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1 Uvod

1.1 Ueel a pouZiti soupravy

DBdirect™ COVID-19 Multiplex RT-PCR Kit (Kat.¢. DB-1219) slouZi k jednokrokové RT-PCR detekci
viru SARS-CoV-2 (Wuhan coronavirus 2019, COVID-19) bez nutnosti predchozi izolace RNA, tedy
pfimo ze vzorku. Vhodné vzorky jsou popsané nizZe. Souprava v jedné multiplexni RT-PCR reakci
specificky detekuje dva virové geny, EndoRNAse (kanal FAM) a Spike (kanal HEX) a externi
syntetickou RNA kontrolu (kandl Cy5). Tato kontrola se pfidava do RT-PCR mixu jako posledni (po
pridani vzorku) a slouzi zejména pro ovéreni ucinnosti RT-PCR reakce v pfitomnosti vzorku.

Vhodné vzorky a kompatibilni odbérové sady

Souprava byla validovana pro dva zakladni typy vzork{: nosohltanové stéry v transportnim mediu
a sliny. Sliny je nutné pred RT-PCR analyzou tepelné inaktivovat a pro jejich odbér doporucujeme
odbérové sady DB-1221 nebo DB-1225. Stéry v transportnim médiu neni nutné inaktivovat (avsak
je to mozné). Pro pouZiti s touto soupravou byly validovany nasledujici vzorky a média:

e Sliny poté, co jsou tepelné inaktivovany dle navodu:
o Inaktivace zlepsi pipetovatelnost vzork(l a zvysi citlivost stanoveni.
e Nosohltanové stéry v riznych transportnich médiich:
o Vhodna jsou rlizna virova transportni média, fenolova cerven neinterferuje
= Copan Universal transport medium for viruses (UTM)
= |MPROVIRAL™ Viral Preservative Medium (VPM)
= Biocomma® Transport and Preservation Medium (Classic)
= Obdobna virova transportni media
=  Vhodné jsou i slabsi pufry, napfiklad fosfatovy pufr PBS (testované sloZeni
10 mM Na;HPOQ4, 1.8 mM KH;PO., 137 mM NacCl, 2.7 mM KCI, pH 7.4; vidy je
nutné otestovat pro konkrétni slozeni; silné pufry jsou nevhodné)
= Nevhodna jsou inaktivaéni média, napt. na bazi guanidium isothiokyanatu
o Vzorky stérll mohou byt tepelné inaktivovany dle navodu, ale nemusi:
= |naktivace ve viral preservative mediu (VPM) nema vliv na citlivost stanoveni.

Souprava obsahuje externi RNA kontrolu a primery se sondou pro jeji detekci. Tuto externi RNA
kontrolu je nutné pridat do kazdé RT-PCR reakce, a to aZ po pfidani vzorku. Timto postupem se
ovéri ucinnost RT-PCR reakce v kazdém vzorku (pfipadna inhibice v disledku pouZiti nevhodného
média nebo vzorku se projevi na pozdéjsi amplifikaci této kontroly). Pro ovéfeni spravné funkce
soupravy je nutné do kazdé analyzy pridat jednu negativni a jednu pozitivni kontrolu (dodavané
v této soupravé) a doporucujeme také jeden znamy klinicky pozitivni vzorek stejného typu jako
je analyzovan v daném testu: napfiklad ve slinach ¢i v pouzivaném stérovém transportnim médiu.

Souprava byla klinicky validovana pro pouziti v diagnostice pouze pro nosohltanové stéry ve VPM
¢i obdobnych transportnich mediich nebo pro sliny odebrané do odbérovych sad kat. ¢. DB-1221
nebo DB-1225 podle navodu k témto odbérovym sadam. Pfi pouziti jiného typu vzork( a/nebo
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odlisného zplsobu sbéru slin je nutné postup validovat s konkrétnim zvolenym mediem ¢i typem
vzorku premérenim setu vzork( se znamou koncentraci viru.

Kompatibilni automatizace

Tento kit je moZné pouzivat manualné, avsak Ize i automatizovat na automatickych laboratornich
pipetovacich strojich. Vyrobcem je optimalizovano pro pipetovaci stanici Agilent Bravo, pro kterou
jsou dodavany a podporovany soupravy obsahujici pfedpripraveny protokol a potrebny plastik
(zejména 3picky). Souprava DB-1224 Bravo Installation Package for DBdirect™ obsahuje potfebné
protokoly pro pfipravu RT-PCR reakci ze slin i ze stér(. Souprava DB-1222 DBdirect™ Bravo
Extension Kit for Swab obsahuje potifebny plastik pro pripravu RT-PCR reakci ze stérd. Soupravy
DB-1221 DBdirect™ Saliva collection tubes 1.1IM a DB-1225 DBdirect™ Saliva collection tubes
1.4IM obsahuji odbé&rové sady pro sliny vhodné pro automatizaci. Soupravy DB-1223 DBdirect™
Bravo Extension Kit for Saliva 1.1IM a DB-1226 DBdirect™ Bravo Extension Kit for Saliva 1.4IM pak
obsahuji plastik pro automatizaci pfipravy RT-PCR reakci ze slin s pouZitim téchto odbérovych sad.

1.2 Charakteristiky testu

Design testu

Primery a sondy pouzité v této soupraveé byly vyvinuty spole¢nosti DIANA Biotechnologies a byly
optimalizovany pro multiplexni detekci. Primery byly navrzeny tak, aby byly specifické pro COVID-
19, jejich sekvence neni shodna v SARS, MERS ani v Zddném jiném lidském koronaviru. Primery
nevykazuji nespecifickou amplifikaci lidské mRNA nebo lidského genomu v in silico PCR analyze.

Primery cili sekvence v genomu COVID-19, které nebyly mutovany v zadné z evropskych sekvenci
v databdazi NCBI (238 sekvenci k 17. kvétnu 2020). Cilové sekvence jsou pravidelné kontrolovany
vyrobcem pro vyskyt mutaci v in silico analyze dat dostupnych ve vetejnych databdzich (napfiklad
NCBI ¢i COG konsorcium). Ke konci roku 2020 se v nich nevyskytovaly Zadné vyznamné mutace
s vyjimkou mutace Spike A570D, kterd se vyskytuje témér exkluzivné v tzv. Britské varianté B.1.1.7
— Spike je i tak detekovan, avsak diky posunu v Ct v HEX kanale je moZné touto soupravou tuto
variantu odlisit od plvodni varianty. Detekce ve FAM kanalu je nezménéna a citlivost tak zlistava
stejna. Vice podrobnosti v sekci 3.8 Analyza dat.

Analyticka citlivost
Citlivost testu byla ur¢end na virové RNA izolované z virové kultury kvantifikované na mezinarodni
standard EVA (https://www.european-virus-archive.com/) a na virové kulture otitrované na tento
standard. Za limit detekce byla povazovana takova koncentrace viru, pfi které byl virus detekovan
reprodukovatelné ve vétsiné replikatd. Citlivost tak byla stanovena na:

e 500 kopii standardu virové RNA na mililitr pufru,

e 1250 kopii viru na mililitr Copan UTM,

e 2500 kopii viru na mililitr lidskych slin,
za predpokladu dodrZeni postupu zpracovani vzork uvedeném v kapitolach 3.4 az 3.6.

Klinicka validace — sensitivita a specificita
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Klinicka detekce COVID-19 ze stérl z nosohltanu byla validovana ve dvou klinickych studiich na
dvou nezavisle na sobé nasbiranych setech vzork( ze dvou riznych odbérovych mist. Vysledky
této soupravy na 488 a 537 vzorcich stérl byly porovnany se standardni detekci COVID-19 jinou
CE IVD soupravou zahrnujici izolaci RNA a RT-PCR.

Klinicka detekce COVID-19 ze slin byla validovana ve tteti studii na 494 vzorich slin odebranych
parové se vzorky nosohltanovych stérd. Ve slinach byl COVID-19 detekovan touto soupravou,
zatimco ve stérech byl COVID-19 detekovan referencnim zplGsobem izolaci RNA a RT-PCR jinymi
CE IVD soupravami a vysledky parovych vzorkl byly porovnany.

V prvni klinické studii bylo analyzovdno 488 vzorkd nosohltanovych stérli uchovavanych
v transportnim médiu, a alespon v jedné z metod bylo pozitivnich 179 vzork, zatimco 309 vzorkd
bylo vidy negativnich. 171 vzorkd bylo pozitivnich v obou metodach, touto soupravou byly
odhaleny pfi otestovani 5 pL vzork( navic 3 pozitivni vzorky oproti referenci (celkem 174), zatimco
referencéni metodou s izolaci RNA navic 5 pozitivnich vzorkl (celkem 176). Pri predpokladu 100%
selektivity RT-PCR byla u této soupravy pro tento set vzorkd nosohltanovych stérd uréena 97.2%
sensitivita, zatimco pro referencni metodu s izolaci RNA 98.3% sensitivita a 100% selektivita.
V pfimém porovnani metod odhalila tato souprava o dva vzorky méné nez referenéni metoda,
vykazala tak 98.9% zachyt pozitivnich vzorklioproti referencni izolaci RNA s RT-PCR. Graf na obr.
1A ukazuje, Ze rozdil byl pouze ve slabych vzorcich. Ze 167 vzork(d s prdmérnym Ct do 37 cyklG
v referencni metodé detekovala tato souprava 165 vzorkl (tj. s 98.8% sensitivitou), zatimco
referenéni metoda detekovala vsech 164 vzorkd, které mély Ct 37 nebo mensi v analyze touto
soupravou (tj. se 100% sensitivitou).

V druhé klinické studii bylo analyzovano 537 vzorktl nosohltanovych stérli uchovavanych ve VPM
mediu a alespon v jedné z metod bylo pozitivnich 157 vzorkl, zatimco 380 vzork( bylo vidy
negativnich. Vzorky byly testovany postupné referenéni metodou izolace RNA s RT-PCR, touto
soupravou pri analyze 2 uL vzorku a opakované touto soupravou, avsak pfi analyze 4 uL vzorku.
Referencni metoda odhalila 7 vzorkd pozitivnich pouze v této metodé (celkem 142), avsak
neodhalila 15 vzork{ pozitivnich v jinych metodach. Tato souprava s 2 ulL vzorku odhalila 1 vzorek
pozitivni pouze v tomto méreni (celkem 144), zatimco neodhalila 13 vzork( pozitivnich v jinych
mérenich. Nakonec tato souprava se 4 plL vzorku odhalila 4 vzorky pozitivni pouze v tomto méreni
(celkem 148), avsak neodhalila 9 vzorkl pozitivnich v jinych mérenich. Pfi predpokladu 100%
selektivity RT-PCR byla pro tuto soupravu s 2 uL vzorku uréena sensitivita 91.7 %, zatimco pro 4
uL vzorku sensitivita 94.3 %. Pro referen¢ni metodu s izolaci RNA byla uréena sensitivita 90.4 %.
V pfimém porovndni této soupravy se 4 uL vzorku a referencni metody dosahla tato souprava
104.2% zachyt pozitivnich vzorki oproti referencniizolaci RNA s RT-PCR. Graf na obr. 1B ukazuje,
ze rozdily mezi metodami byly témér vyhradné ve slabych vzorcich s Ct nad 35, které jsou blizko
limitu detekce a Ize tak Cekat rozdily i pfi opakovani stejnou metodou. Ze 123 vzorki s prdmérnym
Ct do 37 cykla v referencni metodé detekovala tato souprava (pti analyze jak 4 L vzorku, tak jen
2 uL) vSech 123 vzorku (tj. s 100.0 % sensitivitou), zatimco referencni metoda detekovala 126 ze
130 vzork(, které mély Ct 37 nebo mensi v analyze touto soupravou (tj. s 96.9% sensitivitou)
respektive 127 ze 133, (tj. s 95.5% sensitivitou).
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Ve treti klinické studii bylo 494 vzork( stérd testovano referenéni metodou izolace RNA s RT-PCR,
zatimco 494 parovych vzorkl slin testovano touto soupravou, ve dvou opakovanich, vzdy
s pouZzitim 2 pL slin. Celkem bylo odhaleno 123 pozitivnich vzorkd, zatimco 371 vzork( bylo vzdy
negativnich. Referen¢ni metodou ve stérech bylo odhaleno 105 pozitivnich vzorkd, z toho bylo ve
slinach 10 negativnich, a naopak zde negativnich 18 vzorku bylo ve slinach pozitivnich. Pfi prvnim
méreni ve slinach bylo odhaleno 108 pozitivnich vzork(, Zadny vzorek nebyl pozitivni pouze
v tomto méreni a 15 vzork(l zde negativnich bylo pozitivni v jiném méreni. Pfi druhém méreni bylo
odhaleno 112 pozitivnich vzorkd, z toho byly dva pozitivni pouze v tomto méreni. Naproti tomu
11 negativnich vzork( bylo pozitivni v alespon jednom dal$im méreni. Pfi predpokladu 100%
selektivity RT-PCR tak dosahla tato souprava ve slindch pfi porovnani s referencni metodou
z parovych vzorkd stér( sensitivitu 87.8 % v prvnim méfeni a 91.1 % sensitivitu v druhém
méreni. Referencni metoda ze stérti dosahla 85.4 % sensitivity. Pfi pfimém porovnani
s referencni metodou izolace RNA s RT-PCR ze stéru dosahla detekce ve slinach touto soupravou
v prvnim méreni 102.9% zachyt a ve druhém méreni dokonce 106.7% zachyt pozitivnich vzork.
Vétsi rozdily mezi metodami jsou pravdépodobné dany variabilitou odbérll a mnozstvi viru
v nosohltanu a ve slinach, jak je ale ukdzano na obr. 2, tak rozdily byly téméf vyhradné ve slabych
vzorcich (s Ct nad 30, v drtivé vétsiné nad 35), avsak ve slinach byly v obou mérenich odhaleny i
dva vzorky s Ct mezi 25 a 30, které nebyly ve stérech odhaleny viibec, takZe odbér slin se jevi
reprodukovatelnéjsi nez odbér ze stérl. Z 88 vzorkl s primérnym Ct do 37 cykl( ve stérech
v referencni metodé detekovala tato souprava ve slinach v prvnim méreni 85 vzorkd, zatimco
v druhém 86 vzorkd (tj. s 96.6% a 97.7% sensitivitou), zatimco referenéni metoda detekovala ve
stérech 88 z 99 (1. méreni) resp. z 101 vzorkd (2. méreni), které mély Ct 37 nebo mensi v analyze
touto soupravou ve slinach (tj. s 88.9% a 87.1% sensitivitou). Detekce ze slin se tak ukazala jako
vyrazné citlivéjsi neZ detekce ze stérd.

DIANA Biotechnologies s.r.o., Nad Safinou Il 366, 25250 Vestec, Ceska republika
Email: support@dianabiotech.com, Web: www.dianabiotech.com 6



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

UZivatelska pfirucka pro DBdirect™ COVID-19 Multiplex RT-PCR Kit
Verze DB-1219-001-201124-1.4 CZ

(S)DINNA

Sensitivita % Zachytu pozitivnich
Specificita Viechny Nehraniéni vzorkut oproti referencni
v e 1
pOZItIVIty pOZItIVIty1 metodé izolace RNA
Studie ¢.1 100 % 97.2% 98.8 % 98.9 %
Studie ¢.2 100 % 94.3 % 100 % 104.2 %
Primér 100 % 95.8 % 99.4 % 101.6 %

Tabulka 1: Shrnuti vysledku klinické validace detekce COVID-19 ze stérl

[1] Vzhledem ktomu, Ze studie probihala na redlnych vzorcich z odbérovych mist, které
obsahovaly i velice slabé vzorky z po¢atkd i pozdnich fazi infekce, mizZe byt sensitivita testu (bez
ohledu na metodu) zkreslena variabilitou pfi detekci velice slabych vzorkl. Pro Uplnost proto
uvadime i citlivost testu po ocisténi od ,hranicnich pozitivit” (tj. vzorkd které mély v referencni
metodé primérné Ct 37 nebo vyssi) a procento zachytu pozitivit oproti referencni metodé (%
zachytu vétsi nez 100 % indikuje vétsi citlivost ve srovnani s referenéni metodou).

Sensitivita % Zachytu pozitivnich
Specificita Viechny Nehraniéni vzorkuvoprotvl referer‘\'a;n1
pozitivity pozitivity! metodé odbéru ze stéru
Méreni ¢.1 100 % 87.6 % 96.6 % 102.9 %
Méreni ¢.2 100 % 91.1% 97.7% 106.7 %
Pramér 100 % 89.4% 97.2% 104.8%

Tabulka 2: Shrnuti vysledku klinické validace detekce COVID-19 ze slin

[1] Vzhledem ktomu, Ze studie probihala na redlnych vzorcich z odbérovych mist, které
obsahovaly i velice slabé vzorky z pocatkd i pozdnich fazi infekce, miZe byt sensitivita testu (bez
ohledu na metodu) zkreslena variabilitou pti detekci velice slabych vzork{. Pro Uplnost proto
uvadime i citlivost testu po ocisténi od ,hranicnich pozitivit” (tj. vzorkl které mély v referencni
metodé primérné Ct 37 nebo vyssi) a procento zachytu pozitivit oproti referencni metodé (%
zachytu vétsi nez 100 % indikuje vétsi citlivost ve srovndni s referenéni metodou).
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DBdirect™ COVID-19 Multiplex RT-PCRKit
vs lzolace RNA & RT-PCR, stéry studie 1
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Obr 1: Vysledky studii; porovnani této soupravy a referenéni metody na stérech.

V kazdém grafu je zndzornéna korelace priimérnych Ct z FAM a HEX kandld mezi touto
soupravou a referen¢ni metodou zahrnujici izolaci RNA. Jako pozitivni byl kazdy vzorek
vyhodnocen, pokud byl pozitivni alespon v jednom kandlu. Body pfimo na osach ukazuji
vzorky, které byly pozitivni pouze v dané metodé ¢i vzorku. V panelu (A) je porovnani ze studie
1 mezi touto soupravou pfi analyze 5 pL vzorku (osa x) a referencni metodou zahrnujici izolaci
RNA (osa y), oboji ze stejnych vzork( stér(iV panelu (B) je porovnani ze studie 2 mezi touto
soupravou pfi analyze 4 pL vzorku (osa x) a referen¢ni metody zahrnujici izolaci RNA (osa y),

oboji ze stejnych vzorkl stér.
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Obr 2: Vysledky porovnani této soupravy na
slinach a referencni metody na stérech.

V grafu je porovnani ze studie 3 mezi detekci
touto soupravou ze 2 L slin (osa x) a referencni
metodou zahrnujici izolaci RNA z parovych
vzork( stérd (osa y). Jako pozitivni byl kazdy
vzorek vyhodnocen, pokud byl pozitivni alesporn
v jednom kanalu. Body pfimo na osach ukazuji
vzorky, které byly pozitivni pouze v dané
metodé ¢i vzorku.
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Pfesnost

Ve trech studiich vySe byla sledovana korelace Ct z FAM a HEX kanal(, kdy hodnoty velmi dobre
korelovaly, bez jediné odlehlé hodnoty. Pro pfistroje Roche LightCycler 480 Il je typicky rozdil mezi
Ct pro FAM a HEX kanal do jednoho cyklu, pro BioRad CFX96 okolo jednoho cyklu. Na konci roku
2020 se objevuijici tzv. britsky kmen obsahuje mutaci v amplikonu pro HEX a lze jej tak odlisit
pomoci rozdilu Ct mezi FAM a HEX o 4 aZ 6 cykld.

Reprodukovatelnost

Intra a interassay variabilita byla zméfena pro koncentrace virové RNA 100 000, 1 000 a 100 kopii.
Namérené hodnoty intraassay variability (prdmérnych standardnich odchylek C: replikatl na
jedné destic¢ce) pro oba kanaly byly pro tyto koncentrace postupné vidy <0.12, <0.25 a < 0.65.
Interassay variabilita (prdmérna standardni odchylka C; replikatl na rGznych desti¢kach) byla pro
oba kanaly pro tyto koncentrace postupné vidy <0.12,<0.21a< 1.17.

Vhodné pristroje

Souprava byla ovérena na RT-PCR cyklerech Roche LightCycler 480 Il a BioRad CFX96. Lze ji pouZit
také s jinymi pfistroji, které jsou schopné trojité detekce v kandlech FAM, HEX a Cy5, je vSak na
uzivateli, aby provedl| 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 Bezpecnostni upozornéni

Tato souprava je urcena pouze pro profesionalni pouziti. Dodrzujte obecné zasady chemické
bezpecnosti. PouZivejte ochranné pomdlcky (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
vytvafri toxicky plyn. Pfislusné bezpecnostni listy (MSDS) budou poskytnuty na vyzadani.

Pti préci s biologickymi vzorky vénujte pozornost bezpeénostnim pravidldm pro praci s infekénim
biologickym materidlem, pouzivejte vhodné ochranné vybaveni (napft. 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. Potencialné infekéni
odpad zlikvidujte v souladu s platnymi pravnimi predpisy.

Pribézné kontrolujte, zda v pracovnim prostoru nejsou rozlité roztoky, chemikalie nebo
biologické vzorky. V pfipadé rozliti pracovni plochu okamzité dekontaminujte. Pokud dojde ke
kontaktu reagencii s pokoZkou nebo k zasaZeni oci, okamZité postiZzené misto oplachnéte pod
tekouci vodou.
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2 Seznam materialu

2.1 Pozadované laboratorni vybaveni

e  Real-time PCR cykler se softwarem schopnym multiplexni detekce v kandlech FAM,
HEX a Cy5 — postupujte podle ndavodu poskytnutého vyrobcem daného pfistroje

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 (doporuéujeme spicky s filtrem)

e Jednorazové zkumavky pro michani jednotlivych sloZzek

e  PCR desticka a adhezivni opticka félie pro zalepeni PCR desticky

e  Protokoly a plastik pro automatizaci (napf. DB-1224, DB-1226 a dalsi)

2.3 Material, ktery je soucasti soupravy

. Objem (uL) Podminky Cislo a
Slozky soupravy .. -
100rxns ' | 1000rxns ! | skladovani | barva vicka
Enhancer mix (4x) 500 5000 -20°C 23 14
Primer mix (4x) 500 5000 -20 °C (23] 21
Enzyme mix (4x) 500 5000 -80 °C [23] 34
Positive control
290 °C [23]
(COVID-19 RNA) 150 2x 750 20°C 4
External control
290 °C [23] 4]
(synthetic RNA) >00 >000 20°C >
Negative control 500 5000 50 °Cc W sl

(PCR grade water)

Tabulka 3: Slozky soupravy DB-1219

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

[2] — Skladujte celou soupravu pfi teploté -80 °C; jednotlivé slozky s vyjimkou Enzyme mix (4x) Ize
skladovat i pti -20 °C. NepouZivejte soupravu, pokud slozky byly v okamziku dodani rozmrazené.
[3] = Minimalizujte pocet zmrazeni/rozmrazeni, roztoky rozalikvotujte po prvnim rozmrazeni.
[4] — Barevna vicka jsou pouZita pouze v soupravach pro 100 reakci. Prihledna vicka jsou pouzita
v soupravach pro 1000 reakci (vyjma pozitivni kontroly, kterd ma cervené vicko vzdy).

[5] — Potisk vicka v soupravach pro 1000 reakci je "PCR water".

[6] — Do zkumavek je pIlnén objem o0 5 az 10 % vyssi.
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Enhancer Mix (4x)

Obsahuje rGzné soli zvysujici Uc¢innost RT-PCR reakce. Dodavan jako 4x koncentrat.

Primer Mix (4x)

Obsahuje pary primer(l a fluorescencné znacené sondy pro detekci genu EndoRNAse v kanalu
FAM, genu Spike v kandalu HEX a syntetické externi RNA kontroly v kandlu Cy5. Doddvén jako 4x
koncentrat.

Enzyme Mix (4x)

Obsahuje termostabilni reverzni transkriptazu, hot-start Tag DNA polymerazu, inhibitory RNaz a
dalsi latky k ochrané RNA pred degradaci, dNTPs, pufr, soli a specidlni pfisady pro extrakci virové
RNA z viru. Dodavan jako 4x koncentrat.

Positive control

Obsahuje templatovou virovou RNA v koncentraci pfiblizné 2000 kopii na mikrolitr. Otevreni této
lahvi¢ky muze zpUsobit kontaminaci pracovniho prostoru, proto tuto vialku pfed otevienim vidy
stocte!

External control
Obsahuje syntetickou RNA, ktera se pridava do kazdé jamky RT-PCR poté, co se do ni pfidal vzorek.

Negative control
Obsahuje PCR grade water.

2.4, Stabilita jednotlivych slozek soupravy a master mixu

Souprava DB-1219 DBdirect™ COVID-19 Multiplex RT-PCR Kit pfedstavuje inovativni formulaci RT-
PCR mixu, ktery dokaze extrahovat virovou RNA bez nutnosti pfedchozi izolace RNA. SloZeni navic
umoznuje provést RT-PCR analyzu v ptitomnosti vzorku, aniz by doslo k inhibici nebo degradaci
RNA. Z tohoto dlvodu nékteré slozky obsahuji reagencie bézné v RT-PCR nepouZivané. Proto je
tato souprava podrobena dikladnym testlim stability, a proto je prozatim nutné nékteré slozky
skladovat pfi nizké teploté -80 °C tak, aby se udrzela funkénost vsech slozek a detekce pfimo
v biologickych matricich byla robustni. Ze stejného dlvodu je limitovdn pocet rozmraZeni
nékterych slozek. Doba pouzZitelnosti celé soupravy je uvedena na krabicce.

Slozky 1 (Enhancer Mix) a 2 (Primer Mix) dlouhodobé skladujte pfi teploté -20 °C nebo -80 °C.
Vyhnéte se opakovanému zamrazeni / rozmrazeni, nikdy neprekracujte ¢tyfi cykly zamrazeni /
rozmrazeni. Pokud budete tyto slozky pouzivat vicekrat, rozalikvotujte je po prvnim rozmrazeni.

Slozku 3 (Enzyme Mix) je nutné dlouhodobé skladovat pfi-80 °C. Pfi prvnim rozmrazeni pripravte
jednorazové alikvoty. Avsak pfi rozmrazovani pti 25 °C a zamrazovani v -80 °C je moZné tuto slozku
az Ctyrikrat rozmrazit/zmrazit.
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Slozky 1, 2 a 3 jsou stabilni pfinejmensim 4 hodiny pfi 25 °C, pokud nejsou smichané dohromady.
Avsak doporucéujeme slozky pouzit co nejdrive po rozmrazeni. Uchovavejte slozky soupravy mimo
primé slunecni svétlo, ptsobeni béZného denniho svétla po dobu prinejmensim 8 hodin nema vliv
na jejich funkci. Primer mix by ale mél byt dlouhodobé uchovavan na tmavém misté.

RT-PCR Master Mix (smés sloZzek 1, 2 a 3; viz kapitola 3.5) je stabilni po dobu aZ 4 hodin pfi 25 °C,
avSak doporucujeme RT-PCR master mix pouzit do 30 minut od smichani jednotlivych komponent.
Master mix uchovavejte mimo pfimé slunecni svétlo, plsobeni bézného denniho svétla po dobu
pfinejmensim 8 hodin nema vliv na jeho funkci.

RT-PCR Master Mix muZe byt jednou zamraZen. Lze si tedy pfedem pfipravit master mix pro
nékolik PCR desticek nebo si rovnou pfipravit hotové PCR desticky, nicméné vSe musi byt
rozalikvotovano a zamrazeno co nejdfive po pfipravé master mixu. Je nutné zamrazeni v -80°C a
nasledné je mozné skladovat az 1 mésic v -80°C.

Slozky 4 (pozitivni kontrola) a 5 (externi kontrola) obsahuji RNA, rozmrazujte je na dobu nezbytné
nutnou a uchovavejte je na ledu, avSsak mohou byt skladovany kumulativné pfinejmensim 24
hodin na pokojové teploté. Maximalni pocet cyklG zamrazZeni / rozmrazeni je devét pro externi
kontrolu a Ctyfi pro pozitivni kontrolu. Optimalni teplota pro dlouhodobé skladovani je -80 °C, ale
mohou byt skladovany i pfi -20 °C.

Negativni kontrolu (PCR vodu) Ize dlouhodobé skladovat pfi-20 °C nebo nizsi teploté a opakované
mrazit a rozmrazovat. Pro rychlejsi rozmrazeni doporucujeme pripravu mensich alikvot(.
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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 prirucce miize nepfiznivé ovlivnit vysledky.

e  Pouzivejte stejnou verzi uzivatelské prirucky (viz zahlavi), kterd je uvedena na obalu.

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

e  Nemichejte slozky z rdznych SarZi souprav (Cislo Sarze je uvedeno na obalu).

3.2 Jak zamezit kontaminacim (falesné pozitivnim vysledkdm)

Je tfeba dodrZovat spravnou laboratorni praxi, aby se zabranilo kfizové kontaminaci vzorkd, 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 sloZzek 1, 2 a 3 a napipetovat tuto smés do PCR
desticky v prostoru, ve kterém se nepracuje s templatovou RNA/DNA (napf. PCR box). Tento
prostor by mél mit vyhrazené vybaveni (napt. pipety, laboratorni plastik), které se nepouziva pro
jiné ucely a které nikdy nepfichazi do styku s templatovou RNA/DNA. PCR desti¢ky 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 ndhodné kontaminaci:

e  Nikdy neotvirejte zkumavku/desticku s amplifikovanymi PCR produkty

e Nikdy neotvirejte nebo jinak nemanipulujte se vzorky, pozitivnimi kontrolami nebo s
amplifikovanymi PCR produkty v prostorech, ve kterych je pfipravovan RT-PCR mix.

e Pred manipulaci s templatovou RNA/DNA uzaviete ostatni lahvicky s reagenciemi a
pred otevienim vzdy vialku s pozitivni kontrolou fadné stocte.

e Nadoby s reagenciemi nechdvejte oteviené pouze po dobu nezbytné nutnou.

e  Krtedénivzorku pouZijte ultracistou nebo PCR-grade vodu (nebo z ni pfipravené pufry).

Pro kontrolu falesné pozitivnich a falesné negativnich vysledk( je nutné pfidat pozitivni a
negativni kontroly na kazdou RT-PCR desti¢ku. Jako negativni kontrolu pouzijte bud dodanou
negativni kontrolu (PCR grade water) nebo Cisté odbérové medium. Jako pozitivni kontrolu
pouZijte COVID-19 templatovou RNA, ktera je soucasti soupravy (vialka . 4).

3.3 Nez zaCnete

Slozky soupravy jsou doddany a skladovany zmrazené, pred kazdym pouZitim proto:
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e  Rozmrazte slozky na pokojové teploté (nerozmrazujte na ledu ¢i v lednici).

e  Pred otevienim kazdou vialku stocte, abyste shromazdili veskerou tekutinu na dné.

e  Pred pouZitim reagencie promichejte ve vialkdch pomoci vortexu nebo pipetovanim.
Pipeta by méla byt pro michani nastavena minimalné na % objemu michaného roztoku,
pro spravné promichdni je zapotrebi nékolikeré propipetovani. Dostate¢né promichani
je obzvlasté dulezité pred rozdélenim do alikvotl. Pokud vialku vortexujete, vidy ji
pred otevienim kratce stocte.

3.4 Skladovani a priprava vzorkd

Vzorky slin

Pro testovani ze slin pouzivejte odbérové sady DB-1221 nebo DB-1225. Vzorky slin je v téchto
sadach mozné skladovat pfinejmensim 72 hodin pfi teplotach 4 °C az 25 °C. Vzorky je mozné také
alespon jednou zamrazit (v -80 °C). Pokud vyuZivate jiné odbérové sady, jejich vybér konzultujte
se zastupcem vyrobce, nikdy nepouzivejte sady, které obsahuji inaktivacni roztoky pro stabilizaci
RNA nebo DNA.

V ptipadé slin je nutné vzorek nejprve tepelné inaktivovat, tim se jednak sniZi infekénost vzorku,
jednak se zvysi citlivost detekce. Pokud mate sliny v odbérovych zkumavkach ze souprav DB-1221
nebo DB-1225, tak zasroubované zkumavky naskladejte do 96-jamkového stojanku (racku, DB-
1227 nebo DB-1228) tak, aby zaplnily kazdou druhou fadku (do kazdého racku se tak vejde 48
vzork(). Nasledné umistéte do inkubatoru s nucenym ob&éhem vzduchu predehfratého na 90 °C na
30 minut (nikdy neprekracujte 60 minut). Pro inkubator s nucenym obéhem o vnitfnim objemu
60L postupujte nasledovné: do inkubatoru nejprve vlozte dvé litrové (pripadné Ctyfi pallitrové)
lahve naplnéné vodou a ponechte je vytemperovat po dobu 4 hod a aZ poté inkubdtor pouZivejte
pro inaktivaci vzorkd (takto se udrzi stejné podminky pro viechny vzorky bez ohledu na jejich
pocet). Do inkubatoru vkladejte najednou maximalné 8 napul naplnénych rackd, tj. 384 vzorka.
Pokud pouZivate jiné odbérové sady nebo inkubator o jiném vnitfnim objemu, pak je sliny nutné
inaktivovat tak, aby vzorek byl po dobu alespori 10 minut zahfaty na 80 °C. Toho mizZete
dosahnout napftiklad prenesenim 50 uL vzorku do PCR desticky ¢i jinych mikrozkumavek a inkubaci
alespon 10 minut pfi 80 °C v termalnim cykleru (Ize pouZit i jiné zkumavky vloZzené do termobloku,
neprekracujte 30 minut pti 80 °C). Po tepelné inaktivaci vzorky zchladte na pokojovou teplotu,
bud’ ponechte dalSich 30 minut pfi pokojové teploté, nebo 10 minut ve 4 °C — bez zchlazeni je
bude velmi obtizné pipetovat. Po inaktivaci neni nutné sliny ihned otestovat, virova RNA je v nich
stabilni dalSich aZz 72 hodin pfi 25 °C.

Pfed pipetovanim sliny stocte na 100 g po dobu 1 minuty, to by mélo postacit na stoceni slin
zvicka a zavitu vicka a usnadnit pipetovani sto¢enim nejvétsiho precipitatu Ci jiné debris ve
slinach. Pokud to nestaci, mlZete stocit az na 2 minuty aZz na 200 g. Delsi staceni ¢i staceni s vyssi
rychlosti m(iZe vést ke ztraté citlivosti detekce.

Pokud sliny pfendsite do RT-PCR master mixu pomoci pipetovaciho robota bez detekce objemu
ve Spickach, pak je nutné pred samotnym pipetovanim vyradit vzorky s pfilis nizkou hladinou (nizsi
nez nastavenou vyskou pipetovani) a ty napipetovat rucné. Vysku pipetovani nastavte tak, aby
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Spicka zlstala nad pripadnou peletou ve vétsiné vzork(, ale zaroven co nejnize. Pfesné instrukce
naleznete v manudlu pro DB-1223 nebo DB-1226 DBdirect™ Bravo Extension Kit for Saliva.

Vzorky nosohltanovych stér(

Pro stéry pouZivejte odbérové sady obsahujici bézna transportni media (napf. Copan Universal
transport medium for viruses (UTM) ¢i IMPROVIRAL™ Viral Preservative Medium (VPM)),
inaktivaéni media nejsou vhodna. Stéry v transportnim médiu doporucujeme skladovat dle
instrukci vyrobce téchto medii. V IMPROVIRAL™ Viral Preservative Mediu (VPM) je mozné stéry
skladovat ptinejmensim 48 hodin pfi 4 °C a zaroven je mozné je alespon jednou zamrazit (v -80 °C).

Tepelnou inaktivaci stérd se citlivost nijak nezvysuje, takZe neni nutna — avsak je v principu mozna
pro zvyseni bezpecnosti. Naptiklad vzorky v IMPROVIRAL™ Viral Preservative Mediu (VPM) lze
inaktivovat az 30 minut pfi 65 °C bez ztraty citlivosti. Validace pfesného postup inaktivace pro
kterékoliv medium je zodpovédnosti uzivatele.

Pokud jste vzorky zahfivali, tak je pred pipetovanim nechte vytemperovat na pokojovou teplotu,
jinak je mUze byt obtiZné pipetovat (nutné v pfipadé, Ze pro pridani vzorkd pouZivate automaticky
pipetor). V pfipadé potfeby pred pipetovanim stéry stocte po dobu 1 az 2 minut na 100 az 200 g,
ale neni to nutné. Delsi staceni i staceni s vyssi rychlosti mlzZe vést ke ztraté citlivosti detekce.

3.5 Priprava RT-PCR master mixu

Pfiprava RT-PCR master mixu pro jednu reakci je popsana nize. Pokud ptipravujete RT-PCR
master mix pro vice reakci, vynasobte objemy poctem reakci (a pfipoctéte pipetovaci rezervu) —
viz také Tabulka 4.

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 © nebo prihledné vicko).

3. Do stejné vialky pridejte 5 pL Primer mixu (4x), v soupravé vialka &. 2 (modré © nebo
prtihledné vicko) a promichejte opakovanym pipetovanim.

4. Do stejné vialky pfidejte 5 uL Enzyme mixu (4x), v soupravé vialka &. 3 (¢erné © nebo
prtihledné vicko), a promichejte opakovanym pipetovanim, dokud neni smés homogenni
(mUZete také pouZit vortex a kratce stocit).

5. Preneste 15 pL smési (RT-PCR master mix) do 96-jamkové desticky nebo do mikro-
zkumavek (dle typu pouzitého PCR cykleru). Pokud nemUzZete hned pokracovat s pridanim
vzork( a naslednym RT-PCR, tak desti¢ky/mikrozkumavky prikryjte vickem (podrobnosti
ke stabilité jednotlivych slozek soupravy a RT-PCR mixu viz kapitola 2.4).

Slozky soupravy ¢. ‘a’i?;arva uL 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
Celkovy objem RT-PCR master mix 15 1500
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Tabulka 4: Pfiprava RT-PCR master mixu
Cislovani vialek odpovida poradi pridavani jednotlivych slozek, je dilleZité toto pofadi zachovat.

Alikvotovani roztoku pro pfipravu RT-PCR master mixu

Pocty alikvotl jednotlivych sloZzek soupravy DB-1219-1000rxns a jejich objemy jsou shrnuty v
tabulce 3. Pro pfipravu jednordzovych alikvotd pro analyzu 96 vzorkd (napf. s vyuZitim
automatické pipetovaci stanice Agilent Bravo a souprav DB-1222, DB-1223 nebo DB-1226)
postupujte nasledovné:

0Od kazdého z roztokd Enhancer mix (4x), Primer mix (4x) a Enzyme mix (4x) ptipravte 10 alikvott
po 510 pL a zamrazte co nejdfive v -80 °C. Pro ptipravu RT-PCR master mixu pro analyzu 96 vzork(
poté smichejte vidy po jednom alikvotu od kazdé komponenty a vznikly RT-PCR mix pouZijte cely.
Podrobnosti ke stabilité a skladovani jsou uvedeny v kapitole 2.4.

Alternativné muZete pripravit hotovy RT-PCR mix smichanim téchto tfi sloZzek a po promichani
pripravte 10 alikvotl po 1530 uL a zamraZte co nejdfive v -80 °C a do mésice spotiebujte. Tento
mix uZ znovu nepfemrazujte, spotfebujte vzdy cely alikvot.

Pro automatizovanou pripravu desticky s RT-PCR mixem a pridani vzork( je potfeba mrtvy objem.
Celkovy objem reakce i objem vzorkd, tak jak jsou popsany v kapitolach 3.5 a 3.6, je proto mozné
0 10 % zmensit bez ovlivnéni citlivosti detekce.

3.6 Pridani vzorku a externi kontroly do RT-PCR reakce

Vzorky slin

Pridejte 2 pL vzorku tepelné inaktivovanych a stoéenych slin do jamek/mikrozkumavek, které
obsahuji 15 pL RT-PCR master mixu a vyplachnéte Spicku opakovanym nasatim a vypusténim
kapaliny. Pokud se ve slinach pfi inaktivaci vytvofil precipitat, tak se snazte nabrat kapalinu nad
timto precipitatem. Vizualné zkontrolujte, Ze sliny byly nejprve do Spicky nabrany a nasledné
vypustény. Dalsi michani reakéni smési neni nutné.

Nasledné pridejte 3 uL RNA z vialky External control (vialka €. 5, fialové vicko @) a vyplachnéte
Spicku opakovanym nasdatim a vypusténim kapaliny. Externi kontrolu vidy ptidejte aZ po vzorku.
Dalsi michani reakéni smési neni nutné.

Tyto objemy jsou vhodné pro manualni i automatizované pipetovani. Pokud pridavate vzorky a
kontrolu automatizované, nastavte pipetovaci program tak, aby vzorek i kontrolu s RT-PCR mixem
hned po jejich pfidani promichal.

Vzorky nosohltanovych stér(

Pridejte 2 pL vzorku stéru do jamek/mikrozkumavek, které obsahuji 15 pL RT-PCR master mixu
a vyplachnéte Spicku opakovanym nasatim a vypusténim kapaliny. Zkontrolujte, Ze vzorek byl
nejprve do Spi¢ky nabran a nasledné vypustén. Dalsi michani reakéni smési neni nutné.
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Nasledné pridejte 3 uL RNA z vialky External control (vialka &. 5, fialové vicko @) a vyplachnéte
Spicku opakovanym nasatim a vypusténim kapaliny. Externi kontrolu vidy pfidejte az po vzorku.
Dalsi michdni reakéni smési neni nutné.

Tyto objemy jsou vhodné pro manualni pipetovani, pokud testujete vzorky stér( automatizovanég,
pridejte vétsi objem stéru a mensi objem kontroly: 4 uL vzorku a 1 pL externi kontroly, nastavte
pipetovaci program tak, aby vzorek i kontrolu s RT-PCR mixem hned po pfidani promichal.

Obecné postupy

Externi kontrola musi byt vidy pfiddna do kazdé jamky s kazdym vzorkem, protoZe pokud by doslo
k inhibici RT-PCR reakce vzorkem, tak tato kontrola tuto inhibici odhali. VZidy musi byt pfidana az
po pfidani vzorku, nikoliv naopak.

Po pridani vzorkd a externi kontroly do 96-jamkové desticky ji zalepte adhezivni optickou félii a co
nejdrive spustte RT-PCR reakci (do 30 minut od pfidani vzork(), jak je popsano v kapitole 3.7.

Na kazdé desti¢ce musi byt alespon jedna pozitivni a jedna negativni kontrola.

V pfipadé pozitivni kontroly pridejte misto vzorku 2 nebo 4 uL Positive control z vialky €. 4
(¢ervené vicko @). V pripadé negativni kontroly pfidejte misto vzorku bud 2 nebo 4 pL Negative
control z vialky PCR grade water.

Nasledné pridejte do jamek s pozitivni i negativni kontrolou 1 nebo 3 pL RNA z vialky External
control (vialka &. 5, fialové vicko @ ). Objemy pozitivni, negativni a externi kontroly zvolte stejné,
jako jste zvolili u ostatnich vzork(. Celkovy objem reakce po pridani vzorku a kontroly ¢i obou
kontrol je vzdy 20 pL.

Na kazdé desti¢ce doporucujeme také kontrolu znamého pozitivniho klinického vzorku ve stejném
mediu jako ostatni vzorky, Ci stejny biologicky typ (napft. sliny). Doporucujeme takovou kontrolu
rozalikvotovat a pouZivat opakované (kontrola neni soucasti soupravy).

DIANA Biotechnologies s.r.o., Nad Safinou Il 366, 25250 Vestec, Ceska republika
Email: support@dianabiotech.com, Web: www.dianabiotech.com 17



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

UZivatelska pfirucka pro DBdirect™ COVID-19 Multiplex RT-PCR Kit
Verze DB-1219-001-201124-1.4 CZ

(S)DINNA

3.7 Protokol RT-PCR

Souprava byla ovérena na pristrojich: Roche LightCycler 480 11 (LC480 Il) 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 ovéril fungovani soupravy s
vyuzitim vhodnych kontrol. Navod na nastaveni RT-PCR protokolu a detekce v kandlech FAM, HEX

a Cy5 naleznete v uzivatelské prirucce prislusného pfistroje.

Nastaveni pristroje Roche LC480 Il

Pro detekci ve tfech kanalech 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
Cy5 618 660 10
Tabulka 5: Nastaveni filtri pro RT-PCR detekci na pfistroji Roche LC480 I
Program se sklada ze 4 krok(:
1. Reverzni transkripce virové RNA (RT step)
2. Aktivace Taq polymerazy (Denature)
3. PCR amplifikace (45 cykl(; Cycling
4. Ochlazeni desticky (Cooling)
Nastaveni cilové teploty a na¢asovani kazdého kroku je uvedeno v tabulce 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 6: Protokol pro RT-PCR detekci na pfistroji Roche LC480 Il. Pfibliznd délka tohoto
protokolu na pfistroji Roche LC480 Il je 70 minut.

Nastaveni pristroje BioRad CFX96

Identicky protokol, jako je popsan vyse pro Roche LightCycler 480 II, byl validovan také pro BioRad
CFX96. PouZzijte vychozi nastaveni ramp rate a kanall FAM, HEX a Cy5. Priblizna délka tohoto
protokolu na pfistroji BioRad CFX96 je 80 minut.
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3.8 Analyza dat

Stanoveni hodnoty prahového detekéniho cyklu (Cy)

Provedte analyzu dat dle navodu k obsluze vaseho RT-PCR pfistroje. Pro zobrazeni fluorescenci
doporucujeme pouZivat logaritmické zobrazeni a doporucujeme pouzivat barevnou kompenzaci
mezi kanaly FAM a HEX, pokud ji vas stroj nabizi. Nize uvadime doporucené hodnoty threshold
pro vybrané pfistroje, avsak v pfipadé potreby jejich hodnotu upravte tak, aby kfivky protinaly
v jejich linedrni ¢asti (v logaritmickém zobrazeni, neplati pro linearné zobrazené kfivky) a zaroven
aby byl threshold vidy nad pozadim u viech negativnich vzork(. Uprava thresholdd mize byt
vyZadovdana bud' vyssi autofluorescenci vzorkl (zejména slin), a tim padem vyssim pozadim, nebo
rozdily mezi jednotlivymi pfistroji (byt od stejného vyrobce).

Pro BioRad CFX96 doporucujeme pouzit vychozi nastaveni pro FAM, HEX a Cy5 kanaly a pro urceni
hodnot C: pouZijte vychozi metodu Fit Points* s thresholdy: 100 az 200 RFU pro FAM, 100 az 200
RFU pro HEX a 50 aZ 100 RFU pro Cy5. Pro Roche LC480 Il doporucujeme pouzit vychozi korekci
barev pro kanaly FAM a HEX**, ktera je uloZena v databazi a nastaveni thresholdd: 1.0 RFU pro
FAM; 0.5 RFU pro HEX a 0.1 RFU pro Cy5 (pro vyhodnoceni v Cy5 je nutné vypnout korekci barev).
Alternativné je pro ziskani C; na pfistroji Roche LC480 Il mozné vyuzit analyzu metodou maxima
druhé derivace.

Obé metody vypoctu hodnot C; (fit points i druhd derivace) mohou namérené krivky nespravné
vyhodnotit, proto v kazdém ptipadé doporucujeme vizudlni kontrolu namérenych dat. VSechny
krivky se strmym a trvajicim narlstem fluorescence musi byt vyhodnoceny jako pozitivni (vzhled
kiivek je popsan v dalsi kapitole Typické vysledky), zatimco ostatni kfivky musi byt vyhodnoceny
jako negativni. Metoda druhé derivace mlze nékdy v disledku neobvyklého tvaru vyhodnotit
pozitivni vzorek jako negativni, zatimco metoda Fit Points naopak negativni vzorek jako pozitivni
— napf. pfi skokovém narlstu fluorescence v disledku bubliny v reakéni smési atp.

Ziskané hodnoty C; se budou v zavislosti na zvolené metodé a nastaveni threshold( lisit. Pokud
pouZijete metodu Fit Points a nastavite threshold (prah fluorescence) blizko fluorescence pozadi,
mUZete na pfistroji Roche LC480 Il ziskat C: aZ o 3 cykly niZsi nez pfi pouZiti metody druhé derivace.
Stejnym zplsobem ziskané C; na pristrojich Biorad CFX96 budou také aZ o 3 az 4 cykly nizsi. Pokud
vsak nastavite prahovou hodnotu vysoko, mlzZete naopak ziskat hodnoty C; vyrazné vyssi nez u
metody maxima druhé derivace. NiZze uvadime predpokladané hodnoty C; pro pozitivni i externi
kontrolu, za predpokladu dodrzeni navodu (pridanych objemu kontrol a nastavenych thresholdd).

Veskeré hodnoty C: uvedené nize v textu u vyhodnoceni kontrol a v tabulce 7 odpovidaji vyse
popsanému nastaveni obou pfistrojil v metodé fit points. V pfipadé poufZiti jiného nastaveni ¢i jiné
metody je pro presnou interpretaci podle tabulky 7 nutné namérené hodnoty C: posunout o rozdil
mezi vami urcenou hodnotou C; pozitivni kontroly a referencni hodnotou C; = 28 (pro FAM i HEX
kanal)***. Napftiklad, pokud vami uréena hodnota C; pro pozitivni kontrolu bude 26, tak pro

aplikaci tabulky 7 bud' pfictéte 2 cykly k hodnotam C; klinickych vzork(, anebo 2 cykly odectéte od
prahovych C; v tabulce 7.

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

** 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 vypnutd.
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***Presné hodnoty pro BioRad CFX96 jsou 28. cyklus (FAM) a 29. cyklus (HEX), zatimco pro Roche LC480Il jsou 28. (FAM)
a 27. cyklus (HEX) pfi metodé fit points, zatimco 28. (FAM) a 29. cyklus (HEX) pri metodé maxima druhé derivace. Vse je
uvedeno pro pripad pridani 4 uL pozitivni kontroly do reakce, v pripadé pridani 2 uL budou referencni cykly o jedna vyssi.

Vyhodnoceni kontrol

U pozitivni kontroly musi k amplifikaci dojit ve vSech tfech kandlech: virovych genli ve FAM (cyklus
27-31), HEX (cyklus 27-31) i externi kontroly v Cy5 (<32 cykld). Pokud nedojde k amplifikaci v
nékterém z téchto kanal(, PCR reakce neprobéhla spravné a vysledky z takové analyzy nejsou
platné a musi byt zopakovany. Pro urceni hodnot C; pouZijte vySe popsané nastaveni pfistrojd
v metodé fit points.

U negativni kontroly musi dojit k amplifikaci externi kontroly v kanalu Cy5 (<32 cykld), zatimco v
kanalech FAM nebo HEX nesmi byt zadnd amplifikace. MéFitelna amplifikace ve FAM nebo HEX
kanalech ukazuje na kontaminaci reagencii templatovou sekvenci, coz mize zpUsobit falesné
pozitivni vysledky. V takovém pfipadé doporucujeme otestovat vétsi pocet negativnich kontrol.

Externi kontrola musi byt vyhodnocena u kazdého vzorku: porovnejte priimérnou hodnotu C;
v Cy5 kanalu u pozitivni a negativni kontroly s C; kazdého vzorku. Pokud test vyhodnocujete pouze
kvalitativné, pak neni potfeba kontrolu vyhodnocovat u vzork( které maji pozitivni signal v obou
virovych kandlech (FAM a HEX), u nich totiz mlze byt amplifikace externi kontroly negativné
ovlivnéna amplifikaci virovych gent a v kazdém pripadé se jedna o COVID-19 pozitivni vzorky. U
vzork( negativnich ve FAM a HEX, ¢i pozitivnich pouze v jednom z téchto dvou kanall je nutné
porovnat hodnoty C: u vzorku a kontrol. V pfipadé, Ze je C: v Cy5 u vzorku oproti kontrolam nizsi
nebo stejnd, pak nedochazi k zddné inhibici RT-PCR a citlivost detekce COVID-19 neni vzorkem
negativné ovlivnéna. V pfipadé, Ze je C: v Cy5 u vzorku oproti kontroldm vyssi, tak Umérné rozdilu
Ize kvantifikovat rozsah inhibice RT-PCR (externi kontrola je vyrazné nachylnéjsi na inhibici Ci
degradaci neZ virova RNA, takZze posun v C; u virovych kanall bude vidy mensi nebo maximalné
stejny): pokud je C: v Cy5 u vzorku o jeden cyklus vyssi, pak je inhibice az 50%, tzn. zvySeni limitu
detekce aZ dvojnasobné. Pokud je C: v Cy5 u vzorku vyssi o cca 3.3 cykly, pak mlze byt citlivost
byt aZ desetkrat vyssi, pfi této a vyssi inhibici mlzZe dojit k falesné negativnimu vysledku v tomto
vzorku, pokud by Ct pro virové kanaly v neinhibované reakci bylo vyssi neZ cca 35). U vzorkd, které
maji C; v Cy5 kanalu vyssi o cca 6.6 cykld, tak citlivost stanoveni mizZe byt aZz 100x niZzsi.

Pti testovani 4 L stérl v mediu bylo ve skupiné 537 lidi pozorovano ~0.5 % vzork( (3 vzorky), u
kterych doslo k posunu C: v Cy5 o vice jak 3 cykly, zatimco pfi otestovani 2 uL media to byl pouze
jeden vzorek. PFi testovani 2 pL slin byl ve skupiné 494 lidi pozorovan pouze jeden vzorek se
zvySenym C; v Cy5 o vice jak 3 cykly. Doporucujeme vyloucit vzorky s C; v Cy5 o vice jak 4 cykly
vyssi oproti kontroldm a preméreni téchto vzork( bud' v mensim objemu (napf. namisto 4 pL stér(
pouze 2 plL) anebo pfeméreni alternativnim zplsobem s izolaci RNA pfed RT-PCR.

Interpretace vysledkd mérenych vzork(
Stanovte hodnoty prahového detekéniho cyklu (C:) v kazdém kanalu a vysledky interpretujte dle
tabulky 7 nize a dle vysledkd vyhodnoceni pozitivni kontroly. V pfipadé, Ze vami ziskané hodnoty
C: pro pozitivni kontrolu odpovidaji mezim uvedenym v pfedchozim oddile (tj. C; pro FAM i HEX
kandl mezi 27. a 31. cyklem), mlZete interpretovat namérena C; dle této tabulky bez dalsich
prepoctl. V opacném pfipadé je nutno C;stanovené vasi metodou pred interpretaci dle tabulky 7
prepocitat, jak je uvedeno v oddile Stanoveni hodnoty prahového detekéniho cyklu vyse.
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FAM HEX Cy5 Interpretace
+ 13 + 13 + 1 /-2 | COVID-19 pozitivni
- - + 1 Nedetekovatelné (COVID-19 negativni)

Nespolehlivy vysledek: inhibice RT-PCR, doporuceno
zopakovat nebo provést standardni test s izolaci RNA.

C:>308 - +
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C:<30" - Fly/ 1 Nespolehlivy vysledek: miZe ukazovat kontaminaci

produktem amplifikace nebo mutaci v jednom z genf,
doporuceno zopakovat s RT-PCR soupravou, ktera
detekuje jiné geny neZ tato souprava.
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Tabulka 7: Interpretace vysledka.

+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 Externi kontrola.

[1] P¥i pfidani 1 uL externi kontroly je hodnota C; v Cy5 kanalu okolo 30. cyklu, v pfipadé pridani
3 uL je hodnota C; v Cy5 kanalu okolo 29. cyklu. + znaéi C: v Cy5 ve vzorku maximalné o 4 cykly
vyssSi neZ prameér pozitivni a negativni kontroly , - znaci C; v Cy5 ve vzorku o vice neZ 4 cykly vyssi.
[2] Velmi vysoké koncentrace viru mohou zpUsobit zhorseni amplifikace externi kontroly, coZ se
projevi snizenim signdlu v kandlu Cy5 ¢i jeho Uplnou absenci (podrobnosti viz Obrazek 3). Absence
signdlu Cy5 neméni interpretaci pozitivnich signalt v kanalech FAM a HEX.

[3] Hodnoty prahového detekéniho cyklu (Ci), které jsou uvedené v této tabulce, jsou zaloZeny na
vysSe popsaném nastaveni pfistroji. Namérené hodnoty se mohou lisit s pouZitim rliznych pfistrojl
a/nebo metod (viz vyse).

[4] Pozitivni signdl i pouze v jednom kanalu je nutné povaZzovat za pozitivni vzorek. Avsak pro
vylouceni moZnosti ndhodné slabé kontaminace je mozné vzorek zopakovat (opakované pozitivni
signal alespon v jednom kanalu je povaZovan za pozitivni vysledek).

[5] Pozitivita pouze v jednom kanalu nastane typicky pouze u slabych vzorkd s C: nad 35, s jednou
vyjimkou: tzv. britska varianta vede k posunu signalu v HEX kandlu do vyssich cykl( (posun okolo
péti cykll oproti FAM) a pouze v jednom kanalu (FAM) tak mohou byt pozitivni i vzorky s Ct > 30.
[6] Pro presnéjsi vysledek je mozné zopakovat nebo provést standardni test s izolaci RNA.
(opakované pozitivni signal alespon v jednom kanalu je povaZovdn za pozitivni vysledek).

Pozn.: u slin mGZe u nékterych vzork( dojit ke zvyseni pozadi fluorescence a je tak nutné jak pro
virové kanaly (FAM a HEX), ale i pro externi kontrolu v Cy5 upravit threshold.
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Typické vysledky

NiZe jsou vyobrazeny ilustrativni data namérena s fedici fadou virové RNA se soupravou DB-1211,
ve které jsou vyuzivany shodné primery a proby jako v soupravé DB-1219. Pfesné hodnoty cykl{
C: a fluorescence se mohou pro DB-1219 lisit, avSak tvary kfivek (virovych gent i externi kontroly)
jsou pro obé soupravy shodné.

Amplification curves, log scale Amplification curves, linear scale
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Obrazek 3: 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 kfivky), Agilent
AriaMX (zelené kfivky) a BioRad CFX96 (hnédé krivky).

Prvni dvojice grafi ukazuje amplifikaci signalu v kanalu FAM (virovy gen EndoRNAse), druhd v HEX
(virovy gen Spike) a treti v Cy5 (kontrola izolace RNA). Grafy vlevo ukazuji fluorescenci v
logaritmickém méfitku, zatimco grafy vpravo ukazuji fluorescenci v linedrnim méftitku.

Jednotky fluorescence jsou normalizovany tak, aby maximum pro kaZdy ptistroj 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 kanale
Cy5 je snizena pfi velmi vysokych titrech virové RNA, nicméné i tak je kontrola vidy detekovana
(kfivky s nizsi maximalni fluorescenci znazornéné v pravém dolnim grafu odpovidaji jamkam s
nejvyssi koncentraci virové RNA).

PouZity material: FrameStar 96 Well Semi-Skirted PCR plate (4ti-0951, white wells) a LightCycler
480 Sealing Foil (04729757001) pro LCA480 Il; 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.
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4 Pravni upozorneni

V plném rozsahu povoleném zdkony vasi jurisdikce, je DIANA Biotechnologies, s.r.o. zbavena
odpovédnosti za jakékoli pfimé nebo neprimé Skody spojené nebo vzniklé v souvislosti s timto
dokumentem a jeho poutzitim, jakoz i za jakékoli pfimé a neprimé Skody spojené nebo vzniklé v

souvislosti s COVID-19 Multiplex RT-PCR kitem a s jeho pouZitim.

5 Seznam kompatibilnich souprav

DB-1224 Bravo Installation Package for DBdirect™
DB-1222 DBdirect™ Bravo Extension Kit for Swab
DB-1221 Saliva Collection Set 1.1IM

DB-1223 DBdirect™ Bravo Extension Kit for Saliva 1.11M

DB-1225 Saliva Collection Set 1.4IM

DB-1226 DBdirect™ Bravo Extension Kit for Saliva 1.41M
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6 Jednostrankovy souhrnny protokol
6.1. Slozky soupravy
. Objem (L) Skladovaci Popis
Slozky soupravy 100rxns 1000rxns teplota vialek
Enhancer mix (4x) 500 5000 -20°C 1
Primer mix (4x) 500 5000 -20°C 2
Enzyme mix (4x) 500 5000 -80 °C 3
Positive control 150 2x 750 -20°C
External control 500 5000 -20°C 5
Negative control 500 5000 -20°C w

6.2 Priprava RT-PCR

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

e Vnasledujicim poradi smichejte: 5 uL Enhancer mixu (vialka ¢. 1), 5 puL Primer mixu (vialka

€. 2) a 5 pL Enzyme mixu (vialka €. 3). Promichejte po pridani kazdé slozky.

e Preneste 15 pL tohoto RT-PCR master mixu do 96-jamkové desticky, pridejte 2 uL slin (po
tepelné inaktivaci) nebo 4 pL stéru (Ize i 2 uL stejné jako u slin), poté doplnte do 20 uL
externi kontrolou (vialka €. 5): 3 pL u slin zatimco 1 pL u stér( a poté zalepte desticku

optickou félii a co nejdrive spustte RT-PCR reakci.

e Pro pozitivni a negativni kontrolu pfidejte misto vzorku stejny objem pozitivni (vialka ¢. 4)

anebo negativni kontroly (PCR voda) a dopliite externi kontrolou do 20 pL.

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

Slozky soupravy Popis uL 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
Celkovy objem RT-PCR master mixu 15 1500
6.3. Protokol RT-PCR
Tabulka sumarizujici nastaveni ptistroje 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 kanalech (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
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Manufacturer / Vyrobce

Date of Manufacture / Datum vyroby

Caution / Pozor

Lot Number / K&d davky

=HCICIEN 3

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

v
m
-

Catalogue Number / Katalogové ¢islo

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

D B0 @ o o< o<

Do not reuse / NepouZivat opétovné

[,
e

)
i

Keep away from sunlight / Chrarite pred slune¢nim zafenim
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