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1 Uvod

1.1 Poutziti (uréeny ucel soupravy)

DBdirect™ COVID-19 Multiplex RT-PCR Kit je urcen k detekci viru SARS-CoV-2 (zpUsobujici
onemocnéni COVID-19) ze Sirokého spektra respiracnich vzorkG (napfiklad nasdlnich,
nasofaryngealnich, orofaryngealnich nebo bukalnich stérl v riznych transportnich médiich, slin,
sputa, nasofaryngedlni tekutiny (aspiratu) nebo nasofaryngedlniho vyplachu, vyplachd dutiny
ustni a vyplachd hltanu kloktanim —tzv. gargling liquid) pomoci jednokrokového RT-PCR protokolu
bez nutnosti predchozi izolace RNA. Souprava je urcéena k poufZiti jako pomucka pfi diagnostice
SARS-CoV-2 u lidi pomoci pfistroje pro real-time PCR.

1.2 Souhrn a vysvétleni testu

RNA z viru SARS-CoV-2 je detekovatelnd ve vzorcich lidskych hornich cest dychacich béhem
infekce. Pozitivni vysledek soupravy DBdirect™ COVID-19 Multiplex RT-PCR Kit ukazuje pritomnost
SARS-CoV-2, avSak negativni vysledek nevylucuje infekci timto virem a nemél by byt pouzivan jako
jediny zdklad pro rozhodnuti o |écbé pacienta. Negativni vysledek musi byt kombinovan s
klinickymi pozorovanimi, anamnézou pacienta a epidemiologickymi informacemi.

Soupravu DBdirect™ COVID-19 Multiplex RT-PCR Kit Ize pouzit také k soubézné detekci riznych
mutaci ve Spike proteinu. ProtoZe souprava pouziva k detekci virové RNA sekvence ve dvou
virovych genech a jednou z nich je konzervovany Usek ve Spike, tak v pfipadé mutace v cilové
sekvenci Spiku mUze byt pozorovatelny posun v Ct, jako tomu doposud bylo ve varianté alfa.

Souprava DBdirect™ COVID-19 Multiplex RT-PCR Kit je uréena pro poufziti vyhradné kvalifikovanym
personalem klinické laboratore, specialné vyskolenym v metodach in vitro diagnostiky real-time
PCR.

1.3 Principu fungovani testu

Souprava DBdirect™ COVID-19 Multiplex RT-PCR Kit (kat.¢. DB-1219) obsahuje primery a préby
pro provedeni real-time RT-PCR detekce RNA viru SARS-CoV-2, kdy fluorescence je detekovana
pomoci techniky TagMan™ hydrolyzacnich préb. Vir SARS-CoV-2 je detekovan pomoci
amplifikace dvou casti genomové RNA, v oblasti genu EndoRNAse (kanal FAM) a konzervované
Casti genu Spike (kanal HEX), a zaroven detekuje externi RNA kontrolu (kanal Cy5).

Tato souprava obsahuje externi RNA kontrolu a primery s prébou pro jeji detekci, protozZe je
urcena k detekci virové RNA pfimo v respiracnich vzorcich bez predchoziizolace RNA. Tuto externi
RNA kontrolu je nutné pridat do kazdé RT-PCR reakce, a to aZ po pfidani vzorku. Timto postupem
ovéfite ucinnost RT-PCR reakce v kazdém vzorku testu (odhalite pfipadnou inhibici reverzni
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transkriptdzy nebo polymerdzy vzorkem nebo nevhodnym médiem, stejné jako pfipadnou
degradaci RNA vzorkem: vidy se projevi pozdéjsi amplifikaci této kontroly). Pro ovéfeni spravné
funkce soupravy je nutné do kaidé analyzy pridat alespon jednu negativni a alespoi jednu
pozitivni kontrolu (dodavané v této soupravé) a doporucujeme také jeden znamy klinicky
pozitivni vzorek stejného typu jako je analyzovan v daném testu: napfiklad vzorek slin ¢i vzorek
v pouzivaném stérovém transportnim médiu.

Primery a sondy byly navrZeny vyrobcem soupravy a byly navrzeny do ¢asti virového genomu, ve
kterém nebyly zaznamenané Zadné mutace (v ani jedné z 238 sekvenci dostupnych na serveru
NCBI k 17. kvétnu 2020). Primery jsou navrzené tak, aby byly specifické pro virus SARS-CoV-2 a
jejich sekvence jsou odlisSné od sekvence SARS, MERS a jakéhokoliv jiného lidského koronaviru.
Prestoze v jednom kandle cili Spike protein, ktery v nékterych ¢astech vydatné mutuje, tak jeho
Cast cilend v této soupravé je konzervovana.

Obé detekované sekvence jsou dlouhodobé konzervované a do kvétna 2022 se v nich vyskytla
jedind vyznamnda mutace, a to ve Spike v britské varianté. Zadna dalsi vyznamna mutace se ani v
jednom z target( neobijevila a diky konzervovanosti cilovych genl detekuji vSechny dosud znamé
varianty a jejich spolehlivost byla otestovana jiz ve vice jak Sesti milionech testd. lejich
konzervovanost je pravidelné kontrolovana v databazi GISAID a pfi posledni analyze v kvétnu 2022
bylo analyzovano vSech 11 milion sekvenci, pfipadné zamény byly sledovany specificky dle
variant a ¢asovych oken: od ledna 2020, posledni tfi mésice, a oddélené pro varianty alfa, beta,
gama, delta, delta plus a jednotlivé subvarianty omikron (BA.1 se subliniemi, BA.2 se subliniemi,
BA.3 se subliniemi, BA.4, BA.5 a zvlast sublinie BA.2.11, BA.2.12 a BA.2.12.1). Bylo takto ovéreno,
Ze v primerech ani prébach se nevyskytuji Zadné zmény konsenzudlni sekvence v ani jedné
ze jmenovanych variant (vyjma varianty alfa, viz niZe), a zadroven zadna pozorovand zameéna
neprekracuje 0.2 % frekvenci béhem obdobi bfezna aZ kvétna 2022 a Zadna nepresahuje 0.5 %
v zadné z variant omikronu. Navic, na interné kvantifikovanych RNA standardech bylo ovéfreno, Ze
primery a proby amplifikuji se stejnou Gc¢innosti hlavni varianty, tj. pavodni typ a varianty alfa (s
odchylkou v Ct pro Spike), beta, gama, delta a omiron.

Pro zajiSténi specificity byly primery a préby in silico testovany pro amplifikaci lidského genomu,
lidského transkriptomu, vSech virovych sekvenci, vSech bakteriadlnich a archaea sekvenci. Jakykoliv
potencidlné vyznamny amplikon by mél byt identifikovan. Takto bylo zjisténo, Ze primery a préby
pouzité v této soupravé by nemély vyznamné amplifikovat Zadnou z analyzovanych sekvenci mimo
spravné cilové sekvence, pavodni SARS také ziejmé neni detekovan.

V detekované oblasti EndoRNAse se dosud nevyskytla Zddna vyznamnda mutace, zatimco ve Spike
se jedna vyznamnda mutace vyskytla: A570D. Ta se vyskytovala témér exkluzivné ve varianté alfa
(dfive tzv. britska varianta, lineage B.1.1.7, GISAID 201/501Y.V1, anotace VUI 202012/01). Spike
byl i v této varianté detekovan, avsak diky posunu v Ct v HEX kanale bylo moZné touto soupravou
variantu alfa odlisit od jinych variant. Detekce ve FAM kandlu byla nezménéna a citlivost testu tak
zUstala stejna. V pripadé posunu Ct v HEX vs FAM spliujici podminky uvedené v sekci Analyza dat
(posun o vice jak dva cykly oproti pozitivni kontrole doddvané v této soupravé) se s velkou
pravdépodobnosti jednalo o tuto variantu: koncem kvétna 2021 bylo v databazi GISAID vice nez
1.6 milionu sekvenci genomu SARS-Cov-2, pti¢emz 740 tisic z nich bylo pfifazeno jako lineage
B.1.1.7 avice nez 99 % z nich neslo mutaci A570D. Zaroven se tato mutace prakticky nevyskytovala
v Zadné jiné varianté a navic se v detekované ¢ésti Spike nevyskytuje ani Zadna jina casta mutace
(maximalné v setinach procenta sekvenci), a detekce A570D tak byla a je citlivym i selektivnim
zpGsobem detekce varianty alfa. Jeji sledovani sehralo klicovou roli v predikci epidemie v CR
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v lednu a Unoru roku 2021 a nasledné bylo vyuZivano k preselekci vzork( vhodnych pro sekvenaci
(preferencné sekvenovany jiné varianty).

1.4 Vhodné vzorky a kompatibilni odbérové sady

Tato souprava je vhodnd pro detekci virové RNA pfimo v respiratnim vzorku bez nutnosti
predchozi izolace RNA, a to diky slozeni RT-PCR mixu, které dokaze RNA uvolnit z virionu a RNA
ochranit pred degradaci vzorkem. Souprava byla validovana pro dva zakladni typy vzorku:
nosohltanové stéry v transportnim médiu a sliny. Pro odbér slin doporucujeme pouzit odbérové
sady na sliny DIANA Biotechnologies.

Pro pouZiti s touto soupravou byly validovany nasledujici vzorky a média:

e Sliny poté, co jsou tepelné inaktivovany: inaktivace zlepsi pipetovatelnost vzorkl a zvysi
citlivost stanoveni.

e Nosohltanové stéry v riznych transportnich médiich: vhodna jsou bézna neinaktivacni virova
transportni média, fenolova cerven neinterferuje. PFiklady médii validovanych pro pouZiti
s touto soupravou zahrnuiji:

o Copan eSwab Universal transport medium for viruses (UTM), LMS Corotest VTM,
HCUTM médium, VTM DULAB, Qanto VTM a dalsi. Pro pouziti s jinymi médii je nutné
soupravu jednotlivé validovat.

o Vhodna jsou i PBS média (napriklad testované slozeni 10 mM Na;HPQO,, 1.8 mM
KH,PQO4, 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, pH 7.4; vidy je nutné otestovat pro konkrétni
sloZeni; silné pufry jsou nevhodné).

o Nevhodnd jsou inaktivacni média, napr. na bazi guanidium isothiokyanatu.

o Nevhodna mohou byt i koncentrovana média s vysokym obsahem soli.

e Vzorky stéri v médiu mohou byt tepelné inaktivovany, ale neni to vyZzadovano:

o Inaktivace mGZe mirné zvysit citlivost stanoveni, avsak pfili$ vysoka teplota a/nebo
prili§ dlouhy cas inaktivace muUZe vést naopak ke snizené citlivosti (v dusledku
precipitace).

o Presny postup inaktivace s konkrétnim médiem musi uzivatel validovat.

Souprava byla klinicky validovana pro pouziti v diagnostice sice pouze pro nosohltanové stéry
v neinaktivacnich virovych transportnich médiich a ve slinach, je ale mozné ji pouzit i na jiné typy
respiracnich vzorkd, napfiklad pro jiné rizné stéry, aspiraty, vyplachy anebo kloktani. V takovych
pfipadech byva typicky médiem PBS nebo obdobné pufry, které jsou stouto soupravou
kompatibilni. Nicméné pouziti jiného typu vzorkd, jiného zpUsobu odbéru slin, ¢i kazdého
pouzitého média je nutné validovat porovnanim vysledkl pro alespon 10 pozitivnich vzork( po
izolaci RNA vs. pfi pfimé detekci touto soupravou, z nichz nékteré musi byt slabé s Ct > 30.

1.5 Kompatibilni automatizace a PCR pristroje

Tuto soupravu je mozné pouzZivat manudlné i automatizované na automatickych laboratornich
pipetovacich strojich. Vyrobcem je dodavan plastik a predpfipraveny protokol pro automatizaci na
pipetovaci stanici Agilent Bravo. Souprava DB-1224 Bravo Installation Package for DBdirect™
obsahuje potfebné protokoly pro pfipravu RT-PCR reakci ze slin i ze stér(i. Souprava DB-1222
DBdirect™ Bravo Extension Kit for Swab obsahuje dalsi potifebny plastik pro pfipravu RT-PCR reakci
ze stér. Jednotlivé ¢asti mohou byt pouZity i k jinym laboratornim tcelim. Odbérové sady na sliny
DIANA Biotechnologies obsahuji plastik potfebny k odbéru, transportu a uchovani slin, ktery je
také vhodny pro automatizaci. Souprava DB-1226 DBdirect™ Bravo Extension Kit for Saliva 1.4IM
pak obsahuje plastik pro automatizaci pfipravy RT-PCR reakci ze slin s pouzitim téchto odbérovych
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sad. Jednotlivé ¢asti mohou byt pouZity i k jinym laboratornim Gcelim. Soupravy DB-1228 Sample
rack 1.4IM a DB-1240 Sample rack 1.4IF obsahuji stojanky k pfipravé zkumavek do formatu
vhodného pro automatické zpracovani.

Tato souprava vyuZiva detekci v kanalech FAM, HEX a Cy5 a byla validovana na strojich BioRad
CFX96™ Real-Time PCR detekcni systém (BioRad CFX96™) a BioRad CFX Opus 96 Real-Time PCR
system (BioRad CFX Opus 96). Oba BioRad pfistroje jsou dle jejich vyrobce ekvivalentni a mohou
proto byt pouzivany s touto soupravou zdménné. Souprava byla ale validovana také na strojich
Roche LightCycler 480 Il a Roche LC96. Veskeré protokoly a nastaveni popsané v tomto manualu
se vztahuiji a byly validovany na téchto ¢tyfech strojich. Soupravu je ale mozné pouzivat i na dalSich
PCR strojich (zejména Thermo QuantStudio, Jena gTower, MIC nebo QuantaBio gPCR, Qiagen
Rotor Gene Q a dalsi), pfesné nastaveni a validace protokolll je nicméné zodpovédnosti uZivatele.
Validovat PCR protokol je mozné bud zmérenim fedici fady vzorku o znamé koncentraci anebo
zmérenim setu alespon 10 klinickych vzork( o zndmé koncentraci z nichz by alespor nékolik mélo
byt slabé pozitivnich s Ct > 30.

2 Charakteristiky testu

2.1 Analyticka reaktivita (inkluzivita)

Na interné kvantifikovanych standardech izolované RNA ze SARS-CoV-2 variant "wild-type", alfa,
beta, gama, delta a omicron byla otestovana amplifikace touto soupravou a bylo stanoveno, ze
vSechny tyto varianty jsou detekovany se shodnou ucinnosti.

2.2 Limit detekce (LOD)

Limit detekce byl urcen jako pfiblizny pocet kopii v reakci, pfi kterém pfiblizné 95 % reakci vyjde
pozitivné. Pro urceni LOD byl pouzit kvantitativni standard od firmy Vircell (purifikovana RNA). Za
pozitivni vysledek bylo povazovano Ct v daném kanale < 40.

Byl testovan kvantitativni standard Vircell Delta v rozmezi koncentraci 0.25 aZ 4 kopie virové RNA
v jamce. Pro kaZzdou testovanou koncentraci bylo zméfeno 24 replikatl s vyjimkou 1 kopie
v jamce, kterad byla zmérena ve 48 replikatech, a podle poctu pozitivnich jamek byl uréen LOD.
Vysledky jsou shrnuty v tabulce 1 (priimérné hodnoty Ct) a tabulce 2 (procento pozitivnich jamek).
Tabulka 3 pak ukazuje procento jamek, které byly vyhodnoceny jako pozitivni bud' na zakladé
pozitivity alespon v jednom z virovych kanald nebo pozitivity v obou kanalech soucasné. Tabulka
4 shrnuje stanovené hodnoty LODgsg.

LODssy% pro detekci SARS-CoV-2 soupravou DB-1219 byl stanoven na 2 kopie RNA v jamce, coZ
odpovida 500 kopii RNA v 1 ml vzorku (pfi pfidani 4 pL vzorku do reakce).

Tabulka 1: primérné hodnoty Ct pfi detekci nizkych koncentraci SARS-CoV-2

DB-1219 Vircell standard 0.25 0.5 1 2 4

SARS-CoV-2 EndoRNAse (FAM) 373 | 37.2 | 371 | 36.4 | 35.7
SARS-CoV-2 Spike (HEX) 374 | 373 | 375 | 374 | 36.6
External control (Cy5) 27.3 | 273 | 275 | 27.8 | 27.7

Tabulka ukazuje primérné hodnoty Ct z jamek, ve kterych bylo v daném kanale a pfi dané koncentraci virové
RNA Ct < 40 (hodnoty uvedené v hlavicce odpovidaji celkovému poctu v kopii v jamce).
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Tabulka 2: procento pozitivnich jamek dle kanal( pfi detekci nizkych koncentraci SARS-CoV-2

DB-1219 Vircell standard 0.25 0.5 1 2 4
SARS-CoV-2 EndoRNAse (FAM) 38%| 42% | 54%| 92% 100 %
SARS-CoV-2 Spike (HEX) 25% | 33%| 58%| 75% 100 %

Tabulka ukazuje procenta jamek, které mély v daném kandle a pfi dané koncentraci virové RNA Ct < 40
(hodnoty uvedené v hlavi¢ce odpovidaji celkovému poctu v kopii v jamce).

Tabulka 3: procento pozitivnich jamek pfi detekci nizkych koncentraci SARS-CoV-2

DB-1219 Vircell standard 0.25 0.5 1 2 4
alespon 1 pozitivni kanal 42%| 58%| 79%| 100% | 100 %
2 pozitivni kanaly 21%| 17%| 33%| 67%| 100 %

Tabulka ukazuje procenta jamek, které mély Ct < 40 alespori v jednom z virovych kandald nebo v obou
kanalech souéasné. Hodnoty uvedené v hlavi¢ce odpovidaji celkovému poctu v kopii v jamce.

Tabulka 4: tabulka stanovenych hodnot LODgsy,

LODgs% LODgs% LODgs%
DB-1219 Vircell standard

V jamce* | mL1** mL1**
alespon 1 pozitivni kanal 2 500 1000
2 pozitivni kanaly 4 1000 2000

*Prvni sloupec ukazuje hodnoty LODss% (pocet kopii RNA v reakci) stanovené na zakladé pozitivity (Ct < 40)
alespon v jednom z virovych kanald nebo v obou kandlech soucasné; **druhy a treti sloupec ukazuji
koncentraci RNA ve vzorku odpovidajici LODgsy% v poctu kopii na 1 ml vzorku, pokud se pfidaji 4 pL vzorku do
reakce (druhy sloupec) nebo pokud se pfidaji 2 puL vzorku do reakce (treti sloupec).

Byly uréeny ptiblizné limity detekce i pro rdzné biologické matrice, pfinejmensim v transportnim
médiu Copan UTM byl limit detekce obdobny, stejné tak v lidskych slinach, pokud byl dodrZzen
postup zpracovani vzorkud dle tohoto manualu.

2.3 Intra a interassay variabilita

Intra a interassay variabilita byla zmérena pro koncentrace virové RNA 100 000, 1 000 a 100 kopii
v jamce. Namérené hodnoty intraassay variability (priimérnych standardnich odchylek Ct replikat(
na jedné desti¢ce) pro oba kanaly byly pro tyto koncentrace postupné vidy < 0.12, < 0.25 a < 0.65.
Interassay variabilita (priimérna standardni odchylka Ct replikat( na rliznych destickach) byla pro
oba kanaly pro tyto koncentrace postupné vidy <0.12,<0.21a<1.17.

2.4 Analyticka citlivost v klinickych vzorcich (reprodukovatelnost)

Pro urceni analytické citlivosti v klinickych vzorcich (reprodukovatelnosti) bylo 94 vzorkd slin
(vSechny vzorky byly negativni na vir SARS-CoV-2 pfi testovani soupravou DB-1219) postupné
"spikovano" nizkou koncentraci dvou variant RNA viru SARS-CoV-2 — varianty Delta a Omicron.
Tabulka 5 shrnuje vysledky detekce RNA ve slinach s objemem 2 ul vzorku soupravou DB-1219.
Jako pozitivni kanal byl povazovan, pokud bylo Ct v daném kanale pod 40. cyklus, jako pozitivni
vzorek byl povaZovan ten vzorek, u kterého byl alesponi jeden ze dvou kanalt FAM a HEX pozitivni.
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Tabulka 5: uréeni analytické citlivosti (reprodukovatelnosti) ve slinach od 94 jednotlivcl

Proménna % % % % Median Median | Median | Median
Pozitivit Pozitivit | Pozitivit | Pozitivit Ct Ct Ct Ct
SARS varianta Omicron | Omicron Delta Delta Omicron | Omicron Delta Delta
Kopie RNA v jamce 100 20 100 20 100 20 100 20
SARS (1 kanal Ct<40) 100 % 99 % 100 % 100 % NA NA NA NA
SARS (2 kanaly Ct<40) 100 % 99 % 100 % 100 % NA NA NA NA
SARS (FAM) 100 % 99 % 100 % 100 % 31.9 34.1 31.0 33.2
SARS (HEX) 100 % 98 % 100 % 100 % 32.6 34.5 31.5 333

Sliny byly spikovany po jejich tepelné inaktivaci, v objemu 2 L slin v jamce, bylo vZdy ptidano 20 nebo 100
kopii RNA na jamku. V tabulce jsou uvedena procenta vzork(, které splfiovaly kritérium pozitivity v alespori
jednom kandle nebo dvou kanalech, ale také procento vzork(, pro které byl pozitivni kazdy jednotlivy kanal.
Pro kazdy kanal je uveden také median Ct (vypoctenych pfi dodrZeni doporucenych threshold). U nékolika
vzorkl bylo pozorovano ¢astecné snizeni fluorescence, avsak jednalo se o jednotky vzorkd, a i u nich byla
maximalni fluorescence v ndsobcich doporucenych threshold(.

2.5 Klinicka citlivost, souhrnné vysledky

Klinickd detekce SARS-CoV-2 ze stérll z nosohltanu byla validovana celkem ve tfech studiich na
tfech nezavisle na sobé nasbiranych setech vzorkd z nékolika rznych odbérovych mist. Vysledky
detekce SARS-CoV-2 touto soupravou byly porovndny s vysledky ze standardni RT-PCR detekce
jinymi CE IVD soupravami zahrnujici izolaci RNA a RT-PCR.

Klinicka detekce SARS-CoV-2 ze slin byla validovana v dalsi studii na 494 vzorcich slin odebranych
parové se vzorky nosohltanovych stérd. Ve slinach byl SARS-CoV-2 detekovan touto soupravou,
zatimco ve stérech byl SARS-CoV-2 detekovan referencnim zplsobem izolaci RNA a RT-PCR jinymi
CE IVD soupravami a vysledky parovych vzorku byly porovnany. Detekce ve slinach byla validovana
také v dalsi studii, kdy byl SARS-CoV-2 testovan ve 182 vzorcich slin jak touto soupravou bez izolace
RNA, tak dvéma jinymi soupravami od jinych vyrobcll v izolované RNA z téchto vzork( slin.

V prvni studii bylo analyzovano 488 vzorkl nosohltanovych stérii uchovavanych v transportnim
médiu, a alespon v jedné z metod bylo pozitivnich 179 vzorki, zatimco 309 vzork( bylo vidy
negativnich. 171 vzork( bylo pozitivnich v obou metodach, touto soupravou byly odhaleny pfi
otestovani 5 pL vzorkl navic 3 pozitivni vzorky oproti referenci (celkem 174), zatimco referencni
metodou s izolaci RNA navic 5 pozitivnich vzorkd (celkem 176). Pfi pfedpokladu 100% specificity
RT-PCR byla u této soupravy pro tento set vzork(i nosohltanovych stér(i urcena 97.2% sensitivita,
zatimco pro referen¢ni metodu s izolaci RNA 98.3% sensitivita a 100% specificita. Graf na obr. 1A
ukazuje, Ze rozdil mezi metodami byl pouze ve slabych vzorcich. Ze 167 vzorkd s primérnym Ct do
37 v referenéni metodé detekovala tato souprava 165 vzorkd, tj. s 98.8% sensitivitou (tabulka 6).

V druhé studii bylo analyzovano 537 vzorkt nosohltanovych stérti uchovavanych ve VPM médiu
a alespon vjednom z méfeni bylo pozitivnich 157 vzorki, zatimco 380 vzork( bylo vidy
negativnich. Vzorky byly testovany postupné referencni metodou izolace RNA s RT-PCR, touto
soupravou pri analyze 2 pL vzorku a znovu touto soupravou, avsak pfi analyze 4 uL vzorku.
Referencni méreni v izolované RNA odhalilo celkem 142 pozitivnich vzorkd a z toho 7 vzorkd
pozitivnich pouze touto metodou, avsak neodhalila 15 vzork( pozitivnich v pfimé detekci. Tato
souprava s 2 L vzorku odhalila celkem 144 pozitivnich vzorkd a z toho 1 vzorek pozitivni pouze
vtomto méreni, zatimco neodhalila 13 vzork( pozitivnich v jinych méfenich. Nakonec tato
souprava se 4 plL vzorku odhalila celkem 148 pozitivnich vzork( a z toho 4 vzorky pozitivni pouze
v tomto méreni, avSak neodhalila 9 vzorkd pozitivnich v jinych méfenich. Za pfedpokladu 100%
specificity RT-PCR a toho, Ze za pozitivni vzorek se povazuje vzorek pozitivni v alespon jednom ze
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tfi méreni, byla pro tuto soupravu s 2 pL vzorku urcena sensitivita 91.7 %, zatimco pro 4 pL vzorku
sensitivita 94.3 %. Pro referencni metodu s izolaci RNA byla uréena sensitivita 90.4 %. 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 lze tak cekat rozdily i pfi opakovani stejnou metodou. Ze 123
vzorkl s primérnym Ct do 37 cykll v referenéni metodé detekovala tato souprava (jak pfi analyze
4 uL vzorku, tak pfi analyze jen 2 uL) vSech 123 vzork(, tj. se 100.0% sensitivitou (tabulka 6).
Vysledky parového porovnani méreni touto soupravou a referenénim mérenim ukazuje tabulka 7,
za pozitivni by povaZovan kazdy vzorek s Ct v alespori jednom z kanald FAM nebo HEX pod 40.
cyklus. Souprava dosdahla v parovém porovnani ve 2 pL citlivosti 93.7 % a ve 4 pL citlivosti 94.4 %
a zaroven detekovala o 2, respektive 6, vzork( vice nez referenéni souprava (101.4 % a 104.2 %
zachyt oproti referenénimu méreni).

Tabulka 6: Shrnuti vysledkd klinické validace detekce SARS-CoV-2 ze stér(

Sensitivita % Zachytu pozitivnich
Specificita Viechny Nehraniéni vzorkl oproti referencni
pozitivity | pozitivitysl | ™Metodéizolace RNA
Studie ¢.1 100 % 97.2% 98.8 % 98.9 %
Studie ¢.2 100 % 94.4 % 100 % 104.2 %
Primér 100 % 95.8% 99.4% 101.6 %

[Wstudie probihala na prospektivné odebiranych vzorcich a byly mezi nimi tak i velice slabé vzorky z po&atkd
i pozdnich fazi infekce. Proto mlze byt sensitivita testu zkreslena variabilitou pfi detekci velice slabych
vzork(. Pro Uplnost proto uvadime i citlivost testu po ocisténi od ,,hranicnich pozitivit” (tj. vzork( které mély
v referenéni metodé& priimérné Ct 37 nebo vysii) a @ procento zachytu pozitivit oproti referenéni metodé
(% zachytu vétsi nez 100 % indikuje vétsi citlivost ve srovnani s referencni metodou).

Tabulka 7: klinicka vykonnost soupravy DB-1219 v porovnani s referen¢ni soupravou

SARS-CoV-2 vysledek N TP FN TN FP* PPA NPA
Pocet vzorkdi, stéry (studie 2, 2 pL) 537 133 9 384 11| 93.7% | 97.2%
Pocet vzorki, stéry (studie 2, 4 pL) 537 134 8 381 14| 94.4% | 96.5%

Za SARS-CoV-2 pozitivni byl povazovan vzorek, pokud byl alespon jeden z kanal FAM nebo HEX s Ct < 40.
Pokud se pozitivita shodovala s referenci, pak byl povazovan za TP (“true positive”), pokud byl pozitivni
pouze v DB-1219, tak za FP (“false positive”). Za FN (“false negative”) byly povazovany vzorky pozitivni pouze
v referenci, zatimco za TN (“true negative”) vzorky negativni v DB-1219 i v referenci, N udava celkovy pocet
vzork(. PPA (“positive percent agreement”) bylo vypocteno jako pocet TP lomeno soucet TP a FN, zatimco
NPA (“negative percent agreement”) bylo vypocteno jako TN lomeno soucet TN a FP. * vzhledem ke
specificité RT-PCR Ize "false" pozitivity povaZovat za "true" pozitivity, coz bylo potvrzeno tim, Ze z 11 resp.

el

14 "falesné" pozitivnich vzork( nevysel pti opakovani analyzy znovu pozitivné pouze jeden vzorek.

Ve tieti studii bylo 494 vzork stéri testovano referenéni metodou izolace RNA s RT-PCR, zatimco
494 parové odebranych slin testovano touto soupravou, ve dvou opakovanich, vidy s pouzitim 2
uL slin. Celkem bylo odhaleno 123 vzorkd pozitivnich v alespon jednom méreni, zatimco 371
vzorkd bylo vidy negativnich. Referencni metodou ve stérech bylo odhaleno 105 pozitivnich
vzorkd. Z téchto 105 vzork( bylo v testech ze slin 10 negativnich. Naopak 18 vzorkd, které byly
v referencni metodé negativni, bylo ve slindch pozitivnich. Pfi prvnim méreni ve slinach bylo
odhaleno 108 pozitivnich vzork(, zadny vzorek nebyl pozitivni pouze v tomto méreni a 15 vzorka
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 vzorkd bylo
pozitivni v alespon jednom dalSim méreni. Pfi predpokladu 100% specificity RT-PCR dosahla tato
souprava ve slindch pfi porovnani s referencni metodou z parovych vzorkd stéri 87.8% sensitivitu
v prvnim méfeni a 91.1% sensitivitu v druhém méreni. Referenéni metoda ze stérti dosahla
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85.4% sensitivity. PFi pfimém porovnani s referenéni metodou izolace RNA s RT-PCR ze stérl
dosahla detekce ve slinach touto soupravou v prvnim méreni 102.9% zachyt a ve druhém méreni
dokonce 106.7% zachyt pozitivnich vzorkt (tabulka 7). Vétsi rozdily mezi metodami jsou
pravdépodobné dany variabilitou odbérli a mnoZstvim viru v nosohltanu a ve slinach. Jak je ale
ukazano na obr. 2, tak rozdily byly témér 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 vibec, takZe odbér slin se jevi reprodukovatelnéjsi nez odbér stéru.
Z 88 vzorkl s priimérnym Ct do 37 cykl( ve stérech v referen¢ni metodé detekovala tato souprava
ve slindch v prvnim méreni 85 vzorkd, zatimco v druhém 86 vzork(, tj. s 96.6% a 97.7% sensitivitou
(tabulka 8), zatimco referencni metoda detekovala ve stérech 88 z 99 (1. méreni) resp. ze 101
vzork(l (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.
Vysledky porovnani detekce ve slinach a ve stérech ve tfeti studii jsou shrnuty také v tabulce 9.

Tabulka 8: Shrnuti vysledk( klinické validace detekce SARS-CoV-2 ze slin

Sensitivita % Zachytu pozitivnich
Specificita Viechny Nehraniéni vzorkut oproti referenc¢ni
pozitivity | _pozitivity! | Metodé odbéru ze stérd
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 %

[1] Studie probihala na prospektivné odebiranych vzorcich a byly mezi nimi tak i velice slabé vzorky z pocatkd
i pozdnich fazi infekce. Proto mlzZe byt sensitivita testu zkreslena variabilitou pfi detekci velice slabych
vzorkd. Pro Uplnost proto uvadime i citlivost testu po ocisténi od ,hranicnich pozitivit” (tj. vzorkd které mély
v referenéni metodé prliimérné Ct 37 nebo vyssi) a [2] procento zachytu pozitivit oproti referenéni metodé
(% zachytu vétsi nez 100 % indikuje vétsi citlivost ve srovnani s referencni metodou).

Tabulka 9: vysledky parového porovnani detekce SARS-CoV-2 ve slinach a ve stérech

SARS-CoV-2 vysledek N TP FN TN FP* PPA NPA
Sliny vs stéry (studie 3, méreni 1) 494 85 3 383 23| 96.6% | 94.3 %
Sliny vs stéry (studie 3, méreni 2) 494 86 2 380 26 | 97.7% | 93.6 %

Vysvétlivky zkratek uvedenych v zahlavi tabulky viz popis pod tabulkou 7. Za pozitivni ve stérech byl
povaZzovan pouze vzorek, ktery mél primérné Ct ve FAM a HEX nizSi neZz 37 (a ve slinach byl za pozitivni
povazovan pokud bylo Ct alespon jednoho z kanall pod 40. cyklus). * z 23 "falesné" pozitivnich slin v prvnim
méreni bylo vSech 23 pozitivnich pfi opakované analyze, obdobné z 26 "falesné" pozitivnich slin bylo
v opakovaném méreni pozitivnich 25. To ukazuje, Ze nejde o falesné pozitivity, ale o pozitivni sliny, u kterych

byl parovy odbér stérli negativni, a mély by byt povaZzovany za "true" pozitivity.

Ve ctvrté studii bylo otestovano 93 nosohltanovych stér( a v paté studii 182 vzorka slin. Vzorky
byly vidy zméfeny soupravou DB-1219 s pfimou detekci a paralelné byla ze vzork( izolovana RNA
a SARS-CoV-2 detekovan dvéma riznymi dalSimi RT-PCR soupravami od dvou riznych vyrobci. Za
pozitivni byl vzorek povazovan, pokud byl alespon v jedné z referencnich souprav s Ct < 37 anebo
alespon v jedné s Ct < 40 a zaroven pozitivni v DB-1219, ve které byl za pozitivni vzorek povazovan
vzorek, ve kterém bylo Ct alespon v jednom kanale < 40. Pozitivni vzorky v téchto setech byly
prakticky vyhradné varianta omikron. Vysledky jsou shrnuty v tabulce 10. Tato tabulka obsahuje
vysledky vsech péti studii. Celkem v nich bylo analyzovano 1794 vzork, z nichz 565 bylo touto
soupravou vyhodnoceno jako SARS-CoV-2 pozitivni a 16 bylo faleSné negativnich (jednalo se
témér vyhradné o vzorky s Ct nad 37 cykld v referencnich mérenich). Kombinovana citlivost pro
stéry a sliny tak dosahla 97 %, pf¥i predpokladané specificité 100 %.
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Tabulka 10: celkové vysledky klinické citlivosti a specificity pro vSechny studie

(?)DIANA

BIOTECHNOLOGIES

SARS-CoV-2 vysledek N TP FN * TN FP PPA NPA

Pocet vzorkd, stéry (5 pL, studie 1) 488 171 5 309 3| 97.2% | 99.0%
Pocet vzorku, stéry (4 pL, studie 2) 537 134 8 381 14| 94.4% | 96.5%
Pocet vzorkd, sliny vs stéry (studie 3) 494 85 3 383 23 | 96.6% | 94.3%
Pocet vzorkd, stéry (2 pL, studie 4) 93 15 0 78 0 | 100.0% | 100.0%
Pocet vzorkd, sliny (4 pL, studie 5) 182 109 0 62 11 | 100.0% 84.9%
Celkem sliny a stéry 1794 514 16 1213 51| 97.0% | 96.0%
Celkem sliny a stéry (skuteénost) ** 1794 565 16 | 1213 0| 97.2% | 100.0%

Vysvétlivky zkratek uvedenych v zahlavi tabulky viz popis pod tabulkou 7. Poéty vzork( a jejich interpretace
jsou prevzaty z jednotlivych sekci, pro studii 1 a 2 bylo pouZito parové porovnani pfimé detekce touto
soupravou a referenéni soupravou s izolaci RNA, kdy za pozitivni vzorek v kazdé metodé byl povazovan
vzorek s Ct < 40, pro studii 3 parové porovnani s detekci ve stérech, kdy za pozitivni vzorek ve stérech byl
povazovan vzorek s prdmérnym Ct mensim nez 37, zatimco ve slinach s alespon jednim kanalem pod 40.
cyklus, vyhodnoceni studie 4 a 5, ve kterych byla detekce touto soupravou porovnana s dvéma referencnimi
soupravami, je popsano v predchozich sekcich. * z péti FN ve studii 1 byly v referenénim méreni tfi s Ct > 37
a Ctyfi byly pozitivni pouze v jednom kandle, z osmi FN ve studii 2 bylo v referenénim méreni vSech osm s Ct
> 37. ** protoze drtiva vétSina FP vzork( byla opakované pozitivni i v opakovanych mérenich, napriklad ve
studii 5 bylo vSech 11 FP vzork( pozitivnich pti opakovaném méreni soupravou DB-1255, ktera SARS-CoV-2
detekuje ve tfech odliSnych genomovych regionech, tak by se tyto vzorky mély povazovat za TP pro vypocet
citlivosti a specificity, jak je uvedeno v poslednim Fadku.

DBdirect™ COVID-19 Multiplex RT-PCR Kit
vs |zolace RNA & RT-PCR, stéry studie 1

DBdirect™ COVID-19 Multiplex RT-PCR Kit vs
izolace RNA&RT-PCR, stéry studie 2
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Obrazek 1: Vysledky studii; porovnani této soupravy a referenéni metody na stérech.

V kazdém grafu je zndzornéna korelace primérnych Ct z FAM a HEX kanall mezi touto soupravou a
referencni metodou zahrnujici izolaci RNA. Jako pozitivni byl kazdy vzorek vyhodnocen, pokud byl pozitivni
alespon v jednom kanalu. 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 y) a
referencni metodou zahrnujici izolaci RNA (osa x), oboji ze stejnych vzork( stérd. V panelu (B) je porovnani
ze studie 2 mezi touto soupravou pfri analyze 4 uL vzorku (osa y) a referenéni metody zahrnujici izolaci RNA
(osa x), oboji ze stejnych vzorkd stérd.
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DBdirect™ COVID-19 Multiplex RT-PCR Kit ze
slin vs izolace RNA&RT-PCR ze stérd, studie 3
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Obrazek 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 WL slin (osa y) a referencni metodou
zahrnujici izolaci RNA z parovych vzorkd stérd (osa x).
Jako pozitivni byl kazdy vzorek vyhodnocen, pokud byl
pozitivni alespon v jednom kanalu. Body ptfimo na
osach ukazuji vzorky, které byly pozitivni pouze v dané
metodé ¢i vzorku.
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3 Bezpecnostni upozornéni

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

PFi préci s biologickymi vzorky vénujte pozornost bezpecnostnim pravidlim 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 laboratofich kategorie BSL2+ nebo BSL3. Potencialné infekéni
odpad zlikvidujte v souladu s platnymi pravnimi predpisy, internimi postupy laboratore a
bezpecnostnimi listy soupravy.

vv v

Pribézné kontrolujte, zda v pracovnim prostoru nejsou rozlité chemikalie nebo biologické vzorky.
V pripadé rozliti pracovni plochu okamzité dekontaminujte. Pokud dojde ke kontaktu reagencii
s pokozkou nebo k zasaZzeni oci, okamzité postizené misto oplachnéte pod tekouci vodou.

4 Seznam materialu

4.1 Pozadované laboratorni vybaveni
e  Real-time PCR cykler se softwarem schopnym multiplexni detekce v kandlech FAM,
HEX a Cy5 — postupujte podle navodu poskytnutého vyrobcem daného pfistroje
e  Kalibrované jednokanalové / multikanalové pipety
e  Rukavice a jiné ochranné prostredky

4.2 Doporucené laboratorni vybaveni

e  Stolnivortex a centrifuga

e V pfipadé testovani vzork( slin: inkubator s nucenym obé&hem vzduchu a se
schopnosti vyhievu na 90 °C; Ize poutZit i pro inaktivaci stér(

eV pripadé poufZiti automatizovaného protokolu: pipetovaci robot (napf. pipetovaci
stanice Agilent Bravo, ktera je doporucena)

4.3 Pozadovany material, ktery neni soucasti soupravy
e Jednorazové pipetovaci Spicky (doporucujeme Spicky s filtrem)
e Jednorazové zkumavky pro michani jednotlivych sloZzek
e  PCR desticka a adhezivni opticka fdlie pro zalepeni PCR desticky
eV pripadé pouziti automatizovaného protokolu: potiebné protokoly a plastik pro
automatizaci (napf. sady DB-1222 a DB-1226 pro pipetovaci stanici Agilent Bravo)

DIANA Biotechnologies, a.s., Priimyslova 596, 252 50 Vestec, Ceskd republika
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4.4 Material, ktery je soucasti soupravy

Tabulka 11: Slozky soupravy DB-1219

Soug:‘ava Slozky soupravy ! REF kéd Objelr:; w ;:;:zi\?::i baPr\c:: i\jigka
Enhancer mix (4x) RF05517 500 <-18°C 23 1
Primer mix (4x) RF04860 500 <-18 °Cc 23 2
DB-1219- Enzyme mix (4x) RF03142 500 <-70°C 23 3
100rxns Positive control RF09960 150 <-18 °C 27 4
External control RF02505 500 <-18°c23 5
Negative control RF05353 150 <-18°c® 6
Enhancer mix (4x) RF05517 5000 <-18°C 3 1@
Primer mix (4x) RF04860 5000 <-18 °C +23 2
DB-1219- Enzyme mix (4x) RF03142 5000 <-70°C 23 3 M
1000rxns Positive control RF09960 2x 750 <-18°Cc 23 4
External control RF02505 5000 <-18°c 23 5
Negative control RF05353 2x 750 <-18°c¥ 6

[1] Uchovavejte na temném misté (obsahuje latky, které jsou citlivé na svétlo). [2] Skladujte celou soupravu
nebo nizsi. NepouZivejte soupravu, pokud slozky byly v okamZiku dodani rozmrazené. [3] Minimalizujte
podet zamrazeni/rozmrazeni, roztoky rozalikvotujte po prvnim rozmrazeni. [4] V soupravach pro 1000
reakci maji slozky €. 1-3 prahledna vicka a externi kontrola (slozka €. 5) ma fialovy Stitek. [5] Do zkumavek
je pInén objem o 10 % vyssi. [6] Prvnich sedm znakl REF kéd( je uvedeno v tabulce a slouzi k identifikaci
slozky, pro identifikaci mGze slouZit i ¢islo SarZe (LOT), které je unikatni pro danou slozku a vyrobu. REF kody
a Cisla Sarzi jsou uvedeny na vialce nebo lahvi¢ce kazdé slozky, na obalu soupravy je navic uveden LOT
soupravy a seznam LOT a REF kédUl obsaZenych sloZek. Obal s informacemi proto pro referenci zachovejte,
dokud nespotiebujete celou soupravu. Nekombinujte slozky z rtiznych SarZi souprav. U starsich sarZi je na
obalu soupravy uvedeno pouze Cislo Sarze soupravy a na jednotlivych slozkach pak cislo Sarze (LOT) a TCC
kod (starsi forma kddovani) dané slozky. Seznam LOT a prislusnych REF kadl pro jednotlivé Sarze soupravy
je k dispozici na vyzadani. [7] Na obalu soupravy i jednotlivych sloZzek soupravy jsou uvedeny ¢arové kody
se zakladnimi informacemi.

Enhancer Mix (4x)

Enhancer mix obsahuje rzné soli zvysujici ic¢innost RT-PCR reakce. Dodavan jako 4x koncentrat.

Primer Mix (4x)

Primer mix obsahuje pary primer( a fluorescenéné znacené sondy pro detekci SARS-CoV-2 (genu
EndoRNAse v kanalu FAM, genu Spike v kanalu HEX) a externi RNA kontroly (v kanalu Cy5).
Dodavan jako 4x koncentrat.

Enzyme Mix (4x)

Enzymovy mix obsahuje termostabilni reverzni transkriptdzu, “hot-start” Taq polymerdzu,
nukleotidy, pufr, soli, detergenty, inhibitory RNaz a dalsi latky k ochrané RNA pred degradaci, a
specialni pfisady pro extrakci virové RNA z viru. Doddvan jako 4x koncentrat.
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Positive control

Pozitivni kontrola obsahuje genomovou RNA viru SARS-CoV-2 o koncentraci ptiblizné 400 kopii na
mikrolitr. Otevreni této lahvicky miZe zpUsobit kontaminaci pracovniho prostoru, proto tuto
vialku pfed otevienim vidy stocte!

External control

Externi kontrola obsahuje syntetickou RNA artificialni sekvence o délce pres 2000 bazi, ktera se
pridava do RT-PCR reakce po pridani vzorku a odhali tak pfipadnou inhibici reverzni transkriptazy
nebo polymerazy, stejné jako degradaci RNA vzorkem.

Negative control

Negativni kontrola obsahuje PCR grade vodu.

4.5 Stabilita jednotlivych sloZzek soupravy a master mixu

Souprava DB-1219 DBdirect™ COVID-19 Multiplex RT-PCR Kit pfedstavuje inovativni formulaci RT-
PCR mixu, ktery dokdze extrahovat virovou RNA bez nutnosti predchozi izolace RNA. Slozeni navic
umoznuje provést RT-PCR analyzu v pfitomnosti 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 testlm stability, a proto je prozatim nutné nékteré slozky
skladovat pfti nizké teploté -70 °C nebo nizsi tak, aby se udrzela funkénost vsech sloZzek a detekce
pfimo v biologickych matricich byla robustni. Ze stejného ddvodu je limitovan pocet rozmrazeni
nékterych slozek. Doba pouzitelnosti celé soupravy je uvedena na obalu soupravy.

Slozky 1 (Enhancer Mix) a 2 (Primer Mix) dlouhodobé skladujte pfi teploté -18 °C a nizsi nebo pFi
teploté -70 °C a niZsi. Vyhnéte se opakovanému zamrazeni/rozmrazeni, nikdy neprekracujte Ctyfi
cykly zamrazeni/rozmrazeni. Pokud budete tyto slozky pouZivat vicekrat, rozalikvotujte je po
prvnim rozmrazeni.

evvs

Slozku 3 (Enzyme Mix) je nutné dlouhodobé skladovat pfi teploté -70 °C nebo nizsi. Pokud
budete tyto slozky pouZzivat vicekrat, rozalikvotujte je po prvnim rozmrazeni. Avsak pfi
rozmrazovani pfi 25 °C a zamrazovani pfi teploté < -70 °C je mozné tuto slozku az Ctyrikrat
zamrazit/rozmrazit.

Slozky 1, 2 a 3 jsou stabilni pfinejmensim 4 hodiny pfi 25 °C, pokud nejsou smichané dohromady.
Avsak doporucujeme slozky pouZit co nejdfive po rozmrazeni. Uchovavejte slozky soupravy mimo
primé slunecni svétlo, plsobeni béZzného 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 5.6) je stabilni po dobu aZ 2 hodin pfi 25 °C,
avsak doporucujeme RT-PCR master mix pouzit (smichat se vzorky) do 30 minut od jeho pfipravy.
Master mix uchovavejte mimo primé slunecni svétlo, plsobeni béZzného denniho svétla po dobu
pfinejmensim 8 hodin nema vliv na jeho funkci.

RT-PCR Master Mix mlzZe byt jednou zamrazen. Lze si tedy pfedem pripravit master mix pro
nékolik PCR desticek, nicméné vse musi byt rozalikvotovano a zamrazeno co nejdfive po pfipravé
master mixu. Je nutné zamrazeni pfi teploté -70 °C nebo niZsi a nasledné je mozné skladovat az
1 mésic pfri teploté -70 °C nebo nizsi (viz kapitola 5.6).

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
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24 hodin na pokojové teploté. Maximalni pocet cykll zamrazeni/rozmrazeni je devét pro externi
kontrolu a Etyfti pro pozitivni kontrolu. Optimalni teplota pro dlouhodobé skladovani je -70 °C nebo
nizsi, ale mohou byt skladovany i pfi teploté -18 °C nebo niZzsi.

Negativni kontrolu (PCR vodu) Ize dlouhodobé skladovat pti-18 °C nebo nizsi teploté a opakované
mrazit a rozmrazovat. Pro rychlejsi rozmrazeni doporucujeme pripravu mensich alikvota.

5 Navod k pouziti
5.1 Obecné postupy

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

e  Nespravné zachazeni se slozkami soupravy a nedodrZeni postupll uvedenych v této
uzivatelské prirucce muze nepfiznivé ovlivnit vysledky.

e  Poutzivejte stejnou verzi uzivatelské ptirucky (viz zahlavi), ktera je uvedena na obalu.

e NepouzZivejte soupravu po uplynuti doby pouzitelnosti, kterd je uvedena na obalu.

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

5.2 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 (templatovd RNA) nebo amplifikovanymi
PCR produkty (templatovd DNA) by méla byt prostorové oddélena od manipulace se zasobnimi
slozkami 1, 2 a 3, aby se minimalizovalo riziko ndhodnych kontaminaci templatovou RNA/DNA.
Nejlepsi praxi je pfipravit RT-PCR master mix ze sloZek 1, 2 a 3 a napipetovat tuto smés do PCR
destic¢ky v prostoru, ve kterém se nepracuje s templatovou RNA/DNA (napf. PCR box). Tento
prostor by mél mit vyhrazené vybaveni (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 preneseny na jiné misto (napf. do jiného PCR boxu), kde jsou ptidany vzorky
nebo pozitivni kontroly.

Dalsi obecné pokyny, jak zabranit ndhodné kontaminaci:

e Nikdy neotvirejte zkumavku/desti¢ku s amplifikovanymi PCR produkty

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

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

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

e Kredénivzorku pouZijte ultradistou nebo PCR grade vodu (nebo z ni pfipravené pufry).

5.3 Pozadované kontroly v kazdém stanoveni

Pro odhaleni pfipadnych fale$né pozitivnich a falesné negativnich vysledk(l je nutné pridat
pozitivni a negativni kontroly na kazdou RT-PCR destic¢ku. Jako negativni kontrolu pouZijte bud’
dodanou negativni kontrolu (Negative control, vialka ¢. 6) nebo Cisté odbérové medium. Jako
pozitivni kontrolu pouzijte SARS-CoV-2 templatovou RNA, ktera je soucasti soupravy (Positive
control, vialka €. 4).
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5.4 Nez zaCnete
Slozky soupravy jsou dodany a skladovany zamrazené, pred kazdym pouzitim proto:

e  Rozmrazte sloZzky na pokojové teploté (nerozmrazujte na ledu i v lednici).

e  Nekombinujte slozky z rGznych SarZi souprav.

e  Pifed otevienim kaZdou vialku stocte, abyste shromazdili veSkerou tekutinu na dné.

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

5.5 Skladovani a priprava vzork(

5.5.1 Vzorky slin

Pro odbér slin pouZivejte odbérové sady na sliny DIANA Biotechnologies. Vzorky slin je v téchto
saddch mozné skladovat pfinejmensim 72 hodin pfi teplotach 4 °C az 25 °C. Vzorky je moZné také
alespon jednou zamrazit (pfi teploté <-70 °C). Pokud chcete pouZivat jiné odbérové sady, jejich
vybér konzultujte se zdstupcem vyrobce této soupravy, nikdy nepouzivejte sady, které obsahuji
inaktivaéni roztoky pro stabilizaci RNA nebo DNA.

V pfipadé 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 Diana
Biotechnologies, tak zaSroubované zkumavky naskladejte do 96-jamkového stojanku (,,racku”, DB-
1228 nebo DB-1240) tak, aby zaplnily kazdou druhou fadku (do kazdého racku se vejde 48 vzork).
Nasledné umistéte do inkubatoru s nucenym obéhem vzduchu predehiatého na 90 °C na 30 minut
(nikdy neprekracujte 60 minut). Tepelna inaktivace slin byla validovana pro inkubator o vnitfnim
objemu 60 L a doporuceny postup je nasledovny: do inkubatoru nejprve vlozte minimalné dvé
litrové (pfipadné ctyfi plllitrové) lahve naplnéné vodou a ponechte je vytemperovat po dobu 4
hod a aZ poté inkubator pouZivejte pro inaktivaci vzorkl (takto se udrZi stejné podminky pro
vSechny vzorky bez ohledu na jejich pocet). Do inkubatoru vkladejte najednou maximalné 8 napul
naplnénych rack(, tj. 384 vzorkl. Pokud pouzivate jiné odbérové sady nebo inkubator o jiném
vnitfnim objemu, pak je sliny nutné inaktivovat tak, aby vzorek byl po dobu alespofi 10 minut
zahraty na 80 °C. Toho mUzZete dosdahnout napfiklad prenesenim 50 pL vzorku do PCR desticky di
jinych mikrozkumavek a inkubaci alespori 10 minut pfi 80 °C v termalnim cykleru (Ize pouZzit i jiné
zkumavky vloZzené do termobloku, neprekracujte 30 minut pfi 80 °C). Je na uZivateli, aby postup
tepelné inaktivace pro jiné odbérové sady nebo inkubdtor o jiném vnitfnim objemu radné
zvalidoval. Po tepelné inaktivaci vzorky zchladte na pokojovou teplotu, bud ponechte dalSich 30
minut pfi 25 °C, nebo 10 minut ve 4 °C — bez zchlazeni neni mozné vzorky pipetovat. Po inaktivaci
neni nutné sliny ihned otestovat, virova RNA je v nich stabilni dalSich az 72 hodin pfi 25 °C.

Pfed pipetovanim sliny stocte po dobu 1 az 2 minut na 100 aZ 200 g, to by mélo postacit na stoceni
slin z vicka a zavitu vicka a usnadnit pipetovani stocenim nejvétsiho precipitatu ¢i jiné debris ve
slinach. Delsi staceni ¢i staceni s vyssi rychlosti mGzZe vést ke ztraté citlivosti detekce.
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5.5.2 Vzorky nosohltanovych stér(

Pro stéry pouZivejte odbérové sady obsahujici bézna transportni média (napf. Copan Universal
transport medium for viruses), inaktivacni média nejsou vhodna. Stéry v transportnim médiu
doporucujeme skladovat dle instrukci vyrobce daného média, napfiklad v IMPROVIRAL™ Viral
Preservative Mediu (VPM) je mozné stéry skladovat pfinejmensim 48 hodin pfi 4 °C a zaroven je
mozné je alespon jednou zamrazit (pfi teploté < -70 °C).

Souprava byla validovana pro vice nez 10 médii (vice viz kapitola 1.4, pro aktualni list kontaktujte
zastupce vyrobce této soupravy). Je zodpovédnosti uzivatele pouZiti soupravy validovat pro kazdé
dalsi médium, které nebylo validovano vyrobcem. Pro pouZiti soupravy s konkrétnim typem média
je nutné vzdy validovat porovnanim vysledk( detekce virovych RNA v pozitivnich vzorcich v daném
médiu pomoci RT-PCR po izolaci RNA a pomoci pfimé detekce ve vzorcich pomoci této soupravy.
Je vhodné otestovat prinejmensim 10 pozitivnich vzork(, alespor nékolik z nich by mélo byt slabé
pozitivnich s Ct > 30.

Tepelnad inaktivace stérl neni nutna, avsak je mozna pro zvyseni bezpecnosti, u nékterych vzorkl
mUze vést dokonce ke zvyseni citlivosti. Jakykoliv protokol pro inaktivaci vzorkd stér(l v médiu je
nutné také validovat: je nutné pfemérit také alespon 10 pozitivnich vzorkl (z nichZz nékolik je slabé
pozitivnich) pfimou detekci touto soupravou bez inaktivace a po inaktivaci. Protokol pro inaktivaci
je nutné validovat pro kazdé pouzité médium, jejich vlastnosti se mohou pfi inaktivaci vyrazné
odliSovat. Jako vychozi protokol doporucujeme 15 az 30 minut pfi 65 °C. Pfi delSich ¢asech &i pfi
vyssi teploté (typicky nad 80 °C) uz dochazi k precipitaci média a poklesu citlivosti stanoveni.

Pokud jste vzorky zahfivali, tak je pfed pipetovanim nechte vytemperovat na pokojovou teplotu,
jinak je mGze byt obtizné pipetovat (nutné v pripadé, Ze pro pridani vzorkd pouzivate pipetovaciho
robota). V pfipadé potieby pred pipetovanim stéry stocte po dobu 1 az 2 minut na 100 aZ 200 g.
Delsi staceni Ci staceni s vyssi rychlosti mdze vést ke ztraté citlivosti detekce.

5.6 Priprava RT-PCR master mixu

Pfiprava RT-PCR master mixu pro jednu reakci je popsana nize. Pokud pfipravujete RT-PCR
master mix pro vice reakci, vyndsobte objemy poctem reakci (a pfipoctéte pipetovaci rezervu) —
viz také tabulka 12.

1. Rozmrazte a promichejte vSechny slozky (viz kapitola 4.4).

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 pfidejte 5 uL Primer mixu (4x), v soupravé vialka &. 2 (modré © nebo
prthledné vicko) a promichejte opakovanym pipetovanim.

4. Do stejné vialky ptidejte 5 pL Enzyme mixu (4x), v soupravé vialka &. 3 (éerné @ nebo
pruhledné 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 nemuizZete hned pokracovat s ptridanim
vzork( a naslednym RT-PCR, tak desticky/mikrozkumavky pfikryjte vickem (podrobnosti
ke stabilité jednotlivych sloZek soupravy a RT-PCR mixu viz kapitola 4.5).

Pro automatizovanou pripravu desticky s RT-PCR mixem a pridani vzork( je potfeba mrtvy objem.
Celkovy objem reakce i objem vzork( je proto mozné o 10 % zmensit oproti hodnotam uvedenym
v kapitolach 5.5 a 5.6 bez ovlivnéni citlivosti detekce.
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Tabulka 12: Pfiprava RT-PCR master mixu

Slozky soupravy C.v?é::[rl\]la ML na 1 reakci uL na 100 reakci
Enhancer mix (4x) 1 5 500
Primer mix (4x) 2 5 500
Enzyme mix (4x) 3 5 500
Celkovy objem RT-PCR master mix 15 1500

[1] Cislovani vialek odpovidd poradi pfidavani jednotlivych sloZek, je dilezité toto poradi zachovat.

Alikvotovani roztok( pro pfipravu RT-PCR master mixu

Pocty a objemy alikvotd jednotlivych sloZek této soupravy pro 1000 testd (1000rxns) jsou shrnuty
v tabulce 11. Pokud nechcete pouZit celou soupravu najednou, je vhodné si po prvnim rozmrazeni
pripravit jednorazové alikvoty. Pro pfipravu jednorazovych alikvotl pro analyzu 96 vzork( (napf.
s vyuZitim pipetovaci stanice Agilent Bravo a souprav DB-1222 nebo DB-1226) postupujte takto:

Od kazdého z roztok( Enhancer mix (4x), Primer mix (4x) a Enzyme mix (4x) pfipravte 10 alikvotd
po 510 pL a zamrazte co nejdrive pfi teploté -70 °C nebo nizsi. Pro pfipravu RT-PCR master mixu
pro analyzu 96 vzork( poté smichejte vidy po jednom alikvotu od kazdé komponenty a vznikly RT-
PCR mix pouZzijte cely. Podrobnosti ke stabilité a skladovani jsou uvedeny v kapitole 4.5.

Alternativné muzZete pfipravit hotovy RT-PCR master mix smichanim téchto tfi slozek a po
promichani pfipravte 10 alikvoti po 1530 pL a zamrazte co nejdfive pfi teploté -70 °C nebo nizsi
a do mésice spotfebujte. Tento mix uz znovu nepfemrazujte, spotfebujte vzdy cely alikvot.

5.7 Pridani vzorku a externi kontroly do RT-PCR reakce

V této kapitole je popsano pridani vzorku a kontrol do reakce. VZidy jsou referovany objemy pfi
manualni pfipravé, nicméné v pfipadé automatizované pfipravy reakci je nutny mrtvy objem a
celkovy objem reakce i objem vzork( je proto mozné o 10 % zmensit oproti hodnotdm uvedenym
v kapitoldch 5.6 a 5.7 bez ovlivnéni citlivosti detekce.

5.7.1 Vzorky slin

Pfidejte 2 pL vzorku tepelné inaktivovanych a stoéenych slin do jamek/mikrozkumavek, které
obsahuji 15 pL RT-PCR master mixu a béhem pfidavani vzorku vyplachnéte Spicku opakovanym
nasatim a vypusténim kapaliny v jamce/mikrozkumavce. Pokud se ve slindch pfi inaktivaci vytvofil
precipitat, tak se snazte nabrat kapalinu nad timto precipitatem. Vizudlné zkontrolujte, Ze sliny
byly nejprve do Spic¢ky nabrany a nasledné vypustény. Dalsi michdni reakéni smési neni nutné.

Nasledné pridejte 3 pL RNA z vialky External control (vialka &. 5, fialové vicko @) a vyplachnéte
$picku opakovanym nasatim a vypusténim kapaliny v jamce/mikrozkumavce. Externi kontrolu
vidy pfidejte az po vzorku. Dalsi michani reakéni smési neni nutné.

Tyto objemy jsou vhodné pro manualni i automatizované pipetovani. Pokud pridavate vzorky a
kontroly automatizované, nastavte pipetovaci program tak, aby vzorek i kontrola byly hned po
pridani promichany s RT-PCR mixem opakovanym nasatim a vypusténim v jamce/mikrozkumavce.

Pro zvyseni citlivosti je mozné pfidat i vétsi objem vzorku a mensi objem kontroly (4 pL vzorku a
1 uL externi kontroly). Nicméné vétsi objem muze zvysit pocet inhibovanych vzork, u kterych je
v kontrole pozorovana inhibice, cemuz Ize predejit, pokud jsou sliny nabirany bez precipitatu.
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5.7.2 Vzorky nosohltanovych stér(

Pfidejte 2 uL vzorku stéru do jamek/mikrozkumavek, které obsahuji 15 pL RT-PCR master mixu a
béhem pridavani vzorku wvyplachnéte 3Spicku opakovanym nasatim a vypusténim kapaliny
v jamce/mikrozkumavce. Vizualné zkontrolujte, Ze vzorek byl nejprve do Spic¢ky nabran a nasledné
vypustén. Dalsi michani reakéni smési neni nutné.

Nasledné pridejte 3 puL RNA z vialky External control (vialka &. 5, fialové vicko @) a vyplachnéte
$picku opakovanym nasatim a vypusténim kapaliny v jamce/mikrozkumavce. Externi kontrolu
vidy pfidejte az po vzorku. Dalsi michani reakéni smési neni nutné.

Tyto objemy jsou vhodné pro manudlni i automatizované pipetovani. Pokud pridavate vzorky a
kontroly automatizované, nastavte pipetovaci program tak, aby vzorek i kontrola byly hned po
pridani promichany s RT-PCR mixem opakovanym nasatim a vypusténim v jamce/mikrozkumavce.

Podobné jako u slin je mozné i u stérl pro zvyseni citlivosti pfidat i vétsi objem vzorku a mensi
objem kontroly (4 pL vzorku a 1 puL externi kontroly). Nicméné nékterd média mohou v tomto
objemu RT-PCR stanoveni ¢aste¢né inhibovat a pokud chcete pouzivat tento zvySeny objem, tak
kontaktujte zastupce vyrobce pro konzultaci, zda je vami pouzivané médium vhodné a je nutné
tento postup validovat na pozitivnich vzorcich v konkrétnim médiu.

5.7.3 Obecné postupy a pouziti kontrol

Externi kontrola musi byt vZzdy ptridana do kazdé jamky s kazdym vzorkem, protoZe pokud by doslo
k inhibici RT-PCR reakce vzorkem, tak tato kontrola tuto inhibici odhali. Pro spravnou funkci musi
byt externi kontrola vzdy pfidana azZ po pfidani vzorku, nikoliv naopak.

Po pridani vzork( a externi kontroly do 96-jamkové desticky ji zalepte adhezivni optickou fdlii a
spustte RT-PCR reakci (do 60 minut od ptidani vzorkd), jak je popsano v kapitole 5.8.

Kazda desticka musi obsahovat alespon jednu pozitivni a jednu negativni kontrolu.

V pfipadé pozitivni kontroly pfidejte misto vzorku 2 nebo 4 uL Positive control z vialky ¢. 4
(¢ervené vicko @). V pripadé negativni kontroly pfidejte misto vzorku 2 nebo 4 pL Negative
control z vialky €. 6 (PCR grade water, bilé vicko ©).

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

Na kazdé desti¢ce doporucujeme také kontrolu znamého pozitivniho klinického vzorku ve stejném
médiu jako ostatni vzorky, Ci stejného biologického typu (napf. sliny). Doporucujeme takovou
kontrolu rozalikvotovat a pouZivat opakované (kontrola neni soucasti soupravy).

5.8 Protokol RT-PCR

RT-PCR protokol k této soupravé byl validovan na pfistrojich: Roche LightCycler 480 Il (LC480 Il),
Roche LightCycler 96 (LC96), BioRad CFX96™ a BioRad CFX Opus 96. Lze jej pouZzit také s jinymi
pfistroji, které jsou schopné trojité detekce v kanalech FAM, HEX a Cy5, je vSak na uzivateli, aby
provedl spravné nastaveni pristroje a ovéfil fungovani soupravy s vyuZitim vhodnych kontrol.
Navod na nastaveni RT-PCR protokolu a detekce v pfislusnych kanalech naleznete v uZivatelské
pfirucce prislusného pfistroje.
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5.8.1 Nastaveni pfistroju BioRad CFX96™ a BioRad CFX Opus 96

Pro detekci ve tfech kanalech pouZijte vychozi nastaveni pristroji a filtrd dle tabulky 13. Nastaveni
na pfistrojich BioRad CFX96™ a BioRad CFX Opus 96 je identické.

Tabulka 13: Nastaveni filtrti pro RT-PCR detekci na pfistrojich BioRad

Fluorophores Excitation (nm) Detection (nm)
FAM* 450-490 515-530
HEX* 515-535 560-580
Cy5* 620-650 675-690

*Ndzvy fluorofor(l jsou v textu uvadény tak, jak jsou popsany v CFX Maestro Software.

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 nacasovani kazdého kroku je uvedeno v tabulce 14.

Objem vzorku ,,sample volume” nastavte na 20 pL.

Tabulka 14: Protokol pro RT-PCR detekci na pristrojich BioRad.

Variable RT step | Denature Cycling Cooling
Cycles 1 1 45 1
Temperature (°C) 50 95 95 60 72 40
Hold time (hh:mm:ss) | 00:10:00 | 00:02:00 | 00:00:05 | 00:00:15 | 00:00:15 | 00:00:30
Plate read NO NO NO YES NO NO

Pfiblizna délka tohoto protokolu na pfistrojich BioRad je 76 minut.

5.8.2 Nastaveni pristroje Roche LC480 Il

Pro detekci ve tfech kanalech pouzijte nastaveni pfistroja a filtr(i dle tabulky 15.

Tabulka 15: Nastaveni filtrii pro RT-PCR detekci na pfistroji Roche LC480 II.

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

Program se sklada ze 4 krok(:
1. Reverzni transkripce virové RNA (RT step)
2. Aktivace Taq polymerazy (Denature)
3. PCR amplifikace (45 cyklQ; Cycling)

4. Ochlazeni desticky (Cooling)

Nastaveni cilové teploty, parametru ramp rate a nacasovani kazdého kroku je uvedeno v tabulce

16.
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Tabulka 16: Protokol pro RT-PCR detekci na pfistroji Roche LC480 II.
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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

Priblizna délka tohoto protokolu na pfistroji Roche LC480 Il je 70 minut.

5.8.3 Nastaveni pristroje Roche LightCycler 96

Identicky protokol, jako je popsan vyse pro Roche LightCycler 480 I, byl validovan také pro Roche
LightCycler 96. PouZijte vychozi nastaveni ramp rate a kanald FAM, HEX a Cy5.

5.9 Analyza dat

5.9.1 Stanoveni hodnoty prahového detekéniho cyklu (Ct)

Provedte analyzu dat dle ndvodu 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(
(prah( fluorescence) pro vybrané pristroje, avsak v pripadé potieby jejich hodnotu upravte tak,
aby thresholdy kfivky protinaly pfi logaritmickém zobrazeni v jejich linedrni ¢asti (neplati pro
linedrné zobrazené kfivky) a zaroven aby byl threshold vidy nad pozadim u vsech negativnich
vzorkd. Uprava thresholdd miiZe byt vy?adovéna bud vy$si autofluorescenci vzorkd (zejména slin),
a tim padem vyssim pozadim, nebo rozdily mezi jednotlivymi pfistroji (byt od stejného vyrobce).

Pro BioRad CFX96™ a BioRad CFX Opus 96 doporucujeme pouZit vychozi nastaveni pro snimani
kandalad FAM, HEX i Cy5 a pro urceni hodnot Ct pouzijte vychozi metodu Single Threshold mode*
s manualné zvolenymi thresholdy: 200 RFU pro FAM i HEX a 100 RFU pro Cy5. Pro Roche LC480 II
doporucujeme pouzit vychozi metodu Fit point* a korekci barev pro kandly FAM a HEX**, kterad je
uloZzena v databazi a nastaveni threshold(: 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). Pro LC96 pouzijte vychozi nastaveni,
avsak nékdy muize u detekce mutaci dojit k amplifikaci, kterd je pod thresholdem a kfivky je tak
vhodné vizualné zkontrolovat. ProtoZe biologické vzorky mohou v PCR autofluoreskovat, tak mlze
byt nutné manudlné zvolené thresholdy navysit oproti vySe uvedenym hodnotdm. VSechna Ct
popsana v tomto oddile odpovidaji vyse uvedenym thresholdim. Alternativné je pro ziskani Ct na
pfistroji Roche LC480 Il mozné vyuzZit analyzu metodou maxima druhé derivace.

V dasledku pouZziti prahové fluorescence pro vypocet Ct mize dojit k nespravnému vyhodnoceni
krivek, proto je v kazdém ptipadé nutné vizualné zkontrolovat namérena data. Metoda Fit Point*
muze nékdy v dlisledku neobvyklého tvaru krivky vyhodnotit negativni vzorek jako pozitivni — napf.
pri skokovém naristu fluorescence v disledku bubliny v reakéni smési atp., zatimco metoda druhé
derivace mlze naopak vyhodnotit pozitivni vzorek jako negativni. VSechny kfivky se strmym a
trvajicim nardstem fluorescence musi byt vyhodnoceny jako pozitivni (standardni vzhled kfivek viz
kapitola 5.9.10), zatimco ostatni kfivky musi byt vyhodnoceny jako negativni.

Ziskané hodnoty Ct se budou lisit v zavislosti na pouZitém RT-PCR pfistroji, metodé vyhodnoceni a
nastaveni threshold(. Hodnoty Ct tak nelze pouzit pro srovnani vzorkl, pokud byly analyzovany
v jiném pokusu. Pro ilustraci, pozadi u stroji BioRad je typicky vyrazné nizsi nez vyse doporucené
prahové fluorescence, a pokud nastavite tento prah tésné k hodnoté pozadi, pak mizete dostat
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hodnoty Ct az o 3 az 5 cykll nizsi nez s doporucenymi prahy. Nevyhodou takto nizko nastavenych
prah( je nachylnost k falesné pozitivni interpretaci jamek s autofluoreskujicimi vzorky nebo pfi
presvitu z jiného kanalu. Naopak, pokud nastavite prahovou fluorescenci vysoko, tak muzZete
ziskat hodnoty Ct az o 3 az 5 cykll vy3si a s minimalnim rizikem faleSné pozitivni interpretace,
avsak muZete minout slabé pozitivni vzorky, které nedosahnou této prahové fluorescence
(maximalni fluorescence vzorki se v jednotlivych kanalech pohybuje typicky mezi 1 000 a 10 000
RFU jednotek). Proto doporucujeme vySe uvedené hodnoty jako prahové fluorescence. Hodnoty
C: ale nejsou presné porovnatelné ani mezi riznymi méfenimi na stejném typu pfistroje a se stejné
zvolenym thresholdem: z nasi zkuSenosti se namérené fluorescence mezi rlznymi béhy nebo
raznymi pfistroji BioRad lisi az dvojnasobné.

Veskeré ocekdvané hodnoty Ct uvedené nize u vyhodnoceni kontrol a v tabulce 17 predpokladaji
dodrZeni navodu (napf. pridané objemy komponent) a vySe popsaného nastaveni pfistroju.
V pripadé poutziti jiného pfistroje, nastaveni i jiné metody je pro presnou interpretaci podle
tabulky 17 nutné naméfené hodnoty Ct posunout o rozdil mezi vdmi uréenou hodnotou Ct
pozitivni kontroly a referen¢ni hodnotou C: = 28 (pro FAM kanal)***. Napftiklad, pokud vami
urcena hodnota Ct FAM kandlu pro pozitivni kontrolu bude 24, tak pro aplikaci tabulky 17 bud’
prictéte 4 cykly k hodnotam Ct klinickych vzorkd, anebo 4 cykly odectéte od prahovych Ct v tabulce
17.

* Metoda je také nazyvand Threshold Crossing, Cycle Threshold nebo Fit Point, kde hodnota Ct odpovidd cyklu, kde
fluorescence vzroste nad uroven pozadi a prekracuje pfedem stanovenou prahovou hodnotu.

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

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

5.9.2 Vyhodnoceni kontrol

U pozitivni kontroly musi k amplifikaci dojit alespon ve dvou kanalech: virovych gend ve FAM a
HEX (v zavislosti na pouzitém plastiku, cykleru a objemu vzorku jsou pro tyto kandly ocekavané Ct
hodnoty v rozmezi 27-33 cykl(l). Pokud nedojde k amplifikaci v nékterém z téchto kanall (tzn. Ze
v nékterém z téchto kanal( bude Ct >35), PCR reakce neprobéhla spravné a vysledky z takové
analyzy nejsou platné a musi byt zopakovany. Amplifikace externi kontroly v Cy5 by méla vést k Ct
<33 cykld, avsak pro vyhodnoceni pozitivni kontroly to neni nutné. Pro uréeni hodnot Ct pouZijte
vysSe popsané nastaveni pfistrojU.

U negativni kontroly musi dojit k amplifikaci externi kontroly v kanalu Cy5 (Ct <33 cykld), zatimco
v kandlech FAM nebo HEX nesmi byt Zadnd amplifikace. Méfitelna amplifikace ve FAM nebo HEX
kanalech ukazuje na moZnou kontaminaci reagencii templatem, coz muize zplsobit falesné
pozitivni vysledky. V takovém ptipadé je nutné otestovat vétsi pocet negativnich kontrol.

Externi kontrola musi byt vyhodnocena u kazdého vzorku: porovnejte priimérnou hodnotu Ct
v Cy5 kanalu pozitivni a negativni kontroly s Ct kazdého vzorku. U pozitivnich vzork( mize byt
amplifikace externi kontroly negativné ovlivnéna amplifikaci virovych gend a Ct hodnoty v Cy5
kandle mohou byt vyrazné vyssi pfipadné pod thresholdem. Pokud test vyhodnocujete pouze
kvalitativné, pozitivni vzorky jsou povaiovany za pozitivni i v pfipadé, Ze nevyjde externi
kontrola. U vzorkd, které jsou v kanalech FAM a HEX negativni (nedetekovatelné nebo s Ct > 40),
je nutné porovnat hodnoty Ct v Cy5 u vzorku a kontrol. V pfipadé, Ze je Ct v Cy5 u vzorku oproti
kontrolam nizsi nebo stejnd, pak nedochazi k Zadné inhibici RT-PCR a citlivost detekce SARS-CoV-
2 RNA neni vzorkem negativné ovlivnéna. V pfipadé, Ze je Ct v Cy5 u vzorku oproti kontrolam vyssi,
tak Umérné rozdilu Ize kvantifikovat rozsah inhibice RT-PCR (externi kontrola je vyrazné
nachylnéjsi na inhibici ¢i degradaci nez virova RNA, takZe posun v Ct u virovych kanald bude typicky
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mensi nebo maximalné stejny); napr. pokud je Ct v Cy5 u vzorku o jeden cyklus vyssi, pak je inhibice
az 50%, tzn. zvySeni analytického limitu detekce viru aZ dvojndsobné. Pokud je Ct v Cy5 u vzorku
vyssi o cca 3.3 cykly, pak mlze byt analyticka citlivost detekce SARS-CoV-2 v takovém vzorku az
inhibici mlZe dojit k faleSné negativnimu vysledku v tomto vzorku, pokud by Ct pro virové kanaly
v neinhibované reakci bylo vyssi nez cca 35). U vzork(, které maji Ct v Cy5 kandlu vyssi o cca 6.6
cykld, tak analyticka citlivost stanoveni mlze byt az 100x niZzsi.

Doporucujeme vyloucit vysledky vzorkl s Ct v Cy5 o vice jak 4 cykly vyssi oproti kontrolam, a zmérit
tyto vzorky bud v mensim objemu (napf. namisto 4 pL stérl pouze 2 pL) anebo alternativnim
zpUsobem s izolaci RNA pred RT-PCR. Pti testovani 4 plL stérd v mediu bylo ve skupiné 537 lidi
pozorovano ~0.5 % vzork( (3 vzorky), u kterych doslo k posunu Ct v Cy5 o vice jak 3 cykly, zatimco
pfi otestovani 2 uL media to byl pouze jeden vzorek. Pti testovani 2 L slin byl ve skupiné 494 lidi
pozorovan pouze jeden vzorek se zvysenym Ct v Cy5 o vice jak 3 cykly. V pripadé inhibice u vzorkd
slin pipetovanych automatizované obvykle pomlzZe prfeméreni, ve kterém se vzorek prida
manualné s vizualni kontrolou, Ze se nepfidal precipitat z inaktivace.

5.9.3 Interpretace vysledkl mérenych vzork(

Stanovte hodnoty prahového detekéniho cyklu (Ct) v kazdém kanalu a vysledky interpretujte dle
tabulky 17 a dle vysledkd vyhodnoceni pozitivni kontroly. V pfipadé, Zze pouZivate doporuceny
postup pro ureni Ct a vami ziskané hodnoty Ct pro pozitivni kontrolu odpovidaji rozmezim
uvedenym v pfedchozi kapitole (tj. Ct pro FAM i HEX kanal mezi 27. a 31. cyklem), mizZete
interpretovat namérena Ct dle této tabulky bez dalsich prepoctid. V opacném pripadé je nutno Ct
stanovené vasi metodou pred interpretaci dle tabulky 17 prepocditat, jak je uvedeno v kapitole
5.9.1.
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Tabulka 17: Interpretace vysledku

V kanalech FAM a HEX znaéi symbol ,+“ Ct < 40 cykli / symbol ,-“ Ct > 40 cykli nebo
nedetekovatelny signal. V kandle Cy5 pro externi kontrolu znaci symbol ,,-“ Ct ve vzorku o 4 a vice
cyklh vy$si neZz v negativni kontrole nebo nedetekovatelny signdl; symbol ,+“ Ct ve vzorku
maximalné o 4 cykly vyssi neZ v negativni kontrole. V kanale FAM je detekovan virovy gen
EndoRNAse, v HEX virovy gen Spike a v Cy5 Externi kontrola. Hodnoty Ct, které jsou uvedené v této
tabulce predpokladaji analyzu na strojich BioRad za vyhodnoceni dle vySe popsaného postupu a
nastaveni threshold( (viz kapitoly 5.8.1 a 5.9.1)

FAM 67 HEX (6.7 Cy5 Interpretace
+ + + /2 | SARS-CoV-2 pozitivni
- - + Nedetekovatelné (SARS-CoV-2 negativni) &

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

Ct>30 - +
Slabé SARS-CoV-2 pozitivni, opakovat pro potvrzeni !
- Ct>30 + [
> = =
Ct>30 Slabé SARS-CoV-2 pozitivni, inhibice RT-PCR, opakovat
) e ) pro potvrzeni P!
Ct<30 i sy 0 Nespolehlivy vysledek: muzZe ukazovat kontaminaci

produktem amplifikace nebo mutaci v jednom z gend,
doporuceno zopakovat s RT-PCR soupravou, ktera
detekuje jiné geny nez tato souprava.

- Ct <30 My

[1] PFi pfidani 1 pL externi kontroly je hodnota Ct v Cy5 kandlu okolo 30. cyklu, v pfipadé pfidani 3 uL je
hodnota Ct v Cy5 kanalu okolo 29. cyklu.

[2] Vysoké koncentrace virové RNA mohou zplsobit zhorseni amplifikace externi kontroly, coZ se projevi
snizenim signalu v kanalu Cy5 ¢i jeho Uplnou absenci (podrobnosti viz obrazek 4). Absence signalu Cy5
neméni interpretaci pozitivnich signalli v kanalech FAM a HEX.

[3]V pfipadé, Ze je pozitivni pouze jeden z kanald FAM nebo HEX s Ct mezi 30. aZ 40. cyklem, a zarover vysla
pozitivné i externi kontrola, Ize vysledek povaZovat za pozitivni, avSak je nutné pro potvrzeni test zopakovat
(se stejnym vzorkem pro vylouceni ndahodné kontaminace nebo s novym odbérem pro potvrzeni klinické
relevance). Opakované pozitivni vysledek v daném kandle je povaZovan za pozitivitu.

Pozn: tzv. britska varianta vede k posunu signalu v HEX kanalu do vyssich cykll (posun okolo 4 aZz 5 cykla
oproti FAM) a v tomto pfipadé tak mohou byt pozitivni pouze v jednom kanalu (FAM) i vzorky s Ct > 30
(nicméné typicky se jedna i tak pouze o vzorky s Ct > 35 ve FAM).

[4] V pfipadé, Ze je Ctv jednom z virovych kanall nizsi neZ 30 cyklus a druhy kanal je negativni, je vysledek
nespolehlivy. MUzZe se jednat o kontaminaci produktem amplifikace nebo o mutaci v cilovém genu, ktery
vySel negativné. Je proto doporuceno zopakovat test s RT-PCR soupravou detekujici jiné cilové geny nez tato
souprava. V pfipadé vyskytu takovychto vzork( prosime o kontaktovani aplikacnich specialist( vyrobce.

[5] V pripadé, Ze je pozitivni pouze jeden z kanalll FAM nebo HEX s Ct mezi 30. aZ 40. cyklem a zaroven je
pozorovéana inhibice v Cy5 kanale o vice jak 4 cykly, pak je nutné test opakovat, protoze pravdépodobné
doslo k inhibici RT-PCR. Pfipadné je mozZné provést standardni stanoveni po izolaci RNA prostfednictvim jiné
soupravy (napfiklad DB-1211, DB-1250, DB-1252 nebo DB-1254). Opakované pozitivni vysledek v daném
kandle je povazovan za pozitivitu.

[6] V jakémkoliv kanadle mizZe dochazet k pozvolnému nardstu signalu i v negativnich vzorcich, jedna se o
“neamplifikacni” krivky typicky s Ct > 30 a s koncovou fluorescenci maximalné 100-200 RFU. Pro vylouceni
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téchto kfivek mulze byt nutné zvysit threshold pfislusného kandlu pro vylouceni téchto kfivek. Tyto
“neamplifikacni” kfivky je mozné spolehlivé odhalit vizudlni kontrolou jejich tvaru: maji zcela jiny tvar oproti
standardnim amplifikacnim kfivkdm, kdy jim chybi postupny exponencidini narlst z nizkého pozadi a
koncové platé.

[7] V jakémkoliv kanale miZe dojit k autofluorescenci vzorku projevujici se vysokou fluorescenci od brzkych
cykll PCR protokolu, typicky s Ct < 10 a s koncovou fluorescenci v faddu stovek RFU. U slin navic mdze u
nékterych vzorkl dojit ke zvyseni pozadi fluorescence a je tak nutné upravit threshold jak pro virové kanily,
tak pro externi kontrolu v Cy5.

[8] Negativni vysledek nevylucuje infekci timto virem a nemél by byt pouzivan jako jediny zaklad pro
rozhodnuti o |éCbé pacienta.

5.9.4 |dentifikace varianty alfa (tzv. britské, B.1.1.7) viru SARS-CoV-2

Pro pftistroje Roche LightCycler 480 Il a Roche LightCycler 96 je typicky rozdil mezi Ct pro kandly
FAM a HEX méné nez jeden cyklus, pro BioRad CFX96™ okolo jednoho cyklu. Avsak pravé a pouze
u britské varianty SARS-CoV-2 (alfa) jsou Ct v HEX o 3 az 4 cykly vyssi (tzn. dochazi k celkovému
posunu o 4 az 5 cykld).

Pro identifikaci britské varianty nejprve urcete rozdil Ct(HEX) - Ct(FAM) pro pozitivni kontrolu
pfiloZenou v této soupravé: ten je nazyvan "referencni posun". Vzorky, u nichZ pozorujete rozdil
Ct(HEX) - Ct(FAM) o dva a vice cykl( vyssi nez referencni posun, jsou s nejvétsi pravdépodobnosti
vzorky britské varianty (obsahuji mutaci A570D). Typicky bude zména oproti referenénimu posunu
mezi 3 az 5 cykly, avSak u nékterych stroja, napriklad na Agilent Aria MX muze byt rozdil i vyssi.

Tabulka 18 shrnuje presny postup interpretace namérenych rozdil Ct(HEX) - Ct(FAM) a urceni,
zda se jednd o britskou variantu. Na obrazku 3 jsou ukazana typicka data pro detekci britské
varianty na strojich Roche LC96 a BioRad CFX96™.
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Tabulka 18: Postup na identifikaci tzv. britské varianty (201/501Y.V1) SARS-CoV-2

Britska varianta
Souprava | Ct(FAM) ! Rozdil Ct(HEX) — Ct(FAM
P ( ) ( ) ( ) (A570D mutace)
mendi nez 35 | vétii ne? (referenéni posun +2) ANO @
mensi ne? 35 7adny signal v HEX ANO
vétsi nez 35 vétsi nez (referencni posun +2) Neprikazné
DB-1219
vétsi nez 35 zadny signdl v HEX Neprikazné
mensi nez 35 mensi neZ (referenéni posun +2) | NEB!
vétsine7 35 mensi ne? (referenéni posun +2) | NEB!

[1] Hodnoty Ct uvedené v tabulce pouzijte, pokud Ct pozitivni kontroly je v kanale FAM v rozmezi 27 az 31
cykll. V pripadé, Ze by Ct pozitivni kontroly bylo odlisné od daného rozmezi, tak hodnoty Ct FAM v tabulce
zvyste nebo snizte o rozdil Ct pozitivni kontroly a oéekavané hodnoty Ct = 28. [2] Vzorky, u nichZ pozorujete
rozdil Ct(HEX) - Ct(FAM) o dva a vice cykl vyssi nezZ referencni posun, jsou s nejvétsi pravdépodobnosti
vzorky britské varianty, nicméné podobny efekt by mohla mit i pfitomnost jiné mutace a pro definitivni
potvrzeni je nutnd sekvenace. [3] Pfitomnost mutace nelze na zédkladé PCR vyloudit ani pro vzorky, které
nespliuji kritéria pro identifikaci britské varianty dle této tabulky, pro definitivni vylouceni je nutnd
sekvenace.

Detekce britské varianty na Roche LC96 Detekce britské var. na BioRad CFX96

Kanal HEX (Spike), pocet PCR cyklu
Kanal HEX (Spike), poéet PCR cykIU

10 10
10 15 20 25 30 35 40 10 15 20 25 30 35 40

Kanal FAM (EndoRNAse), pocet PCR cykll Kanal FAM (EndoRNAse), pocet PCR cykll

Obrazek 3: Detekce britské varianty porovnanim Ct mezi kanaly FAM a HEX
Na grafech je znazornéna korelace Ct ve FAM a HEX kanadlech pro klinické vzorky. Na levém grafu pro pfristroj
Roche LC96 a na pravém pro BioRad CFX96. Cervené ohranicené jsou vzorky obsahujici britskou variantu.
Zde znazornéna data byla namérena se soupravou DB-1211, avsak jsou platnd i pro soupravu DB-1219,
pouze rozdily Ct mezi HEX a FAM mohou byt aZ o jeden cyklus niZsi, nez je zndzornéno na obou grafech.

5.9.5 Typické vysledky

Na obrazku 4 jsou vyobrazena 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. Presné
hodnoty cykll Ct a fluorescence se mohou pro DB-1219 lisit, avSak tvary krivek (virovych gend i
externi kontroly) jsou pro obé soupravy shodné.
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Obrazek 4: Detekce desitkové redici fady SARS-CoV-2 RNA v mnozZstvi od 1 000 000 do 10 kopii
v jamce (a tfech negativnich kontrol) na pfistrojich Roche LC480 Il (modré kfivky), Agilent
AriaMX (zelené krivky) a BioRad CFX96™ (hnédé kfivky).

Prvni dvojice grafl ukazuje amplifikaci signdlu v kandlu FAM (virovy gen EndoRNAse), druha v HEX (virovy
gen Spike) a treti v Cy5 (externi kontrola). Grafy vlevo ukazuji fluorescenci v logaritmickém méritku, zatimco
grafy vpravo ukazuji fluorescenci v linedrnim méfitku. Jednotky fluorescence jsou normalizovany tak, aby
maximum pro kazdy pfistroj bylo rovno 100. Skutecné 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 kanalech FAM
a HEX je linearni v celém rozsahu. Amplifikace v kanale Cy5 je sniZzena pri velmi vysokych titrech virové RNA,
nicméné i tak je kontrola vidy detekovana (kfivky s nizsi maximalini 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 LC480 Ii;
Hard-Shell 96 well PCR plate-low-profile-skirted-clear-well (HSP9601) a LightCycler 480 Sealing Foil
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(04729757001) pro CFX96, FrameStar 96 Fully-Skirted (F-0961, white wells) a LightCycler 480 Sealing Foil
(04729757001) pro AriaMX.

6 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 pouzitim, jakoZ i za jakékoli pfimé a nepfimé Skody spojené nebo vzniklé v
souvislosti s DBdirect™ COVID-19 Multiplex RT-PCR kitem a s jeho pouZzitim.
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DB-1224 Bravo Installation Package for DBdirect™
DB-1222 DBdirect™ Bravo Extension Kit for Swab
DB-1226 DBdirect™ Bravo Extension Kit for Saliva 1.4IM
DB-1225 Saliva Collection Set 1.4IM

DB-1230 Saliva Collection Set 1.4IF

DB-1228 Sample rack 1.4IM

DB-1240 Sample rack 1.41F
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8 Jednostrankovy souhrnny protokol
8.1 Slozky soupravy
. Objem (pL) Skladovaci Popis
Slozky soupravy 100rxns 1000rxns teplota vialek
Enhancer mix (4x) 500 5000 <-18°C 1
Primer mix (4x) 500 5000 <-18°C 2
Enzyme mix (4x) 500 5000 <-70°C 3
Positive control 150 2x 750 <18°c |4
External control 500 5000 <-18°C 5
Negative control 150 2x 750 <-18°C 6

8.2 Priprava RT-PCR

e Porozmrazeni vSechny slozky promichejte, kazdou vialku pted otevienim stocte.

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

e Pfeneste 15 plL tohoto RT-PCR master mixu do 96-jamkové desticky, pridejte 2 uL nebo 4
UL slin (po tepelné inaktivaci) nebo stéru (avsak pro 4 pL stéru je nutna predchozi
validace), poté doplite do 20 uL externi kontrolou (vialka €. 5): 3 pL respektive 1 pL,
nasledné zalepte desti¢ku 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; vialka €. 6) a doplrite externi kontrolou do 20 pL.

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

Slozky soupravy Popis KL 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
8.3 Protokol RT-PCR
Tabulka sumarizujici nastaveni RT-PCR cykleru:
Variable RT step | Denature Cycling Cooling
Cycles 1 1 45 1
Temperature (°C) 50 95 95 60 72 40
Hold time hh:mm:ss) | 00:10:00 | 00:02:00 | 00:00:05 | 00:00:15 | 00:00:15 | 00:00:30
Plate read NO NO NO YES NO NO

Snimani musi byt nastaveno pro soucasnou detekci kanald FAM, HEX a Cy5. Postup pro nastaveni
detekce naleznete v kapitole 5.8 a v navodu pfislusného pfistroje.
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9 Pouzite grafické symboly
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Manufacturer / Vyrobce

LOT

Lot Number / Kéd davky

=

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

v
m
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Catalogue Number / Katalogové ¢islo

Upper limit of temperature / Horni mez teploty*
(*pro X odpovidajici konkrétni teploté)

Use by date / Pouzit do data

<l e

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

CONT

Package contains / Baleni obsahuje

CONTROL

Positive control / Pozitivni kontrola

CONTROL|

Negative control/ Negativni kontrola

Component volume / Objem komponenty

VOL
c € CE marking / Prostfedek oznadeny CE znackou

Diagnostic medical device in vitro / Diagnosticky zdravotnicky prostfedek in vitro
IVD
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