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LiliF™ COVID-19 Multi Real-time RT-PCR sada

Pozadi vyvoje

Coronavirus (CoV), ktery fadime k virlim IV. tidy, je jeden z vir( vyvolavajicich nachlazeni.
Alfa a beta coronaviry napadaji jak zvitata, tak lidi, gama a delta coronaviry napadaji
pouze zvifata. V minulosti se zatim objevilo Sest typi coronaviri napadajicich ¢lovéka,
zahrnujici typy 229E, 0C43, NL63 a HKU1, které vyvolavaji stavy nachlazeni a typy
SARS-CoV a MERS-CoV, které mohou vyvolavat velmi tézké pneumonie. Nedévno byl
identifikovan novy kmen coronaviru — COVID-19 (2019-nCoV).

Tento novy typ coronaviru (2019-nCoV) patii k beta coronaviriim. Napada lidskeé télo
a je plvodcem kolektivni pneumonie z prosince roku 2019 v ¢inském mésté Wuhan
v provincii Hubei.

Rychla diagndza infekce je velmi dileZitd, protoZe proti tomuto kmenu neexistuji jesté
Zadné vakeiny ani antivirotika schvalena pro profylaktickou nebo terapeutickou I6cbu.
V souladu s timto problémem byl vyvinut produkt, ktery dokaze zvysit rychlost, pfesnost
a spolehlivost molekuldrni diagnostiky tohoto nového coronaviru. Produkt, ktery je
schopen soucasné detekovat geny RdRP, N a E, které jsou specifické pro tento novy virus.

Princip

o Sada LiliFTM COVID-19 Multi Real-time RT-PCR dokaze detekovat novy coronavirus
za pomoci sondové metody real-time RT-PCR reakci specifického primeru a fluo-
rescentni sondy ve vzorku.

® Sada LiliFTM COVID-19 Multi Real-time RT-PCR dokaze detekovat gen RdRP
(2019-nCoV specificky) a gen E (betacoronavirus specificky), markery pro detekci
novych coronavird. Zaroven detekuje gen N (2019-nCoV specificky) navzeny US CDC
agen RNasy P, ktery potvrzuje validitu vSech reakci testu. Tyto dva geny jsou prevzaty
a navrzZeny pro simultanni detekci.

 Sada LiliFTM COVID-19 Multi Real-time RT-PCR je kvadripletovy RT-PCR produkt,
ktery dokaze simultanné detekovat 3 typy s 2019-nCoV spiazenych markerd a lidsky
intrinsicky gen (RNasa P) v jedné zkumavce.

Nastroje

®

In vitro diagnostika IPH21506 VOD

Popis

1. 2x RT-PCR smés: Bezbarvd a priihlednd tekutina

2. COVID Multi detekéni roztok: Bezbarva (svétle fialové zbarvend) a prihledna tekutina
ve Zluté zkumavce

3. Smés pro pozitivni kontrolu: Bezbarva a prihledna tekutina

4.Voda prosta DNasy/RNasy (Smés pro negativni kontrolu): Bezbarvé a priihledna tekutina

Zphsob uchovavani a doba Zivotnosti

/i/ -20 °C

Zplisob ucho-

No Obsah R Doba Zivotnosti
vavani
1  2x RT-PCR smés
2 COVID Multi detekéni roztok Uchovavat
zamrazené pfi 12 mésict od
3 Smés pro pozitivni kontrolu teploté pod data vyroby
-20 °C

Voda prosta DNasy/RNasy
(Smés pro negativni kontrolu)

 Real-time PCR termocykler
* Pipety a jednordzové $picky s filtrem
 Jednorazové latexové rukavice

Obsah baleni (sady)

 Sada pro extrakci virové DNA/RNA
* Stolni centrifuga pro PCR zkumavky
o Vortex

No Obsah

100 testl/baleni

1  2x RT-PCR smés
2 COVID Multi detekéni roztok

3 Smés pro pozitivni kontrolu

Voda prosta DNasy/RNasy
(Smés pro negativni kontrolu)

1100 pl/1 zkumavka
550 pl/1 zkumavka

150 pl/1 zkumavka

1 mi/1 zkumavka

Zamyslené pouziti

LiliFTM COVID-19 Multi Real-time RT-PCR Sada je medicinsky prostfedek pro in
vitro diagnostiku zaloZzen na metodé kvantitativni (real-time) PCR spojené s reverzni
transkripci. Tato metoda je urcend pro kvalitativni detekci nukleové kyseliny coronaviru
kmenu 2019-nCoV z nasofaryngedlniho/orfaryngealniho stéru a ze sputa jedinc trpicich
priznaky a symptomy infekce, u kterych je podezieni na COVID-19.

Upozornéni

1. Tento produkt by mél byt pouZivan specialisty (véetné zdravotnického personalu)
pouze pro testy in vitro.

2. V8echny tkony musi byt provadény na istém povrchu a je doporuéeno povrch po
pouZiti vy¢istit alkoholem.

3. Osoba zachdzejici s timto produktem by méla byt vzdy opatrnd a chranénd labora-
tornim plastém, rukavicemi a maskou.

4.Vzorek sebou nese risk zapficinéni vzniku infekce a neznamé choroby, proto by
zachézeni s nim mélo byt velice opatrné, aby se predeslo infekci.

5. Nemichejte reagencie z jinych vérek tohoto produktu.

6. Zachazejte s reagenciemi a vzorky opatrné, abyste zabranili jejich rozstfiku pfi
otevirani vicka a jejich naslednému zachyceni na vasich dstech. Proto byste méli
vZdy nosit masku.

7. Pfi zachazeni s timto produktem nepouZivejte Zadné nastroje, které by mohly
uZivatele zranit (napf. jehly, noze, atd.).

8. Pokud je koncentrace cilené nukleové kyseliny vysoka nebo jsou pFitomny inhibitory,
tak nemusi dojit k IPC amplifikaci. Rozfedte nukleovou kyselinu sterilni destilovanou
vodou a provedte opakovany test.

9.V pripadé likvidovani suspektnich vzork(, kontaminovanych testovacich materialli
a nastrojli, by mély byt vSechny nejprve inaktivovany autoklavovanim nebo dez-
infikovany alespoii 10-30 minut za pouZiti 70% roztoku ethanolu a 0,5% roztoku
chlornanu sodného.

»

IVD reagents for infectious disease [3]
MFDS Certificate No. 20-327, (Export only)

ce

Priprava vzorku

% Extrakce nukleovych kyselin ze vzorku

 PouZijte vhodnou sadu pro extrakci virové nukleové kyseliny nebo automatizované
extrakéni zafizeni a extrahujte nukleovou kyselinu.

o \/ souvislosti s moznosti pouZiti riznych metod extrakce, se mize vytéZek a Cistota
extrahované nukleové kyseliny lisit, coz mize ovlivnit vysledky real-time PCR analyzy.

e Doporucujeme pouzit automatizované zafizeni pro extrakci nukleovych kyselin
Miracle-AutoXT extraktor nukleovych kyselin a korespondujici extrakéni sadu AutoXT
PGS DNA/RNA Kit. V pfipadé pouZiti metody Spin-Column doporucéujeme nasi sadu
Patho Gene-spin DNA/RNA Extraction Kit.

Protokol

X Pfiprava reagencii
1. Pfiprava obsahu sady
e Pripravte si pozadované mnoZstvi pred zahajenim testu.
* Nechte pIné roztat pfi pokojové teploté, ale ne déle nez 1 hodinu. Opétovné
zamrazovani a tni mlize mit vliv na vysledky.
e Po roztéti produkt mirné centrifugujte a pouZijte roztok na dné zkumavky.

2.Voda prosta DNasy/RNasy (Smés pro negativni kontrolu) a Smés pro pozitivni kontrolu
e Pred zahajenim testu nechte roztat pfi pokojové teploté i na ledu 10—15 minut.
Mirné promichejte a centrifugujte. PouZijte pro pozitivni templatovou kontrolu

a non-templatovou kontrolu (NTC) k ujiSténi, Ze reakéni smés Fadné pracuje.

% Inspekéni proces

1. Pripravte zkumavky vzorovych detekénich smési a stale
0 2 zkumavky navic nez je pocet vzorkii.
i Nalezité mnozstvi zkumavek znamena kombinaci dalsich 2 zkumavek k cel-
i kovému poctu vzork(. To zahrnuje pozitivni kontrolu a negativni kontrolu.
iV pripadé real-time PCR fluorescentni signal prostupuje skrze transparentni :
i vitko PCR zkumavky. Ujistéte se, Ze toto vicko neni nijak oznacené a najdéte
i sijiny zplisob, jak tuto zkumavku odliSit. :

s ek (e aron
2x RT-PCR smés 10pl 10pl 10pl
COVID Multi detekéni roztok 5pl 5pl 5pl
Vzorek 5pl - -
Smés pro pozitivni kontrolu - 5pl -
Vod% prosta DNa_sy/’RNasy _ _ 5l
(Smés pro negativni kontrolu)

Celkovy objem 20 pl 20 pl 20 pl

@ LiliF
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2. Pridejte 5 pl vzorku (RNA), 5 pl smési pro pozitivni kontrolu,
nebo 5 pl destilované vody (NTC) ke kazdé predpfipravené smési
a utésnéte zkumavky vickem.

i e Pro negativni kontrolu pouijte 5 pl vody prosté DNasy/RNasy namisto
i genetickych vzorki a pro pozitivni kontrolu pouZijte 5 pl smési pro pozitivni
i kontrolu obsahujici DNA vzorky, kterd je pfilozend v baleni.
i e Real-time PCR (nebo real-time RT-PCR) je velice citlivda metoda, proto mize :
byt kontaminace snadno identifikovana v negativnich kontrolach. Dopo-
ruéujeme vénovat pozornost kontaminaci, jako je pouZiti Spicky s filtrem
a pipety pro pozitivni kontrolu. H

3. Zamichejte rovnomérné reakéni roztok a odstiedte, abyste se
zbavili vzduchovych bublin na dné a odstranili roztok ze stén
zkumavky.

* Pii real-time PCR se zkumavky neoznaCuiji, budte tedy opatrni, abyste :
nezaménili zkumavky béhem zpracovani. :

4. Nastavte program dle pokynii niZe a zahajte PCR.

Krok Cyklus | Teplota Cas Nastaveni kanalu
Reverzni 50°C | 30 min. RdRP FAM
transkripce/ 1
aktivace Taq 95°C | 10 min. E HEX, JOE, VIC
CAL610, ROX
o N s )
PCRa detekce | o 94°C | 15sek. Texas Red
ignal
e | osm  Misop | QAR
* Krok detekce signdlu.
Rychly prehled
Sl Real-time
5 2 PCR test
o E B
% *
E Celkem 20 pl ’ o
=] Interpretace dat
Informace pro objednavky
No Jméno produktu Kat. €.
1 LiliF™ COVID-19 Multi Real-time RT-PCR sada IPH21506

IMC-NC15PLUS
17168-48, 17168-96
17154,17154.2

Miracle-AutoXT extraktor nukleovych kyselin
AutoXT PGS DNA/RNA sada
Patho Gene-spin DNA/RNA extrakéni sada

s N
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Analyza a interpretace vysledkt

% Nastaveni parametri

Néstroj Kanal Vychozi nastaveni Prah

FAM 3~15 nebo Auto 200 nebo Auto
CFX-96 HEX 3~15 nebo Auto 200 nebo Auto
Texas Red, CAL610 3~15 nebo Auto 200 nebo Auto

Cy5 3~15 nebo Auto 20,000

FAM 3~15 nebo Auto 20,000

ABI 7500 JOE 3~15 nebo Auto 20,000

fast Texas Red 3~15 nebo Auto 20,000

Cy5 3~15 nebo Auto 20,000

A [Cut-off]

 Hodnota Ct <35: pozitivni, Hodnota Ct >35 nebo N/A: negativni
 Pokud Ct hodnota RNasy P je >35, je nutna opétovna extrakce a testovani

A Hodnota parametru pro vychozi nastaveni je zalozena na smési pro pozitivni kontrolu.
Pokud je zaznamenan abnormélni signdl, hodnota nastaveni miZe byt upravena
dle manudlu daného vybaveni.

% Analyza vysledki

1. Jelikoz posuzovani vysledki zalezi na pouzitém PCR zafizeni, je doporuceno fidit se
na manualem daného zafizeni. Pro kritéria interpretace vysledki se prosim podivejte
do Césti ,Nastaveni parametr(i“.

2. Soucasti tohoto produktu je pozitivni kontrola. Proto jeho efektivita miiZe byt posuzovana
podle reakce s pozitivni a negativni kontrolou. Pfi vyhodnocovani validity se mizZete
odkazovat na hodnoty Ct, které jsou uvedeny v tabulce nize.

Obsah FAM HEX
Pozitivni kontrola (PC) 20~25 20~25

CAL610 Cy5
20~25 20~25

Negativni kontrola
(non-templatova kontrola, NTC)

3. Pokud dochézi k zisku abnormélnich vysledkd, i kdyzZ je produkt skladovan ve sprév-
ném prostiedi a v ramci Ihiity skladovatelnosti, miZe vyrobce pozadovat vyménu.

2. Detekce IPC neni prekvizitou pfi stanovovani pozitivniho vysledku vzorku. Dominantni
amplifikace jinych kanal(i mdiZe interferovat s IPC signalem, ¢imz mdze dojit k poklesu
signalu nebo jeho ztraté.

¥ Interpretace

© Zkontrolujte Ct hodnotu vysledku ziskanou z kazdého vzorku.

* Hodnota Ct je pozitivni, pokud je v rozmezi cut-off kritéria, nebo negativni, pokud je
mimo toto kritérium.

 Nasledujici tabulka je pfikladem posouzeni vysledku. Prosim odkazujte se na inter-
pretaci vysledka.

Pfi- | Pozitivni | Negativni
pad | kontrola | kontrola RdRP | E N | RNasaP Interpretace
Detekovan
1 + - + + + +/- COVID-19
2 + - + + - +/-
_ _ ] Neprikazny
* B + vysledek*
+ - + - - +/-
Betacoronavirus
pozitivni, ale
5 * * + COVID-19 nebyl
detekovan
6 + - - - - + Negativni
L . - S I M Chyba
8 +/- + +- | +- | +/- +/- (provedte test
9 - - WAL IV VR znovu)

* Doporuceno proveést test znovu s vétsi koncentraci vzorku.
Doporuceno testovat spolu se sekvenaci.

* RNasa P, kterd je pouZita jako vnitfni kontrola, je amplifikovana, pokud je RNA extra-
hovand z lidského vzorku platnd. Negativni RNasa P, zatimco ostatni vysledky jsou
pozitivni, neovliviiuje interpretaci vysledki. AvSak pokud je RNasa P vyhodnocena
jako negativni a stejné tak i ostatni vysledky, znamena to, Ze vytéZek extrakéniho
procesu mohl byt nizky nebo mohly byt inkorporovany Iatky, které inhibuiji reakci.

V tomto pripadé je doporuceno opétovné provedeni testu.

Vykon produktu

Kritérium Vysledek
31 DNA/RNA vzorkii bylo testovano sadou LiliFTM COVID-19
Analyticka Multi Real-time RT-PCR pro vylouéeni moznosti zkfizené
specificita reaktivity. 31 DNA/RNA vzorkii, které neobsahovaly
P detekéni cil, bylo vyhodnoceno negativné.
* Specificita: 100 %
Byla testovana sériové redéna SARS CoV-2 virova
P RNA (3 série, 24 opakovani kazdého testu).
2::3:;:::: *Analyticky senzitivita:
1) RdRp gen: 4,93x102 kopii/test; 2) N gen: 4,93x101
kopii/test; 3) E gen: 4,93x102 kopii/test
Opakovatelnost byla potvrzena identickymi standard-
nimi substancemi za riiznych podminek; riizna mista,
Opakovatelnost Gasy a testefi. Testovana vzdy 3 sadami. Kritérium
opakovatelnosti bylo stanoveno CV <1 % Ct hodnoty.
Bezpecénost zamrazovani/tani sady LiliFTM COVID-19
Bezpeénost Multi Real-time RT-PCR byla potvrzena 30x opakova-
zamrazovani/tani nym testem zamrazovani/tani. Kritérium bezpecnosti

bylo stanoveno CV <5 % Ct hodnoty.
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