Spoluprace s Nemocnici na Bulovce! na klinicke validaci

2 klinické studie

Studie ¢.1: Validace DBdirect COVID-19 multiplex RT-PCR
na odbérech stéry z nosohltanu?

i (stéry) - , |
Nemocn |Ce Srovnani se standardni metodou RNA izolace +

Na Bulovce RT-qPCR ze stejného vzorku

Studie ¢.2: Validace DBdirect COVID-19 multiplex RT-PCR

V . na odbérech slin (s vyuzitim odbérovych sad
[‘ JDINNA - sim e

BIOTECHNOLOGIES Srovnani s parovymi odbéry stéry z nosohltanu a
standardni metodou RNA izolace + RT-qPCR

Cil: urcit citlivost testl ze slin a zjistit zda mohou
nahradit stéry pro klinickou diagnostiku COVID-19

1. Dékujeme za spolupraci celému tymu nemocnice na Bulovce, zejména MUDr. Elka Ny¢ova, MUDr. Anna Poladkova (Oddéleni klinické mikrobiologie),
Mgr. Hana Stredova (odbérové misto), JUDr. Jozef Tutka, Mgr. Tomas Bazala (projektové vedeni) E/] Dl \N \
2. Obdobna studie (se stejnymi zavéry) probéhla jiz pred 3 tydny také na Zdravotnim Gstavu Ostrava & sioricunolocies

Cil: prokazat ekvivalentni citlivost pfimé RT-PCR
detekce pro klinickou diagnostiku COVID-19
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Studie c.1: validace metody prime PCR detekce ze stéri

Odebrané a testované vzorky Srovhavané metody

537 vzorkt stért z nosohltanu 1) Stéry: RNA izolace + RT-PCR (reference)

« Odebrano do univerzalniho transportniho média na * RNA izolace s vyuzitim CE-IVD soupravy Automated RNA
odbérovém misté FN Bulovka dle standardniho isolation on Agilent Bravo (DIANA Biotech) ve spojeni s
odbérového protokolu RT-PCR analyzou s vyuzitim CE IVD souprav COVID-19

* Prifezova ,real-life data“ studie bez pfedvybéru Multiplex RT-PCR kit (DIANA Biotech)
ucastnikl - pouze nutny souhlas s GcCasti ve studii. * nebo RNA izolace na Nextractor (Genolution) a RT-PCR
Vétsina testovanych referovano k testu lékarem pomoci COVID-19 Allplex kit (Seegene)

(mensi cast samoplatci) « Analyzovano na FN Bulovka do 24 hodin po odbéru

* Pro vétsi vypovidaci hodnotu vybrano a pridano cca

dalsich 30 vzork( pozitivnich v referenéni metodé 2) Stéry: Pfimé RT-PCR (DBdirect kit)
* Odbéry probihaly v obdobi péti dni 14.-19. listopadu » Analyza dle protokolu pro stéry DBdirect COVID-19
1 odbér - nasledné rozdéleno na dveé ¢asti pro dvé Multiplex RT-PCR kit s vyuzitim automatizované
srovnavané metody analyzy manipulace se vzorky s pouzitim Agilent Bravo

* Vzorky analyzovany 1-4 dny po odbéru (skladovany v 4°C)
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PFimé PCR ze stéru muzZe nahradit ,,zlaty standard*

PFimé PCR vs RNA izolace + PCR - stéry ... ... pfimé RT-PCR ukazalo robustni detekci
40 o . * RNAIzolace + RT-PCR (reference)

% 35 : : et > 142 vzorki (z 537) diagnostikovano COVID-19 pozitivni

_ : ¥ . LAl ~é [ ¢ ° e
gs f L - P¥imé RT-PCR (DBdirect RT-PCR kit)
o35 « o °F

st . .i-’: N > 148 vzorkii (z 537) diagnostikovano COVID-19 pozitivni

—~ X 25 o °

§ e . ”{-' > ldentifikovano 14 pozitivnich vzorkd, které nebyly odhaleny
E g 20 . :‘{.2.'. ° referencni metodou, pritom 5 bylo slabych (30. az 35.

e < . ® cyklus) a zbytek velmi slabych (>35. cyklus)
S g/ > Naopak vsech 8 vzorkd, které detekovala jako pozitivni
S 1w pouze referencni metoda, byly velmi slabé (nad 37. cyklem)
>

o

0 e oo Pocet pozitivnich a Ster RNA Izolace & RT-PCR

0 5 10 15 20 25 30 35 40 negativnich vzorku Pozitivni Negativni
Stér (RNA Izo & RT-PCR), prlimér cykll (Bulovka) -
Stér DBdirect Pozitivni 134 14
Poznamka: negativni vzorky v kazdé metodé jsou zobrazeny jako cyklus RT-PCR o,
nula, tj. vzorky pozitivni pouze v referenéni metodé jsou na ose x, vzorky Negativni 8 381

pozitivni pouze v DIANA Direct jsou na ose 'y

BIOTECHNOLOGIES

DBdirect COVID-19 RT-PCR kit je vice robustni nez standardni testy [j] DINNNA [ 5



Studie c.2: validace detekce ze slin

Srovnavané vzorky

e 494 vzorku stéru z nosohltanu

« Odebrano do universalniho transportniho
média na odbérovém misté FN Bulovka dle
standardniho odbérového protokolu

* 494 parovych vzorkii slin

« Sliny odebrany pfed stérem s vyuzitim DIANA
odbérovych sad - samoodbér s vyuzitim
unikatniho trychtyrku do malych vialek s
carovymi kody, které jsou vhodné pro nasledné
automatické zpracovani

* Prlrezova ,real-life data“ studie bez predvybéru
Ucastnik( - pouze nutny souhlas s Gcasti ve studii

* Odbéry probihaly v obdobi péti dnl 14.-19. listopadu

Metody analyzy

1) Stéry: RNA izolace + RT-PCR (reference)

* RNA izolace s vyuzitim CE-IVD soupravy Automated RNA
isolation on Agilent Bravo (DIANA Biotech) ve spojeni s
RT-PCR analyzou s vyuzitim CE IVD souprav COVID-19
Multiplex RT-PCR kit (DIANA Biotech)

* nebo RNA izolace na Nextractor (Genolution) a RT-PCR
pomoci COVID-19 Allplex kit (Seegene)

* Analyzovano na FN Bulovka do 24 hodin po odbéru

2) Sliny: PFimé RT-PCR (DBdirect kit)

* Analyza dle protokolu pro sliny DBdirect COVID-19
Multiplex RT-PCR kit s vyuzitim automatizované
manipulace se vzorky s pouzitim Agilent Bravo

* Vzorky analyzovany 1-4 dny po odbéru (skladovany v 4°C)
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Detekce ze slin ekvivalentni diagnostice ze stéru

PFima detekce ze slin vs standardni detekce ze stéru ... prokazana diagnosticka citlivost testu ze slin

« Detekce ze stérti (reference: RNA Izolace + RT-PCR)

40 g e .
= ' “ . s\ 2 2 e > 105 vzorkii (z 494) diagnostikovano COVID-19 pozitivni
< 35 H &° *® /‘; /’, o~ . we _» o o
g g . ’u':’:‘ KP4 « Detekce ze slin (pfimé RT-PCR: DBdirect RT-PCR kit)
= ’('E 30 % Lo /.6/ [ ] ///. o . . ’ oy ’
£ . ¢ ;}". oo (7 ’ > 109 vzorku (z 494) diagnostikovano COVID-19 pozitivni
g E b ". ® e al e ey ’ o ’
; 2 25 R :. b 7 > l|dentifikovano 16 pozitivnich vzorku, ktere nebyly
= et e odhaleny ze stér(, pritom 2 byly stfedné silné (<30.
k£ LT ee cyklus) a 5 slabych (30. az 35. cyklus)
g 15 > Naopak vsech 12 vzorkd, které detekovaly jako pozitivni
23 ’ ouze stéry, byly velmi slabé (nad 36. cyklem)
o — 10 //’ /,’ /,’ P y, Dyly -Cy
é //, ,// /,/
v > f //' /// Poéet pozitivnich a Stér (RNA 1zo & RT-PCR)
0 e’ Lt oo cum negativnich vzorku B Negativni
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Stér (RNA 1zo & RT-PCR), primeér cykl( (Bulovka) Sliny Pozitivni 93 16
) ) o 5 (DBdirect
Poznamka: negativni vzorky v kazdé metodé jsou zobrazeny jako cyklus RT- PCR) Negativnf 12 371

nula, tj. vzorky pozitivni pouze ve stérech jsou na ose x, vzorky pozitivni

pouze ve slinach jsou na osey

BIOTECHNOLOGIES

Pfimé RT-PCR ze slin ukazalo diagnostickou citlivost (dokonce lepsi nez stéry) [j] DIANA
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Shrnuti vysledku: DBdirect RT-PCR technologie validovana pro
diaghostiku COVID-19 ze stéru i ze slin

« Jedna z nejvétsich a nejlépe kontrolovanych studii diagnostiky COVID-19 v CR

> Analyzovano ~500 parovych vzork( nosohltanovych stér( a slin odebranych od nahodnych lidi, ktefi prisli na
vySetreni (,real life data“) - studie ve spolupraci s odbornym tymem Nemocnice na Bulovce

- DBdirect pfimé PCR testy ze stéru (bez predchozi izolace RNA) prokazaly 100% citlivost
» Dokonce vyssi zachyt pozitivnich nez referencni metoda
» Vyrazné zjednoduseni laboratorniho procesu -> umozni vétsiné laboratofi dalsi navyseni kapacit a zlevnéni testd
- DBdirect testy ze slin prokazaly diagnostickou citlivost a velké vyhody oproti standardnim stérum
» Dokonce mirné vyssi zachyt pozitivnich nez referen¢ni odbér ze stér(i
> Nékteré navic zachycené vzorky mély vyssi virovou zatéz a nositelé by mohly nakazit dalsi lidi
» Pouze v malém procentu testy ze slin nezachytily pozitivni odbéry ze stér
> VSechny vzorky ,ztracené“ ve slinach vsak byly ve stérech slabé a blizko hranice detekce

> Virova koncentrace ve slinach miZe mit vyrazné vétsi vypovidaci hodnotu o nakazlivosti a vést k prioritizaci
trasovani v ramci chytré karantény

> Testy umoznuji jednoduchy samoodbér - zmensi tak odpor lidi k opakovanému testovani

> Vhodné i pro pravidelné testovani vybranych skupin (oproti antigennim testtim vyssi citlivost a jednodussi odbér)
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