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Pouziti

Souprava Erba MDx SARS-CoV-2 RT-PCR je uréena ke kvalitativni detekci nukleové kyseliny
viru SARS-CoV-2 ve vzorcich jedinct, jednak téch s klinickych podezienim na COVID-19, ale také
pro screening jedincl bez znamek, pfiznakd nebo jinych divodu k pfedpokladu infekce COVID-19.
Vysledky slouzi jako diagnosticky test k detekci viru SARS-CoV-2 RNA v nosnich vytérech, vytérech
z krku a slin pfi podezieni na infekci COVID-19.

Pozitivni vysledky svédéi o detekci RNA SARS-CoV-2, ale nemusi predstavovat pfitomnost pfenos-
ného viru. Negativni vysledky nevylucuji infekci virem SARS-CoV-2 a nemély by slouzit jako jediny
podklad pro rozhodnuti o Ié¢bé pacienta. Negativni vysledky musi byt kombinovany s klinickym
sledovanim, anamnézou pacienta a epidemiologickymi informacemi.

Souprava je také uréena pro kvalitativni stanoveni nukleové kyseliny SARS-CoV-2 v poolovanych
vzorcich NO/OP stéru. Tyto pooly mohou byt vytvofeny v jedné poolovaci nadobé az z péti indi-
vidualnich vzorkd ve VTM médiu.

Negativni vysledek poolovaného vzorku musi byt bran jako orientacni a, pokud neodpovida klinic-
kym projevim a symptomum, nebo je vysledek vyzadovan pro Fizeni [éEby jednotlivého pacienta,
musi byt tyto vzorky zméreny také individuainé. Nepfidavejte do pooll vzorky, které byly jiz dfive
otestovany metodou PCR s pozitivnim nebo pravdépodobné pozitivnim vysledkem. Poolované
vzorky musi byt retestovany, nez jsou vydany jako vysledky individualniho pacienta. Vzorky s niz-
kou koncentraci SARS-CoV-2 RNA nemusi byt detekovany v poloovanych vzorcich kvuli snizené
citlivosti méfeni pfi poolovani.

Souprava Erba MDx SARS-CoV-2 RT-PCR je uréena pro pouZiti pracovniky klinickych laboratofi, ktefi
jsou specidlné proskoleni v technikach real-time PCR a in vitro diagnostice.

Principy stanoveni

Souprava Erba MDx SARS-CoV-2 RT-PCR selektivné amplifikuje dvé genové sekvence viru
SARS-CoV-2 pfitomné v purifikovaném vzorku nukleové kyseliny, a to za pouziti primert selek-
tivnich pro genové oblasti viru SARS-CoV-2 nukleokapsidu (N) N1 a RNA dependentni RNA poly-
merazy zavislé na RNA (RdRp). Treti sada primerd detekuje gen lidské RNazyP, ktera je pfirozené
pfitomna ve vzorku a slouzi jako endogenni kontrola extrakce.

Béhem procesu amplifikace hybridizuji fluorescenéni sondy specifické pro N1, RdRp a lidskou RP
na jejich specifické genové cilové sekvence, coz méa za nasledek, Ze DNA polymeraza exonukleotic-
ky $tépi sondu ve sméru 5'—3'. To ma za nasledek oddéleni fluoroforni barvy (znac¢ky) od zhasedla
a generovani fluorescenéniho signalu. S kazdym PCR cyklem se kumulativni signal zvySuje. Kazda
cilova sekvence pouziva charakteristicky fluorofor detekovany na raznych vinovych délkach, ktery
umoziiuje soucasnou detekci a diskriminaci amplifikovanych cilovych sekvenci viru SARS-CoV-2
a interni kontroly.

Dodavany material

Reagencie Popis Objem (pl) Mnozstvi
g 2 Lyofilizovany RT-PCR master mix .
gﬁ?ﬁ%g?\x x2 obsahujici véechny reagencie N/A (15{??;’;2)
nezbytné pro amplifikaci
PouZiva se k rekonstituci mixu
oARs-Cov2. RT-PCR, slouzi jako negativni 800 41 1 Zkumavka,
(Redici roztok) kontrola a k promichani pozitivni modre
kontroly
Zataveny sacek s 1 lahvickou
lyofilizované pozitivni kontroly,
SAR.S'COV'Z ktera je tvofena syntetickou N/A . 1 zkun]avk'a,
Positive Control molekulou RNA obsahujici (10 kontrolnich oznacena
(Pozitivni kontrola) specifické cilové sekvence N1 reakci) cervené
a RdRp genu viru SARS-CoV-2

Sadu skladujte pfi teploté 15-25 °C na tmavém misté.

Nepouzivejte reagencie po uplynuti doby pouZitelnosti, nebo pokud jsou zabalené reagencie viditelné
poskozené. Po rehydrataci je vhodnéjsi soupravu ihned pouzit nebo skladovat pfi teploté 2—8 °C po
dobu neprekracujici 6 hodin. Komponenty soupravy Ize alikvotovat a skladovat zamrazené pfi teploté
-20 °C po dobu az 1 mésice. Po rozmrazeni opakované nezamrazujte.

Potiebny material/vybaveni (které neni soucasti baleni
Extrakce nukleovych kyselin

Postup

Promichejte RT-PCR
smés s 500 pl fedicino
roztoku pomoci Gisté
Spicky s filtrem

Nechejte 5 min
rehydratovat

Extrahuite vzorek RNA Preneste 10 pl smési RT-

PCR na PCR desticky

Naneste jeden nebo vice
vzorkir s 10 pl fediciho
roztoku (negativni
kontrola) na PCR
desticku.

Naneste vzorek RNA
na desticku PCR
(10 pl RNAJreakce)

Umistéte jeden nebo vice
vzorkir s 10 pl pozitivni
kontroly na PCR destiku.

Ujistéte se,
ze ID vzorki je

Promichejte pozitivni
kontrolu ve 100 pl Fediciho
roztoku pomoci pipety P100

Nechejte 5 minut
rehydratovat

Spustte cyklus

RT-PCR protokolu

Analyzujte data
Zaznamenejte vysledky

Varovani a bezpeénostni opatieni

Tento postup by mél provadét pouze odborny laboratorni personal, ktery je schopen manipulovat

s infekEnimi materialy a je vyskolen k provadéni RT-PCR.

Je nutné dbat na spravné nastaveni podminek cyklovani, detekénich kanalt a datové analyzy PCR pii-

stroje. K rozliseni mezi kanaly HEX (RdRp) a ROX (interni kontrola) musi byt v pfipadé potfeby PCR pfi-

stroj kalibrovan (barevna kompenzace). Pokyny Ize nalézt v uZivatelské priruéce k danému PCR pfistroji.

Vykonnostni charakteristiky soupravy byly stanoveny pomoci vzork(i RNA izolovanych z uméle oboha-

cenych vzorkd slin, stér(i z nosohltanu (NP) nebo orofaryngealnich (OP) stér( odebranych do vhodného

transportniho média. Vzorky byly ziskany od pacientt se znamkami a pfiznaky respiracni infekce. Pozitivni
vysledky svéd¢i pouze o pritomnosti RNA viru SARS-CoV-2. Nékteré pozitivni vzorky NP/OP vytéru ve

VTM médiu nemusi byt detekovany, pokud jsou nafedény a testovany v poolu.

Stejné jako u jinych diagnostickych testovacich procedur je pro zajisténi spravného fungovani nezbyt-

na spravna laboratorni praxe. Vzhledem k vysoké citlivosti tohoto testu je tfeba vénovat pozornost

spravnému skladovani a manipulaci s reagenciemi a materialy a bez zdroji kontaminace. Je tfeba
dodrZovat nasledujici pokyny:

1. Bé&hem vSech krokl procedury noste laboratorni rukavice bez pudru, ochranné laboratorni plasté
a ochranu oci.

2. Se véemi vzorky pacientt je tfeba zachazet jako s potencialné infekénimi, a to za pouZziti spravné
laboratorni praxe popsané v dokumentu CLSI M29-A4 nebo v mistnich smérnicich o biologické
bezpecnosti.

3. Pokud dojde k rozliti vzorku, okamzité misto dezinfikujte 0,5% chlornanem sodnym (zfedénym

domécim beélidlem v poméru 1:10) nebo postupujte podle pfislusnych mistnich postupt.

. Po manipulaci se vzorky a reagenciemi si diikladné& umyjte ruce.

Pouzifte
zobrazenou
interpretaci
cilovych sekvenci

[
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. Vzdy si prostudujte uzZivatelské priru¢ky a navody k pouZziti, pouzivejte pouze spotfebni material
Produkt Kat. ¢. Vyrobce PCR specifikovany vyrobcem, protoze odchylky mohou ovlivnit vykon testu a platnost vysledku.
QIAamp® Viral RNA Mini Kit 52904 nebo Qiagen Identifikace nebezpeénosti v souladu s narizenim (ES) &. 1272/2008
P 52906 9 Lentriika
Redici pufr:
NEBO SARS-CoV-2 Dilution Buffer
UFI: 6CGW-HWON-KJ51-TGAT
l}\(/li?gMA)(TM Viral/Pathogen Nucleic Acid Isolation A4i?258%1ngbo ThermoFisher Scientific
) . . ’ . A-200 series f
Zybio Nucleic Acid Extraction Kit T-200 series Zybio Inc
Macherey-Nagel NucleoMag® Dx Pathogen kit 744215.4 Macherey-Nagel Varovani
KingFisher™ Duo Prime system 5400110 ) o Obsahuje: 2-methyl-2H-isothiazol-3-on
KingFisherTM Flex system v 5400630 ThermoFisher Scientific H317 Muze vyvolat alergickou kozni reakei.
P261 Zamezte vdechovani par.
NEBO P280 Noste ochranné rukavice / ochranny odév.
P302 + P352 PRI STYKU S KUZI: Omyjte velkym mnozstvim vody a mydla.
MagCore® triXxact RNA Kit MR&;Q ggbo RBC Bioscience P333 + P313 PFi podrazdéni kiize nebo vyrazce: Vyhledejte lékafskou pomoc / o$etreni.
~ Bezpecnostn ty (BL) jsou k dispozici u mistniho zastupce zakaznické podpory.
MagCore® Plus Il Automated Nucleic Acid MCA1605 RBC Bioscience Odbér, manipulace a skladovani vzorkii
Extractor Vzorky by mél odebirat pouze nalezité vyskoleny personal. Nevhodny odbér, pocet poolovanych
vzorku vétsi nez 5, skladovani a preprava vzorki by mohly vést k ziskani nespravnych (falesnych)
Obecné vybaveni vysledku.
= - Pro spravny odbér vzorku je tfeba postupovat podle pokynu vyrobce zafizeni pro odbér vzorkd.
_ _____Produkt Kat. ¢. Vyrobce Pro nasofaryngealni (NP) nebo orofaryngealni (OP) vzorky pouZivejte pouze tampony se $pickou
Kalibrované mikropipety (P20, P200, P1000) - - z nylonového nebo polyesterového vldkna (Dacron®) uréené pro NP nebo OP stéry. Tampony s viak-
Spicky s filtrem odolné vici aerosolim - - ny z alginatu vapenatého nejsou pfijatelné. Nedoporucuje se pouzivat bavinéné tampony. Okamzité
Kompatibilni 0,2 ml PCR reakéni desticky (nebo vloZte tampony do sterilnich zkumavek obsahujicich 1-3 ml virového transportniho média (VTM).
zkumavky) - B Do sterilni nadoby odeberte pfiblizné 1 ml vzorku ze slin.
Kompatibilni tésnici folie na PCR desticky (nebo Vzorky mohou byt skladovany pfi 2—-8 °C a testovany do 72 hodin po odbéru.
vicka ke zkumavkam) - - Vzdy pouzivejte nové $picky a poolovaci nadoby pfi zachazeni s individualnimi vzorky nebo pooly,
Centrifuga (vzorky slin) - N aby nedoslo ke kfizové kontaminaci mezi vzorky.
Jeden z nasledujicich PCR zafizeni: Pokyny pro poolovani vzorki
Pristroje Applied Biosystems 7500, 7500 Fast nebo 4351104 Pfi poolovani vzorkli VTM stéru zvazte strategii poolovani zaloZzenou na procentualni mife vyskytu
7500 Fast Dx Real Time PCR 4406984 ThermoFisher Scientific COVID-19 pozitivnich vzorkd (P, ,..4..) v Populaci za poslednich 7-10 dni.
Pocita¢ se softwarem SDS verze 1.4 nebo novéjsi 4406985 Souprava Erba MDx SARS-CoV-2 RT-PCR byla validovana pro testovani poolt s 5 vzorky, i kdyz je
CFX96 / CFX96 Touch / CFX Opus - BioRad mozné testovat i pooly se 4, 3 a 2 vzorky. Na zakladé Dorfmanovy strategie poolovani byly definova-
Stratagene MX3000/MX3005P N Agilent ny nasledujici hodnoty pro dosazeni maximalni u€innosti poolovani:
BMS Mic Real Time PCR cycler 900;570 Bio Molecular Systems Doporugeny pocet ]
Qiagen Rotor-Gene Q 5plex / 5plex HRM 9001580 Qiagen PN potzl;g:kf:ﬁy(:h Uginnost poolovani vzorka
A40426
. . . A28567 5-6% 5 2,35-2,15
QuantStudio™ Real-Time PCR systems: A28139 ThermoFisher Scientific
» 9,9, 0pro, 7 pro A44288 7-12% 4 1,99-1,54
A43162 o) %
LightCycler® 480 Instrument 96-wel 04 640 268 001 F— 18-25% s 148-1.10
L‘ghtCycIer‘@ 480 Instrument |l 96-well 05 015 278 001
N/PCR/001/23/F/INT Datum revize: 1. 2. 2023
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*Procentualni mira vyskytu COVID-19 pozitivnich vzorkl v populaci za poslednich 7-10 dni.
**Pokud je P, ;... >25 %, GCinnost poolovani je snizena a doporucuje se zvazit testovani.

Pfi poolovani vzorkdi VTM vytért oznadéte zkumavku unikatnim $titkem tak, aby byla zaji$téna do-
hledatelnost identifikatorl individualnich vzorku, pokud jsou dostupné. Pfi poolovani je tieba zajistit

2. Vlozte desticku PCR do pfistroje a vyberte Spustit cyklus.
Rotacni cyklery (BMS Mic, Qiagen Rotor-Gene Q)

1. Zadejte nasledujici amplifikacni program.

zachovani stalého pomeéru objemu vSech vzorkl a minimalni celkovy objem poolovaného vzorku,
ktery je >200 pl (minimalni objem 200 pl je pozadovan pro izolaci nukleové kyseliny). Pro nazornost: Metoda Rarsmetryjdetekce
Teplota Nazev cilové a
— Minimalni objem Kroky cCc)* Cas sekvence Reporter Kanal
Poéet vzorkl Dﬁﬁzwi‘fu'zrﬁﬁfm Celkovy objem poolu | poolu pozadovany ] 45 10 min i
v poolu Cn () (ul) pro izolaci nukleové Holding_RT SARS-CoV-2 FAM Zelena
kyseliny 1 cyklus 95 3 min N1gen (470/510nm)
5 50 250 200 - SARS-CoV-2 Zluta
95 15 vtefin HEX
4 60 240 200 ayskloﬁpi RdRp gen (530/555nm)
vk - Lidska RNazaP Oranzové
3 80 240 200 64 30 vtefin Interni kontrola ROX (585/610nm)
2 120 240 200 * Pro v8echny kroky cyklovani pouZijte vychozi (100%) rychlost rampovani.

Dokud nejsou vyhodnoceny vysledky testu poolovaného vzorku, zajistéte uchovani individuélnich
vzorkU pfi teploté 2—8 °C, aby bylo v pfipadé potfeby mozné provést opakované individualni testovani.

Extrakce nukleovych kyselin
Stanoveni soupravy Erba MDx SARS-CoV-2 RT-PCR bylo ovéfeno pro pouZiti s vySe uvedenymi soupra-
vami/pfistroji. Postupujte podle postup( vyrobcl s konkrétnimi nize uvedenymi doporucenimi pro pouZziti.

NP/OP vytér Supernatant ze slin

Souprava pro extrakci nukleovych

kyselin Objem Eluéni Objem Eluéni

vzorku (pl) | objem (ul) | vzorku (ul) | objem (ul)

QIAamp® Viral RNA Mini Kit 200 60 200 60
MagMAX™ Viral/Pathogen Nucleic
Acid Isolation Kit 200 60 200 60
MagCore® triXact RNA Kit 200 60 200 60
Zybio Nucleic Acid Extraction Kit 200 50 200 50
Macherey-Nagel NucleoMag® Dx
Pathogen kit 200 100 200 100

Piiprava reagencii

Souprava Erba MDx by méla byt oteviena pouze bezprostfedné pred pouzitim. NEOTVIREJTE ochran-

ny obal s pozitivni kontrolou, dokud nebudou dokonéeny v8echny kroky pro pfipravu desticky PCR.

1. Kratce poklepejte nebo odstfedte modrou lahvicku s fedicim pufrem, aby kapalina stekla dold na dno.

2. Sklenénou lahvi¢ku se lyofilizovanym RT-PCR master mixem resuspendujte pomoci 500 pl
Fediciho roztoku.

3. Nechejte 5 minut rehydratovat pfi pokojové teploté.

4. Cinidlo peélivé promichejte pipetovanim. Zabrarite p&néni.

Po rehydrataci je vhodnéjsi soupravu ihned pouzit, nebo alikvotovat a zamrazit pfi teploté -20 °C

po dobu az 1 mésice.

Rehydratované komponenty soupravy mohou byt pfed pouZzitim skladovany pfi teploté 2-8 °C po

dobu nepfekracujici 6 hodin, poté musi byt zamrazeny nebo vyhozeny. Pfi del$im skladovani bude

citlivost testu klesat.

Doporucené velikosti zamrazenych alikvotl: :

pozitivni kontrola.

Po rozmrazeni je nutné alikvoty ihned pouzit a opétovné je nezamrazovat. Pfi opakovaném zamra-

zovani a rozmrazovani bude citlivost testu klesat.

Nastaveni RT-PCR reakce

RozloZeni desticky/zkumavky PCR se bude lisit v zavislosti na poctu analyzovanych vzorki. Kazda

souprava méa dostate¢né mnozstvi master mixu az pro 50 reakci (finalni reakéni objem 20 pl). V kazdém

PCR cyklu by méla byt zahrnuta alespori 1 reakce negativni kontroly (NTC) a pozitivni kontroly (PC).

1. Naneste reakéni smés RT-PCR na PCR desticku (nebo do PCR 1. zkumavky), 10 pl na jamku, pro
celkovy pocet pozadovanych reakci.

2. Pro negativni kontroly pfidejte 10 pl fediciho roztoku do jakékoli vybrané jamky NTC.

Piidani vzorku RNA

Aby nedoslo k pfenosu kontaminace, musi se $picky mezi vzorky vymeénit. Pfi michani nesmi dochazet
k pénéni.

1. Pipetou promichejte izolat vzorku RNA a poté pridejte 10 pl do jamky PCR.

2. Celou smés promichejte tikrat pipetovanim.

3. Vymérite $picku.

4. Opakuijte pro vSechny vzorky RNA.

2100 pl SARS-CoV-2 RT-PCR master mix, 220 pl

Priprava pozitivni kontroly

. Otevrete obal s pozitivni kontrolu.

Otevrete ¢ervenou lahvicku s pozitivni kontrolou a pfidejte 100 pl fediciho roztoku.
Nechejte 5 minut rehydratovat.

Pozitivni kontrolu kratce promichejte pipetovanim. Zabrarite pénéni.

Pridejte 10 pl pozitivni kontroly do jakékoli vybrané jamky PC.

arwh=

Uzaviete desti¢ku/zkumavky PCR tésnici folii nebo vicky a pfeneste je do PCR zafizeni.

Programovani PCR pristroje

Informace o nastaveni zafizeni pro RT-PCR najdete v uZivatelské pfirucce k pfistroji. Poznamka:

Podminky PCR cykli mezi jednotlivymi zafizenimi se mohou li$it. Pfed pouzitim peclivé zkontrolujte

model zafizeni a parametry cyklu.

Block-based cyklery (ABI7500, Bio-Rad CFX, Stratagene, QuantStudio, LightCycler480)

Plati pouze pro ABI7500: nastavte pasivni referenci na ,zadny". Pasivni reference ROX neni vyZadovana.
1. Zadejte nasledujici amplifikacni program.

**Na konci této faze musi byt provedeno cteni fluorescence.
2. Vlozte desticku PCR do pfistroje a vyberte Spustit cyklus.

Interpretace vysledki testu a generovani zprav

Pro spravné piifazeni hodnot Ct postupujte podle pokynl specifickych pro dany pfistroj. V8echna
amplifikacni data by méla byt manualné zkontrolovana u vSech vzorkul, aby se ovéfila pritomnost
nebo nepfitomnost SARS-CoV-2 pozitivnich amplifikanich charakteristik.

Nasledujici informace slouzi jako obecné zasady pro spravnou interpretaci dat soupravy Erba MDx
SARS-CoV-2 RT-PCR na pfistrojich fady ABI7500.

Nastaveni hodnot . Treshold values*“ a . Baseline“ pro vyhleddni amplifikace (ABI7500)

Pro snadnou ruéni kontrolu dat na ABI7500 vzdy porovnejte amplifikacni kfivku s podezfenim na

pozitivni vysledek na SARS-CoV-2 se znamou jamkou negativni kontroly (NTC).

1. Po dokonéeni PCR cyklu vyberte okno Analyza (,,Analysis“).

2. Chcete-li zobrazit nezpracovana data, vyberte kartu Zobrazeni grafu amplifikace (,Amplification plot‘).

3. Nakarté Zobrazit usporadani desticky (,,View plate Layout*) zvyraznéte vSechny jamky z daného
cyklu. V grafu zobrazeni amplifikace (,Amplification Plot graph“) by se méla objevit data
amplifikace ze vSech vzorkl a detekénich kanalu.

4. Na panelu Moznosti (,,Options*) vyberte Cil (,,Target”) (N1). Ujistéte se, Ze je zaskrtnuta moZnost
Zobrazit prahovou hodnotu (,Show Threshold“) a Automaticka zakladni linie (,,Auto Baseline®).

Poznamka: kazdy detekcni kanal musi byt analyzovan jednotlivé, aby odrazel amplifikacni profil kazdého

genového cile: Cil 1= N1 (kanal FAM), Cil = RdRp (kanal JOE / VIC), Cil 3 = RNazaP (kanal ROX).

5. V Nastaveni vykresleni (,,Plot Settings*) zvolte Typ vykresleni (,,Plot Type®) = ARn vs Cycle,
typ grafu (,graph type“) = Log, barva (,colour*) = Target.

6. Chcete-li nastavit prahovou hodnotu, pfetahnéte prahovou listu do exponencialni faze a nad
jakékoli signaly pozadi.

7. Kliknéte natlacitko Opétovna analyza (,,Reanalyze*) v pravém hornim rohu okna. Kfivky amplifikace
a hodnoty Ct (uvedené v pravém podokné) musi byt ruéné zkontrolovany pro kazdy vzorek.

8. Opakujte pro vSechny cile, nastavte prahovou hodnotu pro detekéni kanaly RdRp a RNazaP, jak je
uvedeno vy$e, a zkontrolujte data pro v8echny vzorky.

9. U vSech genovych cilt je amplifikace PCR povazovana pozitivni, pokud je Ct <40

10. Z Hiavni nabidky vyberte Ulozit jako (,,Save as*) a analyzu ulozte.

U ostatnich PCR systému (CFX96, MX300 atd.) pouZijte vychozi automatické pfifazeni prahové hod-

noty. Rucné zkontrolujte data pro kazdy vzorek, abyste potvrdili platnost grafu zobrazeni amplifikace

a vypoctu jakékoli hodnoty Ct.

Pfifazeni vysledku testu k vzorkiim pacienti

Jakmile je vzorku pfifazen pozitivni nebo negativni status amplifikace v kazdém ze 3 detekénich
kanal, méla by se pro pfifazeni statusu SARS-CoV-2 pouzit nasledujici interpretace vysledka
kanalu:

HEX (or JOE / VIC /
NCAME Yellows55) ROX Vysledek testu
9 RdRp gen

Pozitivni (Ct <40) Pozitivni (Ct <40)

A L Jakykoli pozitivni nebo SARS-CoV-2
Pozitivni (Ct <40) Negativni negativni POZITIVNI

Negativni Pozitivni (Ct <40)

Negativni Negativni Pozitivni (Ct <40) SRS Cov.2

Negativni Negativni Negativni OFE:\?(I)-\AI\;#¥E_ST

Kontrola kvality

Dodrzuijte spravnou laboratorni praxi a veskeré mistni/narodni klinické laboratorni pozadavky / smérnice
pro kontrolu kvality. Béhem kazdého PCR cyklu vzdy zahrfite pozitivni a negativni kontrolni reakce.

Interni kontrola (IC)

DNA lidského genomu pfitomna v klinickém vzorku se pouziva jako interni kontrola k potvrzeni ispés-
né extrakce nukleové kyseliny a amplifikace PCR - chrani pfed faleSné negativnimi vysledky. Selhani
detekce genovych cilovych sekvenci v jakémkoli klinickém vzorku mize byt zpisobeno:

+  Spatnym odebranim nukleové kyseliny nebo degradaci nukleové kyseliny.

Nedostate¢nym odebranim bunék béhem odbéru vzorkl pacient(.

Degradaci klinického vzorku.

Nekompatibilitou typt vzorku.

Nefunkénosti reagencie nebo pfistroje.

Negativni kontrola (NTC)

Reakce NTC (s pouzitim 10 pl fediciho roztoku misto vzorku RNA) by nemély generovat pozitivni

Metoda Parametry detekce amplifikaéni kfivky ani v kanalu FAM (N1), ani v JOE/VIC (RdRp). Pokud reakce NTC vykazuji pozi-
tivni charakteristiky amplifikacni kfivky s Ct <40, mohlo dojit ke kontaminaci pfi prenosu. Zruste béh
Teplota Nazev cilové Zhasec a znovu otestujte vSechny vzorky.
Kroky e Cas Reporter
() sekvence (Pouze ABI) Pozitivni kontrola (PC)
X 45 10 min Pozitivni kontrola obsahuje syntetickou RNA viru SARS-CoV-2, u které se ocekava pozitivni detekce jak
Holding_ SARS-CoV-2 FAM NFQ-MGB v detekénich kanalech N1 (FAM), tak v RdRp (HEX/JOE/VIC/Yellow555), ale zadna v kanalu IC (ROX).
RT 1 cyklus 95 3 min N1gen Oéekavany vykon externich kontrol obsazenych v soupravé
HEX Lidsky
. SARS-CoV-2 = a SARS-CoV-2 SARS-CoV-2 z
95 15 vtefin (JOE/VIC/ | NFQ-MGB Typ kontroly Slouzi ke stanoveni RNazaP gen
Cyklovani RdRpgen | Vojiow 555) isen LLIDEET (Ic)
45 oyklg Pozitivni Selhani Pozitivni Negativni
o Lidska RNazaP ozitivni elhani reagence A ozitivni egativni
60 30 sec Interni kontrola ROX NFQ-MGB kontrola nebo procesu Pozitivni (Ct <40) (Ct <40) (Ct>40)
*Pro vsechny kroky cyklovani pouzijte vychozi (100%) rychlost rampovani. Negativni Kontaminace pfi Negativni (Ct >40) Negativni Negativni
**Na konci této faze musi byt provedeno cteni fluorescence.  HEX je doporuc¢enym detekénim kana- kontrola prenosu (Ct>40) (Ct>40)
lem pro detekci RdRp, nicméné kalibrované kanaly JOE a VIC poskytuji vysledky lisici se do 0,1 Ct Pozitivni vysledek z IC v NTC nerusi platnost cyklu.

a jsou rovnéz pouzitelné.

t HEX je doporucenym detekcnim kanalem pro detekci RdRp, nicméné kalibrované kanély VIC, JOE
nebo Yellow 555 (Lightcycler) by mély poskytovat vysledky lisici se do 0,1 Ct a mély by byt rovnéz
pouzitelné. U pristroje LightCycler 480 Il je nutné pouzit soubor pro univerzalni barevnou kompen-
zaci obsahujici kalibracni data pro kanaly VIC / HEX / Yellow555, nebo je nutné provést vlastni ka-
libraci specifickou pro kanal HEX. Pokyny Ize nalézt v uZivatelské pfirucce k pristroji Roche Light-
Cycler 480. Bez provedeni kalibrace nebude mozné spravné interpretovat interni kontrolu RNaseP
v pfitomnosti pozitivniho RdRp signalu.

Omezeni

« Pouzivejte pouze podporované typy klinickych vzorkd a spotiebni material doporuceny vyrobcem.

« Negativni vysledky nevyluéuji infekci virem SARS-CoV-2.

« Vysledky testt by nemély slouzit jako jediny podklad pro rozhodnuti o péci ¢i Iécbé pacienta.

« Nespravné shromazdovani, skladovani nebo testovani klinickych vzork mize mit za nasledek

ErbaLachemas.r.o., Karasek 2219/1d, 621 00 Brno, Czech Republic
Tel.: +420517 077 111 E-mail: diagnostics@erbamannheim.com
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Navod k pouZiti
Uchovaveijte pfi teploté 15-25°C

znehodnoceni vysledk( testu.
Vykonnostni charakteristik
Analyticky LoD (pouze RT-PCR|

Odhad analytického LoD cilovych genti N1 a RdRp testu RT-PCR byl proveden prostiednictvim pristroje
ABI7500 s vyuzitim vody pro molekularné biologické aplikace obohacené o jednotliva fedéni genomové
RNA viru SARS-CoV-2', ktera byla kvantifikovana pomoci kapkové digitaini PCR (ddPCR™). Série fedéni
k vyjadreni LoD byla testovana na soupravé Sarze 2027501.

podobné detekovany.

Dal$i hledani sekvenéniho zarovnani oligonukleotidového primeru a sond obsazenych v soupravé
Erba MDx SARS-CoV-2 RT-PCR bylo provedeno pomoci nastrojl pro vyhledavani s pouzitim dat Gl-
SEAD ze dne 25. dubna 2021. V dany moment Zadné kmeny Covid nepfedstavovaly vyzvu pro cilové
sekvence N1 nebo RdRp pouzité v soupravé Erba MDx SARS COV-2 RT-PCR.

Exkluzivita

Vybrané primery byly pomoci vyhledavani v BLAST* porovnany se sekvencemi vybranych orga-

Potvrzeni LoD N1 Potvrzeni LoD RdRp nismi’{ a da!§|’chlkoronavirﬂluloien)'/milv databazi NSJBI s kterél by l_nohly byt ;_)Fl’t(')mln)v/ v pFi§Iu§nych
Poéet kopii vzorcich. Lidska genomova DNA neni prokazatelné detekovana jako negativni vytér s pfitomnou
cps/rxn Detekovana (%) detek Detekovana (%) detel lidskou DNA a dava negativni vysledky pro SARS-CoV-2.
opakovani e opakovani °
P ”
20 24104 100 24104 100 Taxonomickeé ID pro BLAST Detekce?
20 44/44 100 41/44 932 Adenoviridae (taxid:10508) Ne
10 44144 100 38/44 86,4 Bacillus anthracis (taxid:1392) Ne
5 43/44 97,8 19/44 43,2 Bordetella pertussis (taxid:520) Ne
25 19/20 95 9/20 45 Candida albicans (taxid:5476) Ne
Chlamydia pneumoniae (taxid:83558) Ne
Tyto LoD byly potvrzeny na tfech samostatnych Sarzich soupravy. Chlamydia psittaci (taxid:83554) Ne
Cislo $arze 2027501 2025501 2024701 Corynebacterium diphtheriae (taxid:1717) Ne
& || et Opakovani | Pramérna | Opakovani | Pramérna | Opakovani | Pramérna Coxiella burnetii (taxid:777) Ne
P pozitivni Ct pozitivni Ct pozitivni Ct
Lidsky enterovirus (taxid:1193974) Ne
32/32 31/32 32/32
B 2 100% 34.4 96.9% 35.9 100% 353 Haemophilus influenzae (taxid:727) Ne
32/32 32/32 32/32 Lidsky metapneumovirus (taxid:162145) Ne
RdRp 30 100% 36,3 100% 36,3 100% 36,4 : - :
Chiipkovy vir A (taxid:11320) Ne
Analyticky LoD byl potvrzeny také na pristrojich MX3000, CFX96, BMS Mic a Rotor-Gene Q. - ,, -
iy VP Y P ) Chiipkovy vir B (taxid:11520) Ne
Limit detekce (LoD) (nukdeovi extrakce a RT-PCR) Legionella (taxid:445) kromé L. pneumophila (taxid:446) Ne
Vytér z nosohltanu (NP) - - -
Inaktivovany virus SARS-CoV-2 nafedény ve VTM na LoD byl pfidan do retrospektivnich (zmrazenych) Legionella pneumophila (taxid:446) Ne
na§ofaryngeél[1ich vzorkd, j%jicpi’dﬁvéjél' PCR v;}slﬁedek byl negativni na CO\/’ID-19. Hoqnoty LoD byly Leptospira (taxid:171) Ne
u téchto vzorkl potvrzeny pridanim 200 a 450 kopii/ml. Vzorky byly extrahovany pomoci soupravy Ql-
Aamp® Viral RNA Mini Kit. Tyto vzorky byly detekovany pomoci ABI 7500 podle vySe popsané metody. Moraxella catarrhalis (taxid:480) Ne
N1 RdRp Mycobacterium tuberculosis (taxid:1773) Ne
Pramérma Proméma Mycoplasma pneumoniae (taxid:2104) Ne
Virus cps/ml Detekce %) pozitivita Detekce %) pozitivita
. (%P ct ()p ct Neisseria elongata (taxid:495) Ne
200 20220 100 33,70 N/A N/A N/A Neisseria meningitidis (taxid:487) Ne
450 N/A N/A N/A 20220 100 36,30 Parainfluenza 1-3 (taxid:186938) Ne
LoD vytérii z NP byl potvrzen pro 200 kopii viru/ml (cilova sekvence N1), 450 kopii/ml (RdRp) v na- | Lidsky rubulavirus 4 (taxid:1979161) Ne
sofaryngealnich vzorcich pfi extrakci pomoci soupravy QlAamp® Viral RNA Mini Kit. Vykony souprav Parechovirus (taxid:138954) Ne
MagMAX™ Viral/Pathogen Nucleic Acid Isolation Kit, Zybio kit, RBC Bioscience MagCore® triXact — —
RNA Kit a Macherey-Nagel NucleoMag® Dx Pathogen kit byly nasledné validovany a poskytly ekvi- Pneumocystis jirovecii (taxid:42068) Ne
valentni vysledky pro LoD. Pseudomonas aeruginosa (taxid:287) Ne
Orofaryngealni (OP) vytér N .
Inaktivovany virus SARS-CoV-2 nafedény ve VTM na LoD byl pfidan do retrospektivnich (zmraze- Human orthopneumovirus (faxid: 11250) Ne
nych) orofaryngealnich vzorku, jejichz dfivéjsi PCR vysledek byl negativni na COVID-19. Vzorky byly Rhinoviruses (taxid:12059) Ne
extrahovany pomoci soupravy QlAamp® Viral RNA Mini Kit. Tyto vzorky byly detekovany pomoci ABI -
7500 podle vyie popsané metody. Staphylococcus aureus (taxid:1280) Ne
N1 RdRp Staphylococcus epidermidis (taxid:1282) Ne
Pramerma Pramerma Streptococcus pyogenes (taxid:1314) Ne
Vi I | Deteks Y itivi Detek Y itivi
irus cps/ml etekce | (%) pozitivita ct etekce | (%) pozitivita ct Streptococous pneumonias (taxid:1313) Ne
200 20220 100 35,21 N/A N/A N/A Streptococcus salivarius (taxid:1304) Ne
400 N/A N/A N/A 17220 85 37,39 Lidsky koronavirus 229E Ne
450 N/A N/A N/A 19220 95 36,66 Lidsky koronavirus OC43 Ne
Lidsky ke i HKU1 N
LoD vytéra z OP byl potvrzen pfi 200 kopii viru/ml (cilova sekvence N1), 450 kopii/ml (RdRp) v oro- idsky koronavirus HKU °
faryngealnich vzorcich pfi extrakci pomoci soupravy QIAamp® Viral RNA Mini Kit. Vykony souprav Lidsky koronavirus NL63 Ne
MagMAX™ Viral/Pathogen Nucleic Acid Isolation Kit, Zybio kit, RBC Bioscience MagCore® triXact K - AR Nes
RNA Kit a Macherey-Nagel NucleoMag® Dx Pathogen kit byly nasledné validovany a poskytly ekvi- oronavirus SARS e
valentni vysledky pro LoD. Koronavirus MERS Ne

Vzorky ze slin

Inaktivovany virus SARS-CoV-2 ve VTM na LoD byl pfidan do vzorku slin odebranych zdravym jedin-
cim s negativnim vysledkem testu na virus SARS-CoV-2.

Vzorek byl centrifugovan, do supernatantu byl pfidan inaktivovany vir a extrahovan pomoci soupravy
Qiagen QlAamp® Viral RNA Mini Kit. Tyto vzorky byly detekovany pomoci ABI 7500 podle vySe po-
psané metody.

U zadného z téchto organismu se neocekava kfizova reaktivita s testem.

Pouzité symboly

N1 RdRp Symbol Vyznam Symbol Vyznam
5 o Pramérna o Pramérna f Ay kv
Virus cps/ml Detekce | (%) pozitivita Ct Detekce | (%) pozitivita ct IV D Diagnosticky zdravotnicky Teplota skladovani
prostiedek in vitro P
200 20z20 100 36,18 N/A N/A N/A
400 N/A N/A N/A 18220 90 37,46 L 0 T Cislo $arze E]:ﬂ Ctéte navod k pouziti
450 N/A N/A N/A 18z 20 90 37,18
- S -
[}
500 N/A N/A N/A 19220 95 37,78 //lt S;Frear:}lrtnpred slune¢nim ® Nepouzivat op&tovné
e~
LoD byl potvrzen pfi 200 kopii viru/ml (cilova sekvence N1), 500 kopii/ml (RdRp) ve vzorcich slin extra- L]
hovanych pomoci soupravy QlAamp® Viral RNA Mini Kit. Vykony souprav MagMAX™ Viral/Pathogen z
Nucleic Acid Isolation Kit, Zybio kit, RBC Bioscience MagCore® triXact RNA Kit a Macherey-Nagel Vyrobce Obsah postacuje pro <n> testl

NucleoMag® Dx Pathogen kit byly nasledné validovany a poskytly ekvivalentni vysledky pro LoD.

Inkluzivita

Pouzité primery byly porovnany s publikovanymi sekvencemi viru SARS-CoV-2 dostupnymi ve vefej-
né dostupné databazi GenBank® ke dni 24. zafi 2020.

Byl proveden prazkum dplnych genomu viru SARS-CoV-2 o délce 28 000 az 35 000 bazi ve virové
databazi NCBI? . Bylo identifikovano 16811 sekvenci. 16808 sekvenci mélo 100 (%) identitu a 100 (%)
zakladni pokryti ve srovnani s referencni sekvenci pro alespori jeden cilovy gen.

Tii sekvence se 100% neshodovaly ani v jednom cili. Neshodné sekvence byly analyzovany (metoda
podle Stadhouders, Ralph et al. 2010° a bylo zjisténo, Ze maji dostatecnou afinitu, aby byly pravdé-
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Navod k pouZiti
Uchovaveijte pfi teploté 15-25°C

Hodnoceni klinické validit:

180 retrospektivnich klinickych vzorkl (zmrazené vzorky na -80 °C, kombinace pozitivnich SARS-
-CoV-2 PCR a negativnich UTM nebo VTM), bylo testovano pomoci CE-IVD/FDA EUA schvalené
RT-PCR soupravy jiného vyrobce, ktera byla pouzita na Erba Molecular (Ely, Cambridge, UK) jako
predikat. VSechny vzorky byly znovu extrahovany pomoci soupravy QlAamp® Viral RNA Mini Kit podle
pokynt vyrobce a znovu testovany pomoci RT-PCR soupravy jiného vyrobce na pfistroji ABI7500
podle pokynu vyrobce. U druhého testu od jiného vyrobce vykazalo 31 vzorkd nesouhlasné vysledky
ve srovnani s plvodnim diagnostickym vysledkem a tyto byly ze studie vyrazeny.

39 vzorkd bylo potvrzeno jako pozitivnich a 110 jako negativnich. Tyto vzorky byly poté testovany
pomoci soupravy Erba MDx SARS-CoV-2 RT-PCR. Vysledky byly nasledujici:

Hodnoceni vzorku

Pozitivni Negativni
Vysledky soupravy Pozitivni 39 0
Erba MDx SARS-CoV-2 RT-PCR Negativni 0 110

Procentualni shoda pozitivnich

vysledk 100% (39/39)

90,9-100% C.1.¢

Procentualni shoda negativnich

vysledki 100% (110/110) 96,7-100% C.I.

Klinicka validita pfi pouziti poolu 5 vzorku nasofaryngealniho stéru ve VTM médiu

45 SARS-CoV-2 pozitivnich vzorkd NP stéru identifikovanych retrospektivné pomoci PCR a 35 ne-
gativnich vzork( NP stéru (zamrazenych ve VTM pfi -80 °C) bylo otestovano individualné, aby byl
vysledek ovéfen pomoci soupravy Erba MDx SARS-CoV-2 RT-PCR.

Z téchto vzorkl bylo vybrano 30 pozitivnich a 30 negativnich a ty byly zahrnuty do poolovaci studie.
V souladu s instrukcemi FDA pro poolovani, 8 pozitivnich vzorku bylo vybrano na zakladé hodnot
Ct v rozmezi 2—4 cyklu (=1log, ) od ocekavaného LoD soupravy Erba MDx a 22 vzorkl poskytovalo
hodnoty Ct o >4 cykly vys$si nez LoD. 30 pozitivnich vzork(l bylo nasledné zaslepeno a randomizo-
vano se 30 negativnimi NP vzorky a opakované otestovano individualné pomoci CE-IVD/FDA EUA
certifikované RT-PCR soupravy a pomoci soupravy Erba MDx SARS-CoV-2 RT-PCR. Vysledky byly
srovnany.

Zaslepené, randomizované vzorky byly nasledné spoolovany po 5 vzorcich a doplnény negativnimi
klinickymi NP vzorky (50 pl zaslepeného vzorku ve VTM médiu bylo pfidano k 4 x 50 pl negativniho
vzorku ve VTM médiu). 200 pl kazdého vzorku bylo izolovano pomoci izola¢niho kitu ThermoFisher
MagMAX™ Viral/Pathogen Nucleic Acid Isolation Kit na pfistroji KingFisher Duo Prime podle navodu
vyrobce.

Vysledné eluaty nukleovych kyselin byly otestovany pomoci Erba MDx SARS-CoV-2 RT-PCR na pfi-
stroji CFX OPUS 96 Real-Time PCR System od firmy Bio-Rad podle navodu vyrobce. Klinicka validity
poolovanych vzorkl versus individualnich vzorkl byla nasledujici:

Ocekavany status poolovaného
vzorku
Pozitivni Negativni
Vysledky soupravy Pozitivni 30 0
Erba MDx SARS-CoV-2 RT-PCR Negativni 0 30

Procentualni shoda pozitivnich

vysledkd 100% (30/30)

Procentualni shoda negativnich

vysledki 100% (30/30)

Interferujici latky

Vzorky slin odebrané od zdravych jedinci s negativnim vysledkem na SARS-CoV-2 byly centrifu-
govany a supernatant byl obohacen inaktivovanym virem SARS-CoV-2 na drovni 3x LoD, spolu
s reprezentativnim mnoZstvim interferujicich latek oc¢ekavanych ve vzorcich slin.

Pro simulované nosni prostedi byl pouzit inaktivovany virus SARS-CoV-2 obohaceny VTM (spi$e nez
slinami). Byly také testovany negativni vzorky SARS-CoV-2 s interferujicimi latkami, aby se posoudila
odolnost interni kontroly procesu (cilova sekvence RNazaP). V8echny vzorky byly extrahovany pomo-
ci soupravy QlAamp® Viral RNA Mini Kit a detekovany pomoci ABI 7500 podle metody popsané vyse.

ot , | Mg ] osokes oo s
Lidska pIna krev 2% viv 17 3/3
Albuterol sulfat 830 pg/ml 17 3/3
Ultra chlorasepticky sprej 1% viv 17 3/3
Mupirocin 10 mg/ml 17 3/3
NaCl (jako 0,65% nosni sprej) 0,1% wiv 17 3/3
Nosni sprej Vicks Sinex Soother 15% viv n 33
Fenylefrin 0,0075% 11 3/3
Zanamivir (GSK) 7,5 mg/ml 17 3/3
Tobramycin (Dextramethasone) 0,6 mg/ml 171 3/3
Fluticasone Propionate (Flovent atd.) 5 ug/ml 7 3/3
g%sg;f&fg Heel Luffeel nasal spray 15% viv 11 3/3
Nosni gel NeilMed Nasogel NeilMed 1% wiv n 3/3
Nosni sprej Nasacort spray 10% viv n 3/3
Mucin (hovézi submaxilarni zlaza)* 2,5% wiv 17 3/3
Simulované nosni prostiedi* 100% 17 3/3

*Simulovana nosni matrix a 2,5% hovézi mucin mohou mit pfi pouZiti soupravy QIAamp® Viral RNA
Mini Kit inhibi¢ni Ucinek na odbér RNA, coz muze vést k vy$$im hodnotam Ct v zavislosti na pouzitém

IVD

Nepouzité reagencie ze soupravy, lidské vzorky a uzaviené desticky po amplifikaci zlikvidujte v sou-
ladu s mistnimi zpUsoby likvidace klinického laboratorniho odpadu.
Vyvaruijte se autoklavovani pouzitych PCR desticek.

Genomic RNA from SARS-Related Coronavirus 2, Isolate Italy-INMI1 BEI Resources NR-52498
Lot # 70035261

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/labs/virus/vssi/#/

The effect of primer-template mismatches on the detection and quantification of nucleic acidsusing\
the 5' nuclease assay. The Journal of Molecular Diagnostics: JMD vol. 12,1 (2010): 109-117.

4 https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/

5 Corman, Victor M et al. “Detection of 2019 novel coronavirus (2019-nCoV) by real-time RT-PCR.”
Euro surveillance: bulletin Europeen sur les maladies transmissibles = European communicable
disease bulletin vol. 25,3 (2020): 2000045. doi:10.2807/1560-7917.ES.2020.25.3.2000045
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Clopper-Pearson 5% level.
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