebo Cycle Threshold, kde hodnota C: odpovida cyklu, kde fluorescence
vzroste nad uroven pozadi a prekracuje predem stanovenou prahovou hodnotu.

Vyhodnoceni kontrol

U pozitivni kontroly musi k amplifikaci dojit ve vSech tfech kanalech: FAM (cyklus 27-31), HEX
(cyklus 27-31) a Cy5 (<35 cykld, pokud jste pridali 1zolaéni kontrolu). Pokud nedojde k amplifikaci
v nékterém z téchto kanalli, PCR reakce neprobéhla spravné a vysledky z takové analyzy nejsou
platné a musi byt zopakovany. Zde uvedené hodnoty C; jsou pro metodu druhé derivace, kdy
referencni hodnota pro FAM i HEX kanadl je C; = 29. Pfi poutziti metody Fit Points mohou byt
namérené hodnoty C; v zavislosti na pouZitém pfistroji az o 3 az 4 cykly nizsi.

U negativni kontroly musi k amplifikaci dojit v kanalu Cy5 (<35 cykll, pokud jste pfidali I1zolacni
kontrolu), zatimco v kandlech FAM nebo HEX nesmi byt Zadnd amplifikace. Méfitelnd amplifikace
ve FAM nebo HEX kandlech ukazuje na kontaminaci reagencii templatovou sekvenci, coz mlze
zpUsobit falesné pozitivni vysledky.
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Interpretace vysledkl mérenych vzork(
Stanovte hodnoty prahového detekéniho cyklu (C:) v kazdém kandlu a vysledky interpretujte dle
tabulky 6 nize a dle vysledk( vyhodnoceni pozitivni kontroly. V pfipadé, Ze vami ziskané hodnoty
C: pro pozitivni kontrolu odpovidaji mezim uvedenym v predchozim oddile (tj. C: pro FAM i HEX
kanal mezi 27. a 31. cyklem), mlzZete interpretovat namérend C: dle této tabulky bez dalsich
prepoctd. V opacném pripadé je nutno Cistanovené vasi metodou pred interpretaci dle tabulky 6
prepocitat, jak je uvedeno v oddile Stanoveni hodnoty prahového detekéniho cyklu vyse.

FAM HEX Cy5 Interpretace
+ Bl + Bl + /-2 | cOVID-19 pozitivni
- - + [ Nedetekovatelné (COVID-19 negativni)

Nespolehlivy vysledek: nizky vytéZzek izolace RNA nebo
inhibice RT-PCR, doporuceno zopakovat izolaci RNA.

C.>30% - + [ Slabé COVID-19 pozitivni: doporuéeno zopakovat RT-PCR
(opakované pozitivni signal alespon v jednom kanalu je
- C.>308 + [ povaZovan za pozitivni vysledek).

Slabé COVID-19 pozitivni: nizky vytéZzek izolace RNA nebo
inhibice RT-PCR, doporuceno zopakovat izolaci RNA
(opakované pozitivni signal alespon v jednom kanalu je
povaZovan za pozitivni vysledek).

C.>300! - -

- C:>30 3] -

yl1/ @ Nespolehlivy vysledek: m{ze ukazovat kontaminaci
produktem amplifikace nebo mutaci v jednom z genf,

doporuceno zopakovat izolaci RNA, doporuéeno zopakovat

analyzu s RT-PCR soupravou, ktera detekuje jiné geny

Cc< 308! -

- C<308 | s/ @

Tabulka 6: Interpretace vysledkd.

+ znamena C; < 40 cykld B! / - znamena C; > 40 cykli ! nebo nedetekovatelny signal

Ve FAM je detekovan virovy gen EndoRNAse, v HEX virovy gen Spike a v Cy5 lIzola¢ni kontrola.

[1] Pokud byla do vzorku pridana kontrola izolace RNA pred izolaci RNA v mnoZstvi podle pokynl
a byl dodrzen standardni protokol izolace (tj. pro RT-PCR bylo pouzito ptiblizné 1/10 eluce, napf.
5250 pL), hodnota C; pro Cy5 by méla byt kolem 35. cyklu nebo nizsi.

[2] Velmi vysoké koncentrace viru mohou zplsobit zhorseni amplifikace kontroly izolace, coz se
projevi snizenim signdlu v kanalu Cy5 i jeho Uplnou absenci (podrobnosti viz Obrazek 1). Absence
signalu Cy5 neméni interpretaci pozitivnich signall v kanalech FAM a HEX.

[3] Hodnoty prahového detekéniho cyklu (Ci), které jsou uvedené v této tabulce, jsou zaloZeny na
metodé maxima druhé derivace s pfistrojem Roche LC 480 Il. Namérené hodnoty se mohou lisit s
pouzitim rdznych pfistroju a/nebo metod (viz vyse).
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Typické vysledky

Amplification curves, log scale Amplification curves, linear scale

Fluorescence (FAM, RFU)
Fluorescence (FAM, RFU)
®
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Cycles Cycles

Amplification curves, log scale Amplification curves, linear scale

Fluorescence (HEX, RFU)
Fluorescence (HEX, RFU)

Fluorescence (Cy5, RFU)
Fluorescence (CyS, RFU)
&
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Obrazek 1: Detekce desitkové fedici fady COVID-19 RNA v mnozstvi od 1 000 000 do 10 kopii
v jamce (a tfech negativnich kontrol) na pfistrojich Roche LC480 Il (modré krivky), Agilent
AriaMX (zelené krivky) a BioRad CFX96 (hnédé kfivky).

Prvni dvojice grafl ukazuje amplifikaci signalu v kanalu FAM (virovy gen EndoRNAse), druha v HEX
(virovy gen Spike) a tfeti v Cy5 (kontrola izolace RNA). Grafy vlevo ukazuji fluorescenci v
logaritmickém méfitku, zatimco grafy vpravo ukazuji fluorescenci v linedrnim méftitku.
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Jednotky fluorescence jsou normalizovany tak, aby maximum pro kazdy pfistroj bylo rovno 100.
Skute¢né namérené hodnoty byly na Roche LC480 Il ~ 30 RFU pro FAM i HEX a ~ 8 RFU pro Cy5;
na BioRad CFX96 ~ 5 000 RFU pro FAM i HEX a ~1 500 RFU pro Cy5; na Agilent AriaMX ~ 10 000
RFU pro FAM i HEX a ~ 10 000 RFU pro Cy5.

Amplifikace virové RNA v kandlech FAM a HEX je linedrni v celém rozsahu. Amplifikace v kandle
Cy5 je snizena pfi vysokych titrech virové RNA, nicméné i tak je kontrola vidy detekovana (krivky
s nizsi maximalni fluorescenci znazornéné v pravém dolnim grafu odpovidaji jamkam s nejvyssi
koncentraci virové RNA).

Pouzity materiadl: FrameStar 96 Well Semi-Skirted PCR plate (4ti-0951, white wells) a LightCycler
480 Sealing Foil (04729757001) pro LC480 II; Hard-Shell 96 well PCR plate-low-profile-skirted-
clear-well (HSP9601) a LightCycler 480 Sealing Foil (04729757001) pro CFX96, FrameStar 96 Fully-
Skirted (F-0961, white wells) a LightCycler 480 Sealing Foil (04729757001) pro AriaMX.

4 Pravni upozornéni

V plném rozsahu povoleném zdkony 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 poutzitim, jakozZ i za jakékoli primé a neprimé skody spojené nebo vzniklé v
souvislosti s COVID-19 Multiplex RT-PCR kitem a s jeho pouzitim.

5 Seznam kompatibilnich souprav

DB-1205 DIANA Manual RNA Isolation Kit

DB-1206 DIANA Automated RNA Isolation Kit
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6 Jednostrankovy souhrnny protokol

6.1. Slozky soupravy

Slozky soupravy Objem (pL) Skladovaci Popis
50rxns 100rxns 1000rxns teplota vialek
Enhancer mix (4x) 250 500 5000 -20°C
Primer mix (4x) 250 500 5000 -20 °C
Enzyme mix (4x) 250 500 5000 =20 °C

Positive control 25 100 2x 500 -20 °C

1
2
3
4
Isolation control 75 150 2x 750 20°c N
6.2 Priprava RT-PCR

e Porozmrazeni viechny slozky promichejte, kazdou vialku pfed otevienim stocte.

eV nasledujicim poradi smichejte: 5 uL Enhancer mixu (vialka ¢. 1), 5 uL Primer mixu (vialka
€. 2) a5 pL Enzyme mixu (vialka €. 3). Promichejte po pridani kazdé slozky.

e Pfeneste 15 uL tohoto RT-PCR master mixu do 96-jamkové desticky, pridejte 5 pL vzorku
(izolované RNA), zalepte desti¢ku optickou félii a co nejdfive spustte RT-PCR reakci. Pro
pozitivni kontrolu pridejte misto vzorku 5 pL Positive control (vialka ¢. 4).

Tabulka shrnujici objemy jednotlivych sloZek potfebné pro 1 a 100 reakci:

Slozky soupravy Popis ML na 1 reakci uL na 100 reakci
Enhancer mix (4x) 1 5 500
Primer mix (4x) 2 5 500
Enzyme mix (4x) 3 5 500
Isolation control (Volitelné*) q 0.1 10
Celkovy objem RT-PCR master mixu 15 1500

* Isolation control (vialka €. 5) pridejte pfimo do PCR master mixu pouze pokud nebyla predtim
pridana do vzork( pred izolaci RNA (podrobnosti viz kapitola 3.4).

6.3. Protokol RT-PCR

Tabulka sumarizujici nastaveni pfistroje Roche LightCycler 480 II:

Variable RT step Denature Cycling Cooling
Analysis mode None None Quantification None
Cycles 1 1 45 1
Target (°C) 50 95 95 60 72 40
Hold (hh:mm:ss) 00:10:00 | 00:02:00 | 00:00:05 | 00:00:15 | 00:00:15 | 00:00:30
Ramp rate (°C/s; 96) 4.4 4.4 4.4 2.2 4.4 2.2
Acquisition mode None None None Single None None

Snimani musi byt nastaveno pro soucasnou detekci ve tfech kandlech (FAM, HEX a Cy5). Postup
pro nastaveni trojité detekce naleznete v kapitole 3.7 a v ndvodu pfislusného pfistroje.
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7 Pouzité grafické symboly

’ BIOTECHNOLOGIES

Manufacturer / Vyrobce

Date of Manufacture / Datum vyroby

Caution / Pozor

Lot Number / Kod davky

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

EHEIEIIEN] 3

Catalogue Number / Katalogové &islo

REF

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

D B0 @ =< &< <

A/ Keep away from sunlight / Chrarite pred slune¢nim zarenim

/

Q
)/_/.

\
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