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Vyhody DIOS-RT-qPCR POCT kit

e Kvantifikace viru SARS-CoV-2 pfimo z vytéru, bez nutnosti izolace RNA

e Lze pouzit pro inaktivované i neinaktivované vytéry hornich cest dychacich

e Univerzalni kit vhodny pro vSechny real-time cyclery s kanaly FAM a Cy5, validovan na RotorGene Q
MDX (QIAGEN) a Realist DX (Institute of Applied Biotechnologies)

e Rychlé a spolehlivé vysledky do 60 minut

e Esej specificka pro dva cilové geny SARS-CoV-2

e Detekce endogenni lidské kontroly

e Bez kfizové reaktivity s béznymi lidskymi respira¢nimi viry CoV a MERS

e Kitvychazi ze sou¢asnych mezinarodnich doporu¢eni WHO, CDC a ECDC* (*World Health Organization,
Center for DiIsease Control Atlanta US, European Center for Disease Control)

Baleni: 48 reakci

1 Popis kitu

DIOS-RT-qPCT (Direct-One-Step-RT-gPCR) POCT (Point Of Care Testing) kit je jednokrokovy RT-PCR kit pro
detekci SARS-CoV2 specifické RNA pfimo ze vzork(l hornich cest dychacich (jako jsou nazélni, nasofaryngedlni
nebo orofaryngealni vytéry) bez nutnosti izolace RNA a s vyuzitim RT-gPCR na pfistroji RotorGene Q MDX
(QIAGEN) a Realist DX (Institute of Applied Biotechnologies). Kit se dodava spolu s odbérovymi stétickami a
odbérovym médiem. MrazZena ¢ast kitu obsahuje mastermix enzym, pufrd, nukleotidd, primerd a sond k
detekci konzervované oblasti gend N1 a N2 SARS-CoV-2 RNA navrzené tak, aby nedochdzelo k nespecifické
detekci RNA z jinych koronavirt nebo lidské mikrofléry. Souprava obsahuje vnitini kontrolu pro detekci lidské
RNA (gen RNAse P) pro vylouc¢eni mozné inhibice PCR reakce a posouzeni jeji spolehlivosti.

2 Ucel metody
Tato souprava se pouzivd pro kvalitativni in vitro detekci nukleovych kyselin koronaviru (SARS-CoV-2) ve
vzorcich dychacich cest pacienta béhem akutni faze infekce. Pozitivni vysledky ukazuji na prfitomnost SARS-

CoV-2 RNA; klinicka korelace s anamnézou pacienta a dalSimi diagnostickymi informacemi je nezbytna pro
stanoveni stavu infekce pacienta.
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3 Slozeni kitu

Cast kitu Slozeni kitu Skladovani
Part 1 of 3 48x MasterMix, 16 ul, 48 0,2 ml zkumavek
2x Positive control (50 copies/pl, 36 ul) -20°C
2x Negative control (No template Control, 36 pl)
Part 2 of 3 DIOS-VTM 48 x Covid medium, 200 pl 2-8°C
Part 3 of 3 Swab collection tip | 50 x Flocked swab Stéticky RT

4 Skladovani a exspirace kitu

{

VSechny Casti kitu Part 1 of 3 skladujte pfi teploté -15 °C az -25 °C a chrante pred svétlem. Zamezte
opakovanému rozmrazeni a zmrazeni. Z mrazené Casti kitu (Part 1 of 3, -20 °C) vyjméte pouze pocet
zkumavek Mastermix uréenych k pfimé spotfebé. Po rozmrznuti mastermix spotfebujte do 2 hodin.
Vyhnéte se opakovanému rozmrazovani a zamrazovani pozitivnich kontrol (Positive Control). V kazdé
zkumavce pozitivni a negativni kontroly je min. 36 ul, které postaci pro provedeni 2 reakci kontroly. Po
rozmrazeni positivni kontrolu spotiebujte do 48 hodin. Odbérova média Covid medium (Part 2 of 3)
musi byt skladovana pfi 2-8 °C. Po vloZeni odbérové stéticky s vytérem do média analyzujte vzorek do

12 hodin. Reagencie jsou stabilni po dobu jednoho mésice pfi dodrzeni skladovacich podminek.

VSechny casti kitu jsou stabilni do data exspirace, které je vyznaceno na Stitku krabicky a Stitcich

zkumavek.
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5 Manipulace se vzorky, jejich skladovani a priprava

Se vSemi vzorky stér( pracujte jako s infekénim materidlem. Vidy pouZivejte odpovidajici osobni ochranné
pomlcky. Chrante k(zi, oci a sliznice.

6 Doporuceny postup pfi provddéni vytéru (samo-odbéru) z nosnich
dutin pro ucely diagnostiky SARS-CoV-2 viru

e Vyndejte Stéticku z obalu a provedte vytér nosu (hlavné vzadu, v kofenu nosu) obou nosnich direk.
Po zasunuti stéticky do nosni dutiny se Stétickou nékolikrat zakruzte po dobu alespon 10 sekund.
Poté ukon zopakujte stejnou stétickou ve druhé nosni dirce (viz Obrazek 1, body 1 -2).

e Po provedeni vytéru z obou nosnich direk stéticku preneste do zkumavky s odbérovym médiem (viz
Obrazek 1, bod 3).

e Odbérovou stéticku ponorte do média a zalomte o okraj zkumavky (Stéticka ma asi v 3 cm zlzZeni,
kde se da dlouha c¢ast oddélit, viz. Obrazek 1, bod 4).

e Zkumavku uzavrete a oznacte (viz Obrazek 1, bod 5).

Pro Direct RT-PCR kit lze pouZit teplotné inaktivované stéry nebo stéry bez inaktivace. Teplotni inaktivaci
provedte zahfatim vzorku na 75°C 10 min pred pfidanim do PCR reakce. Stéry analyzujte do 12 hodin od
odbéru.

Obr.1 — postup provedeni vytéru nasofaryngealni dutiny, schématicky nakres.

G @O O
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7 Doporucené podminky skladovani nasofaryngedlnich stéru

Béhem pfripravy RT-PCR reakce, kratkodobé skladovani (12 hodin) ......cccceeeeveeeeceennneee. 2az8°C

Dlouhodobé skladovani, PFEPrava ......cccevecrcenieneeeeierr e e -15 az -25°C*

*Dlouhodobé skladovani mlze vést k faleSné negativité vzorkd. Nedoporucujeme je;j.
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8 Pristrojové vybaveni

Kit Ize pouZzit pro Real-time PCR pfistroj s fluorescencnimi kandly FAM a Cy5. Kit je validovan (CE-IVD) pro
pouziti s RotorGene Q MDX (QIAGEN) a Realist DX (Institute of Applied Biotechnologies).

9 Pristrojové vybaveni a material

Potfebny material a pomucky, které nejsou soucasti kitu:
e Jednorazové rukavice
e Automatické pipety
e Sterilni Spicky s filtrem

Potfebné pristrojové vybaveni:
e Laboratorni tfepacka
e Stolni centrifuga

e Real-time PCR cykler: RotorGene Q MDX (QIAGEN) nebo Realist DX (Institute of Applied
Biotechnologies)
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10 Protokol RT-PCR

Vsechny reagencie pred zacatkem testu zcela rozmrazte a dobfe promichejte a nasledné zcentrifugujte.
VSechny reagencie udrZujte pfi praci v chladu, zkumavky s reagenciemi i Master Mixem umistéte na chladici
podstavec. RT-PCR detekcni smés obsahuje specifické primery a sondy, chrarite ji pred svétlem. Smés je
pfipravena k okamzitému pouziti.

Schéma pripravy RT-PCR reakce:

16 pl 14 pl
Master Mix Vzorek (Covid medium)
Reakéni
zkumavka/deska
RT-PCR

Rozmrazte potfebny pocet 0,2 ml zkumavek s Master Mix (16 ul), Positive Control a Negative Control. Do
reakéni smési Master Mix napipetujte 14 pl vzorku stéru v Covid medium nebo 14 pl Pozitivni ¢i Negativni

kontroly.
Nastaveni reakce
Master Mix 16 pl
Vzorek / Pozitivni / Negativni kontrola 14 pl
Celkovy objem reakce 30 ul

Pouziti pozitivni a negativni kontrolu slouzi k ovéreni spravnosti RT-PCR reakce. Uzaviete PCR zkumavky a
kratce centrifugujte.

RT- PCR reakéni podminky

Krok Teplota Cas Cyklus
Reverzni transkripce 45°C 10 min 1
Uvodni denaturace 95°C 2 min 1
Denaturace 95°C 5 sec

Naseddani primer(, extense 60°C* 20 sec 40

* snimani fluorescence
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Nastaveni fluorescenéniho snimani

Cilovy gen Kanal
2019-nCoV N1+N2 FAM
Internal Positive Control (IPC) Cy5

Interpretace vysledkd

Detekovany gen 2019-nCov N1+N2 IPC
Fluorescencni kanal FAM Cy5
+ +/- Pozitivni
Vysledek - + Negativni
- - Neplatny*

* PCR reakce je neplatna pokud pozitivni kontrola nema logaritmicky ndrist a Ct > 40, a pokud negativni
kontrola ma Ct < 40. Pokud je reakce neplatnd, méreni vSech vzork(i v tomto experimentu by mélo byt
opakovano.

Detekeni limit reakce

Detekéni limit kitu je 7 kopii (Ct£36).

11 Informace o likvidaci

Vsechny komponenty v kitu (kromé kontrolnich vzorku) Ize likvidovat jako bézny komunaini odpad (kéd
200301).
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V pripadé dalSich dotazli kontaktujte nase technické oddéleni na adrese

iabio@iabio.eu.

Vyrobce:
Institute of Applied Biotechnologies a.s.

Sidlo: Provozovny:
Sluzeb 3056/4, Strasnice Praha
108 00 Praha 10 Sluzeb 3056/4, Strasnice, 108 00 Praha 10

ICO: 27225712
Tel/Fax: +420 255 700 885

iabio@iabio.eu

www.iabio.eu
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