|dentifikace tzv. britské varianty (201/501Y.V1) pomoci DB-1211 COVID-19
Multiplex RT-PCR Kit (aplikaéni poznamka, DIANA Biotechnologies s.r.o.)

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 ovéfeni Ucinnosti RT-PCR reakce, tak sledovani
vytézku izolace RNA.

Primery cili sekvence viru COVID-19, ve kterych se ke konci roku 2020 nevyskytovaly Zzadné vyznamné
mutace s vyjimkou mutace ve Spike A570D, ktera se vyskytuje témér exkluzivné v Britské varianté (lineage
B.1.1.7, GISAID 201/501Y.V1, anotace VUI 202012/01) — Spike je i v této varianté detekovan, avsak diky
posunu v Ct v HEX kanale je moZné touto soupravou tuto variantu odliSit od ostatnich variant. Detekce ve
FAM kanalu je nezménéna a citlivost testu tak z(stava stejna. V pfipadé posunu FAM a HEX spliujici
podminky popsané niZe se s nejvétsi pravdépodobnosti jedna o tuto britskou variantu: mutace A570D se
k 15. lednu 2021 vyskytovala v databazi GISAID v 17 751 sekvencich (z 373 229 celkem) a z toho bylo
17 388 sekvenci anotovano jako varianta VUl 202012/01. Béhem ledna bylo takto v Ceské republice
nalezeno velké mnozstvi vzork( vykazuijici tuto mutaci a 36 z nich bylo na SZU pro ovéreni osekvenovano,
a ve véech 36 ptipadech se potvrdila zmiriovana britska varianta a dle doporuceni Ceské narodni referenéni
laboratore pro chfipkova a nechfipkova virova respiraéni onemocnéni ze dne 26. ledna 2021 neni nutné
vSechny takto identifikované vzorky ovérovat sekvenaci.
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Obrazek 1: Detekce britské varianty porovnanim Ct mezi kanaly FAM a HEX
Na grafech je korelace Ct ve FAM a HEX kandlech pro klinické vzorky. Na levém grafu pro pfistroj Roche
LC96 a na pravém pro BioRad CFX96. Cervené ohranitené jsou vzorky obsahujici britskou variantu.

Pro pfistroje Roche LightCycler 480 Il a Roche LightCycler 96 je typicky rozdil mezi Ct pro FAM a HEX kanal
méné neZ jeden cyklus, pro BioRad CFX96 okolo jednoho cyklu. U britské varianty jsou Ct v HEX 0 4 az 5
cykl vyssi oproti jinym variantam viru (tzn. dochazi celkovému posunu o 5 az 6 cykld v HEX oproti FAM).
Pro identifikaci britské varianty nejprve urcete rozdil Ct(HEX) - Ct(FAM) pro pozitivni kontrolu pfiloZenou



v této soupravé: tento rozdil je nazyvan jako "referenéni posun". Vsechny vzorky, u nichZ pozorujete rozdil
Ct(HEX) - Ct(FAM) o dva a vice cykll vyssi nezZ referencni posun, jsou s néjvétsi pravdépodobnosti vzorky
britské varianty (obsahuji mutaci A570D). Typicky bude zména oproti referen¢nimu posunu mezi 4 az 5
cykly na vyse uvedenych strojich, avsak u jinych, napfiklad na Agilent Aria MX muUze byt rozdil i vyssi.

Na obr. 1 jsou ukazana typicka data pro detekci britské varianty na strojich Roche LC96 a BioRad CFX96. U
vzork( s Ct ve FAM kandle vyssi neZ 35. cyklus muZe dojit k absenci signalu v HEX, tyto vzorky lze povaZovat
za pozitivni bez opakované analyzy.

Pouziti DB-1229 COVID-19 Primer additive B.1.1.7

DIANA Biotechnologies dodava také aditivum, které vyrazné zmensuje posun v HEX u Britské varianty.

Obsahuje koncentrat primer( pro Gcinnéjsi amplifikaci britské varianty B.1.1.7. Zatimco souprava bez
pridani tohoto additiva vykazuje hodnoty Ct v HEX pro britskou variantu o 4 az 5 cyklG vySsi oproti ostatnim
variantam viru (celkovy posun 5 az 6 cykll oproti FAM), tak po ptidani tohoto aditiva je posun pouze okolo
1.5 cyklu: to stdle staci pro odliSeni britské varianty, ale pti minimalni zméné vlastnosti HEX eseje.

Vyuziti tohoto aditiva doporucujeme, pokud na vasem stroji dochazi u britské varianty k posunu Ct o vice
nez 5 cyklG a/nebo snizeni citlivosti v HEX kanalu (napfiklad Agilent Aria MX). Nicméné u BioRad CFX96
neni nutné toto aditivum pouZivat, protoZe citlivost detekce v HEX neni zasadné ovlivnéna a pro vzorky
s Ct FAM do 35 aZ 36 cykl( je HEX typicky stale detekovan.

V pripadé, Ze pouzivate DB-1229 Primer additive (200x) pro zvySenou amplifikaci britské varianty, tak
pfed prvnim pouZzitim soupravy DB-1211 ptidejte Primer additive (11 pL v soupraveé pro 100 reakci, 110 pL
v soupravé pro 1000 reakci) do Primer mixu (vialky €. 2, modré © nebo prihledné vicko) a promichejte.
Takto vznikly mix pouZijte namisto plvodniho primer mixu.

Detekce britské varianty BioRad CFX96 Detekce britské varianty BioRad CFX96
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Obrazek 2: Detekce britské varianty porovnanim Ct mezi kanaly FAM a HEX s aditivem DB-1229

Na grafech je korelace Ct ve FAM a HEX kanalech pro klinické vzorky, vidy na ptistroji BioRad CFX96. Na
levém grafu bez aditiva DB-1229, zatimco na pravém grafu s aditivem DB-1229. Cervené ohranicené jsou
vzorky obsahujici britskou variantu.



