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1 Uvod

1.1 Urceny ucel

Prostfedek Automated RNA Isolation Kit je urcen k izolaci RNA ze stérl (napf. nazalniho,
nasopharyngealniho, orofaryngedlniho nebo bukalniho stéru), nasopharyngedlni tekutiny
(aspiratu) nebo nasopharyngealniho vyplachu, slin, sputa, vyplachl dutiny Ustni a vyplach( hltanu
kloktanim — tzv. gargling liquid. Je vhodny pro izolaci virové RNA.

1.2 PoutZiti a popis soupravy

Automated RNA Isolation Kit je diagnostickym zdravotnickym prostfedkem in vitro slouzicim k
izolaci celkové RNA z biologickych (lidskych) vzork(i za uUcelem detekce rlznych virovych
respiraénich onemocnéni, zejména COVID-19 (SARS-CoV-2), a dale chfipky A nebo B ¢i RSV
(Respiratory syncytial virus) a dalSich. Souprava je optimalizovdna pro pouziti pipetovaci stanice
Agilent Bravo, ale je moZné ji pouzit i s jinymi laboratornimi automaty ¢i manualné, protokol pro
tyto pfipady je popsan v sekci 6.

Soucasti soupravy jsou 3 boxy. SloZeni jednotlivych boxu je popsano nize v kapitole 2.3.

Souprava byla vyvinuta k izolaci celkové RNA z nasledujicich matric, pro které bylo validovano, ze
vytéZek izolace opakované dosahoval 50 % a vice:

(i) fosfatového pufru (PBS) nebo copan universal transport media (VTM),

(i) PBS ¢i VTM s 10% podilem plné krve (EDTA), krevniho séra, krevni plazmy (EDTA
nebo citratové) a

(iii) az 50% podilem slin nebo sputa.

Souprava byla testovana i na kultivovaném SARS-CoV-2 viru. Validovéna byla pro izolaci SARS-CoV-
2 RNA z lidskych klinickych vzorka:

(i) nasopharyngealniho stéru vytfepaného do VTM nebo PBS a
(i) slin.

Je vSak vzdy nutné, aby uzivatel soupravu validoval pro konkrétni typ vzorku a konkrétni pouziti
(virus) za poutiti pozitivnich a negativnich kontrol.

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

Izolace RNA funguje na principu separace ribonukleové kyseliny (RNA) z testovaného vzorku
pomoci specifické adsorpce na povrch magnetickych ¢astic. RNA navazana na magnetické ¢éstice
je oddélena od analyzovaného vzorku, promyta od nelistot a poté z magnetickych castic
vyeluovdna a pfipravena k nasledné PCR analyze.

1.3 Kontroly pro pouZiti se soupravou

Pro pouZiti soupravy v diagnostice je nutné pouZivat kontroly, které jsou popsany v sekci 3.9.
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1.4 Obecné upozornéni a varovani

Tato souprava je urcena pouze pro profesiondlni pouZiti v laboratofi. Dodrzujte proto obecné
zasady chemické bezpeénosti. Pouzivejte vhodné ochranné pomducky (napf. rukavice, bryle, plast),
zamezte pfimému kontaktu s chemikdliemi a vyvarujte se konzumace jidla nebo piti v laboratofich.
Vymeénujte si rukavice, kdykoli mate podezieni, Ze jsou kontaminovany.

Pro zamezeni kontaminace jednotlivych vzork( je nutné dodrZovat spravnou laboratorni praxi, a
to zejména pouzivani jednorazovych pipetovacich sSpicek s filtrem.

Aby nedoslo ke kontaminaci zasobnich roztok( soupravy, prace se vzorky a pozitivnimi kontrolami
by méla byt prostorové oddélena od mist, kde se pracuje se zasobnimi roztoky soupravy. Také
nepipetujte roztoky pfimo ze zasobnich lahvi, potfebny objem si predem odlijte do vhodného
rezervoaru a roztoky nikdy nevracejte zpét do lahvi.

Uchovavejte vSechny ¢asti soupravy v souladu s vyrobcem uvedenymi skladovacimi podminkami,
které naleznete na jednotlivych baleni a v kapitole 2.3. a 2.4. tohoto navodu.

Jakakoliv zavaina nezadouci prihoda (tedy takova pfi niz doslo k do¢asnému zavainému nebo
trvalému zhorseni zdravotniho stavu ¢i smrti pacienta, uZivatele ¢i jiné osoby, nebo takova kdy
doslo k zavaznému ohrozZeni verejného zdravi), ke které doslo v souvislosti s pouZitim tohoto
prostfedku, musi byt hlaSena vyrobci a pfislusnému orgdnu €lenského statu (SUKLu).

Nespravné zachazeni se slozkami soupravy a nedodrZeni postupl uvedenych v této uZivatelské
pfiru¢ce mlze neptiznivé ovlivnit vysledky.

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

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

1.5 Bezpecnostni upozornéni

A Lysis Buffer Concentrate a roztoky v REAGENT plate obsahuji guanidium isothiokyanat, ktery je
toxicky. K roztok(im ani odpadnim lahvim obsahujicim tyto roztoky nesmi byt pfidano SAVO (i
latky obsahujici chlornan sodny) nebo jiné kyseliny! Disledkem by byla tvorba toxického plynu.
REAGENT plate obsahuje roztoky s nejvySe 80% etanolem, ktery je hoflavy. Pfislusné
bezpecnostni listy (SDS — Safety data sheet) jsou k dispozici na webovych strankach vyrobce.

& PFi praci s biologickymi vzorky vénujte pozornost bezpecnostnim pravidlim pro préci s infekénim

biologickym materialem, pouzivejte vhodné ochranné vybaveni (napf. stit, respirator) a se vzorky
pracujte pouze ve vyhrazenych biohazard boxech nebo ve vyhrazenych pracovnich prostorech. S
infekénimi vzorky pracujte pouze v laboratotich kategorie BSL2+ nebo BSL3. Potencialné infekcni
odpad i neinfekéni material zlikvidujte v souladu s platnymi pravnimi pfedpisy, internimi postupy
laboratore a bezpecnostnimi listy soupravy.

& Pribézné kontrolujte, zda v pracovnim prostoru nejsou roztoky nebo biologické vzorky rozlité. V

pfipadé rozliti pracovni plochu okam?zité dekontaminujte. Pokud dojde ke kontaktu reagencii s
pokozkou nebo k zasaZeni oci, okamZité postizené misto oplachnéte tekouci vodou po dobu
minimalné 15 minut.

1.5.1 Hvéty a P véty
H226 Hoflava kapalina a pary.
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H302+ H312 + H332 Zdravi Skodlivy pfi poZiti, pti styku s kiizi nebo pfi vdechovani.
H314 ZpUsobuje tézké poleptani kiiZze a poskozeni oci.

H412 Skodlivy pro vodni organismy, s dlouhodobymi tginky.

EUHO031 Uvolnuje toxicky plyn pfi styku s kyselinami.

EUHO071 ZpUsobuje poleptani dychacich cest.

P210 Chrante pred teplem, horkymi povrchy, jiskrami, otevienym ohném a jinymi zdroji zapaleni.
Zakaz koufteni.

P260 Nevdechujte prach ani mlhu.

P262 Zabrarite styku s o¢ima, kizi nebo odévem.

P280 Pouzivejte ochranné rukavice/ochranny odév/ochranné bryle/obli¢ejovy stit.
P301/330/331 PRI POZITI: Vyplachnéte Gsta. NEVYVOLAVEJTE zvraceni.

P303/361/353 PRI STYKU S KUZi (nebo vlasy): Veskeré kontaminované &asti odévu okamizité
svléknéte. Oplachnéte kizi vodou (nebo osprchujte).

P305/351/338 PRI ZASAZEN[ OCi: Nékolik minut opatrné vyplachujte vodou. Vyjméte kontaktni
cocky, jsou-li nasazeny a pokud je Ize vyjmout snadno. Pokracujte ve vyplachovani.

P310 Okamzité volejte TOXIKOLOGICKE INFORMACNI STREDISKO/Iékare.
P370/378 V pfipadé pozéru: K uhaseni pouzijte vodu/pénu/prasek/CO2.

P501 Odstrarnte obsah/obal v souladu s mistnimi, regionalnimi, narodnimi a mezinarodnimi
predpisy.

1.6 Charakteristiky testu

Vytézek izolace a pouziti rdznych matric

Vytézek izolace RNA byl stanoven pro izolaci RNA z rliznych biologickych matric.

Citlivost

Souprava byla validovana ve spojeni s RT-PCR soupravou COVID-19 Multiplex RT-PCR Kit (kat.C.
DB-1211) pro detekci viru COVID-19 z nasopharyngealnich stér(i. Tato souprava DB-1206 ve
spojeni s DB-1211 dosahla pfi porovnani s alternativnim zptsobem izolace RNA na 77 vzorcich,
z nichZ bylo 18 SARS-CoV-2 pozitivnich, 100% citlivosti. Analyticka citlivost byla validovana také
v porovnani s referenéni CE-IVD RT-PCR soupravou DB-1219 DBdirect™ COVID-19 Multiplex RT-
PCR, ktera detekuje virovou RNA pfimo ve vzorku bez nutnosti izolace RNA a slouzi jako vhodny
benchmark metody s vysokou Ucinnosti detekce virové RNA na celkem 263 klinickych vzorcich
nasopharyngedlnich stérl a 180 klinickych vzorcich slin. Ve stérech bylo po izolaci RNA detekovano
91 vzork( SARS-CoV-2 pozitivnich (o raznych virovych ndloZich odpovidajicich rozlozeni v populaci)
a detekce viru v izolované RNA dosahla v porovnani s pfimou metodu 100% citlivosti. Ve slindch
bylo po izolaci RNA detekovano 66 SARS-CoV-2 pozitivnich vzorkl (o rlznych virovych nalozich
odpovidajicich rozloZeni v populaci) a detekce viru v izolované RNA dosahla v porovnani s pfimou
metodou 87% citlivosti pro vSechny vzorky, avsak 100% citlivosti pro vzorky s Ct nizsi nez 35 cykl{
v primé detekci.

DIANA Biotechnologies, a.s., Primyslova 596, 252 50 Vestec, Czech Republic
Email: support@dianabiotech.com, Web: www.dianabiotech.com 5



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

Automated RNA Isolation Kit— Navod k pouZziti ["] DI \N \

Verze DB-1206-031-220204_1.6_IFU_CZ SHOTEEHNOL IS

Vysledky validacnich studii ukazuji, Ze detekce ve stérech je velmi spolehlivd a Ze detekce
respiracnich virl ve slinach pomoci izolace RNA mUZe vést ke snizené citlivosti okolo 90 % - to je
dano tim, Ze ve slinach je u ¢asti jedincl velmi nizka koncentrace viru, a navic je pro izolaci ze slin
kvli jejich konzistenci pouZivan 3x mensi objem neZ pro izolaci ze stér(i, pfima metoda se tak pro
sliny jevi vhodnéjsi. Tato souprava byla validovana také pro pouziti se soupravami DB-1250, DB-
1252 a DB-1254. Pro diagnostiku COVID-19 a jinych vir(l Ize pouZit i jiné CE-IVD RT-PCR soupravy,
avSak v tom pripadé pfipadd zodpovédnost validovat kompatibilitu RT-PCR soupravy s touto
soupravou uZzivateli, stejné jako pti poufZiti této soupravy k detekci jinych vird mimo SARS-CoV-2,
Influenza A, Influenza B a RSV, pro které byla jiz souprava validovana vyrobcem.

Reprodukovatelnost

Intraassay variabilita (porovndni nezavislych izolaci RNA na stejné destic¢ce) a interassay variabilita
(porovnani nezavislych izolaci na rGznych destickach) ve spojeni s RT-PCR detekci SARS-CoV-2
soupravou DB-1211 byla zméfena opakované s pouzitim fedici fady virové kultury a s18
pozitivnimi klinickymi vzorky. Intraassay variabilita byla opakované < 0.20 cyklu pro Ct < 35 cyklus.
Interassay variabilita byla pro stejné vzorky opakované < 0.30 cyklu. Rozptyl cykllG zavisi i na
pouzitém cykleru a procesu odectu hodnot.

2 Seznam materialu

2.1 Pozadované laboratorni vybaveni

e Kalibrované jednokanalové / multikanalové pipety

e Stolni centrifuga pro standardni SBS desticky (minimalni pretizeni 200x g)
e Centrifuga na 1,5 a 2 ml zkumavky

e Trepacka na zkumavky/vortex

e Rukavice a dalsi ochranné prostredky

2.1.1 Pipetovaci stanice

Tato souprava je optimalizovana pro poufZiti s pipetovaci stanici Agilent Bravo s pipetovaci hlavou
96ST, s 6 zakladnimi a 3 pfesnymi pozicemi (alignment stations). Na pipetovaci stanici musi byt
zaroven proskolenym personalem nainstalovan protokol ,,DIANA RNA izolace”, ktery je souédsti
Agilent Bravo installation package for Automated RNA Isolation kit (kat.c. DB-1214).

Tato uzivatelska prirucka je uréena pro uzivatele, ktefi disponuji zakladnimi znalostmi o pipetovaci
stanici Agilent Bravo a ktefi ji uméji ji ovladat. Doporucujeme vSem uzivatellim pipetovaci stanice
Agilent Bravo, aby se pred jejim uZivanim sezndmili alespon v zdkladu s jeji uZivatelskou pfiruckou
(Quick Guide Manual, G5409-90020A EN).

V ptipadé poufZiti jiné pipetovaci stanice je nutné, aby byla pouZita stanice, kterd umoziuje provést
RNA izolaci tak, jak je popsano v kapitole 6. V pfipadé poufZiti jiné pipetovaci stanice postupujte
podle informaci uvedenych v navodu k obsluze pfistroje.

2.2 Pozadovany material, ktery neni soucasti soupravy
e 100% Isopropanol

e Jednordzové pipetovaci Spicky (doporucujeme Spicky s filtrem)
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e Prdzdna origindlni Agilent Bravo krabic¢ka od Spicek pouzivanych v této soupravé — je souéasti
Installation package for Automated RNA Isolation (kat.c. DB-1214)

e Doporucené: pro naslednou RT-PCR analyzu testovanych vzorkd je nutna 96-jamkova PCR
desti¢kalt! (Assay plate) kompatibilni s Vami pouZivanym real-time PCR pfistrojem a vhodna
opticka folie k jejimu zalepeni.

(1 protokol pro pipetovaci stanice Agilent Bravo na pFipravu Assay plate a smichani izolované RNA s RT-PCR
Master Mixem je validovan pro desticku 4ti-0951 (4ti-tude, Roche type) a je pouZitelny pro jakoukoliv
desticku, kterd ma stejnou geometrii jamek (typicky dvouslozkové desticky Framestar od 4ti-tude uréené
pro jiné PCR cyklery). V pfipadé, Ze se geometrie Vasi PCR desticky lisi, je nutné pro ni protokol validovat a
pFipadné upravit (v tomto pfipadé nds kontaktuje).

2.3 Material, ktery je soucasti soupravy

Tabulka 1: Slozky soupravy DB-1206

REF Podminky | Cislo | Barva
v v ,[10]
Slozky soupravy kod® | MPOZNVET | adovani | boxul | vitka
Lysis Buffer Concentrate 2 RF04883 1x 90 ml 18-30 °C 1
REAGENT plate 12 RF04900 10 kust 18-30 °C 16
WASTE plate B! RF00863 10 kust 18-30 °C 16
LYSIS&SAMPLE plate B! RF06220 10 kus( 18-30 °C 18
Master Mix Tip box RF01473 1 kus 18-30 °C 1
RT-PCR M Mi i
CR Master Mix reservoirs | peo7912 1kus 18-30°C 1
vickem
50 ml zkumavka pro lyzaéni pufr ! RF05996 10 kus( 18-30 °C 18
25 ml rezervodr pro lyzaéni pufr 1! RF02191 10 kust 18-30 °C 18
Agilent Bravo 70 pl Spicky (384) RF01654 10 baleni 18-30 °C 1
Labels for non-la[lzz)jlled consumables RF08223 1 baleni 18-30 °C 1
General Adheswg Seal (adhezivni RFO6632 20 kusil 18-30 °C 1
folie)
Pre-pierced Seal (preddérované folie) | RF01405 10 kust 18-30°C 1
Aluminum Seal (mrazu odolné folie) | RF05015 10 kust 18-30 °C 1
BEAD =~ —
AD plate (des’flcka 's Eagnetlckyml RFO1653 10 kusé 5.8 °C 15l 5
kulickami)
-20--80°
Lysis Enhancer (lyza¢ni aditivum) RF01276 2x 550 pl 0 [6]80 ¢ 3
Y -20--80°C
RNA Carrier (RNA nosic) RF05326 2x 550 pl 6] 3
. -20--80°C
DTT Concentrate (DTT koncentrat) RF03691 2x 550 pl 6] 3

[1] - Uchovavejte na temném misté

[2] — Pred pouzitim si prectéte kapitolu 3 (Pfiprava reagencii)

[3] — Prazdny spotiebni material, ktery je soucasti soupravy

[4] — Polepky (labels) pro oznaceni krabicek se Spickami (70 pl, prazdna krabicka — EMPTY tip box)
[5] — Nikdy nemrazit! Zmrazené magnetické castice jiz nelze pouzit

DIANA Biotechnologies, a.s., Primyslova 596, 252 50 Vestec, Czech Republic
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[6] — Minimalizujte pocet opakovaného mrazeni a rozmrazovani a minimalizujte dobu, po kterou jsou
roztoky rozmrazené. Nikdy neprekracujte Ctyfi cykly rozmrazovani, v pripadé vicenasobného poufZiti je
rozdélte do mensich jednorazovych alikvotd

[7]1 = Kvali rGznym podminkam skladovani je souprava zasilana ve tfech balenich

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

[9] — REF kédy a Cisla Sarzi (LOT) soupravy i jednotlivych sloZek jsou uvedeny na obalu, obal proto pro
referenci zachovejte, dokud nespottebujete celou soupravu

[10] Do zkumavek je pIlnén objem o 10 az 20 % vys3i, nez je uveden v Tabulce 1

Na obalu soupravy i jednotlivych sloZzek soupravy jsou uvedeny ¢arové kody se zakladnimi informacemi

2.4. Stabilita jednotlivych pripravenych slozek soupravy

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

2.4.2 DTT Concentrate, Lysis Enhancer a RNA Carrier

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

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

3 Priprava reagencii pro RNA izolaci

3.1 Obecné postupy

o Nepouzivejte soucasti soupravy, které jsou pfi pfijeti poskozené nebo rozmrazené. Uschovejte
je pro pripadnou reklamaci a kontaktujte vyrobce.

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

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

e Vidy strhavejte folie z desticek opatrné tak, aby v nich obsaZend kapalina zlstala na dné
jamek. BEhem manipulace s destickou se vyvarujte prudkych pohyb( jako napfiklad klepnuti
s destickou o stUl atp. To by vedlo k nechténému vyliti kapaliny z desticky.

3.2. Priprava reagencii a plastu pro RNA izolaci

1. Z mrazéku vyndejte jednu zkumavku Lysis Enhancer (fialové vicko @), RNA Carrier (modré
vicko @) a DTT Concentrate (Zluté vicko ). Béhem pfipravy lyzaéniho pufru ponechte
zkumavky na pokojové teploté. Pokud zkumavky budete jesté dany den pouzivat, ponechte je
v lednici, v opacném pfipadé je znovu zamrazte.

2. Zlednice vyndejte jednu desticku oznacenou BEAD plate.

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

4. Pripravte si RNA izolaéni kontrolu a pfipadné také pozitivni kontrolu. V pfipadé, Ze pouZivate
soupravy vyrobce DIANA Biotechnologies z mrazaku vyndejte zkumavku RNA Isolation control

DIANA Biotechnologies, a.s., Primyslova 596, 252 50 Vestec, Czech Republic
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(vicko s Cislem 5) a Positive control (vicko s Cislem 4). Zaroven si do PCR boxu vyndejte RT-PCR
Master Mix, aby Vam rozmrznul.

3.3 Priprava krabicek se Spickami

Spicky jsou dodavény od teti strany v origindlnim baleni, jednd se o 70 pl $picky a maji na sobé
bud'zelené kole¢ko @ nebo jiné podobné oznaceni zelené barvy (mUze se lisit podle typu vyrobce).
Soucasti kitu je také jedna dalsi krabicka se 70 pl Spickami s nazvem ,Master Mix tip box”“, ktera
ma na strané velkou bilou polepku s ¢isly 1 az 10 a slouZi jako zdrojova i odpadni krabicka pro
Spicky, kterymi se rozplfiuje PCR master mix do PCR desticky.

1. Na krabicku s 70 pl $pickami (zelené kole¢ko @) nalepte stitek , tip70 tip box“.
2. Na prazdnou krabicku od Spi¢ek nalepte popisek ,EMPTY tip box“. Pfi pouziti soupravy si
vytvorite novy EMPTY tip box na konci kazdého protokolu (popsano v sekci 5.2.5).

3.4 Priprava Lysis Buffer Concentrate

V Lysis Buffer Concentrate se muZe béhem transportu nebo skladovani v teplotach pod 18 °C
objevit precipitat ve formé krystall. Pfed kazdym pouZitim lahvicku promichejte a zkontrolujte,
zda nedoslo k jeho vytvoreni, v takovém pripadé je nutné pred pouzitim precipitat rozpustit. Pro
rozpusténi precipitatu umistéte lahvicku do termalniho inkubatoru nastaveného na 37 °C, kde ji
ponechte 1 hodinu. Poté roztok promichejte nékolika obraty lahvicky dnem vzhlru a zpét,
precipitdt by se mél rozpustit. Skladujete-li roztok pti pokojové teploté, nemél by se precipitat
znovu objevit.

3.5 Priprava desticek REAGENT plate a BEAD plate

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

Pozn. Pri centrifugaci desticek pouZijte vhodné vyvaZovaci desticky. BEAD plate a REAGENT plate maji jinou
hmotnost, a proto nemohou byt staceny naproti sobé! Vhodné balanéni desticky jsou soucdsti Agilent Bravo
installation package for Automated RNA Isolation kit (kat.¢c. DB-1214).

3.6 Priprava vzork(

Pfed pfidanim vzorkd do lyzacniho pufru povaZujte veskery materidl za potencidlné infekcni.
Dbejte bezpecnosti prace s infekénim biologickym materialem.

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

3.6.2 Sliny

Pro izolaci RNA ze slin nejdfive odbérovou zkumavku se slinami zvortexujte a poté ji kratce stocte
(napf. 200x g po dobu 1 minuty). Pro odbér slin doporucujeme vyuzit odbérové sady na sliny
DIANA Biotechnologies.

3.6.3 Jiné druhy biologickych matric
Pro izolaci RNA z jinych biologickych matric pouZijte standardni postup pfipravy vzork( pro danou
biologickou matrici.

DIANA Biotechnologies, a.s., Primyslova 596, 252 50 Vestec, Czech Republic
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Volitelné: Pro sniZeni infekcnosti Ize vzorek pred pfiddnim do lyzacniho pufru tepelné inaktivovat pfi 65 °C
po dobu 10 aZ 30 minut. Pro kaZdy typ analyzované RNA a biologické matrice je vsak nutné vyzkouset vliv na
vytéZnost izolace. Pro COVID-19 detekci z nasopharyngediniho vytéru ve VTM byl pozorovdn pokles signdlu
01 aZ 3 cykly.

3.7 Priprava lyzacniho pufru

Tabulka 2: Seznam chemikalii pro pfipravu lyzacniho pufru

Poradi . Objem vzorku [pl] Barva
pfidani Slozka 1 desti¢ka (96 vzorka) | vicka
1 Lysis Buffer Concentrate 9 000
2 Lysis Enhancer 110 -
3 RNA Carrier 110
4 DTT concentrate 110
5 100% Isopropanol ! 5700
Uzavrete a nékolikrat obratte dnem vzhiru a zpét pro dikladné promichani
6 RNA izolaéni kontrola 2 126 58
Uzaviete a nékolikrat obratte dnem vzh(ru a zpét pro diikladné promichani %!

[1] — Neni soucasti soupravy

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

[3] - Cislo na vitku je platné pouze v p¥ipadé pouziti souprav vyrobce DIANA Biotechnologies. Pokud
pouZivate izolacni kontrolu z jiné RT-PCR soupravy, pripravte ji podle pokyn( vyrobce a dofedte na vysledny
objem 126 pl ultra Cistou vodou.

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

Tento postup plati pro vSechny biologické matrice vyjma slin. V pfipadé RNA izolace ze vzork
slin, postupujte dle informaci uvedenych v kapitole 4.

1. Lyzacni pufr si pfipravte v dostatecném mnoZstvi a vzdy Cerstvy.

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

2. LysisEnhancer, RNA Carrier a DTT Concentrate jsou zmrazené a pied pouZitim je nutné je zcela
rozpustit. VSechny roztoky mlZete nechat béhem pfipravy lyzacniho pufru na pokojové
teploté. Pro dosazeni homogenity jednotlivé komponenty pred pouzitim vzdy stocte ve stolni
centrifuze, zvortexujte a znovu stocte.

Poznl. V pripadé, Ze se bude pripravovat lyzacni pufr vicekrat béhem jednoho dne, ponechte rozmrazené
roztoky v lednici. KaZdd zkumavka obsahuje roztok na 5 izolaci 96 vzork(. Pro lepsi prehlednost
doporucujeme oznacit kolikrat byl dany roztok pouZzit.

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

DIANA Biotechnologies, a.s., Primyslova 596, 252 50 Vestec, Czech Republic
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3. Pripravte si RNA izolacni kontrolu (neni soucasti soupravy), ktera je typicky soucasti RT-PCR
souprav (postupujte dle navodu k RT-PCR soupravé).
4. Proizolaci 96 vzork( ptipravte lyzaéni pufr nasledovné (viz Tabulka 2):

5.

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

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

Do stejné zkumavky pridejte novou Spi¢kou pfimo do roztoku 110 pl RNA Carrier
(modré vicko @) a $picku jednou proplachnéte. Odhodte $picku.

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

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

Zavrete zkumavku a nékolikrat obratte dnem vzhiru a zpét pro dikladné promichani
roztoku pred pFidanim izolacni kontroly v dalSim kroku (nebo odebranim alikvotu).
Volitelné: pokud chcete provést negativni kontrolu pro RNA izolacni kontrolu (sekce
3.9.2), odeberte 120 ul roztoku do jedné jamky LYSIS&SAMPLE plate (do této jamky jiZ
ndsledné nepriddvejte lyzacni pufr s izolacni kontrolou).

Poté do stejné zkumavky pridejte 126 pl RNA izolacni kontroly, kterou predtim dobie
promichejte, a Spicku jednou proplachnéte. Odhodte Spicku. Pokud RNA izola¢ni
kontrolu nepoutzivate, tak tento krok vynechte (pro pouziti v in vitro diagnostice je
pouziti RNA izola¢ni kontroly povinné).

Zaviete zkumavku a nékolikrat obratte dnem vzh(ru a zpét pro dlikladné promichani
roztoku.

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

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

6.

Pokud budete pridavat vzorek do LYSIS&SAMPLE plate do 30 minut od jeho pfipravy, prelepte
desticku dérovanou fdlii, ktera je soucasti soupravy. Pokud budete vzorky prfidavat pozdéji,
prelepte nejdrive LYSIS&SAMPLE plate obycejnou adhezivni folii (takto mlzZe desti¢ka stat az
12 hodin). Pfed pfidanim vzorku tuto fdlii strhnéte a desticku prelepte dérovanou folii.

3.8 Pridani vzorkt do LYSIS&SAMPLE plate

1.

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

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

2.
3.

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

6. Lyzacni pufr vzorky inaktivuje, avsak je potieba k nim stdle ptistupovat jako k potencialné
infekénim (zejména po dobu, nez jsou rfadné promichany s lyzaénim pufrem béhem RNA
izola¢niho protokolu). Navic miZze na sténach desticky zlstat kontaminace plvodnimi
infekénimi vzorky. Desticku proto po zalepeni adhezivni félii otfete isopropanolem nebo
ethanolem, dbejte pfitom, aby kapalina zlstala na dné jamek (desticku nijak nenaklanéjte a
neotacejte).

7. Takto pfipravenou a zalepenou desticku stoc¢te 200x g po dobu 1 minuty.

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

3.9 Kontroly pro poufziti se soupravou

& 3.9.1 Povinné kontroly pro uZiti v in vitro diagnostice

Kontrola Gc€innosti izolace (RNA izolacni kontrola): ke kazdému vzorku musi byt pfed izolaci RNA
pridana externi RNA kontrola, kterd je detekovdna v nasledném RT-PCR. Pomoci této kontroly je
stanovena ucinnost izolace RNA a jsou vylouceny i dalSi nezadouci jevy, zejména pripadna inhibice
RT-PCR. Tato kontrola je béZné soucdsti RT-PCR kit(l. Pfesny postup pouziti RNA izola¢ni kontroly
je popsan v sekci 3.7 a v Tabulce 2. Navod k interpretaci vysledk( pfi pouziti RNA izolaéni kontroly
je popsan v ndvodu k pouZiti k dané RT-PCR soupravé. K této RNA izola¢ni soupravé doporucujeme
pouzit RNA izola¢ni kontrolu od vyrobce souprav DIANA Biotechnologies. Izola¢ni kontrola v RT-
PCR soupravach DB-1211, DB-1250, DB-1252 a DB-1254 vyrobce DIANA Biotechnologies je
ekvivalentni a Ize ji pouzit zaméné. Pokud tedy izolovanou RNA napoprvé analyzujete napfiklad
soupravou DB-1211, tak pro preméreni této RNA muiZete pouzit napriklad soupravu DB-1254 a
budete mit kontrolu amplifikace v reakci.

Negativni kontrola izolace: pro ovéreni, Ze b&€hem manipulace nedoslo ke kontaminaci zadné
reagencie cilovou RNA ¢i DNA, pridejte do jedné izolace misto testovaného vzorku bud znamy
negativni vzorek, Cisté medium nebo PCR vodu. Tato kontrola by méla byt namichdna az po
manipulaci se vSsemi testovanymi vzorky béhem dané izolace.

Pozitivni kontrola izolace: pro kontrolu spravné izolace a amplifikace cilové RNA pfidejte do jedné
izolace misto vzorku bud zndmy pozitivni vzorek anebo cilovou RNA, pokud je k dispozici nebo je
soucasti RT-PCR kitu (napriklad pro soupravy vyrobce DIANA Biotechnologies Positive control).
Tato kontrola mizZe byt nahrazena RT-PCR kontrolou — v takovém pfipadé pridejte cilovou RNA
pfimo do RT-PCR mixu, jako kdyby se jednalo o vzorek.

3.9.2 Doporucena kontrola (nepovinna)

Negativni kontrola RNA izolacni kontroly: béhem manipulace s reagenciemi mize dojit k jejich
kontaminaci nejen virovou RNA (testovano v negativni kontrole popsané vyse), ale i RNA izolac¢ni
kontrolou pfidavanou do lyza¢niho pufru pro kontrolu Ucinnosti izolace RNA. Proto doporucujeme
pridat jednu izolaéni kontrolu s negativnim vzorkem nebo cistym mediem, do které tato externi
RNA kontrola neni pfidana (je nutné pro tuto jednu izolaci pfipravit lyzacni pufr bez pridané RNA
kontroly, nebo odebrat alikvot pred jejim pfidanim, viz sekce 3.7). P¥i pfipravé RT-PCR Master Mixu
poté tuto izolacni kontrolu také nepfidavejte (pouZijte stejny Master mix jako pro vsechny vzorky
a ostatni kontroly) a v RT-PCR se pak pfi negativnim vysledku prokaze, Ze nedoslo ke kontaminaci.

DIANA Biotechnologies, a.s., Primyslova 596, 252 50 Vestec, Czech Republic
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4 Postup pro izolaci RNA ze slin

Postup pro izolaci RNA ze slin je stejny jako pro izolaci RNA z nasopharyngealnich stér( popsany
4.1 Priprava lyzacniho pufru

1. Postupujte analogicky jako v sekci 3.7 pti pfipravé lyzaéniho pufru pro nasopharyngealni stéry,
avsak upravte objemy dle ndsledujici Tabulky 3.

Tabulka 3: Seznam chemikalii pro ptipravu lyzacniho pufru pro izolaci RNA ze slin

Poradi . Objem vzorku [pL] Barva
pfidani slozka 1 desticka (96 vzorka) | vicka
1 Lysis Buffer Concentrate 9 000
2 Lysis Enhancer 110
3 RNA Carrier 110
4 DTT concentrate 110
5 100 % Isopropanol 1! 5 700
6 ultraistd voda nebo PBS ! 5 000
Zavrete a nékolikrat obratte dnem vzhiru a zpét pro dikladné promichani
7 RNA izolaéni kontrola 2 126 561
Zaviete a nékolikrat obratte dnem vzhdru a zpét pro ddkladné promichani

[1] — Neni soucasti soupravy

[2] — Pokud nepouzivate RNA izola¢ni kontrolu, tak tento krok vynechte

[3] - Cislo na vitku je platné pouze v pfipadé pouZiti souprav vyrobce DIANA Biotechnologies. Pokud
pouZivate izola¢ni kontrolu z jiné RT-PCR soupravy, pfipravte ji podle pokyn( vyrobce a dofedte na vysledny
objem 126 pL ultra Cistou vodou.

2. Nasledné nalijte pfipraveny lyzacni pufr do plastového rezervoaru (soucast soupravy, kapacita
25 mL) a rozpipetujte 160 pL lyzacniho pufru na dno vSech jamek do LYSIS&SAMPLE plate
pomoci multikanalové pipety.

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

4.2 Pridani vzorkd do LYSIS&SAMPLE plate

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

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

DIANA Biotechnologies, a.s., Primyslova 596, 252 50 Vestec, Czech Republic
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5 Protokol pro automatizovanou izolaci RNA

5.1 Obecné informace

Pro zajisténi spravného fungovani protokolu je nutné, aby pipetovaci stanice Agilent Bravo méla
nainstalovanu 96ST hlavu a tfi prfesné pozice (alignment stations) umisténé v pozicich 1,2 a3 a
byla radné nainstalovdna a otestovdna, coz by mélo byt provedeno autorizovanym zastupcem
prodejce pfristroje. Na pipetovaci stanici Agilent Bravo musi byt také predem instalovan zde
popsany protokol poskytovany firmou DIANA Biotechnologies v rdmci instalac¢niho bali¢ku Agilent
Bravo installation package for Automated RNA Isolation kit (kat.C. DB-1214). Soucasti tohoto
balicku je také dodani magnetického adaptéru, ktery musi byt umistén na pozici 2.

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

NiZe popsané kroky umozni RNA izolaci z96 vzork(l najednou. Vysledkem protokolu je PCR
desticka pripravena k vloZzeni do qPCR cykleru, kde je v kazdé jamce smichano 4,5 ulizolované RNA
s 13,5 ul RT-PCR Master Mixu. Béhem celého protokolu izolace RNA zistavaji zachovany pozice
vzorkd v BEAD plate a PCR desticce identicky jako v plvodnim LYSIS&SAMPLE plate. Zbytek
roztoku izolované RNA zlstava na magnetickych kulickach v BEAD plate (kvadrant 3) a mlze byt
pouZit na jednu dalsi RT-PCR analyzu (celd desticka se da pipetovat dopliikovym protokolem
pomoci pipetovaci stanice Bravo (viz sekce 10.4) nebo se mohou jednotlivé izolaty pipetovat
rucné). V pfipadé ru¢niho odpipetovani ho doporucujeme provadét na magnetickém stojanku, aby
se zamezilo nabrani magnetickych kuli¢ek do RT-PCR reakce.

5.2 Spusteni RNA izolacniho protokolu

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

1. Zapnéte pipetovaci stanici Agilent Bravo.

2. Otevrete soubor DIANA_RNA_lzolace na plose pocitace.

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

4. Prihlaste se do programu VWorks, stisknutim tlacitka ,,0K“ (pole ,,User name“ a ,Password”
nechte prazdna).

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

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

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

Vyplrite pole “Experiment ID” a “Jméno operatora”.

9. Vyplnte pole “BEAD plate ID”. BEAD plate ID je unikatni Cislo natisténé na kratké strané BEAD
plate a slouzi k jeho identifikaci pro pfipad potfeby uchovani izolatd.

10. Vyplnte pole ,Pocet pouziti Master Mix tip box (pozice 3)“. Do pole vypliite Cislo v rozmezi 1-
10 podle toho, po kolikaté pouzivate Master Mix tip box k pFipravé PCR desticky (ndvod ke

%

spravnému urceni Cisla najdete v sekci 10.1).
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11. Vyplrite pole ,,Cislo sloupce v RT-PCR Master Mix reservoir (pozice 5)“. Do pole vyplite &islo
v rozmezi 1-12 podle toho, do kterého sloupce RT-PCR Master Mix reservoir budete pipetovat
RT-PCR mix pro pfipravu PCR desticky (viz sekce 5.2.4).

DB-1206 RNA isolation o~ o) (I DINNA
RNA izolace (verze 4) _ rassmonsr_ | & siotEcHNoLoGiES
Schéma pozic desticek a Spicek -
~ - ~ . | Experiment ID [oe-1206_ac
tip70 BEAD plate Master Mix , ,
tip box v magnetic adapter tip box Jméno OPeratora pan towak
@krabiéka se @ desticka s @krabiéka se BEAD plate ID [123455
Spickami kapalinou Spickami
Q SR JQ
N (7 .
WASTE REAGENT “ veas .
plate Prazdna plate Pocet pouziti Master Mix —
prazdna pozice destitka s tip box (pozice 3)
@ destic¢ka ) @ @ kapalinou v,
- N | Cislo sloupce v RT-PCR Master ———
E_MPTY LYSIS & SAMPLE PCR desticka Mix reservoir (pozice 5)
tip box plate v 96w PCR adapteru
prazdna desticka s prazdna
@ krabiéka kapalinou @ desticka Progress [Elapsed Time: 00:00:00
J Q J J

Obrazek 1: Screenshot vyplnéného ovladaciho okna protokolu pro RNA izolaci

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

Nasledujici kroky provadéjte v novych cistych rukavicich (pfedevsim ne v rukavicich, které byly
pouzity pfi pripravé LYSIS&SAMPLE plate), abyste zamezili pfipadnym kontaminacim. Je nutné
spustit RNA izolac¢ni protokol co nejdfive po odtrhnuti folie z REAGENT plate (nejpozdéji do 10
minut). Nasledujici kroky zacnéte aZz poté, co si pfipravite LYSIS&SAMPLE plate a pfidate do néj
vSechny vzorky a kontroly (viz sekce 3.7, 3.8 a 3.9).

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

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

z obou Spicek.

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

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

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

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

VloZte REAGENT plate na pozici 6.

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

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

10. Jako posledni krok opatrné strhnéte folii z LYSIS&SAMPLE plate a vloZte jej na pozici 8.
Odstranéni fdlie z LYSIS&SAMPLE plate musi byt provedeno tak, aby se zabranilo moziné
kontaminaci jak okolniho prostredi, tak sousednich vzork( na desticce. Folii z LYSIS&SAMPLE
plate strhnéte a desticku uloZte do pipetovaci stanice vzdy jako posledni destic¢ku aZ ve chvili,
kdy vSechny ostatni desticky a krabic¢ky jsou na svych pozicich a bez folii a vicek. Takto se
minimalizuje riziko kontaminace reagencii vzorky.

Lo N AW

5.2.3 Spusténi RNA izola¢niho protokolu
Pred spusténim protokolu jesté jednou peclivé zkontrolujte, Ze:
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e vSechny desticky, Spicky a magneticky adapter jsou orientovany tak, Ze jejich popisky
sméruji na operatora,

e vsechny desticky, Spicky a magneticky adapter jsou na spravnych pozicich, tzn. ¢isla na
jejich popiscich odpovidaji pozicim, na kterych jsou uloZeny,

e 7adné desticky nebo Spicky na sobé nemaiji vicko nebo félii,

e desticky, Spicky a magneticky adapter jsou spravné usazeny ve svych pozicich,

e pfi nedodrieni téchto pokyni neprobéhne izolace RNA spravné, navic mize dojit ke
kolizi pipetovaci hlavy potencidlné vedouci k poSkozeni stroje.

AR
1. Zmacknéte “Run” tlagitko L'

2. Po zmacknuti “Run” tlacitka, se objevi nové okno. V pravém dolnim rohu tohoto okna
zmacknéte tlacitko ,,Finish”.
3. Objevi se nové okno, které rekapituluje rozloZeni destic¢ek a Spicek v pipetovaci stanici.
4. Pokud jste jiz zkontrolovali, Ze jsou vSechny desti¢ky a Spicky na spravnych mistech, jsou
spravné usazené a ze na sobé nemaiji folii nebo vicko, tak zmacknéte tlacitko ,, Continue”.
5. Timto se spusti RNA izola¢ni protokol, ktery zahrnuje nasledujici kroky:
i test $picek z krabicky v pozici 1. Test trva priblizné 20 sekund a VYZADUJE piitomnost
operatora (blizSi popis procesu je uveden v pfiloze v sekci 10.2),
ii. vzorek a lyzacni pufr jsou promichdny v LYSIS&SAMPLE plate a nasledné preneseny
k magnetickym ¢asticim do BEAD plate,
iii. po inkubaci vzorku s ¢asticemi, béhem kterého dochazi k vazbé RNA na castice, je
vzorek od ¢dstic odebran do WASTE plate,
iv. magnetické ¢astice jsou ndsledné promyty roztoky z REAGENT plate,

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

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

Pozn. Pro maximdini ¢asovou efektivitu RNA izolace doporucujeme po zapnuti a kontrole RNA izolacniho
protokolu na pipetovaci stanici Bravo zahdjit pripravu RT-PCR Master Mix reservoir (viz sekce 5.2.4).

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

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

9. Cely RNA izolaéni protokol i s pfipravou destic¢ky trva ptiblizné 25 minut.

10. Poté co protokol skonci a objevi se okno ,,Protocol complete” kliknéte na tlacitko ,,OK”“.

11. Po skonceni protokolu se automaticky vygeneruje zdznam o provedeni protokolu obsahujici
nazev, aktudlni ¢as a vSechny informace vyplnéné do poli ovlddaciho okna RNA izolaéniho
protokolu. Zaznam se propiSe do souboru LOG_db1206.csv (Diana Biotech/Bravo Files/Log
Files).
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12. Vysledkem protokolu je pfipravena PCR desticka.

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

5.2.4 Pfiprava RT-PCR Master Mix reservoir
Ndasledujici kroky 2 az 5 provedte v prostoru oddéleném od prostoru, kde pracujete se vzorky nebo
s pozitivni kontrolou, a pouzivejte jiné pipety. Takto zamezite ptipadné kontaminaci.

1. Pripravte 1,6 ml RT-PCR Master Mixu podle pokyn( vyrobce tak, aby se vysledna reakce
michala v poméru 4.5 ul vzorku s 13.5 pl Master Mixu.

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

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

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

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

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

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

5.2.5 Uklid desti¢ek a $pi¢ek po skonéeni RNA izolaéniho protokolu

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

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

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

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

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

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

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

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

7. Vyjméte tip70 tip box z pozice 1. Tuto krabi¢ku od $pi¢ek nevyhazujte a pouzijte ji pfi dalSim
RNA izolaénim protokolu jako EMPTY tip box. Popisek na této krabicce prelepte popiskem
»EMPTY tip box“ (souéast soupravy).
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& 8. Zavickujte a vyjméte krabicku Master Mix tip box z pozice 3. Na predni strané krabicky
spravné preskrtnéte Cislo pouziti krabicky a uchovejte na dalsi pouziti (krabicka maze byt
pouzita aZz na 10 PCR desticek)
9. Pokud jiz dany den nebudete provadét RNA izolaci, zaviete cely program VWorks (aniz byste
jej ukladali) a vypnéte pipetovaci stanici Agilent Bravo a pocitac.

6 Obecny postup pro izolaci RNA

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

1.

10.

11.

12.

13.
14.

15.

16.

17.
18.

19.

20.

Smichejte 120 pl lyzacniho pufru (pfipravené dle navodu v sekci 3.7) s 60 ul vzorku a
roztok fadné promichejte.

Ze stoceného a na magnet umisténého BEAD plate odeberte od magnetickych ¢astic
20 pl roztoku, ktery Castice prekryva a preneste ho do WASTE plate do kvadrantu 1.
Pfeneste 86 pl smési vzorku a lyzacniho pufru do BEAD plate s magnetickymi ¢asticemi
umistény mimo magneticky stojanek.

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

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

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

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

Pfeneste BEAD plate mimo magneticky stojanek a pfidejte do néj 50 ul roztoku ze
stoceného REAGENT plate z kvadrantu 1.

Promichejte magnetické ¢astice s roztokem a inkubujte 10 vtefin.

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

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

Pfeneste BEAD plate mimo magneticky stojanek a pridejte do né&j 50 pl roztoku
z REAGENT plate z kvadrantu 2.

Promichejte magnetické ¢astice s roztokem a inkubujte 10 vtefin.

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

Odeberte z BEAD plate, stale umisténého na magnetickém stojanku, veskery roztok (avsak
bez magnetickych castic) a pfeneste ho do WASTE plate do kvadrantu 2.

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

Promichejte magnetické ¢astice s roztokem a inkubujte 10 vtefin.

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

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

Otevieny BEAD plate ponechte stat, aby se odpafil zbytkovy etanol (pfiblizné 8 minut)
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21. Na nasledujici kroky vZdy pouZzijte Cisté Spicky.

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

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

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

25. Pfeneste BEAD plate na magneticky stojanek a ponechte ho v ném, dokud vsechny
magnetické ¢dastice neklesnou na dno jamek (ptiblizné 1 minutu).

26. Na nasledujici krok vzdy pouzijte Cisté Spicky.

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

7 Pravni upozornéeni

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

V pripadé vyuZiti soupravy Automated RNA Isolation Kit v in vitro diagnostice spole¢né s CE IVD
certifikovanymi RT-PCR soupravami jinymi, neZ od spolecnosti DIANA Biotechnologies, a.s.,
pfipadd odpovédnost validovat proces uZivateli.

DIANA Biotechnologies, a.s., je vylucnym vlastnikem vSech protokol( pro RNA izolaci a pfipravu
RT-PCR desti¢ek pomoci pipetovaci stanice Agilent Bravo referovanych v této pfiruéce. Bez
vyslovného souhlasu autorizovaného zastupce DIANA Biotechnologies, a.s., je zakazano
poskytovat tyto protokoly tfetim stranam.

8 Seznam kompatibilnich souprav

DB-1211 COVID-19 Multiplex RT-PCR Kit

DB-1214 Agilent Bravo installation package for Automated RNA Isolation kit
DB-1225 Saliva Collection Set 1.4IM

DB-1230 Saliva Collection Set 1.4IF

DB-1250 RT-PCR Respiratory panel 1: SARS-CoV-2/Flu/RSV

DB-1252 RT-PCR Respiratory panel 2: SARS-CoV-2/Flu/RSV

DB-1254 COVID-19 Multiplex RT-PCR Kit

DIANA Biotechnologies, a.s., Primyslova 596, 252 50 Vestec, Czech Republic
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9 Pouzité grafické symboly

ol

Manufacturer / Vyrobce

YA

Caution / Pozor (vystraha)

LOT

Lot Number / Kod davky

T

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

REF

Catalogue Number / Katalogové Cislo

/i/xuc
x°C

Temperature limit / Omezeni teploty*
(*pro X odpovidajici konkrétni teploté)

Use by date / Pouzit do data

Amount (No. of reactions) / Obsah postacduje pro <n> testd**
(**pro n testd dle varianty kitu)

C€

CE marking / Prostfedek oznaceny CE znackou

IVD

Diagnosticky zdravotnicky prostfedek in vitro

CONT

Package contains/ Baleni obsahuje

D

Number of package/ Pocet baleni

VOL

Component volume/ Objem komponenty

Read SDS

Read safety data sheet/ Prectéte si bezpecnostni listy
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10 Priloha k automatizovanému protokolu s vyuzitim
pipetovaci stanice Agilent Bravo

10.1 Navod na spravné zvoleni pocCtu pouziti Master Mix tip box

Na zacatku RNA izola¢niho protokolu je nutné spravné vyplnit pole ,Pocet pouziti Master Mix tip
box (pozice 3)“.

Jak urcit spravné Cislo pouziti Master Mix tip box?
VZDY provadéjte uréeni spravného poctu pouziti Master Mix tip box pomoci minimalné dvou
rtiznych nize zminénych zplsobt (nap¥. pomoci zptsobu 1 a 2).

1. Na predni strané Master Mix tip box jsou ocislované sloupce $picek, kterd se po kazdém
spusténim protokolu proskrtavaji. Pouzijte nepreskrtnuté pole s nejnizsim Cislem.

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

11 - pocet Cistych Spicek (leva ¢ast krabicky)

3. Pipetovaci stanice postupné odebird vidy jeden sloupec cistych Spicek (8 Spicek) zleva
doprava. Spravné cislo poutziti tedy lze spocitat z prazdnych pozic v fadé Cistych Spicek, od
levého okraje krabicky po prvni nepouzitou Cistou Spicku a je rovno:

pocet prazdnych jamek (pocitano od levého okraje) +1

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

»Pocet pouziti Master Mix tip box“ = ,Pocet pouziti Master Mix tip box“ =
1 (stav pred prvnim pouZziti) 4 (stav pred ctvrtym pouZiti)

Cisté Spicky Spinavé Spicky

Pnte\ nnuilti Master Mlx ﬂp box Tisté Spieky
D E\ F\ I—I [J D L_I I' Potet pouziti Maste,
lmfelc gﬁbsrh&ugr’wﬁuﬁﬂ

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

mmsm
AONAAR

Potel nnuilli Ma-l-r Mix llp m
$4T38 4

B 82 117 (3D
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10.2 Test nabrani Spicek pred RNA izolaci

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

Nabrani Spi¢ek z krabicky tip70 tip box z kvadrantu 4.
Vizualni kontrola uZivatelem, Ze 96 Spicek z kvadrantu 4 bylo nabrdno spravné a ze
v krabicéce tip70 tip box jsou vSechny ostatni Spicky ve zbyvajicich kvadrantech spravné
zarovnany. Spravnost nabrani Spicek potvrdte stisknutim tlacitka “Continue”.

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

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

Redeni problému pfi testu $picek
Pokud stroj zvedne i Spicky z jiného kvadrantu (viz Obrazek 2), postupujte nasledovné:

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

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

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

Obrazek 2

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

1. Zkontrolujte, Ze chybi pouze Spicky nabrané strojem (tj. Spicky z kvadrantu 1). Pokud chybi
i jiné 3picky, tak je najdéte a vratte zpatky do krabicky tak, aby krabicka vypadala pfesné
jako na levém spodnim Obrazku 3.

2. Zkontrolujte, Ze Zadna ze Spicek nevycniva (viz pravy spodni Obrazek 3)

3. Vpripadé, Ze rozloZeni a zarovnani Spic¢ek v krabiéce v pozici 1 odpovida obrazkiim nize,
kliknéte na tlacitko “Continue”.

4. Stroj bude pokracovat v RNA izolacnim protokolu.

horni pohled bocni pohled

tip70 tipbox (1) .

WeIn wp vox  CAD

Obrazek 3
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10.3 Navod na opravu Spatné zadaného poctu pouziti Master Mix tip

box

Po vlozeni RT-PCR Master Mix reservoir desticky do pozice 5 a nabrani Spicek z Master Mix tip box
se pipetovaci stanice zastavi a vyzve uZivatele, aby vizudlné zkontroloval spravné nabrani Spicek.
Stroj musi nabrat POUZE jeden sloupec Spicek (8 Spicek). V pripadé, Ze pipetovaci stanice
nenabere jiny pocet sloupcl Spicek, tak postupujte podle ndvodu popsaného nize:

1. Kliknéte na tlacitko ,, Pause and Diagnose” (bod 1a). Otevie se nové okno s nazvem ,Scheduler
Paused” a zde kliknéte na tlacitko ,,Abort process” (bod 1b). Tim se ukon¢i izolaéni protokol.

Kontrola spicek

Scheduler Paused

Zontrolujte spravne nabrani spicek

Bypass interlock

Continue

» Diagnostics bOd 1b

bod 1a -

Einish, no new plates

Obrazek 4

2. Cely program s izolacnim protokolem DB-1206 zaviete.

3. Pokud jsou na pipetovaci hlavé nabrané Spicky, tak je v Cistych rukavicich postupné za horni
okraj $pi¢ky sundejte a vratte zpét do Master Mix tip box na jejich ptvodni misto.

4. Zplochy pocitace spustte protokol na rozpipetovani nové PCR desticky DB-1206 ,,Extra Assay
plate” (viz sekce 10.4).

DIANA Biotechnologies, a.s., Primyslova 596, 252 50 Vestec, Czech Republic
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10.4 Navod na dodatecné napipetovani PCR desticky

Pokud vznikne potfeba dodatecné analyzovat znovu cely béh izolace RNA pomoci gPCR, oteviete
protokol uloZeny na ploSe pod ndzvem ,Extra Assay plate”. Do pipetovaci stanice umistéte
desticky a Spicky podle schématu zobrazeném na Obrazku 5:

BIOTECHNOLOGIES

DB-1206 Extra Assay plate oo [C] DINNA

Priprava extra PCR desticky (verze 4)

Schéma pozic desticek a Spicek

~ ~ Experiment ID [DB-1206_extra_plate
tip70 BEAD plate Master Mix . ,
tip box v magnetic adapter tip box Jméno operatora pan Novak
krabi¢ka se desti¢ka s krabicka se BEAD plate ID [rzssse
\X $pickami v Q4 DA RNA izolaty DA Spickami )

N s N

(RT-PCR Master | - — -
Prazdna Mix reservoir Prazdna Pocet pouziti Master Mix

- . - - *
pozice PSP pozice tip box (pozice 3)
PR kapalinou ) ) .,
- N N —— | Cislo sloupce v RT-PCR Master a—
EMPTY L PCR desticka | | Mix reservoir (pozice 5)
tip box Prazdna v 96w PCR adapteru
L. pozice L
prazdna prazdna [Flapsed Time: 00:00:00

Obrazek 5

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

Do pozice 2 umistéte BEAD plate s vyizolovanou RNA.

Do pozice 3 vlozte Master Mix tip box.

Do pozice 5 RT-PCR Master Mix reservoir s napipetovanym Master Mixem v jednom sloupci.
Do pozice 7 umistéte prazdnou krabicku.

Do pozice vloZte 9 PCR desticku v ¢erveném PCR adapteru.

Vyplrite spravné tdaje do poli ,Cislo sloupce RT CPR Master Mix reservoir” a “Pocet poufiti
Master Mix tip box“ a stisknéte tlacitko run.

8. Ddle postupujte jako v priibéhu standartniho protokolu.

No ks wnpe
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10.5 Oznaceni kvadrantt v 384 jamkoveé desticce

384 jamkova desticka mizZe byt virtualné rozdélena do ¢tyf kvadrantl. Kazdy kvadrant obsahuje
96 jamek, které maji stejné rozlozeni jako 96 jamkova desticka. Pokud neni fe¢ené jinak, tak se
kvadranty v 384 jamkové desticce Cisluji od 1 do 4 a to v poradi zleva doprava a shora dold.
Obrazek 6 ilustruje rozvrzeni ¢tyf kvadrantll v 384 jamkové desticce:

384wp 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 ( 11 | 12 | 13 | 14 | 15 ( 16 | 17 | 18 [ 19 | 20 | 21 [ 22 | 23 | 24
A 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2
B 3 4 3 4 8 4 8 4 8 4 8 4 S| 4 3 4 3 4 3 4 3 4 3 4
C 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2
D 3 4 3 4 3 4 8 4 8 4 8 4 8 4 3 4 3 4 3 4 3 4 3 4
E 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2
F 3 4 3 4 8 4 8 4 8 4 3 4 3 4 3 4 3 4 3 4 3 4 3 4
G 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2
H 3 4 3 4 3 4 3 4 3 4 3 4 3 4 3 4 3 4 3 4 3 4 3 4
1 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2
J 3 4 3 4 3] 4 8 4 8] 4 8 4 3 4 3 4 3 4 3 4 3 4 3 4
K 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2
L 3 4 3 4 3 4 3 4 3 4 3 4 3 4 3 4 3 4 3 4 3 4 3 4
M 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2
N 3 4 3 4 3 4 3 4 8 4 8 4 8 4 3 4 3 4 2 4 3 4 3 4
[0) 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2
P 3 4 3 4 3 4 3 4 3 4 3 4 3 4 3 4 3 4 3 4 3 4 3 4

Obrazek 6: Rozvrzeni kvadrantd v 384 jamkové destiéce. Kvadrant 1 (Q1) zbarven modre
obsahuje jamky A1, A3, ..., 021, 023; Kvadrant 2 (Q2) zbarven zelené obsahuje jamky A2, A4, ...,
022, 024; Kvadrant 3 (Q3) zbarven cervené obsahuje jamky B1, B3, ..., P21, P23 a Kvadrant 4
(Q4) zbarven bile obsahuje jamky B2, B4, ..., P22, P24.
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Souhrnny zkraceny protokol

Pfiprava vSech reagencii pro RNA izolaci

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

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

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

Priprava desticek pro RNA izolaci

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

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

3. Zmrazené roztoky nechte pfed pouzitim rozmrznout, stolte, zvortexujte a znovu stocte.
Pracujte s nimi pfi pokojové teploté a po poufziti je znovu zamrazte.

4. Podle tabulky uvedené nize pfripravte v 50 ml zkumavce lyzacni pufr, jednotlivé slozky
pridavejte v uréeném poradi.

Poradi . Objem vzorku [pl] Barva
pfidani Slozka 1 desti¢ka (96 vzorka) | Vicka
1 Lysis Buffer Concentrate 9 000
2 Lysis Enhancer 110
3 RNA Carrier 110 -
4 DTT concentrate 110
5 100 % Isopropanol 5700
nékolikrat obratte dnem vzhairu a zpét pro DUKLADNE PROMICHANI
6 RNA izola¢ni kontrola 126 5
nékolikrat obratte dnem vzhairu a zpét pro DUKLADNE PROMICHANI

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

6. Pripravte sivzorky, které budou analyzovany, v€etné odpovidajicich kontrol.

7. Skrze preddérovanou félii do kazdé jamky pfidejte 60 ul vzorku pfimo do lyzaéniho pufru
(nepipetujte vzorek po bocni sténé jamky). Po pridani posledniho vzorku desticku zalepte
Cistou adhezivni félii (general adhesive seal), ktera je soucasti soupravy.
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Provedeni RNA izolace na pristroji Agilent Bravo

1. Zapnéte pipetovaci stanici Agilent Bravo.

2. Otevrete soubor DIANA_RNA_lzolace na plose pocitace.

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

4. Umistéte na pozice v pipetovaci stanici desticky a Spicky podle schématu (viz obrazek).
i Z desti¢ek nejdrive sundejte félii a aZz poté je vlozte do pipetovaci stanice.
ii.  Zkrabicek se Spickami sundejte vicko.

DB-1206 RNA isolation o= @] [/ ]DINNA

FHS

RNA izolace (verze4) BIOTECHNOLOGIES

Schéma pozic desticek a spicek

N~ Experiment ID [pe-1206_ac
tip70 BEAD plate Master Mix , ,
tip box v magnetic adapter tip box Jméno operatora [pan vovak
@krabiéka se @ desticka s @krabiéka se BEAD plate ID [122456
&pi€kami kapalinou Spi€kami
Q J Q R
WASTE REAGENT « vans -
plate Prazdna plate P_ocet pou2|t_| Master Mix —
prazdna pozice desticka s tlp box (pOZK:e 3)
desti¢ka ) kapalinou .,
p — Cislo sloupce v RT-PCR Master ——
EMPTY LYSIS & SAMPLE PCR desticka Mix reservoir (pozice 5)
tip box plate v 96w PCR adapteru
prazdna desticka s prazdna
@ krabicka kapalinou @ desticka Progress Elapsed Time: 00:00:00
Q J _/

Vyplrite vSechna potfebna pole v ovladacim panelu protokolu.
Kliknéte na tlacitko “Run” a nasledné ,Finish” a poté ,,Continue”.
Protokol RNA izolace se spusti a bude trvat ptiblizné 25 minut.
DULEZITE: Peclivé pozorujte prvni dva kroky RNA izolaéniho protokolu:
i.  Testovaci nabrani vSech 3$picek z pozice 1. V ptipadé nespravného nabrani Spicek
postupujte podle pokynl popsanych v pfiloze v sekci 10.2.
ii. PFeneseni kapaliny z BEAD plate v pozici 2 do WASTE plate v pozici 4.
9. Asipo 20 minutach se protokol zastavi a vyzve uzZivatele k vloZzeni RT-PCR Master Mix reservoir
s napipetovanym Master Mixem v jednom sloupci do pozice 5.
10. DULEZITE: Zkontrolujte spravné nabrani $pi¢ek pro rozpipetovani RT-PCR Master Mixu (v
pfipadé nespravného nabrani Spicek postupujte podle pokyn( v kapitole 10.3).
11. Po skonceni protokolu vyjméte z pipetovaci stanice PCR desticku z pozice 9, prelepte ji PCR
folii a provedte analyzu na PCR cykleru.
12. Poté uklidte vSechny pozice na pipetovaci stanici Bravo. Vyhodte zavickovany EMPTY tip box,
LYSIS&SAMPLE plate, WASTE plate a REAGENT plate. Zavic¢kujte RT-PCR Master Mix reservoir
a uchovejte pro dalsi izolaci. BEAD plate zalepte mrazu odolnou folii a uchovejte pfi -80°C.
Tip70 tip box prelepte napisem ,,EMPTY tip box“ a pouZijte pfi dalsi RNA izolaci.
13. Odskrtnéte pouziti krabicky Master Mix tip box a ponechte ji ve stanici pro dalsi izolaci.
14. Pokud jiz nebudete dany den provadét RNA izolaci, vypnéte program a pipetovaci stanici.

© N o w

Priprava RT-PCR Master Mix reservoir

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

2. Pripravte 1,5 az 1,6 ml RT-PCR Master Mixu podle pokyni vyrobce v takové koncentraci, aby
se PCR reakce michala v poméru 4.5 pl vzorku s 13.5 pl RT-PCR Master Mixu.

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