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1 Uvod

1.1 Poutziti (urceny ucel soupravy)

DBdirect™ Respiratory panel 2: SARS-CoV-2/Flu/RSV je urcen pro soucasnou detekci a diferenciaci
nukleovych kyselin virl SARS-CoV-2, chfipky (Influenza A, IAV a Influenza B, IBV) a respiracniho
syncytidlniho viru (RSV) ze Sirokého spektra respiracnich vzorkl (naptiklad nasalnich,
nasofaryngealnich, orofaryngealnich nebo bukalnich stérd v rlznych transportnich médiich, slin,
sputa, nasofaryngedlni tekutiny (aspiratu) nebo nasofaryngealniho vyplachu, vyplachl dutiny
Ustni a vyplachd hltanu kloktanim — tzv. ,gargling liquid“) pomoci jednokrokového RT-PCR
protokolu bez nutnosti pfedchozi izolace RNA. Souprava je uréena k poufZiti jako pomucka pfi
diferencidlni diagnostice SARS-CoV-2, Influenza A/B a RSV u lidi pomoci pFistroje pro real-time PCR.

1.2 Souhrn a vysveétleni testu

RNA z virll SARS-CoV-2, Influenza A, Influenza B a RSV jsou detekovatelné ve vzorcich lidskych
hornich cest dychacich béhem infekce. Pozitivni vysledek ukazuje pfitomnost SARS-CoV-2,
Influenza A/B a/nebo RSV RNA. Pozitivni vysledek na kterykoliv detekovany virus vsak nevylucuje
bakteridlni infekci ani soubéinou infekci (koinfekci) jinymi viry a to véetné ostatnich virl
testovanych negativné v tomto testu. Negativni vysledek pro jakykoliv vir nevylucuje infekci timto
virem a nemél by byt pouzivan jako jediny zdklad pro rozhodnuti o |é¢bé pacienta. Negativni
vysledky musi byt kombinovdny s klinickymi pozorovanimi, anamnézou pacienta a
epidemiologickymi informacemi.

Souprava DBdirect™ Respiratory panel 2: SARS-CoV-2/Flu/RSV je uréena pro pouZiti vyhradné
kvalifikovanym personalem klinické laboratofe, specidalné vyskolenym v metodach in vitro
diagnostiky real-time PCR.

1.3 Princip fungovani testu

Souprava obsahuje primery a préby pro provedeni real-time RT-PCR detekce RNA vir(i SARS-CoV-
2, Influenza A/B a/nebo RSV, kdy fluorescence je detekovdana pomoci techniky TagMan™
hydrolyzacnich préb. Vir SARS-CoV-2 je detekovan v kanale FAM pomoci amplifikace dvou
segmentd genomové RNA v oblastech genl EndoRNAse a konzervované cCasti Spike, stejné
sekvence jsou detekovdny v soupravach DB-1211 a DB-1219 a byly tak provéreny jiz v nékolika
milionech provedenych test(l. Primery pouZité pro Influenza A i B jsou dle doporuceni CDC
s adaptacemi, aby odpovidaly i soucasné kolujicim kmenlim a cili pro Influenza A do Matrix
proteinu 1 (M1) na segmentu 7 a pro Influenza B do Nonstructural protein 1 (NS-1) na segmentu
8. Primery pro Influenza A sekvencné odpovidaji nej¢astéjsim subtypidm H1N1, HIN1-pdm, H3N2,
H5N1 i H7N9, ale i H2N2, HIN2, H5N6 a HIN2 a Influenza A je detekovana v kanale HEX. Primery
pro Influenza B sekvencné odpovidaji subtyptim Victoria i Yamagata a Influenza B je detekovana
také v kanale HEX. Souprava tak nerozliSuje Influenza A a Influenza B, pokud chcete tyto viry
odlisit, tak pouZijte soupravu DB-1251 DBdirect™ Respiratory panel 1: SARS-CoV-2/Flu/RSV, kterd
pouziva stejné primery a proby, avsak dokaze rozlisit Influenza A a B diky vyufZiti jednoho dalsiho
kandlu. Primery pro RSV jsou dle doporuéeni WHO s adaptaceim, aby odpovidaly i soucasné
kolujicim kmen0m a cili pro oba viry (RSV A i RSV B) na oblast RdRP. RSV je detekovan v kanale
Texas Red (TEX).

Tato souprava je urcéena k detekci virové RNA ptimo v respiracnich vzorcich bez predchozi izolace
RNA. Proto souprava obsahuje externi RNA kontrolu a primery s prébou pro jeji detekci. Tuto
externi RNA kontrolu je nutné pfidat do kazdé RT-PCR reakce, a to aZ po pridani vzorku. Timto
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postupem ovéfite ucinnost RT-PCR reakce v kazdém vzorku testu (odhalite pfipadnou inhibici
reverzni transkriptdzy nebo polymerdzy vzorkem nebo nevhodnym médiem, stejné jako
pfipadnou degradaci RNA vzorkem: vidy se projevi pozdéjsi amplifikaci této kontroly). Pro ovéreni
spravné funkce soupravy je nutné do kazdé analyzy pridat alespon jednu negativni a alespon
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.

Pokud chcete virové RNA detekovat v izolované RNA, pak poutzijte soupravu DB-1252, kterd je
stejného designu jako tato souprava (detekce stejnych virl ve stejnych kandlech za pouziti
shodnych primerl a préb), avsak je urcena pro detekci vizolované RNA a obsahuje izolaéni
kontrolu. Tu je mozné pridat ke vzorku pred izolaci RNA a jeji inhibice miZe kromé inhibice reverzni
transkriptazy a/nebo polymerazy ¢i degradace RNA ukazovat také na pfipadné ztraty béhem
procesu izolace RNA.

1.4 Vhodné vzorky a kompatibilni odbérové sady

Tato souprava je vhodnd pro detekci virové RNA pfimo v respiracnim 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 mediu 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 vzork( a zvysi
citlivost stanoveni.

e Nosohltanové stéry po tepelné inaktivaci v rliznych transportnich médiich: vhodna jsou bézna
neinaktivaCni virova transportni média, fenolova cerveri neinterferuje. PFiklady médii
validovanych pro poutZiti s touto soupravou zahrnuiji:

o LMS Corotest VTM, HCUTM médium, VTM DULAB, Qanto VTM, MWE 2-VCM, MWE 2-
Virocult, ZU Ostrava VTM, Copan Universal Transport Medium a dalsi. Pro pouziti
s jinymi médii je nutné soupravu jednotlivé validovat.

o Vhodna jsou i PBS média (napfiklad testované sloZzeni 10 mM Na,HPO4, 1.8 mM
KH2PQ4, 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, pH 7.4; vidy je nutné otestovat pro konkrétni
sloZeni; silné pufry jsou nevhodné).

o Nevhodna jsou inaktivaéni média, napt. na bazi guanidium isothiokyanatu.

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

Souprava byla klinicky validovdna 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 vzork(, naptiklad pro jiné razné 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 zplUsobu odbéru slin, ¢i kazdého
pouZitého média je nutné validovat porovnanim vysledkd pro alespon 10 pozitivnich vzorki
po izolaci RNA vs. pfi pfimé detekci touto soupravou.

1.5 Kompatibilni automatizace a PCR pfistroje

Tuto soupravu je mozné pouzivat manudlné i automatizované na automatickych laboratornich
pipetovacich strojich. Vyrobcem je dodavan plastik a predpfipraveny protokol pro automatizaci
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na pipetovaci stanici Agilent Bravo. Souprava DB-1224 Bravo Installation Package for DBdirect™
obsahuje potfebné protokoly pro pripravu RT-PCR reakci ze slin i ze stér(i. Souprava DB-1222
DBdirect™ Bravo Extension Kit for Swab obsahuje dalsi potfebny plastik pro pfipravu RT-PCR reakci
ze stéru, jednotlivé ¢asti mohou byt pouZity i k jinym laboratornim ucellim. Odbérové sady na sliny
DIANA Biotechnologies obsahuiji 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 pripravy RT-PCR reakci ze slin s pouzitim téchto odbérovych
sad, jednotlivé ¢asti mohou byt pouZity i k jinym laboratornim tGéeliim. 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 byla validovana na strojich BioRad CFX96™ Real-Time PCR detekcni systém (BioRad
CFX96™) a BioRad CFX Opus 96 Real-Time PCR systém (BioRad CFX Opus 96), které nabizi dle
vyrobce shodné moznosti a mohou byt pouzivdny s touto soupravou zaménné. Veskeré protokoly
a nastaveni popsané v tomto ndvodu k poufZiti se vztahuji a byly validovény pro tyto dva PCR stroje.
Soupravu je ale mozné pouzivat i na dalSich PCR strojich (napfiklad Roche LC96), presné nastaveni
a validace protokol( je nicméné zodpovédnosti uZivatele. Souprava vyuZiva detekci ve FAM, HEX,
TEX a Cy5, tyto kandly jsou na témér vSech bézné pouzivanych strojich. Validovat PCR protokol je
mozné bud zmérenim fedici fady vzorku o znamé koncentraci anebo zméfenim setu alespon 10
klinickych vzorklli o zndmé koncentraci, z nichz by alespori nékolik mélo byt slabé pozitivnich
s Ct > 30.

2 Charakteristiky testu

2.1 Analyticka reaktivita (inkluzivita)

Pro ovéreni schopnosti soupravy detekovat riizné kmeny chripky A a B a RSV A a B bylo otestovano
celkem 27 rdznych kment (3x Influenza A HIN1, 5x Influenza A HIN1 pandemic, 7x Influenza A
H3N2, 8x Influenza B, 2x RSV A a 2x RSV B). Ty byly komercné zakoupeny ve formé virové kultury,
a protoze byly v riznych médiich, pricemz néktera byla inhibicni, tak nebyly testovany protokolem
bez izolace RNA, ale RNA byla nejprve izolovana soupravou DB-1206 Automated RNA Isolation Kit
a nasledné otestovéana soupravou DB-1252 RT-PCR Respiratory panel 2: SARS-CoV-2/Flu/RSV. Ta je
urcéena pro izolovanou RNA a pouziva stejné primery a proby jako tato souprava, zde uvedena data
tak pochazeji z méreni se soupravou DB-1252. Izolované RNA z jednotlivych kultur (kmena vir()
se lisila mezi virovymi kmeny, ale byla vidy v rozsahu 0.002 aZz 0.4 TCIDso , kopie” v reakci) a
vysledky méreni byly vyhodnoceny dle ndvodu k pouZiti DB-1250. Koncentrace virovych kultur byly
dodavatelem udavané v hodnotéach TCIDso/mL, a proto se vysledné LOD analyzy vztahly na tyto
jednotky.

Souprava DB-1252 dokazala detekovat ve spravném fluorescenénim kanale vSechny testované
kmeny chfipky A a B a RSV A a B v mnozstvi mensim nez 1 TCIDs, v reakci. V Tabulce 1 jsou pro
kazdy testovany kmen uvedeny hodnoty LOD na jednu reakci a v jednom mililitru (mnoZstvi kopii
viru je udano v jednotkach TCIDso) a dale pfiblizna hodnota Ct v pfipadé pritomnosti 1 TCIDsg viru
v reakci. Vzhledem k tomu, Ze jednotky TCIDsp zjednodusené udavaji pocet infekcnich ¢astic, tak
rozdilné hodnoty LOD pro dané kmeny nemuseji nutné znamenat rozdilnou citlivost detekce, ale
budou spiSe odrazet rozdilnou infektivitu danych kultur. Uréeni LOD pro kazdy kmen bylo
provedeno na zakladé porovnani Ct hodnot ziskanych z analyzy dané kultury (vidy méreny tti body
o raznych mnozstvich TCIDso) a fedici fady standardu (pouZit jeden pro kazdy virus Influenza A
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nebo B nebo RSV) o0 zndmém mnoZstvi kopii RNA. Na zakladé porovnani bylo uréeno kolika kopiim
virové RNA odpovida dané redéni TCIDso, a z této hodnoty pak byla dopocitana hodnota LOD (dle
LOD naméreného pro kvantitativni standardy, viz kapitola limit detekce) v jednotkach TCIDsq.

Tabulka 1: Vysledky detekce rtiznych kment virti chfipek a RSV

. LOD pro jednotlivé kmeny: Ct pro
Virus Kmen

TCIDso/reakce | TCIDso/mL 1 TCIDso/reakce
Influenza A HIN1 A/Singapore/63/04 0.04 9 33.2
Influenza A HIN1 A/Brisbane/59/07 0.005 1 30.1
Influenza A HIN1 A/Taiwan/42/06 0.1 26 34.7
Influenza A HIN1pdm | A/Michigan/45/15 0.0007 0.1 27.1
Influenza A HIN1pdm | A/California/07/09 0.0007 0.1 27.2
Influenza A HIN1pdm | A/New York/18/09 0.002 0.4 28.5
Influenza A HIN1pdm | A/NY/03/09 0.07 13 33.8
Influenza A HIN1pdm | A/Mexico/4108/09 0.05 9 33.2
Influenza A H3N2 A/Perth/16/09 0.05 9 32.3
Influenza A H3N2 A/Texas/50/12 0.006 1 29.3
Influenza A H3N2 A/Hong Kong/4801/14 0.003 0.7 28.6
Influenza A H3N2 A/Wisconsin/67/05 0.01 2 30.4
Influenza A H3N2 A/Kansas/14/17 0.01 2 30.1
Influenza A H3N2 A/Brisbane/10/07 0.07 14 33.0
Influenza A H3N2 Singapore/INFIMH-16- 0.03 5 315

0019/16

Influenza B B/Brisbane/33/08 0.00009 0.02 22.5
Influenza B B/Florida/04/06 0.0006 0.1 25.1
Influenza B B/Brisbane/60/08 0.001 0.2 25.9
Influenza B B/Texas/2/13 0.0004 0.08 24.6
Influenza B B/Victoria/504/00 0.004 0.7 27.7
Influenza B B/Florida/02/06 0.0005 0.1 25.0
Influenza B B/Colorado/06/17 0.0006 0.1 25.2
Influenza B B/Malaysia/2506/04 0.002 0.4 27.0
RSV-A 12/2014 Isolate #2 0.0002 0.04 24.5
RSV-A 3/2015 isolate #3 0.0002 0.05 25.0
RSV-B CH93-18(18) 0.000005 0.0009 19.4
RSV-B 3/2015 Isolate #1 0.00003 0.007 22.2

Tabulka shrnuje nazvy kmend (2. sloupec) jednotlivych virQ (1. sloupec) a hodnoty TCIDso v reakci a v mililitru
(3. a 4. sloupec) v RNA izolované z jednotlivych kultur. V poslednim sloupci je pak o¢ekdvana hodnota Ct
pro 1 TCIDso kopii v reakci. Podrobnéjsi popis a vysvétleni je v textu.

Pro detekci viru SARS-CoV-2 jsou v soupraveé pouZité stejné primery jako v soupravach DB-1211 a
DB-1219. Tyto soupravy jsou pouzivany od zacatku pandemie a bylo ovéreno, Ze dokdii beze
zmény citlivosti detekovat vSechny vyznamné varianty tohoto viru, tj. varianty ,wild-type®“, alfa,
beta, gama, delta i omikron.

2.2 Limit detekce (LOD)

Limit detekce byl urcen jako pfiblizny pocet kopii v reakci, pfi kterém vyjde 95 % jamek pozitivné.
Pro urceni LOD byly pouZity kvantitativni standardy od firmy Vircell. Pro kazdou testovanou
koncentraci byl zméren 24plikat a podle poctu pozitivnich jamek byl uréen LOD. Tabulka 2 shrnuje
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priblizné LODgs%. Pro RSV jsou redlné hodnoty pravdépodobné lepsi, protoze pro stanoveni byly
pouzity staré kmeny RSV, které se od dnesnich lisi a nesou zdmény v cilenych sekvencich oproti
pouzitym primertm. LOD je udavana v poc¢tu kopii na jamku (druhy sloupec), ale i jako koncentrace
v mL vzorku (tfeti sloupec), za predpokladu otestovani 2 nebo 4 ul vzorku.

Tabulka 2: LODgsy% pro vybrané cilené viry

DB-1253 LODssy v jamce MEDs 5k e

(4 pL vzorku) (2 pL vzorku)
SARS-CoV-2 500 1000
IAV HIN1-pdm 1250 2500
IAV H3N2 10 2500 5000
IBV Victoria 1250 2500
RSV-A 1250 2500
RSV-B 10 2500 5000

2.3 Intraassay a Interassay variabilita

Pro vybrané virové cile (SARS-CoV-2, Influenza A H3N2, Influenza B Victoria, RSV A, RSV B) byla
testovana intra a interassay variabilita. Od kazdého cile byly testovany tfi koncentrace (1000 nebo
100 nebo 25 kopii v jamce) v osmi replikatech (1000 kopii pouze ve ¢tyfech) na tfech rliznych
destickach, ve tfech rtiznych PCR strojich a vse bylo pfipraveno tfemi rdznymi operatory. Jako zdroj
virovych RNA byly pouzity komercni kvantifikované standardy RNA od vyrobce Vircell. Pokus byl
proveden na stroji BioRad CFX96™.

Z variance mezi jamkami v rdmci jedné desticky byly spocitany standardni odchylky pro intraassay
variability, a zvariance mezi jamkami mezi destickami byly spoditany standardni odchylky
pro interassay variability. Ze vSech méreni jedné koncentrace, jednoho viru bylo spocitano
ocekavané Ct jako prameér ziskanych Ct hodnot. V Tabulce 3, 4 a 5 jsou vSechny tyto tti parametry
uvedeny pro kaidy ztestovanych virQ. Cislo vidy udava prdmérnou hodnotu dané veliciny
(respektive u standartnich odchylek odmocninu prdméru varianci v poctu cykll) a v zavorce je
poté uvedeno rozmezi, které je definovdno minimalni a maximalni hodnotou pro danou veli¢inu.
V poslednim fadku v Tabulce 3 je uveden priimér pres viechny detekované RNA uvnitf jednoho
méreni (intraassay), v Tabulce 4 je uveden prlimér pres vSechny detekované RNA mezi dvéma
mérenimi (interassay variability) a v Tabulce 5 je uveden primér pres vSechny detekované RNA
vyjma kontroly (EC).
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Tabulka 3: Hodnoty intraassay variability

Intraassay Variabilita
Kit RNA Kanal 100 kopii 25 kopii
DB-1253 SARS-CoV-2 | FAM 0.08 (0.05-0.10) 0.09 (0.08-0.10) 0.18 (0.12-0.21)
DB-1253 IAV H3N2 HEX 0.11 (0.06-0.14) 0.20 (0.19-0.21) 0.50 (0.45-0.58)
DB-1253 IBV HEX 0.09 (0.06-0.11) 0.11 (0.08-0.13) 0.31(0.31-0.32)
DB-1253 RSV-A TEX 0.11 (0.08-0.14) 0.12 (0.08-0.16) 0.28 (0.23-0.36)
DB-1253 RSV-B TEX 0.14 (0.03-0.19) 0.30 (0.23-0.36) 0.61 (0.51-0.76)
DB-1253 EC Cy5 0.10 (0.05-0.13) 0.09 (0.05-0.14) 0.11 (0.08-0.14)
DB-1253 All All 0.11 (0.03-0.19) 0.18 (0.08-0.36) 0.41 (0.12-0.76)

Tabulka 4: Hodnoty interassay variability

Intraassay Variabilita

_

Kit RNA Kanal 100 kopii 25 kopii
DB-1253 SARS-CoV-2 | FAM 0.41 (0.18-0.57) 0.39 (0.24-0.55) 0.43 (0.28-0.59)
DB-1253 IAV H3N2 HEX 0.31(0.11-0.41) 0.36 (0.23-0.47) 0.70(0.51-0.91)
DB-1253 IBV HEX 0.35(0.18-0.48) 0.36 (0.17-0.47) 0.43 (0.25-0.56)
DB-1253 RSV-A TEX 0.50 (0.11-0.66) 0.54 (0.20-0.73) 0.63 (0.37-0.81)
DB-1253 RSV-B TEX 0.53(0.22-0.72) 0.71 (0.47-0.96) 0.95 (0.41-1.20)
DB-1253 EC Cy5 0.30(0.12-0.44) 0.30(0.11-0.42) 0.33 (0.10-0.48)
DB-1253 All All 0.43 (0.11-0.72) 0.49 (0.17-0.96) 0.66 (0.25-1.20)

Tabulka 5: Oc¢ekdavané hodnoty Ct

Ocekavané hodnoty Ct
Kanal 100 kopii

Kit RNA 25 kopii
DB-1253 SARS-CoV-2 | FAM 26.66 (26.31-27.11) | 29.86(29.50-30.26) | 31.72(31.29-32.12)
DB-1253 IAV H3N2 HEX 29.55(29.21-29.78) | 32.89(32.60-33.23) | 35.03 (34.47-35.47)
DB-1253 IBV HEX 28.27(27.89-28.57) | 31.53(31.16-31.81) | 33.51(33.13-33.77)
DB-1253 RSV-A TEX 29.63(29.27-30.20) | 32.61(32.19-33.21) | 34.46 (33.97-35.11)
DB-1253 RSV-B TEX 30.11 (29.69-30.69) | 33.29(32.69-33.99) | 35.05 (34.51-36.00)
DB-1253 EC* Cy5 27.20 (26.75-27.52) | 27.35(26.97-27.63) | 27.39 (26.97-27.64)
DB-1253 All All 28.84 (26.31-30.69) | 32.04(29.50-33.99) | 33.95(31.29-36.00)

*Pocet kopii externi kontroly (EC) je ve vSech tfech reakcich shodny.

2.4 Analyticka citlivost v klinickych vzorcich (reprodukovatelnost)

Pro urceni analytické citlivosti v klinickych vzorcich (reprodukovatelnosti) bylo 93 vzork( stér a
79 vzorka slin (vSechny vzorky byly negativni na vSechny testované viry pti testovani soupravami
DB-1251, DB-1253 a DB-1255) postupné ,spikovano” nizkou koncentraci RNA rGznych vir(i (SARS-
CoV-2, Influenza A H3N2, Influenza B Victoria, RSV A a RSV B). Tabulka 6 shrnuje vysledky detekce
RNA ve stérech, zatimco Tabulka 7 vysledky detekce RNA ve slindch. Za pozitivni vzorek byl
povazovan kazdy vzorek s Ct v daném kanale pod 40. cyklus.
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Tabulka 6: Urceni analytické citlivosti (reprodukovatelnosti) v nosohltanovych stérech od 93

jednotlivcl

DB-1253 % Pozitivit Median Ct

Stéry (2 pL v reakci) Nativni Nativni Inaktiv. Nativni Nativni Inaktiv.
Kopii RNA v jamce 25 100 25 25 100 25
SARS-CoV-2 100 % 100 % 100 % 32.0 30.0 32.0
Influenza A (H3N2) 98 % 98 % 99 % 347 33.7 34.9
Influenza B 100 % 100 % 100 % 33.7 31.7 33.7
RSV A 100 % 100 % 100 % 35.2 33.0 34.7
RSV B 99 % 100 % 97 % 343 333 34.7

Spikovany byly jak nativni nosohltanové stéry, tak po tepelné inaktivaci. Do nativnich stérd bylo pridano 25
a 100 kopii RNA na jamku, do inaktivovanych pouze 25 kopii. V tabulce jsou uvedena procenta vzorkd, které
byly vyhodnoceny jako pozitivni, a také median Ct pro jednotlivé detekované RNA pro kazdé méreni
(pti dodrzeni doporucenych threshold(). V nativnich vzorcich dochdzelo cca u 10 % vzork( ke snizeni
maximalni fluorescence kfivek, u nékterych z nich do té miry, Ze bylo nutné threshold fluorescence snizit
z vychozich hodnot. | tak nebyla RNA v nékterych jamkach detekovana, avsak vzdy to byly jamky, kde
zaroven byla sniZzena fluorescence v kontrolnim Cy5 kanale a/nebo byl posunut Ct v Cy5 kanale o nékolik
cykld vysSe, pfip. se jednalo o autofluorescenci vzorku, kterd je také na prvni pohled odhalitelna. Naproti
tomu u tepelné inaktivovanych vzorkd vykazovaly témér vSechny prakticky stejnou cilovou fluorescenci
ve vsech kanalech a stanoveni po inaktivaci se tak ukdzalo jako robustnéjsi. Nicméné i tak nebyla
v inaktivovanych stérech ve Ctyfech vzorcich nizkd koncentrace RNA detekovana: u jednoho vzorku nebyl
detekovan SARS-CoV-2, v této jamce byla zaroven inhibice v Cy5 (o vice nez 3 cykly vyssi Ct) a vzorek by byl
odhalen, ve tfech vzorcich nebyl detekovan RSV, jednou se jednalo o autofluorescenci a dvakrat
o amplifikaci s pfilis nizkou fluorescenci by byla vyhodnocena.

Tabulka 7: Urceni analytické citlivosti (reprodukovatelnosti) ve slinach od 79 jednotlivct

DB-1253 % Pozitivit Median Ct

Objem v reakci (uL) 2 2 4 4 2 2 4 4
Kopii RNA v jamce 25 100 25 100 25 100 25 100
SARS-CoV-2 100 % 100 % 100 % 100 % 31.5 30.4 31.8 29.7
Influenza A (H3N2) 100 % 100 % 99 % 100 % 35.8 33.7 34.6 33.6
Influenza B 100 % 100 % 99 % 100 % 33.1 32.1 335 31.3
RSV A 100 % 100 % 100 % 100 % 34.1 33.2 34.7 32.3
RSV B 100 % 100 % 100 % 100 % 34.8 32.6 34.2 33.1

Sliny byly spikovany po tepelné inaktivaci (nativni sliny nebyly testovany) v objemu 2 a 4 uL v jamce. Bylo
pridano 25 a 100 kopii RNA na jamku. V tabulce jsou uvedena procenta vzorkd, které byly vyhodnoceny jako
pozitivni a také median Ct pro jednotlivé detekované RNA pro kazdé méreni (pfi dodrzeni doporucenych
threshold(). Ve 4 pL slin dochazelo az ve 20 % vzork( ke snizeni maximalni fluorescence v nékterém z kanald,
avsak v naprosté vétsiné byla maximalni fluorescence i tak na nékolikanasobku threshold( a ty nebylo nutné
kromé nékolika vzorkd nijak upravovat. Ve 2 L slin se obdobny pokles vyskytoval vyjimeéné a threshold
nebylo nutné upravovat pro Zadny ze vzorkd. RNA nebyla detekovéna pouze ve dvou pfipadech a to pfi 25
kopiich RNA a 4 pL slin: jednou pro Influenza A a jednou pro Influenza B. V obou pfipadech Slo o stejny
vzorek, kde Cy5 byla inhibovana o 5 respektive o 12 cykld, a v obou mérenich by tak vzorek byl identifikovan
jako inhibi¢ni. Méreni v objemu 2 i 4 uL slin se tak ukazalo jako mozné, ve 2 uL byla RNA detekovana
v kazdém kandle v kazdé jamce.

2.5 Testovani kompetitivni interference (detekce koinfekci)

Tato souprava dokaze detekovat koinfekce dvéma a vice viry najednou, ale pokud je néjaky
z kanalu silné pozitivni, mlzZe dochazet ke zhor3eni citlivosti detekce ostatnich vird v ostatnich
kandlech. Pro posouzeni citlivosti detekce koinfekci byla otestovana detekce RNA rliznych virl
v malé koncentraci, pokud se nachazely ve smési s jinou virovou RNA ve velké koncentraci.
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Vzhledem k vysoké infekénosti SARS-CoV-2 je nejpravdépodobnéjsi koinfekce virem SARS-CoV-2
v kombinaci s chfipkou nebo RSV, a proto jsme testovali tyto kombinace.

V prvni sadé testll jsme otestovali detekci malé koncentrace RNA vir(l Influenza A, Influenza B, RSV
A a RSV B (koncentrace 3x LOD, 10x LOD a 50x LOD) pokud se nachdzeji ve smési s velkou
koncentraci virové RNA SARS-CoV-2 (s Ct cca 20 cykll, coZ odpovida vice nez 10 000x LOD) a
v druhé sadé testl jsme otestovali detekci malé koncentrace RNA SARS-CoV-2 (3x LOD, 10x LOD a
50x LOD) v pfitomnosti velké koncentrace RNA vird Influenza A, Influenza B, RSV A a RSV B (s Ct
cca 25 cykll, coZ odpovida cca 1 000x LOD). Tabulka 8 shrnuje namérené vysledky pro koinfekce.

Tabulka 8: Schopnost detekce slabé koinfekce (kompetitivni interference)

Virus 1 (Ct~20) Virus 2 d;:g::\;n Virus 1 (Ct~25) Virus 2 de\::erll::vzén
SARS-CoV-2 IAV H3N2 50x LOD IAV H3N2 SARS-CoV-2 3x LOD
SARS-CoV-2 IBV 50x LOD IBV SARS-CoV-2 3x LOD
SARS-CoV-2 RSV-A 50x LOD RSV-A SARS-CoV-2 3x LOD
SARS-CoV-2 RSV-B 50x LOD RSV-B SARS-CoV-2 3x LOD

V pfipadé, Ze se ve vzorku vyskytovala velka koncentrace SARS-CoV-2 RNA, pak byla pozorovana vyrazné
slabsi amplifikace pro malé koncentrace ostatnich vir(i, a vSechny tak byly detekovatelné az od 50x LOD a i
tak jen s nizkou fluorescenci. Na druhou stranu, pokud byla v jamce velka koncentrace Influenza A, Influenza

vy

vy

Detekce SARS-CoV-2 v pritomnosti velké koncentrace RNA ostatnich vir(l oslabena neni a je
spolehliva i v malé koncentraci (3x LOD). Naproti tomu detekce ostatnich vird je v pfitomnosti
vysoké koncentrace SARS-CoV-2 oslabena a vSechny virové RNA byly detekované az
pfi koncentraci 50x LOD a navic s nizsi fluorescenci. A i proto nesmi byt negativita v jakémkoliv
kanalu poutzita jako jediné voditko pro vylouceni infekce danym virem.

2.6 Klinicka vykonnost, souhrnné vysledky

Celkem 186 vzorkl nosohltanovych stérl a 386 vzork( slin, které byly odebrany jedincim
z evropské populace pro indikované i preventivni testovani pro COVID-19 a jind respiracni
onemocnéni bylo pro kazdy virus otestovano vidy alespon dvéma referencnimi soupravami a
vysledky byly porovnany s vysledky detekce téchto vir(i touto soupravou. Ze vzork( byla izolovana
RNA pomoci soupravy DB-1206 Automated RNA Isolation Kit od vyrobce DIANA Biotechnologies.
Nasledné v izolované RNA detekovany jednotlivé viry pomoci referenc¢nich souprav dle pokynl
vyrobce prislusné RT-PCR soupravy, at uz v multiplexu nebo jednotlivé (podle designu referencni
soupravy). Touto soupravou ale byly viry detekovany protokolem bez izolace RNA, vidy ve 2i4 pL
slin i stér(i. Vzorky nosohltanovych stér( byly i v inhibi¢nich médiich a dva vzorky inhibovaly RT-
PCR reakci a byly proto z analyzy vyrazeny, dalSich 10 bylo vyfazeno pfi méreni 4 uL, protoze
ve vétsim objemu uzZ inhibovaly také. Pozitivni vzorky stérd i slin na SARS-CoV-2 pochazeji z roku
2022 a jsou to varianta omikron. Vzorky stér( pozitivni na RSV pochazeji z roku 2021 a sliny
pozitivni na RSV z roku 2022. Vzorky stérl pozitivnich na Influenza A pochazeji z roku 2019, vzorky
stérl pozitivnich na Influenza B z let 2017 a 2018 a vzorky slin pozitivnich na Influenza A i B
pochazeji z roku 2022. Vzorky pochazeji z nékolika rGznych laboratofi a stéry byly ve smési rliznych
transportnich médii.
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Vysledky porovnani pro 2 plL nosohltanovych stér(i jsou zobrazeny na Obrazku 1, a pro 2 pL slin
na Obrazku 2, kde jsou vgrafech porovnany namérené hodnoty Ct touto soupravou a
referenénimi soupravami (kazdy virus vjednom grafu). Pocty TP (,true positive“), FN (,false
negative”), TN (,true negative®) a FP (,false positives”) jsou uvedeny v Tabulce 9. V tabulce jsou
vypocteny také hodnoty PPA (,positive percent agreement”) a NPA (,negative percent
agreement”). V pfipadé nékolika FN vzork( se jednalo o vzorky, ve kterych doslo ke koinfekci, kdy
jeden z vir(l (SARS-CoV-2) byl ve vysoké néloZi, a druhy virus byl v nizké koncentraci (Ct okolo 35.
cyklu). V téchto vzorcich byl SARS-CoV-2 detekovan, nebyl ale detekovan druhy virus ve slabé
koncentraci. ProtoZe jsme vysledky porovnavali i se soupravami, které viry detekovaly jednotlivé
(a v multiplexu nebyl SARS-CoV-2), tak je v tabulce vypoctena hodnota PPA*, ve které nebyly
zohlednény tyto FN vysledky (respektive byly povazovany za TN).

,Positive percent agreement” (PPA) prostfedku dosahl ve vzorcich slin a stér( pro SARS-CoV-2
99.2 %, pro Influenza Aa B 100.0 % a pro RSV 95.1 %, zatimco ,,negative percent agreement“(NPA)
pro dané viry dosahl postupné 97.6 %, 98.6 % a 97.8 %. Hodnoty PPA i NPA prokazuji, ze
prostiedek je vhodny a ucinny pro detekci RSV, Influenza A a B a SARS-CoV-2 vir(.
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Obrazek 1: Porovnani naméfenych Ct pro 2 pL nosohltanovych stért s referenénimi mérenimi

Detekce kazdého viru je v jednom grafu, na ose y grafu je vynesen odpovidajici kandl soupravy DB-1253.
Konkrétné je vyneseno Ct z méreni touto soupravou (osa y) porovnané s Ct namérenymi referencénimi
soupravami (osa x). Pokud byl signal naméren pouze v jedné referencni soupravé (Ct <37), pak je zde
vyneseno toto Ct, pokud bylo Ct v obou soupravach pod 40 (a alespon v jedné pod 37), tak je vynesen
pramér obou Ct. Hodnoty leZici na ose x znaci, Zze dany vzorek byl detekovan pouze v referencnich
soupravach, zatimco hodnoty na ose y znadi, Ze vzorek byl detekovan pouze v DB-1253 soupravé. Vliv
inhibice médii byl pozorovan u dvou vzorkl RSV, které mély oproti referenénim soupravam, které pracovaly
s izolovanou RNA, vyrazné vyssi Ct. Pri jejich zméreni po izolaci RNA soupravou DB-1252 poufZivajici stejné
primery byly oba vzorky detekovany s obvyklymi Ct, coZ potvrzuje, Ze horsi Ct je vlivem inhibice média a
nikoliv primery. Zaroven ale byly hodnoty Ct v prdméru v soupravé DB-1253 niZsi neZ v referencnich
soupravach (pro vSechny detekované viry), coz ukazuje na potencialné citlivéjsi detekci soupravou DB-1253.
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Obrazek 2: Porovnani namérenych Ct pro 2 pL slin s referenc¢nimi mérenimi

Detekce kazdého viru je v jednom grafu, na ose y grafu je vynesen odpovidajici kanal soupravy DB-1253.
Konkrétné je vyneseno Ct z méfeni touto soupravou (osa y) porovnané s Ct namérenymi referencnimi
soupravami (osa x): pokud byl signal naméren pouze v jedné referencni soupravé (Ct <37), pak je zde
vyneseno toto Ct, pokud bylo Ct v obou soupravach pod 40 (a alespon v jedné pod 37), tak je vynesen
prdmér obou Ct. Hodnoty leZici na ose x znaci, Ze dany vzorek byl detekovan pouze v referencnich
soupravdch, zatimco hodnoty na ose y znaci, Ze vzorek byl detekovan pouze v DB-1253 soupravé. Pro SARS-
CoV-2, Influenza A/B i RSV bylo detekovano mnoho vzork( pouze v soupravé DB-1253 a nikoliv v referenc¢ni
soupraveé (viz body na osach y). Pri blizsi analyze (Tabulka 9) je vidét, Ze cast z nich byla v nékterém
z referenénich méreni hrani¢né pozitivni a zbytek vzorkd jde patrné na vrub vyssi citlivosti detekce
soupravou DB-1253. VSechny tyto vzorky jsou totiZz s Ct >30 a zaroven hodnoty Ct jsou v DB-1253 oproti
referenci nizsi v prdméru o pét cykld pro SARS-CoV-2 a RSV a o ¢tyfi cykly pro Influenza A/B a je velka
pravdépodobnost, Ze se jedna o slabé vzorky, které nebyly v referenénim méreni zachyceny.
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Tabulka 9: Vysledky urc¢eni NPA a PPA pro vzorky z nosohltanovych stéri a slin (2 pL)

Vzorek Interpretace TP FN | TN FP | FP? | FP! PPA PPA* NPA
’ SARS-CoV-2 18 1| 164 1 0 0| 94.7% | 94.7% | 99.4%
Nosohltanové
Sy Influenza A/B 128 0 55 1 0 | 100.0% | 100.0% | 100.0%
RSV 12 3| 168 0 1| 813% | 86.7% | 100.0%
SARS-CoV-2 100 1| 250 17 6 4| 99.1% | 99.1% | 97.3%
Sliny Influenza A/B 120 2| 231 15 8 5| 98.5% | 100.0% | 99.1%
RSV 26 1| 329 12 0 0| 96.3% | 100.0% | 96.5%
’ SARS-CoV-2 118 2 | 414 18 6 4| 985% | 98.5% | 98.1%
Nosohltanové ) ) )
simg s aling Influenza A/B 248 2 | 286 16 9 51 99.2% | 100.0% | 99.3%
RSV 38 4 | 497 13 0 1| 90.7% | 95.1% | 97.6%

Vsechny vzorky byly nejprve zméreny dvéma referencnimi soupravami a jako pozitivni byly povazovany
vSechny vzorky s Ct v alespon jedné ze souprav pod 37 cykld. Nasledné byly vzorky zméreny soupravou DB-
1253 a vzorky, které mély Ct pod 37 anebo pod 40 a zaroven byly pozitivni v referenci, tak byly povazovany
za pozitivni. Pokud se pozitivita shodovala s referenci, pak byly povazovany za TP, pokud byly pozitivni pouze
v DB-1253 tak za FP. V pfipadé FP bylo jesté provéreno, zda nebyly tyto vzorky hrani¢né pozitivni v jedné
referenéni soupravé (v jedné mél vzorek Ct 37 aZ 40 a v druhé byl negativni, sloupec FP) nebo obou
referenénich soupravach (v obou mél vzorek Ct mezi 37 aZ 40, sloupec FP?). Tyto pozitivni vzorky byly
povaZzovany pro Ucel vypoctu PPA a NPA jako TP (jejich soucet byl pficten k TP a odecten od FP). Za FN byly
povazovany vzorky pozitivni pouze v referenci, zatimco za TN vzorky negativni v DB-1253 i v referenci. PPA
bylo vypocteno jako pocet TP lomeno soucet TP a FN, zatimco NPA bylo vypocteno jako TN lomeno soucet
TN a FP. PPA* bylo vypocteno stejnym zplsobem jako PPA, avsak FN vzorky byly povaZovany za TN pokud
platilo, Ze nebyl detekovan vir s Ct >30, ktery byl ve vzorku zaroven s dalSim virem s Ct <25. Tj. pokud nebyl
detekovan vir, ktery byl ve vzorku zdroven s dalSim virem o mnohem vy33i ndlozi, podrobnosti viz text.
Celkem se jednalo o Ctyfi vzorky.

Tabulka 10: Vysledky uréeni NPA a PPA pro vzorky z nosohltanovych stért a slin (4 pL)

Vzorek Interpretace TP | FN | TN | FP | FP?> | FP! PPA PPA* NPA

, SARS-CoV-2 19 0| 155 0 0 0 | 100.0% | 100.0% | 100.0%
Nosohltanové

s Influenza A/B 118 0| 55 1 0 1 | 100.0% | 100.0% | 100.0%

RSV 12 3| 159 0 0 0| 80.0% | 85.7% | 100.0%

SARS-CoV-2 100 1| 246 22 6 6| 99.1% | 99.1% | 96.1%

Sliny Influenza A/B 120 2 | 233 15 8 3| 98.5% | 100.0% | 98.3%

RSV 27 0| 330 11 0 0 | 100.0% | 100.0% | 96.8%

, SARS-CoV-2 119 1| 401 22 6 6| 99.2% | 99.2% | 97.6%
Nosohltanové

. . Influenza A/B 238 2 | 288 16 8 4| 99.2% | 100.0% | 98.6%

stéry + sliny
RSV 39 3| 489 11 0 0| 929% | 95.1% | 97.8%

Vsechny vzorky byly nejprve zméreny dvéma referencnimi soupravami a jako pozitivni byly povaZzovany
vsechny vzorky s Ct v alespon jedné ze souprav pod 37 cykld. Nasledné byly vzorky zméreny soupravou DB-
1253 a vzorky, které mély Ct pod 37 anebo pod 40 a zaroven byly pozitivni v referenci, tak byly povaZovany
za pozitivni. Pokud se pozitivita shodovala s referenci, pak byly povazovany za TP, pokud byly pozitivni pouze
v DB-1253 tak za FP. V ptipadé FP bylo jesté provéreno, zda nebyly tyto vzorky hrani¢né pozitivni v jedné
referenéni soupravé (v jedné mél vzorek Ct 37 aZ 40 a v druhé byl negativni, sloupec FP) nebo obou
referenénich soupravach (v obou mél vzorek Ct mezi 37 aZ 40, sloupec FP?). Tyto pozitivni vzorky byly
povazovany pro Ucel vypoctu PPA a NPA jako TP (jejich soucet byl pficten k TP a odecten od FP). Za FN byly
povaZzovany vzorky pozitivni pouze v referenci, zatimco za TN vzorky negativni v DB-1253 i v referenci. PPA
bylo vypocteno jako pocet TP lomeno soucet TP a FN, zatimco NPA bylo vypocteno jako TN lomeno soucet
TN a FP. PPA* bylo vypocteno stejnym zplisobem jako PPA, avSak FN vzorky byly povaZovany za TN pokud
platilo, Ze nebyl detekovan vir s Ct >30, ktery byl ve vzorku zaroven s dalSim virem s Ct <25. Tj. pokud nebyl
detekovan vir, ktery byl ve vzorku zaroven s dalSim virem o mnohem vyssi nalozi, podrobnosti viz text.
Celkem se jednalo o tfi vzorky.
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3 Bezpecnostni upozornéni

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

PFi praci s biologickymi vzorky vénujte pozornost bezpecnostnim pravidlim pro praci s infekénim
biologickym materidlem, pouzivejte vhodné ochranné vybaveni (napft. stit, respirdtor) 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.

Pribézné kontrolujte, zda v pracovnim prostoru nejsou rozlité chemikalie nebo biologické vzorky.
é V pfipadé rozliti pracovni plochu okamzité dekontaminujte. Pokud dojde ke kontaktu reagencii
s pokozkou nebo k zasazeni 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 kanalech FAM,
HEX, Texas Red a Cy5 — postupujte podle navodu poskytnutého vyrobcem daného
pristroje
e  Kalibrované jednokanalové/multikanalové pipety
e  Rukavice a jiné ochranné prostredky

4.2 Doporucené laboratorni vybaveni

e  Stolnivortex a centrifuga

eV pfipadé testovani vzork( slin: inkubator s nucenym obéhem vzduchu a se schopnosti
vyhtevu na 90 °C; lze pouZzit i pro inaktivaci stér(

e V pripadé pouziti automatizovaného protokolu: pipetovaci robot (doporucena je napf.
pipetovaci stanice Agilent Bravo)

4.3 Pozadovany material, ktery neni soucasti soupravy
e Jednorazové pipetovaci spicky (doporucujeme $picky s filtrem)
e Jednorazové zkumavky pro michdani jednotlivych sloZzek
e  PCR desticka a adhezivni opticka folie pro zalepeni PCR desticky

e V pripadé pouziti automatizovaného protokolu: potiebné protokoly a plastik
pro automatizaci (napf. pro pipetovaci stanici Agilent Bravo: sady DB-1222 a DB-1226)
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4.4 Material, ktery je soucasti soupravy
Tabulka 11: Slozky soupravy DB-1253

. , Popis a
Souprava ! | Slozky soupravy ! | REF kéd [ (():I{;[r:]‘ :::::::::I, b;jrva
vicka

Enhancer mix (4x) RF02930 500 <-18°C 23 1
Primer mix (4x) RF02074 500 <-18 °C +23 2
Enzyme mix (4x) RF01000 500 <-70 °C 23 3

DB-1253- "

100N Positive control A RF02991 150 <-18°c 23 4A
Positive control B RF02557 150 <-18°c 23 4B
External control RF02505 500 <-18°c 23 5
Negative control RF05353 150 <-18°c¥ 6
Enhancer mix (4x) RF02930 5000 <-18°C 23 1
Primer mix (4x) RF02074 5000 <-18 °C 23 21
Enzyme mix (4x) RF01000 5000 <-70°C 23 3

'fg(')g)‘:’:; Positive control A RF02991 2x 750 <-18°C 23 4A
Positive control B RF02557 2x 750 <-18°c23 4B
External control RF02505 5000 <-18°c23 5
Negative control RF05353 2x 750 <-18°Cc® 6

[1] Uchovavejte na temném misté (obsahuje latky, které jsou citlivé na svétlo). [2] Skladujte celou soupravu

pfi teploté < 70 °C; jednotlivé slozky s vyjimkou Enzyme mix (4x) mlZete skladovat i pti teploté -18 °C nebo
& nizsi. Pfeprava prostfedku musi probihat na suchém ledu a je povinnosti distributora zajistit jeho dostate¢né
mnozstvi po celou dobu prepravy. Nepouzivejte soupravu, pokud slozky byly pfi dodani rozmrazené, jejich
stav pfi predani zkontrolujte, pokud v prepravnim boxu nebyl suchy led ¢i ho bylo malo. [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 plnén objem o 10 % vyssi, neZ je uvedeno v tabulce. [6] REF kddy a Cisla Sarzi (LOT) soupravy i jednotlivych
sloZek jsou uvedeny na obalu, obal proto pro referenci zachovejte, dokud nespotiebujete celou soupravu.
Nemichejte slozky z rlznych SarZi souprav. [7] Na obalu soupravy i jednotlivych sloZek soupravy jsou
uvedeny ¢arové kody se zakladnimi informacemi.

Enhancer Mix (4x)

Obsahuje rGzné soli zvysujici Gcinnost RT-PCR reakce. Dodavan jako 4x koncentrat.

Primer Mix (4x)

Obsahuje primery a hydrolyzacéni préby pro detekci SARS-CoV-2 (FAM), Influenza A a Influenza B
(HEX), RSV (TEX) a externi kontroly (Cy5). Dodavan jako 4x koncentrat.

Enzyme Mix (4x)

Obsahuje termostabilni reverzni transkriptdzu, “hot-start” Taq polymerazu, nukleotidy, pufr, soli,
detergenty, inhibitory RNaz a dalsi latky k ochrané RNA pred degradaci, a specidlni pfisady
pro extrakci virové RNA z viru. Dodavan jako 4x koncentrat.
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Positive control A a Positive control B

Pozitivni kontrola 4A obsahuje smés genomové RNA virl SARS-CoV-2, Influenza A H3N2 a RSV B.
Pozitivni kontrola 4B obsahuje smés genomové RNA virli SARS-CoV-2, Influenza B Victoria a RSV
A. Otevreni téchto lahvi¢ek miZe zpUsobit kontaminaci pracovniho prostoru, proto tyto vialky
pred otevienim vzdy stocte!

External control a Negative control

Externi kontrola obsahuje syntetickou RNA artificidalni sekvence o délce 2000 bazi. Tato RNA se
pfidava do RT-PCR reakce po pfidani vzorku a odhali tak pfipadnou inhibici reverzni transkriptdzy
nebo polymerdzy, stejné jako degradaci RNA vzorkem. Negativni kontrola obsahuje PCR grade
vodu.

4.5 Stabilita jednotlivych slozek soupravy a master mixu

Souprava DB-1253 DBdirect™ Respiratory panel 2: SARS-CoV-2/Flu/RSV predstavuje inovativni
formulaci RT-PCR mixu, ktery dokdze extrahovat virovou RNA bez nutnosti predchozi izolace RNA.
SloZeni navic umoziuje provést RT-PCR analyzu v pfitomnosti vzorku, aniz by doslo k jeji inhibici
nebo degradaci RNA. Z téchto divodl nékteré slozky obsahuji reagencie, které nejsou v RT-PCR
béiné pouZivané, a maji speciadlni naroky na skladovani. Na zakladé dlkladnych testl stability je
proto prozatim nutné nékteré slozky skladovat pti nizké teploté < -70 °C tak, aby se udrzela
funkénost vsech slozek, a detekce primo v biologickych matricich byla robustni. Ze stejného
divodu je limitovan podet 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 nebo <-70 °C.
Vyhnéte se opakovanému zamrazeni/rozmrazeni, nikdy nepfekradujte Ctyfi  cykly
zamrazeni/rozmrazeni. Pokud budete tyto slozky pouZivat vicekrat, rozalikvotujte je po prvnim
rozmrazeni.

Slozku 3 (Enzyme Mix) je nutné dlouhodobé skladovat pfi teploté < -70°C. Vyhnéte se
opakovanému zamrazeni/rozmrazeni, aviak pfi rozmrazovani pfi 25 °C a zamrazovani pfi teploté -

evvs

pouzivat vicekrat, rozalikvotujte je po prvnim rozmrazeni.

Slozky 1, 2 a 3 jsou stabilni pfinejmensim 4 hodiny pti 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 pfinejmensim 8 hodin nema vliv
na jejich funkci. Primer mix by ale mél byt dlouhodobé uchovavan na tmavém misté.

RT-PCR Master Mix (smés sloZek 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 ptipravy.
Master mix uchovavejte mimo primé slunecni svétlo, plsobeni bézného denniho svétla po dobu
pfinejmensim 8 hodin nema vliv na jeho funkci.

RT-PCR Master Mix muze byt jednou zamrazen. Lze si tedy predem pfripravit master mix
pro nékolik PCR desticek, nicméné vSe musi byt rozalikvotovdano a zamrazeno co nejdfive
po pripravé master mixu. Je nutné zamrazeni pfi teploté < -70 °C a nasledné je mozné skladovat
az 1 mésic pti teploté -70 °C nebo nizsi (viz kapitola 5.6).
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Slozky 4 (pozitivni kontrola) a 5 (externi kontrola) obsahuji RNA, rozmrazujte je na dobu nezbytné
nutnou a uchovavejte je na ledu, avSsak mohou byt skladovany kumulativné pfinejmensim
24 hodin na pokojové teploté. Maximalni pocet cykll zamrazeni/rozmrazeni je devét pro externi
kontrolu a Ctyfi pro pozitivni kontrolu. Optimalni teplota pro dlouhodobé skladovani je pfi teploté
<-70 °C, ale mohou byt skladovany i pfi teploté -18 °C nebo niZsi.

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

5 Navod k pouziti
5.1 Obecné postupy

e Nepouzivejte soucasti soupravy, které jsou pfi prijeti poskozené nebo rozmrazené.
Jejich stav pfi predani zkontrolujte, pokud v pfepravnim boxu nebyl suchy led ¢i ho bylo
malo. Uschovejte je pro pripadnou reklamaci a kontaktujte vyrobce.

e Nespravné zachazeni se slozkami soupravy a nedodrzeni postup( uvedenych v tomto
navodu k pouziti mlzZe nepftiznivé ovlivnit vysledky.

e Pouzivejte stejnou verzi a aktudlni revizi ndvodu k pouziti (viz zahlavi), ktera je uvedena
na obalu.

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

e Nemichejte sloZzky z rliznych SarZi souprav (Cislo Sarze slozky je uvedeno na vialce).

5.2 Jak zamezit kontaminacim (faleSné pozitivnim vysledkim)
Je tfeba dodrZovat spravnou laboratorni praxi, aby se zabranilo kfizové kontaminaci vzork, a
pouzivat jednorazové pipetovaci Spicky s filtry, které se méni pro kazdy krok protokolu.

Manipulace s klinickymi vzorky, pozitivnhimi kontrolami (templatovd RNA) nebo amplifikovanymi
PCR produkty (templatova DNA) by méla byt prostorové oddélena od manipulace se zasobnimi
slozkami 1, 2 a 3, aby se minimalizovalo riziko ndhodnych kontaminaci templatovou RNA/DNA.
Nejlepsi praxi je pripravit RT-PCR master mix ze sloZek 1, 2 a 3 a napipetovat tuto smés do PCR
desticky v prostoru, ve kterém se nepracuje s templatovou RNA/DNA (napf. PCR box). Tento
prostor by mél mit vyhrazené vybaveni (napt. pipety, laboratorni plastik), které se nepouziva
pro jiné ucely a které nikdy nepfichazi do styku s templatovou RNA/DNA. PCR desticky s master
mixem by nasledné mély byt pfeneseny na jiné misto (napt. do jiného PCR boxu), kde jsou pfidany
vzorky nebo pozitivni kontroly.

Dalsi obecné pokyny, jak zabranit ndhodné kontaminaci:

¢ Nikdy neotvirejte zkumavku/desti¢cku s amplifikovanymi PCR produkty.

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

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

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

e  Kfedénivzorku pouZijte ultraistou nebo PCR grade vodu (nebo z ni pfipravené pufry).

5.3 Pozadované kontroly v kazdém stanoveni

Pro odhaleni pripadnych fale$né pozitivnich a falesné negativnich vysledkl je nutné pridat
pozitivni a negativni kontroly na kaZzdou RT-PCR desti¢ku. Jako negativni kontrolu pouzijte bud’
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dodanou negativni kontrolu (PCR grade water, vialka €. 6), nebo Cisté odbérové médium. Jako
pozitivni kontrolu poufZijte idedlné obé pozitivni kontroly, které jsou soucasti soupravy (Positive
control A a Positive control B, vialky ¢. 4A a 4B), anebo alespon jednu z nich.

5.4 NezZ zacnete
Slozky soupravy jsou doddany a skladovany zamrazené, proto pfed kazdym pouzitim:

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

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

e  Pred pouzitim reagencie promichejte ve vialkdch pomoci vortexu nebo pipetovanim.
Pipeta by méla byt pro michani nastavena minimalné na % objemu michaného roztoku,
pro spravné promichani je zapotrebi nékolikeré propipetovani. Dostatecné promichani
je obzvlasté dllezité pred rozdélenim do alikvot(. Pokud vialku vortexujete, vZdy ji pred
otevienim kratce stocte.

5.5 Skladovani a pfiprava vzorkd
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
pouziti konzultujte se zastupcem vyrobce této soupravy, nikdy nepouzivejte sady, které obsahuji
inaktivacni 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 ve zkumavkach z odbérovych sad 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 validovéna 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 udrii 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
zahtaty na 80 °C. Toho muizZete dosahnout napftiklad pfenesenim 50 pL vzorku do PCR desticky i
jinych mikrozkumavek a inkubaci alespori 10 minut pfi 80 °C v termalnim cykleru (Ize pouzit i jiné
zkumavky vloZzené do termobloku, nepfekracujte 30 minut pfi 80 °C). Je na uZivateli, aby postup
tepelné inaktivace pro jiné odbérové sady nebo inkubdtor o jiném vnitfnim objemu fadné
zvalidoval. Po 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 sto¢te 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 sto¢enim nejvétSiho precipitatu Ci jiné debris
ve slinach. Delsi staceni Ci staceni s vyssi rychlosti mlzZe vést ke ztraté citlivosti detekce.
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Vzorky nosohltanovych stér(

Pro stéry pouZivejte odbérové sady obsahujici béznd transportni média (viz kapitola 1.4),
inaktivaéni média nejsou vhodnd. Stéry v transportnim médiu doporucujeme skladovat dle
instrukci vyrobce daného média.

Souprava byla validovana pro fadu 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 ptimé detekce ve vzorcich s pouzitim této
soupravy. Je vhodné otestovat pfinejmensim 10 pozitivnich vzork( a alesporn nékolik z nich by
mélo byt slabé pozitivnich s Ct > 30.

U vzorkd nosohltanovych stér( je vyZadovana tepelnd inaktivace, ktera prispiva ke zvyseni
citlivosti detekce a sniZeni infekénosti vzorku. Pro nasofaryngedlini stéry a jiné vzorky stérd
v transportnich médiich doporucujeme tepelnou inaktivaci v PCR cykleru. Pfeneste 50 pl vzorku
z primarni odbérové zkumavky do PCR desticky, PCR stripu ¢i jinych mikrozkumavek
kompatibilnich s vasim PCR cyclerem. Inkubujte 5 minut pfti teploté 80 °C v PCR cykleru.

Alternativou k inaktivaci v PCR cykleru je inaktivace v termobloku. V takovém pfipadé pouzijte
nasledujici postup: preneste 200 ul vzorku z primarni odbérové zkumavky do 1,5 ml
mikrozkumavky typu ,,eppendorf” a inkubujte 10 minut pfi teploté 80 °C v termobloku.

Popsany alternativni postup tepelné inaktivace v termobloku nebyl validovan na klinickych
vzorcich a vychdzi z méfeni teplotniho profilu uvedeného objemu, ¢asu a teploty v termoblocich
Eppendorf Thermomixer C 5382 a Biosan Thermo-Shaker TS-100 vztaZeného na vysledky
validacnich dat z tepelné inaktivace v PCR cycleru. Proces inaktivace v termobloku, zejména pfi
poufziti jiného termobloku a/nebo jiného transportnim média, nez je uvedeno v kapitole 1.4, je
nutné validovat.

V obou pfipadech nikdy neprekracujte dobu ani teplotu inkubace. Po inaktivaci vzorky zchladte
na pokojovou teplotu, jinak mlZe byt obtizné je pipetovat. V pfipadé potieby pred pipetovanim
stéry stocte po dobu 1 aZz 2 minut na 100 aZ 200 g. Delsi staceni ¢i staceni s vyssi rychlosti maze
vést ke ztraté citlivosti detekce. PFilis vysoka teplota a/nebo pfilis dlouha doba inaktivace mlze
vést ke snizZeni citlivosti (v dUsledku precipitace).

Néktera odbérova média mohou béhem tepelné inaktivace precipitovat. V pfipadé precipitace
odbérového média pti 80 °C, které se projevi nizsi citlivosti detekce, je alternativné mozné provést
inaktivaci pti nizsi teploté a to nasledovné:

e PCR cycler - 50 pl vzorku inaktivujte pfi 65 °C po dobu 15 minut.
e Termoblok - 200 ul vzorku inaktivujte pfi 70 °C po dobu 15 minut.

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 RT-PCR master mixu (viz Tabulka 12 a kapitola
4.4).
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2. Do cisté RNase/DNase free vialky napipetujte 5 uL Enhancer mixu (4x), v soupravé vialka
€. 1 (zelené O nebo prihledné vicko).

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

4. Do stejné vialky pridejte 5 uL 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 pouZzitého PCR cykleru). Pokud nemuzete hned pokracovat s pfidanim
vzorkl a naslednym RT-PCR, tak desti¢ky/mikrozkumavky pfikryjte vickem (podrobnosti
ke stabilité jednotlivych slozek soupravy a RT-PCR mixu viz kapitola 4.5).

Pro automatizovanou pfipravu desticky s RT-PCR mixem a pfidani vzorkl je potfeba mrtvy objem.
Celkovy objem reakce i objem vzorku je proto mozné o 10 % zmensit oproti hodnotam uvedenym
v kapitolach 5.6 a 5.7 bez ovlivnéni citlivosti detekce.

Tabulka 12: Pfiprava RT-PCR master mixu

Slozky soupravy C.vaiéllo;:va pL na 1 reakci pL 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

*Cislovani vialek odpovida poradi ptidavani jednotlivych sloZek, je dileZité toto poradi zachovat.

Alikvotovani roztokl pro pfipravu RT-PCR master mixu

Pocty a objemy alikvot( jednotlivych sloZzek této soupravy pro 1000 testl (1000rxns) jsou shrnuty
v Tabulce 11. Pokud nechcete pouZit celou soupravu najednou, je vhodné si po prvnim rozmrazeni
pripravit jednordzové alikvoty. Pro pfipravu jednorazovych alikvotl pro analyzu 96 vzorkd
(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 alikvota
po 510 puL a zamrazte co nejdfive 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 pouzijte cely. Podrobnosti ke stabilité a skladovani jsou uvedeny v kapitole 4.5.

Alternativné muZete pfripravit hotovy RT-PCR master mix smichanim téchto tfi sloZek a
po promichani pripravte 10 alikvotti po 1530 pL, zamrazte co nejdfive pfi teploté -70 °C nebo
nizsi a do mésice spotiebujte. Tento mix uz znovu nepremrazujte, spotiebujte vidy cely alikvot.

5.7 Pridani vzorku a externi kontroly do RT-PCR reakce
Vzorky slin

Pfidejte 2 uL vzorku tepelné inaktivovanych a stoéenych slin do jamek/mikrozkumavek, které
obsahuji 15 pL RT-PCR master mixu, a béhem pridavani vzorku vyplachnéte spicku opakovanym
nasatim a vypusténim kapaliny v jamce/mikrozkumavce. Pokud se ve slinach pfi inaktivaci vytvofil
precipitat, tak se snaZte nabrat kapalinu nad timto precipitatem. Vizualné zkontrolujte, Ze sliny
byly nejprve do Spic¢ky nabrany a nasledné vypustény. Dalsi michani reakéni smési neni nutné.
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Nasledné pridejte 3 uL RNA z vialky External control (vialka €. 5, fialové vicko ©) a vyplachnéte
$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, je ale mozné pro zvyseni
citlivosti detekce pfidat i vétsi objem vzorku a mensi objem kontroly: 4 uL vzorku a 1 pL externi
kontroly. Pokud pridavate vzorky a kontroly automatizované, nastavte pipetovaci program tak,
aby vzorek i kontrola byly hned po ptidani promichany s RT-PCR mixem.

Vzorky nosohltanovych stér(

Pridejte 2 pL tepelné inaktivovaného vzorku stéru do jamek/mikrozkumavek, které obsahuji 15
uL RT-PCR master mixu, a béhem pridavani vzorku vyplachnéte Spicku opakovanym nasatim a
vypusténim kapaliny v jamce/mikrozkumavce. Vizudlné zkontrolujte, Ze vzorek byl nejprve do
Spicky nabran a nasledné vypustén. Dal$i michdni reakéni smési neni nutné.

Nasledné pridejte 3 uL 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.

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

Obecné postupy a poutziti kontrol

2 Externi kontrola musi byt vZdy pridana do kazdé jamky s kazdym vzorkem, protoZze pokud by doslo
k inhibici RT-PCR reakce vzorkem, tak tato kontrola tuto inhibici odhali. Pro spravnou funkci musi
byt externi kontrola vzdy ptidana aZ po pfidani vzorku, nikoliv naopak.

Po pridani vzorkd a externi kontroly do 96-jamkové desticky ji zalepte adhezivni optickou félii 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. Soucasti
& soupravy jsou nicméné dvé pozitivni kontroly (Positive control A a Positive control B, vialky ¢. 4A
a 4B) a je doporuceno pouzivat pro kazdou desti¢ku obé tyto kontroly. V pfipadé pozitivni kontroly
pridejte misto vzorku 2 nebo 4 pL Positive control z vialky ¢. 4A nebo 4B (€ervené vicko @).
V pripadé negativni kontroly pfidejte misto vzorku 2 nebo 4 puL Negative control z vialky ¢. 6 (PCR
grade water, bilé vicko O). Nasledné pridejte do jamek s pozitivni i negativni kontrolou 1 nebo 3
uL External control z vialky €. 5 (fialové vicko ©). Objemy pozitivni, negativni a externi kontroly
zvolte stejné, jako jste zvolili u vzorkl. Celkovy objem reakce po pfidani vzorku a kontrol je 20 pL.

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

Email: support@dianabiotech.com, Web: www.dianabiotech.com 22

I DIANA Biotechnologies, a.s., Priimyslova 596, 252 50 Vestec, Ceska republika


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

Néavod k poutziti pro DBdirect™ Respiratory panel 2: SARS-CoV-2/Flu/RSV
Verze DB-1253-003-230918_1.3_IFU_CZ CJ Dl \N \
BIOTECHNOLOGIES

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
kapitolach 5.6 a 5.7 bez ovlivnéni citlivosti detekce.

5.8 Protokol RT-PCR

Zde popsany RT-PCR protokol k této soupravé byl validovan na pfistrojich BioRad CFX96™ a
BioRad CFX Opus 96, jejichZ nastaveni je identické. Lze jej pouzit také s jinymi pfFistroji, které jsou
schopné soucasné detekce v kandlech FAM, HEX, Texas Red (TEX) a Cy5, je vSak na uZivateli, aby
provedl spravné nastaveni pfistroje a ovéfil fungovani soupravy s vyuzitim vhodnych kontrol.
Navod pro nastaveni RT-PCR protokolu a detekce v pfislusnych kanalech naleznete v uzivatelské
pfirucce prislusného pfistroje.

5.8.1 Nastaveni pristrojd BioRad CFX96™ a BioRad CFX Opus 96

Pro detekci ve c¢tyfech kandlech pouZijte vychozi nastaveni pristroji a nastaveni filtrd dle
Tabulky 13.

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
Texas Red (TEX)* 560-590 610-650
Cy5 620-650 675-690

* \/ zavorce je uvedena zkratka fluoroforu tak, jak je uvadéna zde v textu, pfed zdvorkou pak nazev

fluoroforu tak, jak je popsan 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 pfristrojich BioRad

Variable RT step Denature Cycling Cooling
Cycles 1 1 45 1
Temperature (°C) 50 95 95 60 40
Hold time (hh:mm:ss) 00:10:00 00:02:00 00:00:05 00:01:00 00:00:30
Plate read NO NO NO YES NO

Priblizna délka tohoto protokolu na pfristrojich BioRad je 1 hod a 40 minut.

5.9 Analyza dat

5.9.1 Stanoveni hodnoty prahového detekéniho cyklu (Ct)

Provedte analyzu dat dle navodu k obsluze vaseho RT-PCR pfistroje. Pro zobrazeni fluorescenci
doporucujeme pouzivat logaritmické zobrazeni a doporucujeme pouzivat barevnou kompenzaci
mezi kanaly FAM a HEX, pokud ji vas stroj nabizi. Nize uvadime doporucené hodnoty threshold
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(praht fluorescence) pro vybrané pristroje, avsak v pripadé potfeby jejich hodnotu upravte tak,
aby thresholdy pfi logaritmickém zobrazeni protinaly kfivky v jejich linedrni casti (neplati
pro linedrné zobrazené kfivky) a zaroven aby byl threshold vidy nad pozadim u vsech negativnich
vzorkd. Uprava thresholdd m@iZe byt vyzadovéna bud vy3si autofluorescenci vzorkd (zejména slin),
a tim padem vy$sim pozadim, nebo rozdily mezi jednotlivymi pfistroji (byt od stejného vyrobce).

Pro BioRad CFX96™ a BioRad CFX Opus 96 doporucujeme pouZzit vychozi nastaveni pro snimani
kanall FAM, HEX, Texas Red (TEX) a Cy5. Pro urceni hodnot Ct pouZijte vychozi metodu Single
Threshold mode* s manualné zvolenymi thresholdy: 200 RFU pro FAM i HEX a 100 RFU pro TEX
a Cy5. ProtoZe biologické vzorky mohou v PCR autofluoreskovat, tak mize byt nutné manudlné
zvolené thresholdy navysit oproti vySe uvedenym hodnotdm. VSechny hodnoty Ct uvadéné
v kapitolach 5.9.2 a 5.9.3 odpovidaji vyhodnoceni s vySe uvedenymi thresholdy.

Namérend data je v kazdém pfipadé nutné vizualné zkontrolovat, protoZe v disledku pouZiti
prahové fluorescence pro vypocet Ct mizZe dojit k nespravnému vyhodnoceni krivek. Metoda
Single Threshold mode mUze naptiklad v dlisledku neobvyklého tvaru kfivky vyhodnotit negativni
vzorek jako pozitivni — napf. pti skokovém naristu fluorescence v disledku bubliny v reakéni smési
atd. Vsechny kfivky se strmym a trvajicim narlGstem fluorescence musi byt vyhodnoceny jako
pozitivni (standardni vzhled kfivek viz kapitola 5.9.4), zatimco ostatni kfivky musi byt vyhodnoceny
jako negativni (vzhled problematickych kfivek je popsan v kapitole 5.9.3 pod Tabulkou 15. U stroj
BioRad pozorujeme cca 2% presvit fluorescence z kandlu FAM do HEX, v ptipadé vysoké
fluorescence ve FAM (fluorescence FAM muze dosahnout hodnot RFU i pfes 10 000) tak mUze byt
chybné vyhodnocen jako pozitivni kandl HEX, i kdyz by se jednalo pouze o presvit. Doporucujeme
proto pro jamky, ve kterych je fluorescence ve FAM vyssi nez 5 000 RFU poufZit threshold pro HEX
alespon 300 RFU (namisto 200 RFU).

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 vzorkll, pokud byly analyzovany
v jiném béhu. 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 mliZzete dostat
hodnoty Cti o 3 az 5 cykl nizsi neZ s doporucenymi prahy. Nevyhodou takto nizko nastavenych
praht je nachylnost k faleSné pozitivni interpretaci jamek s autofluoreskujicimi vzorky nebo
pfi presvitu z jiného kandlu. Naopak, pokud nastavite prahovou fluorescenci vysoko, tak mizete
ziskat hodnoty Cti o 3 az 5 cykld vy$si a s minimalnim rizikem faleSné pozitivni interpretace, avsak
mUzete minout slabé pozitivni vzorky, které nedosahnou této prahové fluorescence (maximalni
fluorescence vzorkl se v jednotlivych kanalech pohybuje typicky mezi 1 000 a 10000 RFU
jednotek). Proto doporucujeme vyse uvedené hodnoty jako prahové fluorescence. Hodnoty Ct ale
nejsou presné porovnatelné ani mezi rdznymi mérenimi na stejném typu pfistroje a se stejné
zvolenym thresholdem: z nasi zkuSenosti se namérené fluorescence mezi rliznymi béhy nebo
rlznymi pfistroji BioRad lisi az dvojnasobné.

Veskeré ocekdvané hodnoty Ct uvedené nize u vyhodnoceni kontrol a v Tabulce 15 predpokladaji
dodrzeni ndvodu (napft. pfidané objemy komponent) a vySe popsaného nastaveni BioRad pfristroji
(metoda Single Threshold mode s manudalné nastavenymi thresholdy). V pfipadé pouZiti jiného
nastaveni i jiné metody je pro presnou interpretaci podle Tabulky 15 nutné namérené hodnoty
Ct posunout o rozdil mezi vdmi uréenou hodnotou Ct pozitivni kontroly a referen¢ni hodnotou Ct
=29 (pro kandly FAM, HEX i TEX)**. Napfiklad, pokud vami uréena hodnota Ct pro pozitivni
kontrolu bude 25, tak pro aplikaci Tabulky 15 bud'pfic¢téte 4 cykly k hodnotam Ct klinickych vzorkd,
anebo 4 cykly odectéte od prahovych Ct v Tabulce 15.

* Metoda je také nazyvand Threshold Crossing, Cycle Threshold nebo Fit Points, kde hodnota Ct odpovidd cyklu,

kde fluorescence vzroste nad uroven pozadi a prekracuje pfedem stanovenou prahovou hodnotu.
**V pfipadé priddni 2 uL pozitivni kontroly do reakce, v pripadé pridani 4 uL budou referencni cykly o jedna niZsi.
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5.9.2 Vyhodnoceni kontrol

U pozitivni kontroly musi k amplifikaci dojit ve tfech kanalech: virovych gend ve FAM, HEX a TEX
(v zavislosti na pouZitém plastiku, cykleru a objemu vzorku jsou pro tyto kandly ocekavané Ct
hodnoty v rozmezi 26-33 cykll). 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 zopakovdny. Pro uréeni hodnot Ct pouzijte vySe popsané
nastaveni thresholdl v metodé Single Threshold mode. Amplifikace externi kontroly v Cy5 by méla
vést k Ct <33 cyklU, avsak pro spravné vyhodnoceni pozitivni kontroly to neni nutné.

U negativni kontroly musi dojit k amplifikaci externi kontroly v kandalu Cy5 (<33 cykl(), zatimco
v ostatnich kanalech nesmi byt zddna amplifikace. Méfitelnd amplifikace v kandlech FAM, HEX,
TEX nebo Cy5 ukazuje na mozZnou kontaminaci reagencii templatem, coZz mlze zpUsobit falesné
pozitivni vysledky. V takovém ptipadé je nutné otestovat vétsi pocet negativnich kontrol.

Externi kontrola musi byt vyhodnocena u kazdého vzorku: porovnejte hodnotu Ct v kanale Cy5
u negativni kontroly s Ct kazdého vzorku. U pozitivnich vzorkd muizZe byt amplifikace externi
kontroly negativné ovlivnéna amplifikaci virovych gen a Ct hodnoty v kandle Cy5 mohou byt
vyrazneé vyssi, pfipadné pod thresholdem. Pokud test vyhodnocujete pouze kvalitativné, pozitivni
vzorky jsou povazovany za pozitivni i v pfipadé, Ze nevyjde externi kontrola. U vzorkd, které jsou
v kanalech FAM, HEX a TEX negativni anebo s Ct > 37, je nutné porovnat hodnoty Ct v Cy5 u vzorku
a kontrol. V pfipadé, ze je Ct v Cy5 u vzorku oproti kontroldm nizsi nebo stejna, pak nedochazi
k zddné inhibici RT-PCR a citlivost detekce virové RNA neni vzorkem negativné ovlivnéna.
V pfipadé, Ze je Ct v Cy5 u vzorku oproti kontrolam vyssi, tak imérné 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 kanall bude vidy mensi nebo maximalné stejny); napt. pokud je
Ct v Cy5 u vzorku o jeden cyklus vyssi, pak je inhibice az 50%, tzn. sniZeni analytické citlivosti
detekce virové RNA az dvojnasobné. Pokud je Ct v Cy5 u vzorku vyssi o cca 3.3 cykly, pak mize byt
byt az desetkrat vyssi, pfi této a vyssi inhibici mdze dojit k falesné negativnimu vysledku v tomto
vzorku, pokud by Ct pro virové kanaly v neinhibované reakci bylo vyssi nez cca 35). U vzorka, které
maji Ct v Cy5 kanalu vyssi o cca 6.6 cykld, tak analyticka citlivost stanoveni mize byt az 100x niZzsi.

Doporucujeme vyloucit vysledky vzork( s Ct v Cy5 o vice jak 4 cykly vyssi oproti kontrole, a zméfit
tyto vzorky bud v mensim objemu (napf. namisto 4 uL stérd pouze 2 pl), anebo alternativnim
zpUsobem s izolaci RNA pfed RT-PCR. Frekvence inhibovanych vzorku by v pfipadé slin neméla byt
vys$si nez 0.5 % a v pripadé stéri by méla byt prakticky nulova. V pfipadé inhibice u vzork{ slin
pipetovanych automatizované obvykle pom(ze preméreni, ve kterém se vzorek prida manudlné
s vizualni kontrolou, Ze se nepfidal precipitat z inaktivace.

5.9.3 Interpretace vysledk( mérenych vzork(

Stanovte hodnoty prahového detekcéniho cyklu (Ct) v kazdém kandlu a vysledky interpretujte dle
Tabulky 15 a dle vysledkl vyhodnoceni pozitivni kontroly. V ptipadé, Ze pouzivate doporuceny
postup pro uréeni Ct a vami ziskané hodnoty Ct pro pozitivni kontrolu odpovidaji mezim uvedenym
v pfedchozim oddile (tj. Ct pro kanaly FAM, HEX i TEX jsou mezi 26. a 33. cyklem), mlzZete
interpretovat namérena Ct dle této tabulky bez dalSich prepoctll C:. V opacném pripadé je nutno
stanovené Ct pred interpretaci dle Tabulky 15 prepocditat, jak je uvedeno vyse v kapitole 5.9.1.
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Tabulka 15: Interpretace vysledkd

Symbol ,,-“ v kandlech FAM, HEX a TEX znaci Ct > 40 cykl nebo nedetekovatelny signal; symbol .-
“v kanale Cy5 pro externi kontrolu znaci Ct ve vzorku o 4 a vice cykll vyssi neZ v negativni kontrole
nebo nedetekovatelny signal; symbol ,+“ v kanale Cy5 znaci Ct ve vzorku maximalné o 4 cykly
vyss$i nez v negativni kontrole. V kanale FAM je detekovan SARS-CoV-2, v HEX Influenza A/B, v TEX
RSV 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 thresholdi
(viz kapitoly 5.8.1 a 5.9.1).

FAM (78 HEX [67:8] TEX 178 Cy5 Interpretace

Ct<37 - - +W /-2 | SARS-CoV-2 pozitivni!®

- Ct<37 - + M /@ | Influenza A/B pozitivni !

- - Ct<37 + /- | RSV pozitivni !

Ct i i L0 Slabé pozitivni pro SARS-CoV-2, opakovat pro
37-40 8 potvrzeni ¥
i Ct i L0 Slabé pozitivni pro Influenza A/B, opakovat pro
37-40 B potvrzeni ¥
i i Ct L0 Slabé pozitivni pro RSV, opakovat pro potvrzeni
37-40 B3 [5]
Ct Slabé pozitivni pro SARS-CoV-2, inhibice RT-PCR,
37-40 B i i i opakovat pro potvrzeni *°!
Ct Slabé pozitivni pro Influenza A/B, inhibice RT-
i 37-40 B i i PCR, opakovat pro potvrzeni [+

Ct Slabé pozitivni pro RSV, inhibice RT-PCR,
37-40 B! opakovat pro potvrzeni *°!
Priklad koinfekce dvou virti (SARS-CoV-2
a Influenza A/B) 167
Priklad koinfekce vice virt (SARS-CoV-2,
Influenza A/B a RSV) 567
Nedetekovatelné (negativni) pro vse (SARS-CoV-
2, Influenza A a B a RSV) !
Nespolehlivy vysledek: inhibice RT-PCR,
zopakovat nebo provést izolaci RNA.
[1] PFi pfidani 1 plL externi kontroly do reakce je hodnota Ct v kandlu Cy5 okolo 29. az 30. cyklu, v pfipadé
pridani 3 pL externi kontroly je hodnota Ct v kanalu Cy5 okolo 28. cyklu.
[2] Vysoké koncentrace virové RNA detekované v kterémkoliv kandle mohou zpUsobit zhorseni amplifikace
externi kontroly, coZ se projevi snizenim signalu v kanalu Cy5 ¢i jeho Uplnou absenci (podrobnosti viz
Obrazek 3). Absence signdlu v Cy5 neméni interpretaci pozitivnich signalt ve FAM, HEX nebo TEX.
[3] Jakoukoliv amplifikaci ve FAM, HEX nebo TEX s Ct < 40. cyklus lze povaZovat za pozitivni vysledek, avsak
pokud je Ct vyssinez 37. cyklus, pak je nutné pro potvrzeni test zopakovat (se stejnym vzorkem pro vylouceni
nahodné kontaminace anebo s novym odbérem pro potvrzeni klinické relevance). Opakované pozitivni
vysledek v daném kanale je povaZzovan za pozitivitu na dany virus.
[4] V pfipadé, Ze je Ct v kandlech FAM, HEX nebo TEX vyssi nez 37. cyklus a zaroven je pozorovana inhibice
v Cy5 kanadle o vice jak 4 cykly, pak je nutné test opakovat, protoZze doslo k inhibici RT-PCR. Nebo je mozné
provést standardni stanoveni po izolaci RNA prostfednictvim jiné soupravy (napfiklad DB-1252). Opakované
pozitivni vysledek v daném kanale je povaZzovan za pozitivitu na dany virus.
[5] Negativita v jakémkoliv kanalu nesmi byt pouZita jako jediné voditko pro vylouéeni infekce danym virem.
Zejména pokud je néjaky z jinych kanalll pozitivni, mizZe dochazet k oslabeni citlivosti detekce v ostatnich

kanadlech. PrestoZe tato souprava dokaze detekovat koinfekce dvéma nebo vice viry najednou, tak pfisilném

Ct<40 Ct<40 - +y

Ct<40 Ct<40 Ct<40 +y/@

_ _ - 4
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signalu ve FAM (~20. cyklus) byly virové RNA v ostatnich kanalech detekované az v koncentraci 50x LOD a i
tak jen s nizkou fluorescenci; naproti tomu v pfipadé silného signalu v kandlech HEX nebo TEX (~25. cyklus)
nebyla detekce SARS-CoV-2 ovlivnéna ani pfi 3x LOD, a slabd koinfekce SARS-CoV-2 by tak méla byt
spolehlivé detekovana.

[6] Pro interpretaci koinfekce Influenza A/B a SARS-CoV-2 je nutné vyloucit ptesvit z FAM do HEX (vyloucit
kfivky s maximalnim RFU v HEX do 300 v pfipadé, Ze ve FAM je fluorescence vice jak 5000 RFU).

[7] V jakémkoliv kandle mlZe dochazet k pozvolnému narlstu signalu i v negativnich vzorcich, nicméné
typicky s Ct > 30 a s koncovou fluorescenci maximalné 100-200 RFU. MUzZe byt nutné zvysit threshold
pfislusného kanalu pro vylouceni téchto kfivek. Tyto , neamplifikacni” krivky je mozné spolehlivé odhalit
vizualni kontrolou jejich tvaru: maji zcela jiny tvar oproti standardnim amplifika¢nim krivkam, kdy jim chybi
postupny exponencialni narlst z nizkého pozadi a koncové platé.

[8] V jakémkoliv kanale miZe dojit k autofluorescenci vzorku projevujici se vysokou fluorescenci od brzkych
cykllh PCR protokolu, typicky sCt < 10 a skoncovou fluorescenci viadu stovek RFU. Nejéastéji se
autofluorescence vyskytuji v kandle TEX. U slin navic mGze u nékterych vzork( dojit ke zvySeni pozadi
fluorescence a je tak nutné upravit threshold jak pro virové kanaly (FAM, HEX a TEX), ale i pro externi
kontrolu v Cy5.

[9] V prfipadé, Ze je Ct v jakémkoliv z kandld FAM, HEX nebo TEX mezi 37. aZ 40. cyklem, pak je nutné
pro potvrzeni pozitivity vdaném kanale test zopakovat (pokud je test zaroven pozitivni v jiném kanale s Ct
< 37, pak pozitivitu v tomto kandle neni nutné potvrzovat opakovanim; test opakujte se stejnym vzorkem
pro vylouc¢eni ndhodné kontaminace anebo s novym odbérem pro potvrzeni klinické relevance). Opakované
pozitivni vysledek (C: < 40) v daném kanale je povaZovan za pozitivitu na dany virus.
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5.9.4 Typické vysledky

Na Obrazku 3 jsou vyobrazena ilustrativni data namérena s fedici fadou virové RNA se soupravou
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Obrazek 3: Detekce redici fady virovych RNA v mnozstvi od 1 000 do 5 kopii
v jamce na pfistroji BioRad CFX96™

Prvni dvojice grafl ukazuje amplifikaci signalu v kandlu FAM (SARS-CoV-2), druha a tfeti v HEX (Influenza A
H3N2 a Influenza B), ¢tvrta v TEX (RSV-A) a pata v Cy5 (externi kontrola). Grafy vlevo ukazuji fluorescenci

v linearnim méfitku, zatimco grafy vpravo ukazuji fluorescenci v logaritmickém méritku. Koncové
fluorescence (RFU) i tvary kfivek se mohou lisit mezi jednotlivymi kanaly/esejemi. Amplifikace v kanale Cy5
je snizena pfi vysokych titrech virové RNA (kfivky se sniZujici se maximalni fluorescenci odpovidaji jamkam
se vzrustajicim mnoZstvim virovych RNA). PouZity material: FrameStar 96 Well Semi-Skirted PCR plate (4ti-
0951, white wells) a LightCycler 480 Sealing Foil (04729757001).
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6 Pravni upozornéeni

V plném rozsahu povoleném zakony 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, jakozZ i za jakékoli pfimé a nepfimé Skody spojené nebo vzniklé
v souvislosti s DBdirect™ Respiratory panel 2: SARS-CoV-2/Flu/RSV kitem a jeho pouZitim.
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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 (L) Skladovaci S
Slozky soupravy 100mns 1000mns teplota Popis 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 A 150 2x 750 <-18°C
Positive control B 150 2x 750 <-18°C
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 pred otevienim stocte.

e V nasledujicim poradi smichejte: 5 pL 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 L slin (po tepelné inaktivaci) nebo 2 uL stéru (po tepelné inaktivaci; pro 4 uL stéru nutna
predchozi validace), poté dopliite do 20 pL externi kontrolou (vialka €. 5): 3 uL respektive
1 yL, nasledné zalepte desticku optickou félii a co nejdfive spustte RT-PCR reakci.

e Pro pozitivni a negativni kontrolu pridejte misto vzorku stejny objem pozitivni (vialka ¢. 4A
nebo 4B) anebo negativni kontroly (PCR voda; vialka ¢. 6) a doplnite externi kontrolou

do 20 pL.

Tabulka shrnujici objemy jednotlivych slozek RT-PCR master mixu potrebné pro 1 a 100 reakci:

Slozky soupravy Popis uL na 1 reakci KL na 100 reakci
Enhancer mix (4x) 1 5 500
Primer mix (4x) 2 5 500
Enzyme mix (4x) 3 5 500
Celkovy objem RT-PCR master mixu 15 1500
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 40
Hold time (hh:mm:ss) 00:10:00 00:02:00 00:00:05 00:01:00 00:00:30
Plate read NO NO NO YES NO

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

I Manufacturer / Vyrobce

f Caution / Pozor (vystraha)

Lot Number / Kod davky

LOT

I:j:: Operator’s manual, operating instructions / Ctéte navod k poufziti
1

Catalogue Number / Katalogové &islo

REF
Component volume / Objem komponenty
VOL
Package contains / Baleni obsahuje
CONT

Positive control / Pozitivni kontrola

Negative control / Negativni kontrola

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

Use by date / Pouzit do data

W Amount (No. of reactions) / Obsah postaduje pro <n> testd**
n

(**pro n testl dle varianty kitu)

CE marking / Prostfedek oznaéeny CE znackou

Diagnostic medical device in vitro / Diagnosticky zdravotnicky prostfedek in vitro
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