Diagnosticky kit rTEST COVID-13 qPCR kit (ET31:)/ 400 reakcii

Navod na pouzitie

Ver. 1.2 (sk), 12/2021

UPOZORNENIE!

Tento kit je uréeny na in vitro
diagnostickeé ucely.

1. Vysvetlivky a skratky

Baseline: zakladna fluorescencia pozadia

alebo tzv. "Sum’

BHO-1: nefluorescencny zhasac pre reportérovi
fluorescencnu farbicku FAM (skratka z angl. Black Hole
Quencher-1)

BHO-2: nefluorescencny zhasac pre reportérovi
fluorescencnu farbicku HEX (skratka z angl. Black Hole
Quencher-2)

BHO-3: nefluorescencny zhasac pre reportérovi
fluorescencnu farbicku Cy5 (skratka z angl. Black Hole
Quencher-3)

BSL: troven biologickej bezpecnosti (skratka z angl.
biosafety level)

COVID-19: ochorenie sposobené virusom SARS-CoV-2
(skratka z angl. COronaVirus Disease 2019)

Ct: prahovy cyklus, cyklus v ktorom fluorescencny
signal reakcie prekro¢i nastavenu prahov( hodnotu
fluorescencie

Cyb: fluorescenéna cyaninova farbicka

DNA: deoxyribonukleova kyselina

FAM: fluorescencné farbicka 6-karboxyfluorescein
gén E: gén kadujuci maly membranovy obalovy protein
virusu SARS-CoV-2 (0znadenie E pochadza zo skratky z
angl. envelope)

gén RdRP: gén kadujuci RNA dependentntl RNA
polymerazu virusu SARS-CoV-2

gén RNase P: gén kodujuci l'udskU jadrovu ribonukleazu P
HEX: fluorescentna farbicka hexachloro-fluorescein
LoD: detekény limit reakcie (skratka z anglického Limit
of Detection)

NTC: kontrola bez templatu (skratka z angl. No Template
Control)

PC: pozitivna kontrola (skratka z angl. Positive Control)
qPCR: kvantitativna polymerazova ret'azova reakcia
(skratka z angl. Quantitative Polymerase Chain Reaction)
RFU: jednotka relativnej fluorescencie

RNA: ribonukleovéa kyselina

rTEST: room Temperature Stable (stabilny pri izbovej
teplote)

RT-gPCR: kvantitativna PCR s reverznou transkripciou
SARS-CoV-2: koronavirus 2 t'azkého akutneho
respiracného syndromu (skratka z angl. Severe Acute
Respiratory Syndrome CoronaVirus

threshold: prahova hodnota fluorescencie

YY: fluorescencna farbicka Yakima Yellow®, vyvinuta
firmou Epoch Biosciences

2. Ucel pouzitia

Diagnosticky kit rTEST COVID-19 gPCR Rapid kit

je kvalitativny in vitro test urCeny na detekciu pritomnosti
genetického materialu koronavirusu SARS-CoV-2

vo vzorkach ziskanych kloktanim bez predchadzajucej
izolacie RNA. Kit je urceny vyhradne na pouZitie

v diagnostickom laboratériu so zodpovedajucim
vybavenim, bezpe¢nostnym Standardom a nélezite
vy$kolenym persanalom.

3. Princip testu

rTEST COVID-19 qPCR Rapid kit je diagnosticky kit
urceny na detekciu genomickej RNA virusu SARS-CoV-2
zo vzoriek ziskanych kloktanim bez predchadzajicej

extrakcie RNA. Kit je mozné skladovat' pri izbove] teplote
pa dobu dvoch tyZdiiov, €o umoZiuje prepravu kitu

bez nutnosti pouzitia suchého l'adu a I'ahsiu manipulaciu
pa jeho prichode. Stabilitu pri izbovej teplote umoziuju
lyofilizovane zmesi primerov/sond $pecifickych pre SARS-
CoV-2, interna pozitivna kontrola (4pina genomicka RNA
virusu SARS-CoV-2 abohatend l'udskou RNA) a reagencie
pre jednokrokovd RT-gPCR od spolo¢nosti Solis Biodyne,
ktore sU tiez stabilne pri izbovej teplote.

Diagnosticky kit rTEST COVID-19 gPCR Rapid je vylepsena
a prepracovana verzia Charité, Berlin diagnostického
pratokolu, odport¢aného WHO pre detekciu virusu SARS-
CoV-2. Kit obsahuje tri sady primerov a hydrolyzaénych
sond (TagMan®) pre multiplexnt detekciu SARS-CoV-2
Specifickeho E génu a RARP génu, spolu s ludskou
RN&zou P. TagMan® sondy pre E gén st konjugované

s fluorescencnou farbickou YY, TagMan® sondy pre RdRP
gén su konjugované s fluorescencnou farbickou

FAM a TagMan® sonda pre RNazu P je konjugovana

s fluorescencnou farbickou Cyb. Takéto znacenie
umoznuje multiplexnt detekciu SARS-CoV-2 a l'udskej
RN&zy P, ktora sliZi ako interné kontrola na overenie
spravneho adberu vzoriek a vykonania testu. Na detekciu
SARS-CoV-2 E génu a RARP génu sme vyvinuli
patentované dualne TagMan® sondy, ktorych pouzitie
zvysuje citlivost' a Specifickost' nasej 1-krokovej RT-
qPCR. Kampletna genomicka RNA virusov SARS-CoV-2
obohatena l'udskou RNA poskytnuta Biomedicinskym
centrom Slovenskej akademie vied je zahrnuta ako
vnltorna pozitivna kontrola.

rTEST COVID-19 gPCR Rapid test prebieha ako
jednokrokova reakcia, zahffiajuca RT a qPCR v jednej
skimavke.

Jedno balenie kitu postacuje na 400 testovacich
reakcii. Multiplexny méd umoziuje si¢asnu detekciu
SARS-CoV-2 (potvrdenie COVID-19 pozitivity)
al'udskej RNazy P, ktora sluzi na overenie kvality
vyteru, na stanovenie pritomnosti l'udskej RNA

vo vzorke, ¢im sa eliminuju falo$ne negativne
vysledky.

UPOZORNENIE!

« Pred zaciatkom prace si pre€itajte vSetky
inStrukcie, ktoré sa nachadzaju v tomto
navode na pouzitie, vonkajSom obale a Stitkoch
komponentov.

VAROVANIE!

SARS-CoV-2 je nebezpeény patogén, dodrzujte
preto vSetky platné nariadenia a odpordéania
pre laboratdria triedy BSL2+ alebo BSL3.

4. Zlozenie kitu

« Ix zmes lyofilizovanych primerov a sond
na detekciu SARS-CoV-2_E, SARS-CoV-2_RdRP
a l'udskej RNazy P, oznacena E gene/RdRP
gene/RNase P Mix (potrebné rozpustit' v 800 pl
PCR vody)

« Ixlyofilizovana PC BMC5 obohatena 'udskou RNA
(potrebné rozpustit' v 320 pl PCR vody)
2x 800 pl 5X One-step Probe Direct Mix 3

< 1x 200 pl 40X One-step RT Direct Mix 2

« Ixlyofilizovany 10X Rapid Lysis Buffer A

» Ix4,4ml10X Rapid Lysis Buffer B
e 2x5ml PCR water
« Ix Navod na pouzitie

5. Skladovanie a doba pouzitel'nosti:
VSetky zlozky kitu sa mozu prepravovat' a skladovat'
pri izbovej teplote (15-25 °C) po dobu 2 tyzdiov.
Bezne sa kit skladuje pri -20 °C. Doba pouzitelnosti
kitu je maximalne 12 mesiacov od datumu vyroby.
Presna doba expiracie kitu je uvedena na vonkajsom
obale. Presné doba expiracie jednotlivych zloZiek kitu
je uvedend na vnatornych obaloch.

VAROVANIE!

Kit nepouzivajte po uplynuti doby expiracie,
ktora je uvedena na vonkaj$om aj vnitornom
obale.

Kit a jeho jednotlivé zloZky st uréené na uskutocnenie
400 reakcii.

Uzivatel'om, ktorf uskutoCnuji mensi pocet reakcii

v ramci jedného pracovného cyklu, odpari¢ame
v8etky zloZky Kitu rozalikvotovat' v sulade s interne
zauzivanymi postupmi a Standardnym poctom reakcii
na jeden pracovny cyklus. Alikvotovanie zloZiek

kitu minimalizuje potrebu opakovaného otvarania
jednatlivych skimaviek a tym minimalizuje riziko
kontaminacie zloZiek kitu. Alikvotovanie zloZiek

kitu taktiez zabréni opakovanému rozmrazovaniu
azmrazovaniu jednotlivych zloziek, ktoré moze viest'
k znizeniu acinnosti. Pred alikvotovanim je nevyhnutné
jednotlive zlozky kitu Uplne rozmrazit'. Rozmrazenie
je optimalne uskuto¢nit' Setrne, inkubaciou

v chladnicke (pri teplote +4 °C) po dobu priblizne

2 hodin. Tesne pred uskuto¢nenim alikvotovania

je nevyhnutné obsah skimaviek dokladne ale zaroven
opatrne premiesat’, aby bol iplne homogénny.

V pripade skumaviek obsahujtcich enzymy (5X One-
step Probe Direct Mix 3, 40X One-step RT Direct Mix 2)
odport¢ame miesanie uskutocnit' mnohonasobnym
oto¢enim skumavky, pulznym vortexovanim, pripadne
kratkym vortexovanim nie dlihsim ako 5 sekund. Enzymy
napipetujte opatrne a pomaly, inak moze viskozita
timivého roztoku viest' k chybe v pipetovani.

UPOZORNENIA!

« Pouzivajte vhodné ochranné oblecenie,
rukavice a ochranu oéi a tvare.

< Nikdy nepipetujte ustami.

« Vlaboratériu nikdy nekonzumujte potraviny
ani nepite, nefajcite a nepouzivajte Ziadnu
kozmetiku.

» Po manipulécii so vzorkami a reagenciami
si vzdy dokladne umyte ruky.

6. Spotrebny material a zariadenia,
ktoré nie st stucast'ou kitu

« Real-time PCR zariadenie: rTEST COVID-19
gPCR Rapid kit bol validovany a testovany
na zariadeniach Agilent - Mx3005P® a AriaMx®,
Thermo Fisher Scientific - QuantStudio™5, Bio-Rad
- CFX96™, Analytik Jena - gTOWER3

e Box s lamindrnym prudenim vzduchu



» Vortex
« Mini centrifiga
« Centrifuga s rotorom na platnicky

e Ochranné pracovné pomdacky: jednorazové
labaratérne rukavice bez pudru, ochranné okuliare,
ochranny $tit, respirator FFP3, ochranné oblecenie

« Laboratérny plast bez pritomnosti DNA, RNA, DNaz
a RNaz: reagencné skiimavky, PCR skumavky,
PCR stripy, PCR platni¢ky, PCR félie, sterilné
pipetove $picky s filtrom

e Autoklavovatelné nastavitelné mikropipety

» Néadoba na biologicky odpad

« Autoklavovatelné stojany na skimavky

e PCR chladiaci stojan

7. Pracovny postup

VAROVANIE!

Pracu s kitom musi vykonavat'
kvalifikovany personal.

UPOZORNENIA!

» Pracovné priestory musia byt' usporiadané tak,
aby pre kazdy krok v pracovnom postupe (izolacia
nukleovych kyselin, priprava amplifikaénych
reakcii alebo amplifikacia a detekcia produktov
amplifikacie) existovali samostatne vyhradené
miestnosti (zony). Produkty amplifikacie sa nikdy
nesmu dostat' do miestnosti (zony) uréenej
na izolaciu nukleovych kyselin alebo na pripravu
amplifikaénych zmesi.

« Vkazdej miestnosti (zone) zabezpecte pre kazdy
krok pracovného postupu oddelené Specialne
laboratérne vybavenie, spotrebny material
a osobné ochranné prostriedky (laboratérne
plaste, rukavice atd). Nikdy nepouzivajte
rovnaké laboratérne vybavenie, spotrebny
material a osobné ochranné prostriedky
v roznych miestnostiach (zonach).

+ So vSetkymi biologickymi vzorkami manipulujte
vzdy ako s potencialne infekénym materialom.
Vyhybajte sa priamemu kontaktu s biologickym
materialom. Zabrafite rozliatiu vzoriek, reagencii
atvorbe aerosdlov.

< Po priprave vzorky sa odporaca spustenie
termocykléra hned’ ako je mozné,
aby sa zabranilo jej pripadnej degradacii.

« Postupujte presne podl'a prilozeného navodu
na pouZzitie.

7.1. Odber vzorky

rTEST COVIB-19 gPCR Rapid kit je navrhnuty

na pouzitie so vzorkami ziskanymi kloktanim.
NedodrZanie pokynov popisanych nizsie, nevhodny
postup pri odbere, preprave a skladovani vzoriek moze
viest'k nespravnemu vysledku testovania.

UPOZORNENIA!

« Postup kloktania popisany nizSie je iba odpori¢anim.
Optimalny sposob kloktania pre detekciu SARS-CoV-2
nebol doposial stanoveny.

« Neodporuca sajest', pit', umyvat' si zuby,
vyplachovat' Usta, kloktat', Zut' Zuvacky alebo fajcit/
inhalovat' najmenej jednu hodinu pred odberom
vzorky.

« 0Odporaca sa pouzitie komerénych sol'nych
izotonickych roztokov, avSak nekomeréné na mieste
pripravené roztoky su prijatel'né, pokial' pouzita voda
je kvality Aqua pro injectione alebo ekvivalentna.

Odber vzoriek:

« Pacientovi sa poda vhodna nadaoba (napriklad
polypropylénova 50 ml skiimavka) obsahujtica 5 ml
izotonického solného roztoku (hmotnostnych
0.9 % NaCl vo vade).

Nasledne je pacient poziadany, aby 10-krat vykloktal
poskytnuty sol'ny roztok po dobu 5 sekind, pricom
si treba davat pozor, aby nedoslo k prehltnutiu
roztoku. Celkové trvanie odberu je priblizne
1mindta.

Pacient pomaly a opatrne vypl'uje kloktadlo

do pripravenej nadoby (napriklad do tej, v ktorej
bol poskytnuty fyziologicky roztok). Po vonkajsej
dezinfekcii nadoby je vzorka ziskana kloktanim
pripravena na dalSie spracovanie.

Ak inaktivacia nemdze byt' vykonana okamzite,
skladujte Cerstveé vzorky ziskané kloktanim
pri +4 °C poc¢as maximalne jedného tyzdna.

Priprava inaktivaéného roztoku
10X Rapid Lysis Buffer A

Pridajte 4180 pl 10X Rapid Lysis Buffer B do skumavky
obsahujucej lyofilizovany 10X Rapid Lysis

Buffer A. Obsah skimavky dokladne premiesajte
vortexovanim. Takto pripraveny 10X Rapid Lysis
Buffer A odpori¢ame podl‘a potreby rozalikvotovat'

a uchovavat' pri-20 °C.

Spracovanie vzorky:

Vzorku ziskant kloktanim opatrne ale dobre
premiesajte, aby sa resuspendoval vSetok usadeny
material. Agresivne virenie moze viest' k peneniu

a $pliechaniu, ktoré v tomto bode nesie vyznamné
biologicke riziko, pretoze vzorka este nebola
inaktivovana.

V skimavke s minimalnym objemom 200 pl
(napriklad PCR alebo 0,5 ml skimavka) zmiesajte
vzorku (9 dielov) s pripravenym inaktivacnym
roztokom 10X Rapid Lysis Buffer A (1 diel), konkrétne:

90 pl vzorky ziskanej kloktanim
+10 pl 10X Rapid Lysis Buffer A

Zatvorte skumavku, obsah premiesajte a kratko
scentrifugujte.

Nechajte inkubovat' priizbovej teplote 3 mindty.
Mierne dlhsie inkubacné ¢asy (do 10 mintt) nemaju
negativny efekt.

Vzorku zahrievajte 7 mintt na 95 °C. Tento krok
tepelne inaktivuje virusové ¢astice a uvol'ni virusova
RNA do roztoku.

Kratko (1 mintta) scentrifugujte vzorku na stolnej
mini centrifuge. Vyzrazané bielkoviny a iny
nerozpustny material vytvoria na dne peletu.
Ziskany supernatant sa pouZije ako vstupny material
pre RT-qPCR reakciu.

Videalnom pripade by sa mali inaktivované
vzorky ziskané kloktanim analyzovat' ¢o najskor;
s0 v3ak stabilné po dobu jedného dia pri-20 °C.
Z dlhodobého hl'adiska by sa inaktivované
vzorky mali skladovat' pri -70 °C alebo nizsej
teplote. Zabrante opakovanému zmrazovaniu
arozmrazovaniu vzoriek.

UPOZORNENIE!

» Neotvarajte rézne vzorky v tom istom ¢ase,
od zaciatku s nimi manipulujte tak,
aby ste predisli moznej kontaminacii.

« VSetky centrifigy, mini centrifugy a vortexy
pouzivajte vyluéne v boxoch s laminarnym
pradenim vzduchu, zabranite tak kontaminacii
prostrednictvom aerosélov.

7.2. RT-qPCR

Pracovny postup rTEST COVID-19 gPCR Rapid
kitu je zaloZeny na simultdnnom skriningovom
a konfirmacnom teste na detekciu pritomnosti
virusovej RNA pre E gén a RdRP gén. Navyse,
test vnutornej kontroly l'udskej RNazy P (v Cyb
kanali) v multiplexnom made s E génom a RdRP
génom slizi na overenie kvality odberu vzorky,
na stanovenie pritomnosti l'udskej RNA vo vzorke,
ako aj na sledovanie priebehu qPCR reakcie,
¢im sa eliminuju falo$ne negativne vysledky.

UPOZORNENIE!

« RNaza P je l'udsky transkript, preto primery
a sondy dizajnované na jej detekciu mézu
detegovat’' RNA a aj DNA, ak je pritomna
vo vzorke.

7.3. Priprava pracovného priestoru

Pred zaGatim prace vycistite pracovny priestor
laminarneho boxu a pril'ahlé povrchy najprv 10 %
roztokom chldrnanu sodného (bielidlo), nasledne
pouzite 70 % roztok etanolu na odstranenie zvyskov
chlérnanu sodného. Pred pracou aj po praci

v laminarnom boxe spustite UV dekontaminacny
cyklus.

7.4. Priprava reagencii

Vyberte potrebné zlozky kitu z mraznicky, vloZte ich
do vychladeného chladiaceho stojana na skimavky

a nechajte ich Uplne rozmrazit', pripadne zlozky kitu
nechajte rozmrazit' v chladnicke (pri teplote +4 °C).
Akonahle su zloZky Uplne rozmrazené, ich obsah
dokladne ale zaroven jemne premiesajte, kym nebude
Uplne hamogénny. V pripade skiimaviek obsahujucich
enzymy (5X One-step Probe Direct Mix 3, 40X One-step
RT Direct Mix 2) odporti¢ame miesanie uskuto¢nit'
mnohonasobnym otocenim skimavky, pulznym
vortexovanim, pripadne kratkym vortexovanim

nie dihsim ako 5 sekund. Nasledne skiimavky kratko
scentrifugujte, aby sa odstranili kvapky zvnUtra viecka
a vSetka tekutina bola na dne skimaviek. Reakénu
zmes pipetujte opatrne a pomaly, pretoze viskozita
timiveho roztoku moze viest' k chybam pri pipetovani.
Zmesi primerov a TagMan® sond urcené na detekciu
SARS-CoV-2_E, SARS-CoV-2_RdRP a ludskej RNazy

P (poskytované ako E gene/RdRP gene/RNase P Mix)

a pozitivna kontrola PC BMCb obohatena ludskou RNA,
su kvdli zvyseniu stability dodavané v lyofilizovanej
podabe. Pri prvom pouziti kitu je preto nutné zmesi
primerov a sond rozpustit' vo vode urcenej pre PCR.

VAROVANIE!

Pelety lyofilizovanych primerov a sond sa mézu
pocas prepravy uvol'nit’, preto je nevyhnutné
kazda skimavku pred otvorenim kratko
scentrifugovat’. Vynechanie tohto kroku méze
viest' k strate oligonukleotidov zo skimavky,
€0 modze mat’ za nasledok nizsi vyt'azok.

Pridajte 800 pl PCR vody zo skimavky PCR water
do skumavky oznacenej E gene/RdRP gene/RNase
P Mix (400 reakcii). Nasledne pridajte 320 pl PCR
vody do skimavky obsahujicej pozitivhu kontrolu
PC BMCS5.

Obsah skiimaviek dokladne homogenizujte
vortexovanim. Nasledne skimavky kratko
scentrifugujte, aby sa odstranili kvapky zvnUtra viecka
a vSetka tekutina bola na dne skimaviek.

Reakénu zmes pripravte v ¢o mozno najkratSom

¢ase po premiesani obsahu jednotlivych zloziek kitu.
V pripade potreby obsah skiimaviek premiesajte

este raz tesne pred pripravou reakénej zmesi.



Po pouziti vrat'te vsetky zlozky kitu do mraznicky

(na teplotu -20 °C). Vyhnite sa opakovanému
rozmrazovaniu a zmrazovaniu zloZiek kitu. V pripade
planovaneho opatovného pouzitia v priebehu ¢asového
rozpétia kratsieho ako 2 hodiny, uskladnite zloZky kitu
pri teplote +4 °C.

VAROVANIE!

S reagenciami manipulujte vzdy v boxe

s laminarnym pridenim vzduchu. Reagencie
uréené na amplifikaciu pripravujte vzdy oddelene,
naraz pripravujte reagencie vylucne pre jednu
analyzu. Na pripravu reagencii pouzivajte

pipety uréené vyluéne na tento ucel.

Pouzivajte jednorazoveé $picky s filtrom.
PouZivané $picky musia byt' sterilné

abez pritomnosti DNA, RNA, DNaz a RNaz.

Priprava reakénej zmesi

UPOZORNENIA!

+ Pouzivajte iba reagencie nachadzajuce sa v tomto

kite a reagencie odportcané vyrobcom.
+ Nekombinujte reagencie z kitov
od réznych vyrobcov.
» Nekombinujte a nezmiesavajte
reagencie z réznych $arzi.

7.5. Priprava reakénej zmesi

Odporucany celkovy objem jednej reakcie je 20 pl.

Pre pripravu reakénej zmesi treba jednotlivé zlozky kitu
zmiesat'v nasledujucej postupnosti a pomere:

UPOZORNENIA!

< Namie$ana reakéna zmes ma limitovanu stabilitu,
pouzite ju v o moZno najkratSom ¢ase po priprave.
Ak nie je mozné namie$anu reakénu zmes pouzit'
ihned’, skladujete ju v chladnicke pri teplote +4 °C.

«  Pripriprave viacerych reakcii sa odporu¢a pripravit'

05-10 % viac reakEnej zmesi, aby sa zohl'adnili
chyby pri pipetovani.

Zlozka kitu ‘ Objem zlozky kitu na reakciu
PCR water 55l
5X One-step Probe Direct Mix 3 4yl
40X One-step RT Direct Mix 2 0.5l
E gene/RdRP gene/RNase P Mix 2l
Celkovy objem 12l

Tabul'ka vypocitanych objemov na dany pocet reakcii:

Zlozka kitu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 n
PCR water S.5ul | 1yl [185pl| 22yl {275 pl| 33 pl (385 pl| 44yl |49.5ul| 55l | {528 ul
5X One-step Probe

Direct Mix 3 Gul | 8pl | 12pl | 16l [ 20l | 24pl | 28pl | 32l | 36l | 40pl | |384pl
40X One-step RT

Direct Mix 2 O5pul| Tul (15| 2ul [ 25p0 3pl [35ul| 4pul | 45pu| 5yl 48l
E gene/RdRP gene/

RNase P Mix 20l | 4yl | el | 8pl [ 10pl | 12l | Tapl | 16wl | 18pl | 204l 192 pl
Celkovy objem 12pl | 24p1 | 36pl | 48pl | 60pl | 72pl | 84pl | 96 pl (108 pl [ 120 pl | (M52 pl

7.6. Priprava platnicky a kontroly
K pripravenym 12 pl reaktnej zmesi pridajte 8 pl inaktivo-
vanej vzorky. Vysledny celkovy objem reakcie je 20 pl.

Pripravte si potrebny pocet Cistych PCR skumaviek, PCR
stripov alebo PCR platni¢iek a vlozte ich do vychladeného
chladiaceho stojana. Pripravent reakent zmes dokladne
ale zaroven jemne premie$ajte mnohanasobnym
oto¢enim skiimavky, pulznym vortexovanim, pripadne
kratkym vortexavanim nie dihsim ako 5 sekind.
Nasledne ju kratko scentrifugujte, aby sa odstranili
kvapky zvnutra viecka a vSetka tekutina bola na dne
skumavky. Z pripravenej reaktnej zmesi rozpipetujte

po 12 pl do jednatlivych PCR skiimaviek alebo jamiek
PCR platnitky v stlade s potrebnym poctom a poziciami
uskutocnenych reakcii. Reaktnu zmes pipetujte opatrne
a pomaly, pretoZe viskozita timivého roztoku moze

viest' k chybam pri pipetovani. Nasledne premiestnite
PCR skimavky alebo PCR platni¢ku s rozpipetovanou
reakEnou zmesou z laminarneho boxu uréeného

na pripravu reakénej zmesi do laminarneho boxu
urceného na finalizaciu pripravy platnicky. V tomto
lamindrnom boxe pridajte 8 pl vzorky alebo 8 pl
pozitivnej kontroly (PC BMC5) alebo 8 ul PCR vody (PCR

water) do prislugnych PCR skiimaviek alebo jamiek
PCR platnicky. Nasledne dokladne uzavrite jednotlivé
PCR skumavky vrchnacikmi alebo jamky PCR platnicky
optickou foliou. PCR skimavky alebo PCR platni¢ku
kréatko scentrifugujte, aby vSetka tekutina bola na dne
skumaviek/jamiek. Vlozte PCR skimavky alebo PCR
platnic¢ku do real-time PCR zariadenia.

Do kazdej analyzy je nutné zahrnut' minimalne 1 negativnu
kontrolu na overenie pritomnosti kontaminacie.

Ako negativna kontrola sluzi kontrola bez templatu (NTC)
obsahujuca PCR vodu namiesto neznamej vzorky.

Do kazdej analyzy je nutné zahrnat' minimalne 1 pozitivnu
kontrolu na overenie spravneho priebehu analyzy

a funkénosti zloZiek kitu. Ako pozitivna kontrola sluzi
reakcia obsahujuca kontrolny material PC BMC5 namiesto
neznamej vzorky.

Pozitivna kontrola (PC BMC5) nachédzajlica sa v kite

je kompletna jednovlaknova RNA virusu SARS-CoV-2
obohatena [udskou RNA. Pozitivna kontrola PC BMC5
poskytuje pozitivny vysledok so vSetkymi sadami
primerov a sond (pre E gén, RdRP gén a l'udskd RNazu P).

7.7. Nastavenia real-time PCR pristroja

Pre nastavenie podmienok analyzy, ktoré sa tykaju
objemu reakcie, teplotnych podmienok reakcie

a pouzitych optickych kanalov pastupujte v zmysle
nasledujucich pokynov.

Objem reakcie:
« 20l

Teplotné podmienky pre pracu s kitom:
- Reverzna transkripcia: 50 °C, 15 min
« Prvotna denaturécia: 95 °C, 10 min
« Cyklovanie, 45 cyklov:
» Denaturacia: 95 °C, 1s
» Anelacia/extenzia: 60 °C, 5 s

Pouzité optické kanaly:

«  Opticky kanél pre farbicku FAM: modry alebo zeleny
kanal podl'a pouzitého real-time PCR zariadenia -
excitatné maximum 495 nm,
emisné maximum 520 nm

« Opticky kanal pre farbicku YY: ZIty kanal (HEX, JOE,
VIC) podla pouzitého real-time PCR zariadenia -
excitatné maximum 525 nm,
emisné maximum 550 nm

«  Opticky kanal pre farbicku Cyb: Cerveny kanal -
excitatné maximum 650 nm, emisné maximum
670 nm

Pri nastaveniach padmienok analyzy tykajicich sa poctu
a typu vzoriek, rozloZenia vzoriek na platnicke, typu
pouzitého plastového materialu (skimavky, stripy,
platnicky) postupujte v zmysle manulu vyrobcu real-time
PCR zariadenia a v stlade s vasimi interne zauzivanymi
postupmi pre tento typ testov.

VAROVANIE!

Neupravujte a nemefite odporucané
protokoly pre PCR analyzy.

VAROVANIE!

S produktami amplifikacie manipulujte mimoriadne
opatrne, tak aby nedochadzalo k ich rozptyleniu

do priestoru laboratdria a k pripadnej kontaminacii
novych testovanych vzoriek. Pri manipulacii

s produktami amplifikacie pouzivajte pipety uréené
vyluéne na tento Ucel. Pouzivajte jednorazové
$picky s filtrom. Pouzivané $picky musia byt'
sterilné a bez pritomnosti DNA, RNA, DN&z a RNaz.



7.8. Analyza ziskanych udajov « Pozitivna kontrola PC BMC5

Pri nastaveni baseline a thresholdu pre jednotlive PC BMC5 pozostava z lyofilizovanej izolovanej
reakcie postupujte v zmysle manualu vyrobcu real-time gendmovej RNA virusu SARS-CoV-2 obohatenej
PCR zariadenia a v stlade s vasimi interne zauzivanymi koprecipitantom (vo forme salmon sperm DNA
postupmi pre tento typ testov. alebo Baker's yeast tRNA na zvysenie stability)
aludskou RNA. PC BMCb poskytuje pozitivny
vysledok so v§etkymi sadami primerov a sond
(pre gény E, RdRP a l'udsk( RNazu P). Standardné
hodnoty Ct pre pozitivnu kontrolu PC BMC5

8. Interpretacia vysledkov

8.1. Interpretacia vysledkov

aich nahlasovanie (klinické vzorky)

] . o markery - E gén, RdRP gén a RNaza P. Uroven
*  Vysledky a interpretacia vysledkov odberu signalu pre vSetky tri gény by mala mat"hodnoty

a pozitivnej kontroly

v pracovnom postupe alebo analyze experimentu
patri: UpIna nepritomnost' signalu, pritomnost'
amplifikovaného signalu ale s vy$Simi hodnotami
Ct, ako je obvyklé pre dany kontrolny material,
alebo pritomnost' nizkeho signalu. V pripade
negativneho vysledku v pozitivnej kontrole

nie je mozné jednoznacne urcit' spravnost' inych
pozitivnych/negativnych vysledkov ziskanych

v danej analyze a odliSit' negativne a falo$ne
negativne vysledky. Vystup takejto analyzy

nie je mozné vyhodnotit'.

« Kontrola bez templatu (NTC)
NTC pozostava z pouzitia PCR vody (PCR water)
pri reakciach RT-gPCR namiesto RNA. NTC reakcie
pre vSetky sady primerov a sond by nemali
vykazovat'amplifikacneé krivky, ktore prekrocia
prahovu ¢iaru. Ak ktorakol'vek z reakcii NTC
vykazuje amplifikacnu krivku, ktora prekroci
prahovu ¢iaru, moze ist' o pripadnd kontaminaciu
vzorky. Zastavte test a opatovne ho opakujte
s prisnym dodrzanim pracovného postupu
opisaného v manuali.

Ocakavany profil kontrol zahrnutych
v teste rTEST COVID-19 qPCR Rapid

nad 1000 RFU. Medzi indikacie chyby alebo zlyhania

T Externs Ocaka- Mozné priciny
konﬁ)ol kontrola RNazaP | vanéCt neocakavaného
y hodnoty vysledku
zlyhanie reagencif
Pozitivna | PC BMC5 N , . Ct<3500 | rétaneintegrity primerov
a sond alebo degradacia
pozitivnej kontroly
Negativa NTC B B B Nedeteko- Kontaminacia reagencii
9 vatelné alalebo prostredia

Odchylka od o¢akavaného profilu kontrol nazna€uje, Ze by mohlo dojst' k nespravnemu nastaveniu
al/alebo vykonaniu testu alebo k zlyhaniu/nespravnej ¢innosti reagencii a/alebo vybavenia.
Zastavte pokus a opatovne ho zopakujte.

«  RNaza P (kontrola odberu)

» VSetky klinické vzorky by mali vykazovat'
amplifikacné krivky v reakcii RNazy P,
ktoré prekraCuju prahovu hranicu v rdmci
35,00 cyklov (Ct <35,00), ¢o naznacuje
pritomnost' RNA z génov l'udskej RNazy P
va vzorke. Neschopnost' detegovat' RNazu
P v akychkol'vek klinickych vzorkach méze
naznacovat'

- Nespravny odber klinického materialu,
ktorého vysledkom je nepritomnost' a/alebo
degradacia RNA.

- Absenciu dostato¢ného mnozstva l'udskeho
bunkového materialu v dosledku zlého odberu
alebo straty integrity vzorky.

- Nespravne nastavenie a vykonanie testu.
- Nefunkénost' zlozky kitu alebo porucha
zariadenia.

» Ak analyza RNazy P neprinasa pozitivny
vysledok pre ludske klinické vzorky,
interpretéacia je nasledovna:

- Ak st testy SARS-CoV-2_E a SARS-
CoV-2_RdRP pozitivne, aj ked neexistuje
pozitivna RNaza P, vysledok by sa mal
povazovat' za platny. Niektoré vzorky nemusia
vykazovat' amplifikacné krivky RN&zy P kvoli
nizkemu poctu buniek v pdvodnej klinickej
vzorke. Negativny signal RNazy P nevylu¢uje
pritomnost' virusovej RNA SARS-CoV-2
v klinickej vzorke.

- Ak su vsetky markery SARS-CoV-2 a RNaza
P negativne, vysledok by sa mal povazovat'
za neplatny. Ak je k dispozicii povodna vzorka,
zopakujte cely test. Ak po opakovanom teste
zostanU vSetky markery negativne, oznamte
vysledky ako neplatné a ak je to mozné,
mali by sa odobrat' nové vzorky.

SARS-CoV-2 markery (E a RdRP)

» Ak vSetky kontroly vykazuju o¢akavany
profil, vzorka sa povazuje za negativnu,
ak amplifikacné krivky pre oba SARS-CoV-2
gény (E, RdRP) neprekroéia prahovd Giaru
v ramci 40,00 cyklov (Ct> 40,00) a amplifikacna
krivka RNazy P prekro¢i prahovd ¢iaru v ramci
35,00 cyklov (Ct <35,00).

» Ak vSetky kontroly vykazuju o¢akavany
profil, vzorka sa povazuje za pozitivnu,
ak amplifikacne krivky pre oba SARS-CoV-2
gény (E, RARP) prekrocia prahovt hranicu
v ramci 40,00 cyklov (Ct <40,00). RNaza P moze
alebo nemusi byt' pozitivna, ako je opisané
vysSie, ale vysledok SARS-CoV-2 je stéle platny.

» Ak vSetky kontroly vykazuju o¢akavany profil
a amplifikacné krivky pre oba SARS-CoV-2 geny
(E, RdRP) neprekrogia prahovu hranicu v ramci
40,00 cyklov (Ct <40,00) a ani krivka pre RNazu
P neprekro¢i prahovu hranicu v ramci
35,00 cyklov (Ct <35,00), vysledok sa povazuje
za neplatny. Ak je to mozné, vzorka by mala
byt' opakovane otestovana. Ak je opakovana
skuska negativna pre vSetky markery a RNazu
P, vysledok je neplatny a mal by sa zvazit' odber
novej vzorky od pacienta.

» Ak vSetky kontroly vykazuju o¢akavany profil
aamplifikatna krivka pre jeden z génov
SARS-CoV-2 (E alebo RdRP, ale nie oba)
prekroci prahovt hranicu v ramci
40,00 cyklov (Ct <40,00), vysledok sa povazuje
za nepreukazny. Ak je to mozZné, vzorka by mala
byt' opakovane otestovana. Ak to mozné nie je,
odoberte novl vzorku. Ak sa dosiahne rovnaky
vysledok, nahlaste nepreukazny vysledok.
Poradte sa s prislu$nym orgadnom verejného
zdravotnictva ohl'adom dal$ieho usmernenie
alalebo koordinacie odberu vzorky na dal$iu
analyzu.

Sprievodca interpretaciou vysledkov
diagnostického testu rTEST COVID-19 qPCR Rapid
V nasledujucich tabul'k&ch st uvedené otakéavané
vysledky pre diagnosticky kit rTEST COVID-19
qPCR Rapid. Ak laboratérium ziska neocakéavané
vysledky testovanych kontrol alebo ak sa ziskaju
nepreukazné alebo neplatné vysledky, ktoré

sa nedaju vyriesit odpori¢anym opakovanym
testovanim, obréat'te sa na prislusny organ
verejného zdravotnictva.



Interpretacia testu
na SARS-CoV-2 markery a l'udski RNazu P

L'udska

Interpretacia

RNaza P vysledkova® SRa
+ + +- SARS?COV?,Z SARS.{;OVQ 0zndmte vysledky Ziadatel'ovi.
detekovany pozitivny
. _ +/- ‘ Oquujte testovanie. Ak opakovgny
Negreukazny Nepreukazny vyslesi.ok zpstaqe n?plreukgzny,
vysledok poziadajte prislusny organ
B * *I- verejného zdravotnictva o dalSie pokyny.
SARS-CoV-2 | Ozndmte vysledky Ziadatelovi. Zvazte
- - + .| Nedetekovany . S RN
Nedetekovany testovanie na iné respiracné virusy®.
Opakujte testovanie. Ak opakovany
- - - Neplatny vysledok Neplatny | vysledok zostane neplatny, zvazte odber
novej vzorky od pacienta.

2| .aboratéria by mali hiasit' svoje diagnasticke vysledky v stlade so svojim osobitnym systémom podavania sprav.

® Optimalne nacasovanie odberu vzorky s maximalnymi hladinami virusu pocas infekcii spésobenych SARS-CoV-2

nebolo stanovené. Na detekciu virusu méze byt' potrebné zhromazdit' viac vzoriek od toho istého pacienta.

Moznost' falo$ne negativnych vysledkov by sa mala zvazit' najma v pripade, Ze nedavne expozicie alebo klinicky
obraz pacienta svedcia o chorobe COVID-19, zatial' Co diagnosticke testy na iné ochorenia (napr. iné respiracné

ocharenia) st negativne. Ak je infekcia SARS-CoV-2 stéle podozriva, malo by sa po konzultacii s prislusnymi
organmi verejného zdravotnictva zvazit' opakované testovanie .

UPOZORNENIE!

« Diagnosticky kit rTEST COVID-19 qPCR Rapid
je uréeny pre kvalifikovany a vy$koleny
laboratdrny personal s dostatoénymi
skusenost'ami v technikach real-time
RT-qPCR testovania.

9. Funkéné charakteristiky kitu

9.1. Detekény limit kitu

Hodnotenie analytickej citlivosti (detekéného limitu)
bolo uskutocnené pre kambinaciu primerov a sond
umozfiujucich multiplexnd detekciu SARS-CaoV-2

E génu a RdRP génu spolu s I'udskou RNazou P. Test
bol uskutoéneny pomocou kontrolného materialu
"SARS Related Coranavirus 2 (SARS-CoV-2) Stock”
(ZeptoMetrix, https://www.zeptometrix.com/products/
nattrol sars-related-coronavirus-2-sars-cov-2-
stock), ktary v neriedenom stave obsahuje 1000 kopii
templatu na 1 pl. Riedenim ,SARS-Related Coronavirus

2 (SARS-CoV-2) Stock” v SARS-CoV-2 negativnej

vzorke ziskanej kloktanim boli pripravené riedenia

s koncentraciami 40 kopii/pl, 10 kopii/ul, 4 kopie/pl,

2 kopie/pl, 1 kopia/ul a 0,5 kopie/ul vzorky, ktoré boli
po inaktivacii pouzité v teste analytickej citlivosti. Test
bol uskutoéneny v 8 replikatoch pre kazdé pripravené
riedenie. Test potvrdil vysoku citlivost' diagnostického
kitu rTEST COVID-19 gPCR Rapid. Spol'ahlivé detekcia
templatu, pre stanovenie pritomnosti E génu a RdRP

génu bola preukazana do koncentracie 1 kopia/
plvzorky, a nasledne bola potvrdena rozsirenym

testom detekcného limitu, kde z 24 replikatov, bolo

24 pozitivnych pre E gén a 23 pre RdRP gén.

Detekény limit testu pre SARS-CoV-2 E gén a RARP gén

Pocet reakcii

- : . s pozitivnym d
vysledkom
40 kopii/pl vzorky 8 8/8/8 100/100/100
10 kopii/ul vzorky 8 8/8/8 100/100/100
4 kopiilul vzorky 8 8/8/8 100/100/100
2 kopie/pl vzorky 8 8/8/8 100/100/100
1kapia/pl vzorky* 8 8/8/8 100/100/100
0,5 kdpie/ul vzorky 8 8/8/8 100/100/100
Tkopia/ul vzorky* 24 24123124 100/96/100

* po zohl'adneni absencie RNA extrakcie porovnatelna s rTEST COVID-19 gPCR Allplex

#Rozsirené LoD

9.2. $pecificita kitu

Hodnotenie $pecificity (krizovej reaktivity

na iné koronavirusy a respiracné virusy) bolo
uskutoCnené pre E gén ako aj pre RdRP gén SARS
CoV-2. Test bol uskuto¢neny pomocou kontrolného
materialu ,Coronavirus RNA specificity panel”

(EVAg, European Virus Archive - Global), ktory
obsahuje RNA virusov HCoV-229E, HCoV-0C43,
HCoV-NI63, SARS-CoV HKU39849 a MERS-CaV, kazdu
v samostatnej skimavke. EDX SARS-CoV-2 Standard
(Exact Diagnostics) sluzil ako referencny material

na stanovenie Specificity kitu.

Na hodnotenie kriZovej reaktivity na respiracné
virusy bol pouzity stbor respiracnych virusov

(Vircell microbiologistics), ktory obsahuje RNA virusov
Influenza A HIN1, Novel Influenza A HINT, InfluenzaA
H3N2, Influenza A H5N1, Novel Influenza B, Human
parainfluenza, Human rhinavirus a Respiratory
syncytial virus, kazdd v samostatnej skimavke.

Test bol uskutocneny v 3 replikatoch pre kazdy

z uvedenych virusov.

Test potvrdil vysoku Specificitu diagnostického kitu
rTEST COVID-19 gPCR Rapid. Pozitivny vysledok

za pouzitia primerov a sond na detekciu E génu

a RdRP génu SARS CoV-2 bol zaznamenany vyluéne

v reakciach obsahujucich SARS-CoV-2 RNA

(Exact diagnostics, PC BMC5).

Vyskyt kontaminacie syntetickymi pozitivnymi
kontrolami v réznych komeréne dostupnych
produktoch pouzivanych na uskuto¢nenie RT-gPCR
diagnostiky ochorenia COVID-19, ako su napr. primery,
sondy alebo RT-PCR zmesi, predstavuje globalny
problém. Zmes primerov a sondy na detekciu SARS-
CoV-2 E génu v kite rTEST COVID-19 gPCR Rapid

bola navrhnuta tak, aby neamplifikovala najcastejsie
pouzivané syntetické pozitivne kontroly vobec alebo
len s nizkou U¢innostou. Kit rTEST COVID-19 gPCR
Rapid tak moze byt' G¢inne pouzity aj na pracoviskach,
ktoré maju problém s kontaminaciou pri testovani
pritomnosti E génu SARS-CoV-2.

Hodnotenie chemickej stability (degradacie sond
pocas termalneho cyklu) bolo uskutocnené

pre SARS-CoV-2 E gén a RdRP gén. Test bol
uskuto€neny formou mnohonasobnej analyzy kontrol
bez templatu (NTC) v pocte 20 replikatov pre E gén
a 40 replikatov pre RdRP gén.

Test potvrdil vysokd chemicku stabilitu
oligonukleotidov obsiahnutych v kite rTEST
COVID-19 gPCR Rapid.

V kazdej z analyzovanych NTC bol zaznamenany
negativny vysledok bez ndznaku zvys$enia signalu
alebo pritomnosti amplifikacie.

9.3. Hodnotenie klinickej vykonnosti
Hodnotenie klinickej vykonnasti kitu rTEST COVID-19
qPCR Rapid bolo uskuto¢nené multiplexnym testom
na SARS CoV-2 E gén a RdRP gén a l'udska RNazu P.
Hodnotenie bolo uskuto¢nené na vybranom stbore
105 pozitivnych a 94 negativnych klinickych vzoriek
pacientov ziskanych kloktanim, ktoré boli potvrdené
referenc¢nou metadou Standardne pouzivanou

na rutinné testovanie regionalnymi uradmi verejného
zdravotnictva Slovenskej republiky. Pred inaktivéaciou
(v pripade rTEST COVID-19 gPCR Rapid kitu)

resp. izolaciou RNA (v pripade referencnej metody)
boli vzorky ziskané kloktanim jedenkrat rozmrazené.
Testovanie tohto vybraného stboru vzoriek bolo
uskutotnené so zaslepenymi vzorkami.

Analyza SARS-CoV-2 vzariek potvrdila vysledky
referentnej metddy a preukézala vysoku spolahlivost'
a reprodukovatelnost' vysledkov nadobudnutych
pomocou kitu rTEST COVID-19 gPCR Rapid

(vid tabul'ka nizsie).



V porovnani referen¢nej metody a diagnostického kitu
rTEST COVID-19 gPCR Rapid je diagnosticka citlivost'
100 % a diagnosticka $pecificita 100 %.

Vysledky detekcie génu pre RNazu P vykazali

vysok( homogenitu vo vetkych analyzovanych

vzorkach a taktiez potvrdili vhodnost' tohto testu
ako internej kontroly pre overenie kvality odberu

klinickej vzorky.

Hodnotenie klinickej vykonnosti pre SARS-CoV-2 E gén,
RdRP gén a l'udsku RNazu P

Poc(e/t spravne |qent|f|kovanych 105 105 105 105 105 105
pozitivnych vzoriek

Pocet falo$ne pozitivnych vzariek 0 0 0 0 0 0

Pocetlspravne idgnt\f|k0vanych 9% 94 94 9% 94 94
negativnych vzoriek

Pocet falo$ne negativnych vzoriek 0 0 0 0 0 0

10. Nakladanie s odpadom

UPOZORNENIA!

- VSetok material, ktory sa dostal do kontaktu

s biologickymi vzorkami dekontaminujte

pred likvidaciou 3 % chlérnanom sodnym

minimalne 30 minat alebo autoklavujte

pri 121 °C minimalne 60 minat.

« VSetky pouzité pomocky, Spicky, skimavky,

pracovny material a ochranné odevy povazujte
za potencionalne kontaminované a zlikvidujte

ich podl'a platnych predpisov pre likvidaciu

infekéného odpadu.

« Zvy$né reagencie a material zlikvidujte
v stlade s platnymi bezpeénostnymi

predpismi.

Multiplex
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11. Riesenie problémov

V pripade akychkol'vek problémov
kontaktujte:

MultiplexDX, s.r. 0.
vyrobca

Adresa:  llkovicova 8

84104 Bratislava
Tel.: +4212 902 68 310
Email: rtest@multiplexdx.com

12. Pouzité symboly a oznacenia

“ Vyrobca
LOT| (islo sarze

/l/'mos Odporucané teplota skladovania

W Vel'kost' balenia

c € Tento vyrobok spifia poziadavky
eurdpskej smernice 98/79/ES
o diagnostickych zdravotnickych
pomockach in vitro

dl Datum vyroby

Diagnostické zdravotnicke pomacky in vitro

é Pozor, reSpektujte bezpecnostne pokyny
v navode na pouZitie, ktoré ste dostali
s tymto vyrobkom

C€ Registracny kéd: P1430A

“ r’!ultiplexDX, S.T.0.
ICO: 50 111965
llkovicova 8, 841 04 Bratislava
Slovenska republika
+4212 902 68 310
rtest@multiplexdx.com



