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EliGene® COVID19 Delta RT
c € REF| 90086-RT (pro 100 stanoveni)
90086-RT-500 (pro 500 stanoveni)

Skladovani a doba

Veskeré komponenty museji byt
prepravovany a uloZeny pfi-20 °C. Kit a
zbyvajici MasterMixy museji byt

SloZeni soupravy: pouzitelnosti:

90086-RT (pro 100 stanoveni): 90086-RT-500 (pro 500 stanoveni):
5 x 300 pl CoV Delta Mix 5 x 1450 ul CoV Delta Mix
2 x 55 pl Enzyme Mix 2 x 280 pl Enzyme Mix

2 x 260 pl ICRNA 2 x 1300 ul IC RNA
1 x 150 pl PC CoV Delta 1 x 150 pl PC CoV Delta
1 x Navod na pouziti 1 x Navod na pouziti

skladovany pfi -20 °C v temnu.

Ucel pouziti
Souprava EliGene® COVID19 Delta RT je urcena pro kvalitativni detekci RNA viru SARS-CoV-2 soubéiné s

genotypizaci mutaci L452R and P681R pfitomnych ve spike proteinu charakteristickych pro variantu Delta
(B.1.617.2 nebo G/478K.V1) znamou jako indickd varianta

Princip metody

Tato diagnostickd souprava je zalozena na reverzni transkripci virové RNA SARS-CoV-2 a nasledné jednokrokové
analyze qPCR. Detekce SARS-CoV-2 se provadi amplifikaci dvou nezavislych cili zamérenych na gen RdRp a gen E
(kanal FAM). Jedinecné navrzena vnitfni kontrola, kterd se pouZivd pro monitorovani spravného pribéhu
zpracovani vzorku (véetné izolace RNA, reverzni transkripce a qPCR), je zaznamenana v HEX kanalu. Specifické
genotypizacni sondy zamérené na mutace L452R and P681R se zaznamenavaji v kandlu TexasRed a Cy5 paralelné
s detekci SARS-CoV-2. Zvysena citlivost a specificita této soupravy je zaloZzena na amplifikaci vice nezavislych cild
pro virus SARS-CoV-2 v jedné reakci qPCR.

Obecny uvod

Na konci prosince 2019 se ve Wu-chanu v provincii Hubei v Ciné vyskytlo ohnisko nezndmé choroby zvané
pneumonie z nezndmé priciny. Pfi¢inny virus byl pojmenovdn jako ,severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2“ (SARS-CoV-2) a prislusna infekcéni choroba byla pojmenovéana jako koronavirovd nemoc 2019
(COVID-19). Koronaviry byly objeveny v 60. letech 20. stoleti a byly zarazeny do celedi Coronaviridae, coz je
nejvétsi rodina radu Nidovirales. SARS-CoV-2 je obaleny sféricky virus s jednovlaknovou RNA s pozitivni polarizaci,
ktery se vyznacuje tim, Ze z povrchu virionu vycnivaji ,,spike” proteiny. Jedna se o obaleny virus (obal je lipidova
dvojvrstva odvozena od membrany hostitelské buriky) s virovou strukturou tvofenou primarné ze strukturalnich
proteint jako je spike protein (S), membranovy protein (M), obalovy protein (E), nukleokapsidovy protein (N) a
hemaglutinin-esterdza (HE). Pro replikaci a transkripci se pouZivd komplex multiproteinovych replikdz-
transkriptaz. Tento komplex obsahuje konzervovany RdRp protein (RNA-dependentni RNA polymeraza) jako
hlavni protein replikazy-transkriptazy pro zpétnou syntézu subgenomickych vidken RNA z virové RNA a transkripci
molekul subgenomové RNA z odpovidajicich mRNA v pozitivnim sméru. RNA genom koronavirli je druhym
nejvétsim ze vSech RNA virli, SARS-CoV-2 ma velikost 29,9 kilobazi.
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Delta varianta SARS-CoV-2, zndma také jako linie B.1.617.2, je variantou linie B.1.617 SARS-CoV-2, byla poprvé
zjisténa v Indii koncem roku 2020. Varianta Delta je charakteristickd pfitomnosti 6 specifickych mutaci ve spike
proteinu: dvé mutace (L452R a T478K) v RBD, dvé mutace (T19R a AE157/F158) v S1 a dvé mutace (P681R a
D850N) v S2. Public Health England (PHE) v kvétnu 2021 pozorovala miru sekundérnich Utok( o 51-67 % vy3si
nez u varianty alfa. Vakciny COVID-19 jsou ucinné pfi prevenci zavaznych onemocnéni nebo hospitalizace v
dasledku infekce touto variantou, ackoli nékteré dlikazy naznacuji, Ze u ockovanych lidi je pravdépodobnéjsi, ze
se u nich rozvinou pfiznaky z ndkazy variantou Delta nez u jinych variant SARS-CoV-2.

K 20. ¢ervenci 2021 se tato varianta rozsifila do 124 zemi a WHO uved|a, Ze se stavd dominantnim kmenem,
pokud se tak jiZ nestalo.

Odbér vzorku, zpracovdni a uchovavdni

Klinicky material: Doporucena izolace NK:
Stéry (nosohltan, bukalni), Manudlni: EliGene Viral RNA/DNA FAST Isolation kit (15 min protokol)
sliny, sputum, mo¢ chemagic Viral DNA/RNA Kit (chemagen - PerkinElmer)

QlAamp Virus Spin Kit nebo kity dle doporuceni by Qiagen
Vakuum/centrifugace: EliGene Viral RNA/DNA FAST 96 Vacuum Isolation Kit
(<40 min/96 vzorkovy protokol)
Sérum, plasma Chemagic Viral DNA/RNA Kit (chemagen - PerkinElmer)
QlAamp Virus Spin Kit nebo kity dle doporuceni by Qiagen

Automaticka izolace: ZEPHYRUS Magneto automat (ELISABETH PHARMACON)
Kity dle aktualniho doporuceni
chemagic 360 izolacni automat (chemagen - PerkinElmer)
chemagic Viral DNA/RNA Kit
chemagic Viral NA/gDNA Kit
QlAcube izola¢ni automat (Qiagen)

Kity dle aktualniho doporuceni

EliGene® COVID19 Delta RT (90086-RT a 90086-RT-500) je urcen k primarni detekci viru SARS-CoV-2 se
soucasnou genotypizaci mutaci L452R and P681R charakteristickych pro variantu Delta viru SARS-CoV-2
(B.1.617.2, také znamou jako indicka varianta). Sada je dopliikem sad EliGene® COVID19 BASIC A RT (90077-
RT), EliGene® COVID19 BASIC A500 RT (90077-RT-500), EliGene® COVID19 CONFIRM RT (90078-RT), EliGene®
COVID19 CONFIRM 500 RT (90078-RT-500), EliGene® COVID19 Triple RIC RT (90079-RT a 90079-RT-500),
EliGene® COVID19 UKV RT (90082-RT a 90082-RT-500) a EliGene® COVID19 UKV/SAV RT (90083-RT a 90083-
RT-500). Interni kontroly vSech souprav EliGene® pro detekci viru SARS-CoV-2 jsou identické, proto lze RNA
izolovanou interni kontrolou ze soupravy BASIC, CONFIRM, Triple RIC, UKV a UKV/SAV analyzovat pomoci
EliGene® COVID19 Delta RT a naopak.

RNA se doporucuje eluovat do vody pro molekularni biologii. Vzhledem ke sloZeni eluénich pufrii nékterych
vyrobcli mizZe dojit k inhibici PCR reakce slou¢eninami eluéniho pufru. Eluéni pufr EliGene virové RNA/DNA
FAST izola¢ni soupravy lze pouzit bez obav z inhibice PCR, stejné jako elucni pufry izola¢nich souprav
doporucenych vyse. Pokud mate v imyslu pouZit izola¢ni soupravy od jinych vyrobcl, musi byt k izolaci RNA
pfidana interni kontrola amplifikace (RNA) obsazena v této soupravé, aby byla vyloucena inhibice elu¢nim
pufrem.

Sérum nebo plazma:

Podle standardniho postupu odeberte vzorek séra do sterilni zkumavky. Vzorky prepravujte pti 4 °C do
laboratore. Vzorky séra jsou za téchto podminek stabilni maximalné 4 dny. Pro delSi skladovani zamrazte vzorek
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na-70°C.

Doporucujeme pouzit objem 200 pl séra a eluc¢ni objem 50 pl vody PCR. Pied izolaci musi byt ke 200 pl vzorku
pridan lyzacni roztok a poté 5 pl interni kontroly RNA (IC RNA).

Stéry:

Stéry odebirejte dle standardniho protokolu do odbérovych zkumavek.

Doporucené odbérové tampony:

Flocked swabs (tampony vyrobené technikou semiSovani) po provedeni stéru vkladat do transportniho média
pro viry.

NepouZivejte bavinéné tampony z diivodu mozné inhibice PCR reakce. Pro transport nepouZivejte suché
tampony!

Vzorky by mély byt pfepravovany do laboratore pfi 4 ° C (modry led). Stéry z oropharyngu i nasopharyngu jsou
pfi 4 ° Cv transportnim médiu pro viry stabilni minimalné 3 dny od odbéru vzorkd. Pro delsi skladovani zamrazte
vzorek na -70 ° C.

Dalsi mozZnosti je pouZzivani inaktivacnich transportnich médii. Kazdé inaktivacni médium musi byt validovano
pro pouzitou metodu izolace RNA!

V ptipadé odbéru vzorkd do transportniho média by mélo byt pro izolaci RNA pouZito 200 il nebo mnoistvi
doporucené v navodu k pouZiti pouzité izola¢ni soupravy. Po pfidani lyzaéniho pufru musi byt do 200 pl vzorku
pouzitého k izolaci RNA pfidano 5 pul RNA interni kontroly (IC RNA).

Nezbytné vybaveni pro laboratoF

e  Automatické pipety 1-1000 ul a sterilni $picky s filtrem prosté DNA/RNA a DN4z a RN4z (doporucujeme plast
pro diagnostické ucely s certifikdtem CE).

e  Sterilni plast (stripy, desticky, zkumavky) bez DNaz a RNaz vhodny pro dany qPCR pfistroj. VZdy pouZivejte
pouze originalni plasty nebo plasty doporucené vyrobcem prislusného systému qPCR. Pouziti neoriginalniho
plastu mlzZe vést k potizim s odeétenim fluorescence a stanovenim prahové hodnoty. PFi pouZiti
neoriginadlnich nebo neschvalenych plastli nemiZeme zarucit spravnou interpretaci vysledka.

e  Sterilni stojanek bez DNA/RNA a DN&z a RNaz.

e  Zarizenipro qPCR—souprava je ur¢ena pro qPCR pfristroje LightCycler® 480 (Roche; je nezbytna kompenzace
fluorescencnich barev pomoci kitu Elisabeth Pharmacon!!!, objednejte si EliGene® 4-channel Color
Compensation Kit, (kat. ¢. 90080-CC), QuantStudio 5 (ThermoFisher Scientific), Rotor-Gene Q (Qiagen) a
CFX96 (Bio-Rad). RT-qPCR pro detekci a genotypizaci RNA SARS-CoV-2 RNA vyuZiva technologii TagMan
(sondy FAM, HEX, Texas Red a Cy5) a lze ji provadét na jinych pfistrojich, které mohou pracovat s témito
kanaly.

e Laboratorni ochranné rukavice a respiratory FFP3. Pracujte prosim v pfislusnych boxech pro biologické
nebezpedi. Také odstied'ovani vzorkii musi byt provadéno v boxech pro biologické nebezpeci. Méjte na
paméti, Ze i virova RNA muzZe zpUsobit infekci.

e Protoze se jednd o zavainy patogen, dodrzujte prosim aktualni doporuc¢eni WHO pro laboratoire BSL2+
nebo BSL3.

Konfigurace qPCR pristroje

° Pro detekci cilovych sekvenci SARS-CoV-2 se pouZivaji dvé sondy znacené FAM (exc. 494 nm —em. 518 nm)
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° Pro detekci Interni kontroly je pouZita sonda znacena HEX barvou (exc. 520 nm —em. 548 nm)
° Pro detekci mutace L452R je pouZzita sonda znacena TexasRed barvou (exc. 589 nm —em. 615 nm)

° Pro detekci mutace P681R je pouZita sonda znacena Cy5 barvou (exc. 650 nm —em. 670 nm)

LightCycler® 480 (Roche):

PouZivejte prosim bilé desticky urcené pouze pro LightCycler® 480 Il. PouZiti prihlednych desek miiZze vést ke
sniZzeni citlivosti soupravy. NepouZivejte desticky opakované; béhem manipulace s deskami muiZe dojit ke
kontaminaci vasi laboratore.

Vytvoreni detekéniho profilu:

o

Otevrete ,Panel nastroju“ v ,Hlavni nabidce” (ikona s klicem) a vyberte ,Formaty detekce”. Vyberte detekéni
format ,,Novy” a pfifadte mu nazev podle vaseho vybéru. V matici excita¢nich a emisnich spekter v pravém
hornim rohu kliknéte na policka s nasledujicimi kombinacemi:

Excitation Filter | Emission Filter | Name Melt Factor | Quant Factor | Max Integration Time
465 510 FAM 1 10 2
533 580 HEX 1 10 2
533 610 TexasRed | 1 10 2
618 660 Cy5 1 10 2

V nabidce “Detection format” zvolte format ktery jste vytvofili.
Nastavte nasledujici teplotni profil:

Step 1 - Analysis mode "None", 1 Cycle

55°C 15 min Ramp rate (4.4°C/s) Acquisition mode “None”
Step 2 - Analysis mode "None", 1 Cycle

95°C 2 min Ramp rate (4.4°C/s) Acquisition mode “None”
Step 2 - Analysis mode "Quantification", 45 Cycles

95°C 5s Ramp rate (4.4°C/s) Acquisition mode “None”
55°C 15s Ramp rate (2.2°C/s) Acquisition mode “Single”
67°C 15s Ramp rate (4.4°C/s) Acquisition mode “None”
Step 3 - Analysis mode "None", 1 Cycle

40°C 20s Ramp rate (2.2°C/s) Acquisition mode “None”

Kompletni teplotni profil mGze byt také nahran z Run Template "EliGene COVID19 Delta RT_LC480.ixo". Run
Template mlze byt importovén do softwaru v menu “Navigator” kliknutim na ikonu “Import” z CD pfilozeného v
kitu.

QuantStudio 5 (ThermoFisher Scientific):

Vyberte moznosti Experiment type, "Presence/Absence”, Chemistry “TagMan Probes” a Run Mode “Standard”.
Jako reportér pouZzivaji barviva FAM (SARS-CoV-2), VIC (IC RNA), TexasRed (L452R) a Cy5 (P681R). NepouZivejte
Zadné pasivni referencni barvivo!

Nastavte nasledujici teplotni profil:

UdrZovaci faze (Holding stage)
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55°C 15 min

UdrZovaci faze (Holding stage)

95°C 2 min

Cyklovaci fdze (Cycling stage) — 45 cykli

95°C 55

55°C  15s  Data collection ON

67°C 15s

Post-Read Stage

40°C  20s

Sbér dat emisniho signdlu v druhém kroku cyklovaci faze pri 55 °C.

Kompletni teplotni profil Ize nahrat ze Sablony spusténim "EliGene COVID19 Delta RT_QS3.edt" nebo "EliGene
COVID19 Delta RT_QS5.edt". Sablonu pro spusténi Ize zkopirovat z disku CD, ktery je souéasti sady.

RotorGene Q (Qiagen):

V okné “New Run” vyberte volbu “Three Step”

Vyberte prislusny typ rotoru “Rotor Type” a kliknéte na tlacitko “Next”.
Nastavte nasledujici teplotni profil:

UdrZovaci faze (Holding stage)

55°C 15 min

UdrZovaci faze (Holding stage)

95°C 2 min

Cyklovaci faze (Cycling stage) — 45 cykli

95°C 5s

55°C 15s Odecet signdlu v kandlech (Acquiring in channels) "Green", "Yellow", "Orange" and "Red"
67°C 15s

UdrZovaci faze (Holding stage)

40°C 20s

Pro moznost “Gain Optimization” vyberte moZnost "Automatic gain optimization before first acquisition".
Kompletni teplotni profil mGze byt nahrdn jako Run Template "EliGene COVID19 Delta RT_Q-GENE.ret". Sablonu
pro spusténi lze zkopirovat z disku CD, ktery je soucasti sady.

CFX96 Touch (Bio-Rad):
V uvodni mozZnosti “Startup Wizard” zaloZte “New Experiment” a vytvorte novy protokol “Create New Protocol”.

Nastavte nasledujici teplotni profil:

Step1l 55°C 15 min

Step2 95°C 2 min

Step3 95°C 5s

Step4 55°C 15 s + Plate Read

Step5 67°C 15s

Step 6 GOTO Step 3 44x

Step7 40°C 20s
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Dopliite “Sample Volume” na 20pl.
Sbér dat emisniho signalu je v kroku 4 pfi 55 °C.

Pro nastaveni filtr(i pouZijte v ,,Scan Mode“ vSechny kandly, ale v ,,Plate Manager” nastaveni pro vzorky vyberte
pouze fluorofory FAM, HEX TexasRed a Cy5. Oznacte pozice s umisténymi vzorky jako ,Unknown* vzorky nebo
,Standard”. Kompletni teplotni profil mizZe byt nahran jako Run Template "EliGene COVID19 Delta RT_CFX.pcrl"
anebo muze byt zkopirovan z CD pfiloZzeného v kitu.

MIC PCR (Bio Molecular Systems Pty Ltd):

V Run Setup vytvorte novy Run Profile pro dany pfistroj MIC. Zadejte objem vzorku 20 pl a Temperature Control
“Fast TAQ (v3)”.

Nastavte nasledujici teplotni profil:

UdrZovaci faze (Holding stage)

55°C 15 min

UdrZovaci faze (Holding stage)

95°C 2 min

Cyklovaci faze (Cycling stage) — 45 cykla

95°C 55

55°C  15s Odecet signdlu "Green", "Yellow", "Orange” a "Red"
67°C 15s

UdrZovaci faze (Holding stage)

40°C 20s

Priprava reagencii

° Pro zamezeni kontaminace udrzujte vSechny zkumavky zaviené a postupujte dle instrukci.

° Pfed pouzitim musi byt vSechny reagencie zcela rozmrazené, kratce promichané na vortexu a kratce
stocené.

° 5 ul interni kontroly RNA (IC RNA) pridavejte aZz po pridani lyzacniho roztoku do vzorku. V Zadném pripadé
nepridavejte interni kontrolu k izolované RNA az tésné pred PCR analyzou!

VAROVANI: Je moinda kontaminace v laboratornim prostoru! PouZivejte samostatnou pipetu pro Master Mixy,
samostatnou pipetu pro pozitivni kontroly a samostatnou pipetu pro vzorky! DodrZujte vSechna doporuceni
pro laboratore provadéjici analyzy RNA.

Priprava reakéniho mixu

1. Vezméte zkumavku oznacenou CoV Delta Mix a zkumavku Enzyme Mix a rozmrazte pfi pokojové teploté.
Ihned po rozmrazeni kratce odstiedte v centrifuze. Pfipravte Master Mix smichanim 14 pl CoV Delta Mix a 1 pl
Enzyme Mix na reakci a kratce odstredte.

2. Detekce: Pridejte 15 pl Master Mixu do amplifikacnich zkumavek nebo desti¢ek a pridejte 5 pl izolovaného
vzorku RNA. Pri pipetovani vzorku budte opatrni, abyste zabranili kfizové kontaminaci vzorkd. Pfipraveny Master
Mix by mél byt pouZzit do 30 minut a nelze jej znovu pouZzit. Pfipraveny Master Mix nemrazte.

3. Pozitivni kontrola: Napipetujte 15 pl Master Mixu samostatné do amplifikacni zkumavky nebo desticky. Poté
pridejte 5 ul PC CoV Delta. Pri pipetovani pozitivni kontroly budte opatrni, abyste zabranili kontaminaci vzorka.
K pipetovani pozitivnich kontrol pouzijte mikropipetu urcenou pouze pro pipetovani pozitivnich kontrol.
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Vlozte mikrozkumavky nebo desti¢ku do qPCR pfistroje a spustte program dle kapitoly Konfigurace qPCR
pfistroje vyse.

Odecet vysledkii

LightCycler® 480 (Roche):

V nabidce “Sample Editor” zvolte moZnost “Abs Quant”.

V nabidce “Analysis” zvolte moznost “Abs Quant/2nd Derivative Max”.

Je nutné provést analyzu dat s aktivni kompenzaci barev. Jinak nelze data z kanalu HEX a Texas Red interpretovat.
Vyberte soubor kompenzace barev pro FAM, HEX, TexasRed a Cy5.

Pozitivni vysledek na SARS-CoV-2: Pozitivni vysledek je charakterizovan amplifikaci spojenou s naristem signalu
ve FAM kandlu (465-510). V pripadé negativniho vysledku nedojde k amplifikaci a detekci signdlu.

Pozitivni vysledek pro L452R mutaci: Pozitivni vysledek je charakterizovan amplifikaci spojenou s narlistem
signalu v kanalu TexasRed (533-610). V pfipadé negativniho vysledku nedojde k amplifikaci a detekci signalu.

Pozitivni vysledek pro P681R mutaci: Pozitivni vysledek je charakterizovan amplifikaci spojenou s narlstem
signalu v kandlu Cy5 (618-660). V pripadé negativniho vysledku nedojde k amplifikaci a detekci signalu.

Interni kontrola (IC RNA) musi byt vidy amplifikovana v kazdém vzorku. Interni kontrola je charakterizovana
amplifikaci spojenou s narlstem signalu v HEX kanalu (533-580).

QuantStudio 5 (ThermoFisher Scientific):

V nabidce “Analyse Settings” vyberte moznosti “Automatic Treshold” a “Automatic Baseline” a zanalyzujte
vysledky.

Pozitivni vysledek na SARS-CoV-2: Pozitivni vysledek je charakterizovan amplifikaci spojenou s narlstem signélu
ve FAM kanalu. V pfipadé negativniho vysledku nedojde k amplifikaci.

Pozitivni vysledek pro L452R mutaci: Pozitivni vysledek je charakterizovan amplifikaci spojenou s narlstem
signalu v kanalu TexasRed (ROX). V pfipadé negativniho vysledku nedojde k amplifikaci a detekci signalu.

Pozitivni vysledek pro P681R mutaci: Pozitivni vysledek je charakterizovan amplifikaci spojenou s narlstem
signalu v kandlu Cy5. V pripadé negativniho vysledku nedojde k amplifikaci a detekci signalu.

Interni kontrola (IC RNA) musi byt vidy amplifikovana v kazdém vzorku. Interni kontrola je charakterizovana
amplifikaci spojenou s nardstem signalu v HEX (VIC) kanalu.

Rotor-Gene Q (Qiagen):

Kliknéte v hlavni nabidkové listé na ikonu “Analysis” a vyberte Analyzu “Quantitation”. V okné ,Quantitation
Analysis” zvolte moznosti “Dynamic Tube” a “Slope Correct”. V nabidce “Outlier Removal” nastavte NTC Treshold
na 10 %.

Pozitivni vysledek na SARS-CoV-2: Pozitivni vysledek je charakterizovan amplifikaci spojenou s narlstem signélu
ve FAM kanalu (Green). V pfipadé negativniho vysledku nedojde k amplifikaci.

Pozitivni vysledek pro L452R mutaci: Pozitivni vysledek je charakterizovan amplifikaci spojenou s narlstem
signalu v kandlu TexasRed (Orange). V pripadé negativniho vysledku nedojde k amplifikaci a detekci signalu.

Pozitivni vysledek pro P681R mutaci: Pozitivni vysledek je charakterizovan amplifikaci spojenou s nardstem
signalu v kandlu Cy5 (Red). V pripadé negativniho vysledku nedojde k amplifikaci a detekci signélu.
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Interni kontrola (IC RNA) musi byt vidy amplifikovdna v kazdém vzorku. Interni kontrola je charakterizovdna
amplifikaci spojenou s ndrdstem signalu v HEX kanalu (Yellow).

CFX96 Touch (Bio-Rad):

V okné “Data Analysis” zvolte moznost “Quantification”. V ,Setting” menu zvolte moznost , Baseline Setting” a
vyberte , Baseline Subtracted Curve Fit“ a moznost , Apply Fluorescence Drift Correction®.

V okné “Data Analysis” zvolte jeden fluorofor (FAM, HEX, TexasRed, Cy5) kliknutim na policko vedle nazvu
fluoroforu pod grafem zesileni a prectéte si vysledky pro jednotlivé vzorky.

Pozitivni vysledek pro SARS-CoV-2: V nabidce ,Nastaveni” vyberte moznost ,Baseline Threshold” a nastavte
,Single Threshold” na hodnotu ,, Auto Calculated”. Pozitivni vysledek je charakterizovan ristem fluorescenéniho
signalu v kanalu FAM. V pfipadé negativniho vysledku nedojde k amplifikaci a detekci signalu.

Pozitivni vysledek pro L452R mutaci: V nabidce ,Nastaveni” vyberte mozZnost ,Baseline Threshold” a nastavte
,Single Threshold” na hodnotu ,,Auto Calculated”. Pozitivni vysledek je charakterizovan rlistem fluorescencniho
signalu v kandlu TexasRed. V pfipadé negativniho vysledku nedojde k amplifikaci a detekci signalu.

Pozitivni vysledek pro P681R mutaci: V nabidce ,Nastaveni” vyberte moznost ,Baseline Threshold” a nastavte
,Single Threshold” na hodnotu ,, Auto Calculated”. Pozitivni vysledek je charakterizovan ristem fluorescencniho
signalu v kandlu Cy5. V pripadé negativniho vysledku nedojde k amplifikaci a detekci signalu.

Interni kontrola (IC RNA) musi byt vidy amplifikovdna v kazdém vzorku. V nabidce ,Settings” vyberte moznost
,Baseline Threshold” a nastavte "Single Threshold" na nastavte na hodnotu , Auto Calculated”. Interni kontrola
je charakterizovana amplifikaci spojenou s narGstem signalu v HEX kanalu.

MIC Cycler (Bio Molecular Systems):
Pro zobrazeni a analyzu namérenych dat, kliknéte na maly krizek vedle Cyklovani v modulu Analyza a poté vyberte

cil — Non-Assay Green (FAM), Non-Assay Yellow (HEX), Non-Assay Orange (TexasRed) a Non-Assay Red (Cy5). V
pravém dolnim rohu zvyste ,Fluorescence Cut-off Level” na 20 %. Pro kazdou pozitivni jamku se zobrazi hodnota
kvantifikacniho cyklu (Cq). Toto je Cislo cyklu, pfi kterém fluorescence vzorku stoupne nad prahovou hodnotu
(Cervend vodorovna cara v dolni ¢asti grafu amplifikacni krivky). V panelu ,,Samples” na pravé strané kliknéte na
nazvy vzorkd, chcete-li skryt nebo zobrazit souvisejici amplifikacni kfivky a vysledky.

Pozitivni vysledek pro SARS-CoV-2: Pozitivni vysledek je charakterizovan amplifikaci spojenou s narlistem signalu
ve FAM kanalu (Green). V pfipadé negativniho vysledku nedojde k amplifikaci.

Pozitivni vysledek pro L452R mutaci: Pozitivni vysledek je charakterizovan amplifikaci spojenou s narlistem
signalu v kandlu TexasRed (Orange). V pripadé negativniho vysledku nedojde k amplifikaci.

Pozitivni vysledek pro P681R mutaci: Pozitivni vysledek je charakterizovdn amplifikaci spojenou s narlstem
signalu v kandlu Cy5 (red). V pripadé negativniho vysledku nedojde k amplifikaci a detekci signalu.

Interni kontrola (IC RNA) musi byt vidy amplifikovana v kazdém vzorku. Interni kontrola je charakterizovana
amplifikaci spojenou s narGstem signdlu v HEX (Yellow) kanalu.

Interpretace vysledkii
Negativni vysledek:

Pokud nedojde k nardstu amplifikac¢niho signalu v kanalu FAM pred 40. cyklem, s pfisluSnym nastavenim baseline
hodnoty, lze vysledek interpretovat jako pravdépodobné negativni nebo s koncentraci RNA pod detekénim
limitem soupravy (5 genomovych RNA/reakci). Signal pro interni kontrolu (IC RNA) musi byt pozitivni (viz kapitola
Kontrola kvality). Pozitivni signal v kanalech TexasRed a Cy5 sami o sobé neznamenaji pritomnost SARS-CoV-2
viru ve vzorku, pokud zdroven neni pozitivni signdl v kanalu FAM. U slabé pozitivnich vzork, kdy je hodnota Ct
vysSi nez 30 v kanalu pro FAM pro detekci koronaviru, nemusi byt pozitivita pro mutace spravné odecitatelna.
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Vysledek nevylucuje pritomnost infekce virem SARS-CoV-2 a urceni mutaci L452R and P681R ve vzorku, protoze
vysledky testu jsou zavislé na spravném odbéru vzorku i jeho zpracovani. Vysledky jsou téz zavislé na pritomnosti
dostatecného mnoiZstvi analyzované RNA viru. Bylo zjisténo, Ze viry mohou byt vylucovany prerusované, a
dokonce i u infikovaného pacienta mize byt hladina viru v klinickych vzorcich v danych dnech pod detekénim
limitem jakékoli metody RT-qPCR. Z tohoto diivodu se doporucuje provést alespon dvé, nejlépe vice RT-qPCR
vysSetfeni u jednoho pacienta v pribéhu nékolika dnt.

Pozitivni vysledek:

Pokud se amplifikacni signal v kanalu FAM, TexasRed a Cy5 objevi pred cyklem cislo 40 s pfislusSnym nastavenim
baseline hodnoty, je ve vzorku detekovana RNA prislusného viru. Je naprosto nezbytné vyhodnotit signal v
kazdém kanalu zvlast! Fluorescenéni signal v kanalu FAM je siln&jsi neZ ve zbyvajicich kanalech! Signal v
kanalech Texas Red a Cy5 musi byt vyhodnocen s ohledem na kanal FAM. Rozdil mezi hodnotami poctu cykli

mezi kanaly FAM a Texas Red / Cy5 by nemél byt vétsi nez 3.

Je tfeba dodat, Ze amplifikacni signal pro obé mutace v kanalech Texas Red a Cy5 miiZe byt nerozeznatelny od
pozadi u slabé pozitivnich vzorkd (pocet cyklt vyssi nez 30), i kdyZ je mutace pfitomna. Hodnoty poctu cykli v
kanalech Texas Red a Cy5 musi leZet v rozdilu nejvyse 3 cykll, pokud jsou pfitomny obé mutace. Vyssi rozdil
znamena neprikazny vysledek.

DULEZITE!

Kvuli rychlému vyvoji viru SARS-CoV-2 mizZe v budoucnu dojit k nové mutaci a muzZe se zménit definice variant.
Doporuéujeme uzivateliim zkontrolovat nejnovéjsi informace o klasifikaci SARS-CoV-2, aby se zabranilo mozné
nespravné klasifikaci viru SARS-CoV-2. Durazné se doporucuje provést sekvenovani vzorkd v konkrétnim
casovém uUseku a oblasti (cely genom nebo jen c¢ast genomu viru SARS-CoV-2), aby bylo mozné presné
identifikovat variantu viru SARS-CoV-2 pfitomnou v dané oblasti!

Tato sada pro detekci a genotypizaci viru SARS-CoV-2 je urcena pro rutinni screening velkych sad vzorkd a
neslouzi k uplné genotypizaci variant viru SARS-CoV-2. Pouziti této sady nenahrazuje sekvenovani

Tabulka interpretace vysledki

SARS-CoV-2 L452R P681R Interpretace

FAM kanal Texas Red kanal | Cy5 kanal

Pozitivni Pozitivni Pozitivni | Detekovana varianta Delta

Pozitivni Pozitivni Negativni | Pfitomna pouze mutace L452R*
Pozitivni Negativni Pozitivni | Pfitomna pouze mutace P681R**
Pozitivni Negativni Negativni | Zadna z variant nebyla detekovana***
Pozitivni (>30) | Negativni Negativni | Varianta nemuze byt uréena

* Kombinace pfitomnosti L452R a nepfFitomnosti P681R v analyzovaném vzorku muze indikovat pfitomnost
dalSich variant viru SARS-CoV-2, které nesou pouze mutaci L452R, napt. B.1.617.1 (Kappa), B.1.617.2.1 (Delta
plus), B.1.427/B.1.429 (Epsilon) atd. V tomto p¥ipadé se dlirazné doporuéuje sekvenovani Spike proteinu, aby
se potvrdila identita varianty pfitomné ve vzorku.

** Kombinace absence L452R a pfitomnosti P681R v analyzovaném vzorku miiZe indikovat pfitomnost dalSich
variant viru SARS-CoV-2, které nesou pouze mutaci P681R. V tomto pfipadé se dlrazné doporucuje
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sekvenovani Spike proteinu, aby se potvrdila identita varianty pfitomné ve vzorku.

*** Neprokazani pfitomnosti L452R nebo P681R muiZe byt znamkou nové varianty. Doporucuje se provést
sekvenovani k potvrzeni nepfitomnosti L452R i P681R a identifikaci dalSich klinicky vyznamnych mutaci.

Inhibovany vzorek:

V pfipadé, Ze v Zzddném z kandl(, vcetné HEX kandlu pro IAC, neni pozorovéno zvyseni amplifikacniho signalu, je
tfeba analyzu opakovat, nejlépe s nové izolovanymi vzorky RNA. Ujistéte se, Ze elu¢ni pufr neinhibuje reakci
gPCR. V tomto pfipadé se doporucuje provést eluci do vody pro molekularni biologii.

Kontrolni postup

Souprava EliGene® COVID19 Delta RT zahrnuje interni kontrolu (IC RNA). Interni kontrola sleduje kvalitu izolace
RNA a detekuje inhibici procesu reverzni transkripce a amplifikace. Interni kontrola musi byt pridana pfimo do
vzorku s lyzacnim pufrem pred izolaci viralni RNA. | v ptipadé Ze nedojde k amplifikaci v kanalech FAM, TexasRed
a Cy5, musi byt pfitomna amplifikace v kanalu HEX (amplifikace interni kontroly) nejvyse v 36. cyklu.

Kromé toho hodnoty poctu cyklt vSech vzorkl podstupujicich stejny postup izolace RNA musi mit hodnotu
Cisla cyklu IAC v kanalu HEX v rozsahu 3 cykli. Vyssi fluktuace hodnot poctu cykll v jednom béhu gPCR naznacuje
nestandardni podminky v izolaci RNA. Tato podminka se vSak nevztahuje na vysoce pozitivni vzorky (pocet cykll
v kanalu FAM <20).

Referencni materidl:

Ke sledovani celého vysetfovaciho procesu zahrnujiciho izolaci RNA a detekci gPCR je mozné pouzit referencni
virovy material pozitivni na SARS-CoV-2. Pozitivni komercni material neni k dispozici. NepouZivejte umélou RNA
nebo DNA ani pozitivni kontroly od jinych vyrobc(.

Reseni problémii:

1. Vpripadé, Ze nedojde k amplifikaci interni kontroly (IC RNA), miZze jit o zavadu v postupu izolace RNA, nebo
pouziti kitu po dobé exspirace nebo o zavadu na pfistroji pro qPCR.

2.  Pokud je rozsah poctu cyklt interni kontroly amplifikace vyssi nez 3 cykly, jedna se o pravdépodobné o
nehomogenitu v izolaci RNA, ktera zplsobila ¢astecnou inhibici qPCR. V tomto pfipadé je tfeba zvazit
opakovani izolace RNA. Dalsi mozZnosti je dvakrat nebo pfipadné i vicekrat zfedit izolovanou RNA.

3.V pfipadé, Ze se neamplifikuje pozitivni kontrola, miiZe jit o pouZiti kitu po dobé exspirace nebo o zadvadu
na pfistroji pro qPCR. Dale se mUZe jednat o nedodrzeni doporuc¢eného postupu pfi pfipravé a vyhodnoceni
vzorku.

Funkcni charakteristiky
Analytické funkcéni charakteristiky:

pfitomnych v amplifikacni reakci, kterou Ize Uspésné amplifikovat ve 3 nezavislych opakovanich, je 5 genomovych
RNA SARS-CoV-2 pridanych do Master Mixu. Citlivost postupu RT-qPCR zavisi na metodé izolace RNA. Citlivost
metody byla ovérena nasledovné. Byly pripraveny série fedéni pozitivni kontroly znamé koncentrace. Byly
testovany trikrat. Detekce SARS-CoV-2 byla 100% Uspésna ve vSech vzorcich, které obsahuji 5 nebo 50 a vice RNA
v Master Mixu.

Analyticka citlivost je 5 kopii SARS-CoV-2 v reakénim Mixu.
Analyticka specifita metody je 100 %. Vsechny primery a sondy byly pfevzaty z odborné literatury a/nebo

schvaleny Urady jako WHO, CDC nebo ECDC. Kromé toho byla analyticka specificita metody analyzovana
porovnanim sekvenci primerd a sond se vSemi zndmymi sekvencemi RNA a DNA v databazi GenBank a nebyla
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nalezena zadna kfizova reakce. Nebyla nalezena Zadna kfiZova reakce s lidskym genomem.

Klinicka specificita a senzitivita byla testovana na 1000 klinickych vzorcich SARS-CoV-2. Jako vzorky referenéniho
materialu byla pouZita kombinace orofaryngealnich a nasofaryngealnich vytért. Vzorky byly nezavisle testovany
soupravou EliGene® COVID19 Delta RT a referencni metodou - CE IVD soupravou EliGene® COVID19 CONFIRM
RT.

Senzitivita a specifita SARS-CoV-2 detekce

A =900 B=0

Skutecné pozitivni Falesné pozitivni
C=0 D =100

Falesné negativni Skutecné negativni

Senzitivita = A/(A+C) = 900/900+0) = 100%
Specifita = D/(D+B) = 100/(100+0) = 100%

Klinickd specifita a senzitivita soupravy EliGene® COVID19 Delta RT kit pro SARS-CoV-2 je 100%.

Specifita a senzitivita detekce mutaci byla stanovena porovnanim vysledkd z celogenomové NGS sekvenace u
200 vzorkd s vysledky detekce soupravou EliGene® COVID19 Delta RT kit. Shoda byla 100% u vsech vzorkd
s hodnotou CT nizsi nez 30.

Analyticka specifita a senzitivita pro detekci mutaci L452R a P681R je 100% u vzorkd s Ct hodnotou pod 30.

Diagnostické vykonnostni charakteristiky:
Meéfici interval

Souprava umozfiuje detekci 5x10°— 5x102 virovych RNA molekul v reakéni smési.

Interni kontrola kvality

Jako interni kontrola kvality se pouziva interni kontrola (IC RNA) pro kontrolu procesu izolace RNA, reverzni
transkripce a amplifikace DNA. PouZiva se pozitivni kontrola pro funkéni kontrolu Master Mixu a jako referencni
vzorek.

Limitace testovaciho postupu

Senzitivita soupravy zavisi na manipulaci se vzorkem (izolace RNA). Dlirazné se doporucuje pouZzivat izolacni
sady a postupy doporucené v této prirucce.

Negativni vysledek nevylucuje vyskyt virové infekce. Vysledky tohoto testu zavisi na spravném odbéru a
zpracovani vzorku. Vysledky jsou také zavislé na dostatecném mnozstvi analyzované RNA. Pfitomnost viru

v klinickych vzorcich infikovanych osob zavisi na fazi infekce a mlze byt prerusovana. Konecny zavér k diagnostice
a lécbé pacientl musi dat osetfujici 1ékaf.

Biologické referencni intervaly

Zadné pouzitelné pro tuto soupravu.
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Upozornéni

Po smichani je Master Mix stabilni po dobu 30 minut.
Nezamrazujte zkumavky s Master mixem opakované!
Nemichejte komponenty kitd rdznych Sarzi

Obecnd varovdni a bezpecnostni opatieni
Tato souprava je uréena pouze pro pouZiti in vitro.

° Laboratorni ochranné rukavice a respiratory FFP3 jsou nezbytné pro praci. Pracujte prosim v pfislusnych
Biohazard boxech. Také odstfed'ovani vzorkli musi byt provadéno v Biohazard boxech. Méjte na paméti,
Ze i virova RNA mze zpuUsobit infekci.

° SARS-CoV-2 je velmi nebezpecny patogen, dodrZujte aktudlni nafizeni a doporuceni WHO pro laboratore
BSL2+ nebo BSL3!

° Pracujte se vSemi biologickymi vzorky jako s potencidlné infekénim materidlem. Vyhnéte se pfimému
kontaktu s biologickymi vzorky. Vyhnéte se rozliti vzorkl a tvorbé aerosold.

° Vsechny centrifugy, mini centrifugy a vortexy pouzivejte pouze v Biohazard boxu, abyste zabranili
kontaminaci aerosolem.

e  Jakykoliv material, ktery prisel do styku s biologickymi vzorky, musi byt dekontaminovan 3 % chlornanem
sodnym po dobu nejméné 30 minut anebo autokldvovan pfi 121 °C nejméné 60 minut pfed umisténim do
odpadu.

° Pracujete se vSemi reagenciemi a pouzivanym materidlem s védomim, Ze mohou prendset infekéni agens.
Vyhnéte se pfimému kontaktu s reagenciemi. Odpad musi byt likvidovan v souladu s adekvatnimi
bezpecnostnimi predpisy. Spotfebni materidl musi byt spalen. Tekuté odpady obsahujici kyseliny nebo
zasady museji byt pred likvidaci zneutralizovany.

° Vsechny pouZité pomlcky, Spicky a pracovni materidly a odévy povaZujte za potenciondlné infekéni a
zlikvidujte podle platnych predpisti a doporuceni pro manipulaci s vysoce infekénim odpadem.

° Pouzivejte vhodné ochranné obleceni, rukavice a ochranu oci a obliceje.

° Nikdy nepipetujte roztoky Usty.

° Nejezte, nepijte. Nekufte a neaplikujte kosmetiku v laboratornich prostorach

° Radné si umyjte ruce po praci se vzorky a reagenciemi.

° Likvidujte zbylé reagencie a odpad v souladu s adekvatnimi bezpecnostnimi predpisy.

° Pracujte ve standardnim rezimu oddélenych mistnosti: izolace, PCR set up, amplifikace, detekce

° Pred zapocetim prace si radné prectéte veskeré instrukce uvedené v tomto navodu.

° Pri praci postupujte presné podle navodu k pouZiti.

° Kit nepouzivejte po dobé exspirace, ktera je uvedena na obalu.

° Pouzivejte pouze reagencie poskytované v ramci kitu a reagencie doporucené vyrobcem.

° Nemichejte reagencie z rliznych sarzi!

° NepouZivejte reagencie ze souprav jinych vyrobca!

° Nemérnte doporucené protokoly PCR analyzy!

Varovdni a bezpecnostni opatieni pro molekuldrni biologii

° Molekuldrné-biologické postupy jako jsou izolace nukleové kyseliny, reverzni transkripce, amplifikace a
detekce vyZzaduji kvalifikovany personal z divodu zamezeni chybnych vysledkd, specidlné vzhledem k
degradaci nukleovych kyselin obsaZzenych ve vzorcich a k mozné kontaminaci.
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e Je nezbytné mit k dispozici samostatnou mistnost pro extrakci nukleovych kyselin, pro pfipravu
amplifikanich smési a pro detekci. Zabezpecte, aby se produkt amplifikace nikdy nedostal do mistnosti pro
extrakci nukleovych kyselin nebo do mistnosti pro pfipravu amplifika¢nich smési.

e Je nezbytné pouZivat vhodné laboratorni plasté, rukavice a pomucky uréené pro izolaci nukleovych kyselin
nebo pro pripravu amplifikacnich smési nebo pro detekci. Nikdy neprenasejte laboratorni plasté, rukavice
a pomucky mezi mistnostmi pro extrakci nukleovych kyselin, pro pfipravu amplifikacnich smési a pro
detekci.

e  Vzorek, ze kterého se analyza provadi, musi byt hned od pocatku pro RNA analyzu uréen a musi s nim byt
podle toho nakladano, napf. vzhledem k mozné kontaminaci, degradaci nukleovych kyselin atd. Vzorek musi
byt zpracovavan v laminarnim boxu. Rizné vzorky nesméji byt otevieny ve stejnou dobu. Automatické
pipety uzivané pro praci s biologickymi vzorky museji byt pouzivany pouze pro tuto specifickou praci a
museji byt pouZivany Spicky s filtrem. PouZivané $picky museji byt sterilni a prosté DNA/RNA a DNaz a RNaz.

° S reagenciemi by mélo byt pracovano v PCR boxu. Pfipravujte reagencie urcené pro amplifikaci oddélené.
Automatické pipety uzivané pro praci s reagenciemi museji byt pouzivany pouze pro tuto specifickou praci
a museji byt pouzivany $picky s filtrem. PouZivané $picky museji byt sterilni a prosté DNA/RNA a DNaz a
RNaz.

° S produkty po amplifikaci je tfeba zachdzet maximalné opatrné, aby nedoslo k jejich rozptyleni do prostredi

laboratofi a k pripadné kontaminaci nové testovanych vzorkd. Automatické pipety uzivané pro praci s PCR
produkty museji byt pouzivany pouze pro tuto specifickou praci a museji byt pouzivany Spicky s filtrem.

Varovani a bezpecnostni opatreni tykajici se sloZek této soupravy
Zkumavky obsahujici CoV Delta Mix a Enzyme Mix jsou jednorazové, a proto je nutné je pouzit pfi ptipravé reakéni
smési pouze jednou

Mixy obsahuji nasledujici bezpecnostni upozornéni (P):
P280 Pouzivejte ochranné rukavice / ochranny odév / ochranné bryle / obli¢ejovy stit
P281 Podle potieby pouzivejte osobni ochranné prostiedky.

Zkumavky obsahujici IC RNA jsou jednordzové, a proto se musi pouzit pouze jednou pfi pfipravé reakéni smési.

V pfipadé jakychkoliv problém( se obratte na zakaznické centrum spolec¢nosti ELISABETH PHARMACON, spol. s
r.o.
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Vysvétlivky

Katalogové cislo

Horni teplotni hranice

Cislo 3arze

Spotrebujte do (posledni den v mésici)

Diagnosticky zdravotnicky prostredek in vitro

3 w5 o< [F

V souladu s pozadavky Evropské Direktivy 98\79\EEC pro diagnostické zdravotnické
prostredky in vitro.
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Obsah dostatecny pro "N" test(

Prosim, fidte se instrukcemi pro pouziti.

Vyrobce

E D <

Vyrobce
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