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ViroQ SARS-FIUA/B-RSV

Navod k pouziti

Test pro kvalitativni prikaz RNA SARS-CoV-2, chfipky A, chfipky B a RSV

Elektronické verze navodu k pouziti naleznete na www.bag-diagnostics.com

CE wo

pro automatickou extrakci

REF| kat.¢. 128267 ViroQ SARS-FIUA/B-RSV 96 testu
REF| kat.¢. 728268 ViroQ SARS-FIUA/B-RSV 480 testu
Pro pouziti s
Typ vzorku Soupravy pro RNA extrakci / pristroje Real-time PCR pfistroje

Sputum (LRT)

Nosohltanové stéry
(NP)

Oropharyngeédlni
stéry (OP)

Stéry z nosu

Stéry z pfedni ¢asti
nosu

Stér ze stfedu dutiny
nosni

QIAGEN
EZ1 Virus Mini Kit V2.0

Thermo Fisher
Thermo KingFisher MagMAX

Viral/PathogenNucleic Acid Isolation Kit

Bio-Rad

Roche

laptop

CFX96 Touch™ Real-Time
PCR Detection System

LightCycler® 480 System Il

Applied Biosystems
QuantStudio™ 6

Flex Real-Time PCR-
System 96-Well Fast,

Dulezita poznamka: pro nékteré cykléry je potieba provést pro praci se se soupravou ViroQ
SARS-FIUA/B-RSV barevnou kompenzaci nebo kalibraci barev. Prosime,
zkontrolujte prubézné aktualizovany seznam na nasSi webové strance.
Seznam zobrazite kliknutim na tlaéitko ,,Cycler Settings“ na strance:

https://www.bag-diagnostics.com/en/sars-cov-2-en.html
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1. POUZITI

Souprava ViroQ SARS-FIUA/B-RSV Kit slouzi pro kvalitativni prikaz RNA vird SARS-CoV-2, chfipka
A, chfipka B a RSV (Respiratory Syncytial Virus) ve vzorcich z dychaciho traktu, jako jsou sputum
(LRT), nosohltanové (NP) oropharyngealni (OP), nosni, pfedni nosni a stfedni nosni stéry pomoci
reverzni transkripce RNA a nasledné amplifikace pomoci real-time PCR. Test musi byt provadén
pouze kvalifikovanymi zaméstnanci ve specializovanych laboratofich.

2. POPIS VYROBKU

Souprava ViroQ SARS-FIUA/B-RSV Kit slouzi pro in vitro prikaz RNA vird SARS-CoV-2, chfipka A,
chfipka B a RSV (Respiratory Syncytial Virus) ve vzorcich z dychaciho traktu jako jsou sputum
(LRT), nosohltanové (NP), oropharyngealni (OP), nosni, pfedni nosni a stfedni nosni stéry.
Souprava je zalozena jednokrokové reakci pomoci technologie real-time PCR. Kombinace efektivni
syntézy cDNA z RNA néasledovand real-time PCR, umoznuje v soupravé ViroQ SARS-FIUA/B-RSV
provést test v jediné zkumavce. Test obsahuje primery a fluorescenéni proby pro amplifikaci
a detekci genovych fragmentl SARS-CoV-2, chfipka A, chfipka B a RSV. Navic obsahuje interni
kontrolu informuijici, zda byl odbér vzorku z dychaciho traktu proveden spravné a zda probéhla
amplifikace.

3. PRINCIP TESTU

Zdrojovym materialem pro test je RNA. RNA je pfepsana do cDNA pomoci enzymu reverzni
transkriptazy a nasledné amplifikovana pomoci PCR. Primery jsou navrzeny tak, aby selektivné
amplifikovaly pfepsanou cDNA odpovidajici virovym genim. Pro SARS-CoV-2 jsou amplifikovany
geny RARP (RNA-dependend RNA-Polymerase) a N (Nucleocapsid) (RARP Gen: Institut Pasteur
Protocol: Real-time RT-PCR assays for the detection of SARS-CoV-2.
https://www.who.int/docs/default-source/coronaviruse/real-time-rt-pcr-assays-for-the-detection-of-
sars-cov-2-institut-pasteur-paris.pdf?sfvrsn=3662fcb6_2;). Pro chfipku typu A je amplifikovan
segment genu Matrix (M1, Segment 7), pro chfipku typu B je amplifikovdn gen pro nestrukturélini
proteinovy segment (NS1) a kone¢né pro RSV je amplifikovan gen N (Nucleocapsid). Amplikony
jsou detekovany pomoci taktéz k lokusu specifickym fluorescenéné znacenymi hydrolyza&nimi
prébami (TagMan® probes).

Pokud dojde k amplifikaci jsou préby hydrolyzovany Taq polymerazou a fluorescencni signal je
generovan proporéné k mnozstvi PCR produktu. Fluorescenéni signal je méfen pomoci optického
modulu real-time PCR cykléru.

Test se provadi v jediné PCR reakci, ve které jsou detekovany dva geny SARS-CoV-2 a to RdRP a
N, dale segment genu Matrix (M1) chfipky typu A, segment genu pro nestruktuélni protein (NS1) pro
chfipku typu B, gen N pro RSV a konecné univerzalné exprimovany lidsky ,housekeeping® gen
(Rnase P) pomoci riznych flourescenénich barev. Prikaz Rnazy P potvrzuje, Zze byl spravné
proveden odbér vzorku, izolace RNA a RT-PCR amplifikace.
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4. MATERIAL
4.1 Obsah ViroQ SARS-FIUA/B-RSV kit
o |ViroQ | ENZYME| ViroQ Enzyme, enzym, lyofilizovany, obsahuje reverzni
transkriptazu, Tag polymerazu a dNTPs
J ViroQ Solvent, rozpoustédlo, pfipraveno k pouziti, obsahuje
rekonstitu¢ni pufr pro ViroQ Enzyme
o |ViroQ | MIX | FSR| ViroQ Mix FSR, pfipraven k pouziti, primery, proby, reakéni pufr
o |ViroQ | CEX|IC| MIX| ViroQ CFX IC-Mix, obsahuje préby pro vnitfni kontrolu a fluorofor
vhodny pro RT cyklér CFX
o ViroQ | LC | IC | MIX| ViroQ LC IC-Mix, obsahuje préby pro vnitini kontrolu a fluorofor
vhodny pro RT cyklér LightCycler®
o ViroQ | QS | IC | MIX| ViroQ QS IC-Mix, obsahuje proby pro vnitfni kontrolu a fluorofor
vhodny pro RT cyklér QuantStudio
e |ViroQ | FSR | CONTROL | H ViroQ Pos Ctrl FSR, pozitivni kontrola, susena, obsahuje
lidskou mMRNA, referenéni RNA viru
J Navod k pouziti nebo elektronicky navod k pouziti
4.2 Dalsi potiebné reagencie a pfistroje
o Reagencie pro izolaci RNA (validované soupravy pro izolaci RNA, viz kapitola 6.2)
o Real-time PCR cyklér (validované cykléry viz kapitola 4.3)
o RT-PCR reakéni zkumavky a vicka / kryci folie (validované vyrobky, viz kapitola 4.3)
. H.O bez RNaz
o Pistové pipety a Spicky (0,5 — 1000 pl)
o Kolor-kompenzacéni souprava pro LightCycler® 480 I+Il, 2.0 ( kat.¢. 728258 ViroQ CC
Light Cycler®, dodava BAG Diagnostics)
o Kolor-kompenzaéni souprava pro QuantStudio, StepOne, ABI 7500, ViiA7 ( kat.¢. 728260
RT CC Universal Appplied Biosystems®, dodava BAG Diagnostics)
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4.3 Validované cykléry a reakéni zkumavky

Cyklér

Real-time-PCR reakéni zkumavky

Real-time-PCR
uzaviraci systémy

CFX96 Touch™ Real-Time
PCR Detection System
Comp. Bio-Rad

Vari-Strip™ 8 Well PCR Tube Strips
Product No. 4ti-0753
Comp. 4titude / Brooks Life Sciences

FrameStar® Break-A-Way PCR Plate,
Low Profile, 96 white wells, black frame
Product No. 4ti-1201

Comp. 4titude / Brooks Life Sciences

Crystal Strips™

Product No. 4ti-0755/120
Comp. 4titude / Brooks Life
Sciences

gPCR Seal

Product No. 4ti-0560
Comp. 4titude / Brooks Life
Sciences

Hard-Shell® 96-Well PCR Plates, Low
Profile, thin wall, skirted, white/white
Product No. HSP9655

Comp. Bio-Rad

0.2 ml Flat PCR Tube

8-Cap Strips, optical, ultraclear,

Product No. TCS0803
Comp. Bio-Rad

LightCycler® 480 System ||
Comp. Roche

LightCycler® 480 Multiwell Plate 96, white
Product No. 04729692001
Comp. Roche

gPCR Seal

Product No. 4ti-0560
Comp. 4titude / Brooks Life
Sciences

QuantStudio™ 6 Flex Real-
Time PCR-System

96-Well Fast, laptop
Comp. Applied Biosystems

Vari-Strip™ 8 Well PCR Tube Strips
Product No. 4ti-0753
Comp. 4titude / Brooks Life Sciences

Crystal Strips™

Product No. 4ti-0755/120
Comp. 4titude / Brooks Life
Sciences

FrameStar® 96 Well Semi-Skirted, PCR
Plate, ABI® FastPlate Style, white wells,
clear frame

Product No. 4ti-0911

Comp. 4titude / Brooks Life Sciences

gPCR seal,

Product No. 4ti-0560
Comp. 4titude / Brooks Life
Sciences

Specialni poznamka: Pokud je pouzit jiny real-time cyklér, reakéni zkumavky €i uzavéry, je nutno
provést validaci uzivatelem.

5. SKLADOVANI A STABILITA

Soupravy jsou distribuovany pfi pokojove teploté. Po pfijeti je nutno skladovat reagencie pfi < -20 °C
v mrazicich boxech s kontrolovanou teplotou. Datum exspirace je vyznaceno na etiketé kazdé
reagencie. Datum exspirace vyznacené na vnéjSim obalu soupravy odpovida datu exspirace té
reagencie ze soupravy, kterd& ma dobu exspirace nejkratSi. Reagencie ViroQ Enzyme a ViroQ
Solvent mohou byt skladovany pfi pokojové teploté po celou dobu trvanlivosti za podminky, ze
enzym zlstava v lyofilizovaném stavu a neni rozpustén v rekonstituénim pufru. Po rozpusténi Ize
enzym pouzivat po dobu 12 mésicu. Vyhnéte se opakovanému rozmrazovani a zamrazovani
reagencii (vice nez dvakrat), nebot to mlze ovlivnit vykonnost testu. Pokud se chystame vyuzivat
soupravu postupné, je dobré pfipravit aliquoty reagencii.
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6. PRUBEH TESTU
6.1 Bezpecénostni a specialni poznamky

Molekularné genetické metody jsou velmi citlivé a musi byt provadény pouze dobie zaskolenymi
osobami se zkuSenostmi v technikach PCR.

Je nutné dodrzovat zvlastni bezpe€nostni opatieni, aby se predeslo kontaminacim, a tim i faleSnym
vysledkim:

4  Pracujte v rukavicich (pokud je to mozné, tak bez obsahu pudru).

4  Pouzivejte novou $picku (s integrovanym filtrem) na kazdy pipetovaci krok.

4 Pouzivejte oddélena pracovni mista pro jednotlivé kroky: pre-amplifikaéni faze (RNA izolace
a pfiprava PCR reakce) a post-amplifikacni faze (detekce).

4 Pouzivejte nastroje, reagencie a pristroje samostatné pro kazdé pracovni misto zvlast
a neprenasejte je.

6.2 lzolace RNA

Materal pro izolaci RNA musi byt dodan ve vhodném sbérném systému. Pro spravny odbér vzorki
postupujte podle instrukci WHO na tomto odkazu https://www.who.int/csr/sars/sampling/en/

Doporuc¢ujeme pouzivat pro izolaci RNA C€ IvD certifikované soupravy.

Validované soupravy pro izolaci RNA:.
e QIAGEN QlAamp® Viral RNA Mini QlAcube Kit
e QIAGEN EZ1 Virus Mini Kit V2.0
e Thermo Fisher Thermo KingFisher MagMAX Viral/PathogenNucleic Acid Isolation Kit

Pokud mate v laboratofi zavedenou standardni metodu izolace RNA, ktera neni mezi vySe
zminénymi, je nutné, abyste ji validovali.

6.3 Priprava reagencii

ViroQ Enzyme
Enzymovy mix ViroQ Enzyme je lyofilizovany. Pfed pouzitim musi byt rozpustén ve
400pl rozpoustédla ViroQ Solvent. Rozmichejte pipetou pipetovanim nahoru a dold.

ViroQ Pos Ctrl FSR

Pozitivni kontrola ViroQ Pos Ctrl FSR je usuSena. Pfed pouzitim musi byt rozpusténa v 30ul H.O
bez RN4z. Rozmichejte pipetou pipetovanim nahoru a doll, umoznéte Uplnou rehydrataci po dobu
15ti minut a pak znovu promichejte vortexovanim.

6.4 Amplifikace

Pouzity by mély byt reakcni zkumavky doporuené vyrobcem nebo materal doporuCeny v kapitole

4.3.
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Pro kazdy vzorek napipetujte do reakcni zkumavky nasledujici mnozstvi reagencii:

4 ul ViroQ Enzyme
2ul ViroQ Mix FSR (primery a préby)
2ul ViroQ IC-Mix* (préby) / CFX nebo LC nebo QS
5 pl** vzorek RNA
7u H2>0 bez RNaz
* CFX96 Touch™ Real-Time PCR: ViroQ CFX IC-Mix
LightCycler® 480 System |II: ViroQ LC IC-Mix

QuantStudio™ 6 Flex Real-Time PCR-System 96-Well Fast, laptop:  ViroQ QS IC-Mix

** Pfi pfedpokladaném malém mnozstvi kopii viru Ize zvySit objem vzorku a reciproCné zmensit
objem vody.

Specialni poznamka: Interni amplifikacni kontrola bude detekovana v rliznych barevnych kanalech
v zavilsosti na pouzitém real-time PCR cykléru. Je tedy nutno pouzit k danému real-time PCR
cykléru odpovidajici ViroQ IC-Mix, protoze jednotlivé ViroQ IC-Mix obsahuji préby pro interni
amplifika¢ni kontrolu znacenou rozdilnymi floufory. Prosim zkontrolujte filtry vaseho real-time PCR
cykléru. Vinové délky jednotlivych fluoroford jsou uvedeny v tabulce v kapitole 6.5 Interpretace

vysledkd.

Reakéni objem pro kazdy real-time PCR test je 20 pl.

Pokud pfipravujete premix ViroQ Enzyme, ViroQ Mix FSR, ViroQ CFX/LC/QS IC-Mix a H.O bez
RNaz pro vice nez jeden vzorek, pfidejte navic rozumné mnozstvi s ohledem na ztraty pfi
pipetovani.

Pro provedeni pozitivni kontroly (PTC) pouzijte ViroQ Pos Ctrl FSR misto vzorku RNA.
Pro provedeni negativni kontroly (no template control /NTC) pfipravte PCR reakci s vodou bez
RNAs misto vzorku RNA.

Uzavfete reakcni zkumavky a kratce stoCte obsah. Ujistéte se, Ze ve zkumavkach nejsou zadné
bublinky. Pokud jsou bublinky pfitomny, odstrarite je lehkym poklepanim o desku stolu.

Spustte PCR program s nasledujicimi parametry:

Krok Cas Teplota Pocet cykll
Reverzni transkripce 15 min 48°C 1 cyklus
Aktivace polymerazy 3 min 96°C 1 cyklus
Denaturace 3 sec 95°C

: — 42 cykld
Anealing + Extenze 15 sec + Cteni 60°C

Pro soupravu ViroQ SARS-FIUA/B-RSV byly validovany nasledujici cykléry:

Biorad: CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection System
Roche: LightCycler® 480 System Il
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Applied biosystems:  QuantStudio™ 6 Flex Real-Time PCR-System 96-Well Fast, laptop

Specialni poznamka:
Pfi pouziti jiného RT-cykléru musite jeho uzivatel provést validaci.

6.5 Interpretace vysledk

Posouzeni vysledku testu klinickych vzork( by mélo byt provedeno poté, co byly pozitivni a
negativni kontroly prozkoumény a stanoveny jako platné a pfijatelné. Pokud kontroly nejsou platné,
vysledky pacienta nelze interpretovat.

Pro vSechny reakce v multiplexové PCR jsou pro ur€eni pozitivity vyuzivany definované hodnoty Ct
cut-off. Pokud je hodnota Ct nejasna, muze v rozhodovani pomoci kontrola tvaru fluorescenéni
kfivky.

VSechny testy, kromé& negativni kotroly (NTC), musi vykazovat pozitivni fluorescenéni signal
v kanalu, kde se nachazi interni kontrola. SARS-CoV-2 pozitivni vzorky musi vykazovat pozitivni
signal v kanalu FAM channel (RdRP gen & N gen). Vzorky pozitivni pro chfipku musi vykazovat
pozitivni signal budto v kanalu CFO560 / HEX / VIC / JOE nebo v kanalu Q670 / CY5I (M1 nebo
NS1). RSV pozitivni vzorky musi vykazovat pozitivni signal v kandlu CFR610 / Texas Red / ROX (N
gen). Pozitivni kontrola musi vykazovat amplifikacni signal v kazdém kanalu uvnitf definovanych Ct-
hodnot.

Barevny kanal Specifita

SARS-CoV-2 / RARP Gen (RNA-dependend RNA-Polymerase) &
N gen (Nucleocapsid)

CFO560/ HEX / VIC / JOE Chfipka A (HIN1pdm09 & H3N2) / Matrix segment (M1)

Chripka B (Yamagata & Victoria) / nestrukturalni segment

FAM

Q6707 CY5 proteinu (NS1)
CFR610 / Texas Red / ROX RSV / N Gen (Nucleocapsid)
Atto425 / Q705 / TAMRA Bunécna kontrola / Rnase P

Amplifikaéni signal negativni kontroly pro jednotlivé specifity negativnich vzorkd musi byt mimo
definovanou oblast hodnot Cq pro odpovidajici barevné kanaly.

Negativni kotrola (NTC) je pouZzita jako kontaminacni kontrola. Pokud se dostane nechténé RNA
nebo amlikony do NTC, objevi se pozitivni signal. Pokud je Ct mensi nez 35, je tfeba to povazovat
za moznou kontaminaci. Amplifikacni signal vétSi nez Ct 35 muze byt PCR artefaktem a Ize ho
pominout v zavislosti na findlnim RTU a a tvaru kfivky (viz nize intepretace vysledku s Ct mezi 35 a
42). Pokud mame podezfeni na kontaminaci PCR, je vhodné postupovat podle mistnich
dekontaminacnich zasad a vymeénit reagencie.
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Pro v8echny validni vysledky jsou hodnoty Cq <35 jsou povazovany za pozitivni (viz tabulka nize)

t-Level I t
Channel/kanal CtLevel/ nspect/ Vinova délka v nm
hodnota Ct kontrola
Red-Ceveny Excitace: 690
< >35-
RSV (CFR610) 35 35-42 Emise: 705
Green-zeleny Excitace: 495
- - < -
SARS-CoV-2 (FAM) <35 >35-42 Emise: 520
o Orange-oranzovy < Excitace: 538
< >35-
Chfipka typu A (CFO560) 35 35-42 Emise: 559
o Red-&erveny Excitace: 647
< -
Chfipka typu B (Q670) <35 >35-42 Emise: 670
Bunécna kontrola s Red-Cerveny <35+ 53540+ Excitace: 590
ViroQ CFX IC-Mix (Q705) a Emise: 610
Bunécna kontrola s Blue-modry <35+ 535.40%* Excitace: 437
ViroQ LC IC-Mix (Atto425) B Emise: 483
Bunécna kontrola s Red-Cerveny <35+ 53540+ Excitace: 557
ViroQ QS IC-Mix (TAMRA) a Emise: 591

*Vysoka virova koncentrace/naloz ve vzorku muze vést k oslabeni nebo i zmizeni signalu bunécéné kontroly.
** Nedostatecna koncentrace/naloz lidského buné&ného materialu. Nespravné odebrani nebo pfevoz vzorku.

Nezavisle na hodnoté Ct musi mit kfivka pozitivni reakce sigmoidalni tvar a pfijatelné kone¢né RFU.
Hodnota RFU je zavisla na pouzitém cykléru, koncové RFU pozitivni kontroly Ize pouzit jako
pfibliznou hodnotu pro normaini finalni RFU danného cykléru. Pozitivni kontrolu Ize také pouzit jako
vzor spravné sigmoidalni kfivky. Z toho plyne, Ze u vzork( s hodnotou Ct > 35 a nizkou hodnotou
RFU, je nutné zkontrolovat tvar kfivky pro ovéfeni duvéryhodnosti reakce. Vzorky s nejasnymi
vysledky je nutno opakovat a reinterpretovat. Pokud mate otazky k upravé prahu nebo k hrani¢nim
hodnotam Cq nevahejte kontaktovat podporu BAG Diagnostics na telefonim Cisle: +49 (0)6404 925
125 nebo emailem na info@bag-diagnostics.com nebo kontaktujte vaseho obchodniho zastupce.

The positive control ViroQ Pos Ctrl FSR must be positive for all four viruses detected with the Kit.
The expected Ct values for the positive control are summarized in the following table:

Specifita Kanél Rozsah Ct
RSV Red-Gerveny (CFR610) 28-36
SARS-CoV-2 Green-zeleny (FAM) 25-33
chiipka A Orange-oranzovy (CFO560) 28-35
chfipka B Red-Cerveny (Q670) 28-35
Bunééna kontrola Red-c":erveng/'ee(d(?g;)ri)e/n?ILE_T_-AmN(I) s% (Attoa25) / 28-35

Amtsgerichtsstr. 1-5
35423 Lich/Germany
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Nasledujici tabulka ukazuje intepretaci amplifikacnich vysledku:

FAM | CFO560 Q670 CFR610 | Atto425/ Q705

SARS- | chfipka | chfipka RSV ITAMRA Vysledek
CoV2 A B Bunécna kon.
+ i i i . Detekovana  SARS-CoV-2  specificka
RNA.
- + - - +* Detekovana specificka RNA chfipky A
- - + - +* Detekovana specificka RNA chfipky B
- - - + +* Detekovana specificka RNA viru RSV
Detekovana specifickh RNA SARS-CoV-2
+ + - - +* ..
a chfipky A
Detekovana specifickh RNA SARS-CoV-2
+ - + - 4% .
a chfipky B
Detekovana specifickh RNA SARS-CoV-2
+ - - + +*
a RSV
Detekovana specificka RNA chfipky A a
- + + - 4% .
chfipky B
Detekovana specificka RNA chfipky A a
- =+ - + +*
RSV
Detekovana specificka RNA chfipky B a
- - * * + RSV

Neni detekovana specifickd RNA SARS-
CoV-2, ani chfipky A, ani chfipky B a ani
- - - - + RSV.

Vzorek neobsahuje dostate¢né mnoZzstvi
kopii (LoD) specifické RNA.

Neplatny vysledek zplsobeny inhibici real-
time PCR nebo selhanim ¢inidla. Opakujte
izolaci a [/ nebo testovani RNA
z ptvodniho vzorku.

k%

* Vysoka virova koncentrace / naloz ve vzorku muze vést ke slabému nebo chybeéjicimu signalu bunééné
kontroly.

** NedostateCna koncentrace/mnozstvi lidského bunéfného materialu. Nevhodné odebrany vzorek nebo
Spatna preprava vzorku.

7. VYKONNOST A CHARAKTERISTIKA TESTU

Kombinace primert a prob zaruCuje spolehlivou identifikaci specifické RNA virGt SARS-CoV-2,
chfipky A, chfipky B a/nebo RSV. Pfesnost a opakovatelnost vysledkl je verifikovana pro kazdou
Sarzi pomoci pre-typovanych referencnich vzorkd.

7.1 Limity detekce

s pravdépodobnosti 95% nebo vysSi, urCuje limity detekce (Limit of Detection (LoD)). LoD byla
stanovena pomoci 5ti riznych fedéni virové RNA, kazdé Fedéni bylo testovano 20krat. Podle tohoto
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experimentu je analyticka citlivost soupravy ViroQ SARS-FIUA/B-RSV RT-PCR pfi pouziti cykléru
LightCycler® 480 Il System 5-7 kopii na 20 pl reakce.

SARS-CoV-2:
chfipka A:
chfipka B:
RSV:

5 kopii / 20 pl reakce
6 kopii / 20 pl reakce
7 kopii / 20 pl reakce
7 kopii / 20 pl reakce

7.2 Klinick& studie

Evaluaéni studie pro soupravu ViroQ SARS-FIUA/B-RSV byla provedena s 165 pre-typovanymi
vzorky RNA. Bylo testovano 91 pre-typovanych vzorkli RNA SARS-CoV-2 a 74 pre-typovanych
vzorkd RNA chfipky A, chfipky B a RSV. Vysledky studie byly porovnany s vysledky testd, které
byly ziskany v klinickou laboratofi v rutinim testovani pomoci testovacich souprav jiného vyrobce.

Neshodné vysledky byly vyfeSeny pomoci tfetiho testu a nékolika opakovani. Zavéreéné vysledky

byly pouzity pro vypocet diagnostické senzitivity a specifity.

Vysledky pro SARS-CoV-2:

Bylo testovano 91 vzork( na priilkaz SARS-CoV-2.

Referenéni test

Pozitivni | Negativni
ViroQ SARS- | Pozitivni 39 0
FIuA/B-RSV Negativni 0 52

Vysledky pro chfipku A:

Diagnostickéa specificita: 100%
Diagnosticka senzitivita: 100%

Bylo testovano 74 vzork( na prikaz chfipky A. Dva vzorky byly nepouzitelné a byly vyfazeny z

hodnoceni, jeden vzorek byl vyfazen z hodnoceni z dGvodd probléma pfi prerave.

Referencéni test

Pozitivni | Negativni
ViroQ SARS- | Pozitivni 30 0
FIUA/B-RSV Negativni 1* 40

Diagnostickéa specificita: 100%
Diagnosticka senzitivita: 96,8%

* 1 vzorek byl otestovan jako faleSné negativni. Tento vzorek daval s ostatnimi soupravami slabé

pozitivni vysledek s CT > 38

Vysledky pro chfipku B:

Bylo testovano 74 vzork( na prikaz chfipky B. Dva vzorky byly nepouzitelné a byly vyfazeny z

hodnoceni, jeden vzorek byl vyfazen z hodnoceni z divodu probléma pfi preprave.

Referencéni test

OBAG

Pozitivni | Negativni
ViroQ SARS- | Pozitivni 10 0
FIuA/B-RSV Negativni 0 61
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Vysledky pro RSV:
Bylo testovano 74 vzork( na prikaz chfipky RSV. Dva vzorky byly nepouzitelné a byly vyfazeny
z hodnoceni, jeden vzorek byl vyfazen z hodnoceni z divodu probléma s pfepravou.

Referenéni test
Pozitivni | Negativni
ViroQ SARS- | Pozitivni 26 0
FIuA/B-RSV Negativni 0 45

Diagnostick& specificita: 100%
Diagnosticka senzitivita: 100%

7.3 Zkrizena reaktivita

Analyza in silico ukazala, Ze cilové oblasti genu virl prokazovanych pomoci soupravy ViroQ SARS-
FIUA/B-RSV nemaiji zkfizenou reaktivitu s pavodci dalSich respira¢nich onemocnéni.

Pro ovéfeni analytické specificity a exkluzivity soupravy ViroQ SARS-FIUA/B-RSV byl pouzit
kontrolni panel 22 respiranich patogent (obsahujici nepoSkozené virové Castice a bakterialni
buriky). Z kazdého poolu z panelu byla extrahovana RNA (viz tabulka nize) a otestovana pomoci
soupravy ViroQ SARS-FIUA/B-RSV.

Kontrolni respiraéni panel

Smés Smés Smés Smés Smés
(Pool) 1 | (Pool) 2 | (Pool) 3 | (Pool) 4 | (Pool) 5
Adenovirus Type 3 v

Coronavirus OC43

Human Metapneumovirus (Peru6-2003)**
Parainfluenza Type 2

B. pertussis (A639)

Coronavirus NL63

Bocavirus-Lambda (recombinant, Isolate 2)
Influenza A H1 (A/New Caledonia/20/99)
Parainfluenza Type 3

Coronavirus 229E

Rhinovirus (1A)

Influenza A H3 (A/Brisbane/10/07)

C. pneumoniae (CWL-029)

Influenza B (B/Florida/02/06)

Parainfluenza Type 4A

Respiratory Syncytial Virus B (CH93(18)-18)
M. pneumoniae (M129)

SNIRNIENIEN

SNIENIRENIEN

NINIRNEN

ASERNIRNIENERN

Coronavirus HKU-1 (recombinant)
Influenza A HIN1 (A/NY/02/09)
Parainfluenza Type 1

Respiratory Syncytial Virus A (2006 Isolate)

AIRNEENIRN

L. pneumophila (Philadelphia)
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Vysledky testll s panelem respiraénich chorob

Flourescencni panel specificky Flourescencni signal pri amplifikaci s RNA izolovanou z
pro: kontrolniho panelu pro dany barevny kanal
SARS-CoV-2 RNA Zadny flourescenéni signal s RNA ze v8ech jednotlivych smési (pool)

Pouze flourescenéni sinal s RNA ze smési obsahuijici chfipku A.

chripka A RNA Zadny flourescenéni signal s RNA z ostatnich smési.

Flourescencni sinal s RNA ze smési obsahuijici chfipku B.

chfipka B RNA Zadny flourescenéni signal s RNA z ostatnich smési.

Flourescencni sinal s RNA ze smési obsahujici RSV.

RSV RNA Zadny flourescenéni signal s RNA z ostatnich smési.

8. VAROVANi A PREVENTIVNi OPATRENI

Souprava ViroQ SARS-FIUA/B-RSV je uréena pro in-vitro diagnostiku a méla by byt pouzivana
pouze dobfe zaSkolenymi a kvalifikovanymi osobami. VeSkera prace by méla probihat za
dodrzovani Standard( spravné laboratorni prace.

Reagencie ViroQ Solvent je latka oznacena Warning a Health hazard (varovani a zdravotni
riziko). Prosime nahlédnéte do kapitoly 13 pro vice informaci.

Biologicky material pouZity pro extrakci RNA, t.j. vzorek z dychacich cest, je tfeba povaZovat za
potencialné infekéni. PFi manipulaci s biologickym materidlem je tfeba dodrzovat pfisna
bezpecnostni opatfeni (tj. nepipetujte usty, pouzivejte jednorazové rukavice pfi manipulaci
s biologickym vzorkem  a pfi provadéni testu, desinfikujte ruce po ukon&eni prace).

Bilogicky material je tfeba pFed likvidaci deaktivovat (napf. autoklavovanim). Jednorazovy materiél
by mél byt autoklavovan nebo spalen.

Vylity potencialné infek&ni material by mél byt ihned odstranén savym papirovym ubrouskem
a kontaminovand oblast ocisténa standardnim desinfekénim prostfedkem nebo 70% alkoholem.
Material pouzity na uklid v€etné rukavic je nutné pred likvidaci inaktivovat (napf. v autoklavu).

Likvidace v8ech vzorkl, nepouzitych Cinidel a odpadu by méla byt v souladu s mistni legislativou
a narizenimi.

Je tfeba zabranit mikrobialni kontaminaci reagencii pfi tvorbé aliquotd. Doporu€ujeme pouzivat
sterilni jednosmérné pipety a Spi¢ky. Zakalené reagencie a/nebo reagencie vykazujici jakékoli znaky
mikrobialni kontaminace nesmi byt pouzity.

Bezpec€nostni listy, respektive prohlaSeni k Bezpecnostnim listim jsou k dispozici ke stazeni na
www.bag-diagnostics.com.
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9. OMEZENI METODY

Mutace a/nebo polymorfismus v oblasti vazby primerl a prob mlze vést k faleSné negativnim
vysledkim. Z duvodl vysoké citlivosti metody RT-PCR je nezbytna velmi pfesna prace pfi izolaci
RNA, ¢imz bude vylou€ena kontamince vzorku jinym vzorkem.

PFitomnost inhibitord RNA mze vést ke Spatnym vysledkim s touto soupravou. Negativni vysledky

nevylucuji moznou infekci, nebot jsou zavislé na vhodném odbéru vzork(, absenci inhibitor(

a definovaném LoD.

Extrémni opatrnost je nutna k zabranéni kontaminace reagencii a dalSiho laboratorniho materialu

a vybaveni amplikony, DNA nebo RNA. Pravidelné stérové testy a negativni kontrola s destilovanou

vodou v kazdém béhu testu jsou durazné doporucovany.

V kontrole bez templatu s destilovanou vodou nesmi byt zadny fluorescencni signal (Ct > N.A.).
V pfipadé, ze se objevi v negativni kontrole signal, prosim postupujte podle kapitoly 6.5 a pokud
situace ukazuje na kontaminaci, je tfeba dekontaminovat pracovni prostor PCR a vyménit
regaencie.

Veskeré nastroje a pfistroje (t.j. pipety, RT-cykléry atd.) musi byt kalibrovany podle pokyn( vyrobce.
Negativni vysledek neni dikazem nepfitomnosti infekce SARS-CoV-2, chfipkou A, chfipkou B nebo
RSV a nemél by byt bran jako jediné voditko pro rozhodnuti o zachazeni s pacientem. Negativni
vysledky je vzdy nutno kombinovat s klinickym pozorovanim, historii pacienta a epidemiologickymi
informacemi.

10. VNITRNi KONTROLA KVALITY

Interni  kontrolu kvality nové Sarze soupravy ViroQ SARS-FIUA/B-RSV Ize provést pomoci
kombinace RNA vzork(, u kterych vime, zda jsou pozitivni &i negativni pro jednotlivé viry.
Doporucujeme provadét negativni kontrolu pro vylou¢eni mozné kontaminace. Vyuzijte pro ni PCR
s vodou bez RNAzy jako NTC.

14717

Ordering: Customer Service:
BAG Diagnostics GmbH Tel.: +49(0) 6404 /925-450 Tel.: +49(0)6404/925-125

D B AG Amtsgerichtsstr. 1-5 Tel: +49(0)6404/925-100  www bag-diagnostics.com Fax: +49(0) 6404/925-460 Fax: +49(0) 6404/925-421
35423 Lich/Germany Fax: +49(0)6404/925-460  info@bag-diagnostics.com order@bag-diagnostics.com service@bag-diagnostics.com



Navod k pouZziti: ViroQ SARS-FIUA/B-RSV

Verze: 1/ 2020

11. RESENi PROBLEMU

zkumavkach / zbytky roztoku na
vnitinich sténach zkumavky.

Projev Mozna pficina Mozné/a reseni
PFitomnost inhibitoru. Pouzijte Cisté reagencie.
Nepfitomnost RNA v reakci, Z'opakulte,test. Budte pozorni na spravné
pipetovani.

Fluorescenéni proby nebo prime PouZijte Cerstvy ViroQ Mix.
. proby P ry Zabrarite osviceni a ¢astému zamrazovani a
Jsou degradovany. rozmrazovani.

. ] Zkontrolujte podminky skladovani!

?::;@ys?e:; Bublinky v PCR reaké&nich Peclivé pipetujte.

ysig Stocte PCR desku.

Nekompatibilni nebo nekvalitni
spotrebni plast.

Pouzijte kompatibilni a vysoce kvalitni spotfebni
plast (viz kapitola 4.3).

Vypareni reagencii diky
nespravnému uzavieni reagenénich
zkumavek.

Ujistéte se, ze zkumavky jsou spravné
uzavieny. Budte opatrni na krajich prelepovaci
félie.

Signél v negativni
kontrole

RNA nebo DNA kontaminace
negativni kontroly.

Zopakujte negativni kontrolu.
Dekontaminujte pracovni prostor.

12. OCHRANNE ZNAMKY POUZITE V TOMTO DOKUMENTU A NA VYROBCIH

TagMan®je ochranna znamka spole¢nosti Roche Molecular Systems Inc.
Cal Fluor®je ochranna znamka spolec¢nosti LGC Biosearch Technologies
Quasar® je registrovana ochranna znamka spoleénosti LGC Biosearch Technologies

BAG Diagnostics GmbH
D B AG Amtsgerichtsstr. 1-5
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13. VYSVETLENi SYMBOLU NA ETIKETACH

VYSVETLENI SYMBOLU NA ETIKETACH

Dostate¢né pro n testa

Teplota skladovani / Spodni hranice teploty

Spotiebujte do

Viz navod k pouZziti

Vyrobce

il A=

SusSené

@)
®)
Z
=

Obsah, obsahuje

| FSR | CONTROL | H

Pozitivni kontrola pro ViroQ SARS-FIUA/B-RSV

B
c

Navod k pouziti

nebo

Elektronicky Navod k pouZiti

=|[
Bl

Pro in vitro diagnostické pouziti

LOT Cislo arze
LYOPH Lyofilizované
REF Katalogové Cislo

ViroQ | ENZYME|

Smés enzym pro vyrobky ViroQ

ViroQ | MIX | FSR|

Primermix pro ViroQ SARS-FIUA/B-RSV

ViroQ | CEX | IC | MIX]

PFidavny mix prob pro ViroQ SARS-FIUA/B-RSV
Pro pouziti s Real-time PCR-Cycler
CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection System

ViroQ | LC | IC | MIX|

PFidavny mix prob pro ViroQ SARS-FIUA/B-RSV
Pro pouziti s Real-time PCR-Cycler
LightCycler® 480 System Il

ViroQ | QS | IC | MIX|

Pfidavny mix préb pro ViroQ SARS-FIUA/B-RSV
Pro pouziti s Real-time PCR-Cycler
QuantStudio™ 6 Flex Real-Time PCR-System 96-Well Fast, laptop

Rozpoustédlo pro smés enzym( ViroQ

POZOR!

@ H302: Pogkozujici pHi poziti.
H412: Poskozujici pro Zivot ve vodé s dlouhotrvajicimi u€inky
Zdravotni nebezpeci
H371: Mize poSkodit centralni nervovy systém.

Zpusob expozice: Oralni
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