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Podrobny navod na poutzitie
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/\ UPOZORNENIE!
e Tento kit je urceny na in vitro diagnostické ucely.
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1. Vysvetlivky a skratky

baseline — zakladnd fluorescencia pozadia alebo tzv. "Sum"

BHQ-1 — nefluorescenény zhasac pre reportérovu fluorescenénu znacku FAM (skratka z angl. Black Hole Quencher-1)
BSL — Uroven biologickej bezpecnosti (skratka z angl. biosafety level)

COVID-19 — ochorenie sp6sobené virusom SARS-CoV-2 (skratka z angl. COronaVlrus Disease 2019)

Cr — prahovy cyklus, cyklus v ktorom fluorescenény signal reakcie prekroci nastavenu prahovu hodnotu fluorescencie
DNA — deoxyribonukleova kyselina

FAM — fluorescencné farbivo 6-karboxyfluorescein

gén E — gén kddujuci maly membranovy obalovy protein virusu SARS-CoV-2 (oznacenie E pochadza zo skratky z angl.
envelope)

gén RdRP — gén kédujuci RNA dependentnu RNA polymerdzu virusu SARS-CoV-2

NTC — kontrola bez templatu (skratka z angl. Non Template Control)

PC — pozitivna kontrola (skratka z angl. Positive Control)

PCR — polymerazova retazova reakcia (skratka z angl. Polymerase Chain Reaction)

gPCR — kvantitativna polymerazova retazova reakcia (skratka z angl. Quantitative Polymerase Chain Reaction)

RNA — ribonukleova kyselina

ROX — fluorescencné farbivo karboxy-X-rodamin

RT-gPCR - kvantitativna PCR s reverznou transkripciou

SARS-CoV-2 — koronavirus 2 tazkého akutneho respiraéného syndrému (skratka z angl. Severe Acute Respiratory
Syndrome COronaVirus 2)

threshold — prahova hodnota fluorescencie

2. Ucel poutitia

Diagnosticky kit vDetect COVID-19 RT-qPCR je kvalitativny in vitro test uréeny na detekciu pritomnosti genetického
materidlu koronavirusu SARS-CoV-2 vo vzorkach biologického materidlu ziskaného primarne z hornych dychacich
ciest ¢loveka (nosa a nosohltanu) pomocou metédy RT-gPCR. Kit je urceny vyhradne na pouzite v diagnostickom
laboratériu so zodpovedajlucim vybavenim, bezpecnostnym Standardom a nalezite vyskolenym personalom. Cielovou
skupinou, pre ktoru je kit vDetect COVID-19 RT-qPCR urceny, su osoby s podozrenim na ochorenie COVID-19,
pripadne osoby, ktoré boli v kontakte s osobami nakazenymi virusom SARS-CoV-2, dalej osoby, u ktorych bolo
testovanie nariadené alebo osoby, ktoré sa rozhodli podstupit testovanie dobrovolne.

Diagnosticky kit vDetect COVID-19 RT-qPCR bol vytvoreny v ramci neziskovej iniciativy s finan¢nou podporou firmy
ESET, spol. s r.o.

3. Princip testu

Diagnosticky kit vDetect COVID-19 RT-qPCR je zaloZeny na principe reverznej transkripcie RNA virusu SARS-CoV-2 a
naslednej gPCR analyze v ramci jednej skimavky. V kite sa vyuZivaju dva sety primerov a TagMan préb. Jeden set je
urceny na Specifickl detekciu virusového génu E a druhy na Specifickl detekciu virusového génu RdRP. Obe TagMan
proby su znacené reportérovou fluorescenénou znackou FAM na 5’ konci a zhdsacom BHQ-1 na 3’ konci. Stanovenie
pritomnosti dvoch Specifickych cielovych sekvencii virusu zvySuje Specifickost a spolahlivost kitu. Kit obsahuje
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pozitivhu kontrolu vo forme virusovej RNA na overenie spravneho priebehu testov a funkénosti jeho komponentov.
Kit obsahuje pasivne referenéné fluorescencné farbivo ROX, ktoré slizi na normalizaciu fluorescenéného signalu.

& UPOZORNENIA!
e Pred zaciatkom prace si precitajte vSetky instrukcie vtomto navode na poutZitie.
¢ Nikdy nepouzivajte naraz oba sety primerov a TagMan préb v jednej reakcii.

AVAROVANIE!
SARS-CoV-2 je nebezpecny patogén, dodrzujte preto vsetky platné nariadenia a odporuicania pre laboratoéria triedy
BSL2+ alebo BSL3.

4. Zlozenie kitu

e  1x lyofilizat zmesi primerov a préby SARS-CoV-2_E (lyofilizat je nutné rozpustit v 1 ml vody uréenej pre PCR)

1x lyofilizat zmesi primerov a préoby SARS-CoV-2_RdRP (lyofilizat je nutné rozpustit v 1 ml vody uréenej pre PCR)
1x 5 ml 1Step RT gPCR Probe ROX L Mix, 2X

1x 1 ml RT3 Mix, 20X

1x 5 ml PCR Water

e  1x 500 pl PC SARS-CoV-2 BMC5 (koncentracia ~200 koépii/pl)

e  1x Navod na pouZitie

5. Skladovanie a doba pouzitel'nosti:

Vsetky zlozky kitu sa musia vZdy prepravovat a skladovat pri -20 °C v tme. Doba pouZitelnosti kitu je maximalne 12
mesiacov od datumu vyroby. Presnd doba exspiracie kitu je uvedena na vonkajSom obale. Presna doba exspirdcie
jednotlivych zloZiek kitu je uvedena na vnutornych obaloch.

A\varovanie:
Kit nepouzivajte po uplynuti doby exspiracie, ktora je uvedena na vonkajSom aj vnitornom obale.

Kit a jeho jednotlivé zlozky su uréené na uskutocnenie 500 reakcii.

UzZivatelom, ktori uskuto¢nuji mensi pocet reakcii v ramci jedného pracovného cyklu, odporicame vsetky zlozky kitu
rozalikvotovat v sulade s interne zauzivanymi postupmi a Standardnym pocétom reakcii na jeden pracovny cyklus.
Alikvotovanie zloZiek kitu minimalizuje potrebu opakovaného otvarania jednotlivych skimaviek a tym minimalizuje
riziko kontamindcie zloZiek kitu. Alikvotovanie zloZiek kitu taktiez zabrani opakovanému rozmrazovaniu
a zmrazovaniu jednotlivych zloZiek, ktoré mozZe viest k zniZeniu Gcéinnosti. Pred alikvotovanim je nevyhnutné
jednotlivé zloZzky kitu Uplne rozmrazit. Rozmrazenie je optimalne uskutoénit Setrne, inkubaciou v chladnicke (pri
teplote +4 °C) po dobu priblizne 2 hodiny. Tesne pred uskuto¢nenim alikvotovania je nevyhnutné obsah skimaviek
dokladne ale zarover opatrne premiesat, vyvarujic sa vzniku bublin, kym nebude Uplne homogénny. V pripade
skimaviek obsahujucich enzymy (1Step RT gPCR Probe ROX L Mix, 2X a RT3 Mix, 20X) odporicame miesanie
uskuto¢nit mnohonasobnym otocenim skdmavky, pulznym vortexovanim, pripadne kratkym vortexovanim nie
dlh$im ako 5 sekund.
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AVAROVANIE!
Zlozka RT3 Mix, 20X sa nesmie prepravovat ani skladovat pri teplote nizSej ako -20 °C. Pri teplote -20 °C je dana

zlozka stale v tekutom stave, zamrza az pri teplote -26 °C. Opakované vystavenie danej zlozky teplote nizsej ako
-26 °C, teda opakované zmrazovanie a rozmrazovanie danej zloZky zniZuje jej u¢innost. Rovnaky efekt ma aj
preprava RT3 Mixu na suchom lade, ktory ma teplotu -78,5 °C. Preto nikdy neprepravujte vDetect COVID-19 RT-
gPCR kit, najma jej zlozku RT3 Mix, na suchom lade.

/\ UPOZORNENIA!
e Pouzivajte vhodné ochranné oblecenie, rukavice a ochranu oci a tvare.
e Nikdy nepipetujte tstami.
e Vlaboratériu nikdy nekonzumujte potraviny ani nepite, nefajcite a nepouzivajte Ziadnu kozmetiku.
e Po manipulacii so vzorkami a reagenciami si vidy dokladne umyte ruky.

6. Spotrebny material a zariadenia, ktoré nie su stiéastou kitu

e Real-time PCR zariadenie; diagnosticky kit vDetect COVID-19 RT-qPCR bol validovany a testovany na zariadeniach
Agilent - Mx3005P®, Thermo Fisher Scientific - QuantStudio™5, Bio-Rad - CFX96™

e Box s laminarnym prudenim vzduchu

e Vortex

e Mini centrifuga

e Centrifuga s rotorom na platnicky

e Ochranné pracovné pomocky: jednorazové laboratérne rukavice bez pudru, ochranné okuliare, ochranny stit,
respirator FFP3, ochranné oblecenie

e lLaboratdrny plast bez pritomnosti DNA, RNA, DNaz a RN4az: reagenéné skimavky, PCR skumavky, PCR stripy, PCR
platnicky, PCR fdlie, sterilné pipetové spicky s filtrom

e Autokldvovatelné nastavitelné mikropipety

e Ndadoba na biologicky odpad

e Autokldvovatelné stojany na skimavky

7. Pracovny postup

A VAROVANIE!
Pracu s kitom musi vykonavat kvalifikovany personal.

A UPOZORNENIA!

Pracovné priestory musia byt zabezpeéené tak, aby existovali oddelené miestnosti (zény) uréené na izolaciu
nukleovych kyselin, na pripravu amplifikaénych reakcii a na samotni amplifikaciu/detekciu amplifikaénych
produktov. Produkty amplifikicie sa nikdy nesmi dostat do miestnosti (zény) uréenej na izolaciu nukleovych
kyselin alebo na pripravu amplifikacnych zmesi.

Pouzivajte laboratérne plaste, rukavice a vSetky ostatné ochranné pracovné pomacky vyluéne bud na izolaciu
nukleovych kyselin alebo na pripravu amplifikaénych reakcii alebo na samotni amplifikaciu/detekciu
amplifikacnych produktov. Nikdy nepouzZivajte tie isté laboratorne plaste, rukavice ¢i pomodcky v réznych
miestnostiach (zénach).
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So vSetkymi biologickymi vzorkami manipulujte vidy ako s potencidlne infekénym materidlom. Vyhybajte sa
priamemu kontaktu s biologickym materidlom. Zabraiite rozliatiu vzoriek, reagencii a tvorbe aerosoélov.
Postupujte presne podla prilozeného navodu na poutzitie.

Nevhodny postup pri odbere, preprave a skladovani vzoriek atiez pri extrakcii RNA modze spdsobit nespravny
vysledok testovania.

Pri odbere vzorky je nutné poufzit sterilné vyterové tycéinky s plastovou alebo hlinikovou tycinkou a syntetickym
tamponom. Nesmu byt pouZité vyterové tycinky s drevenou ty¢inkou a/alebo bavinenym tampdénom.

Extrakcia RNA z odobratych vzoriek by sa mala uskutolnit v ¢o najkratSom c¢ase po odbere. V pripade potreby
kratkodobého uskladnenia vzoriek, s trvanim do 12 h po odbere, uskladnite vzorky pri teplote +4 °C. V pripade
potreby dlhodobého uskladnenia vzoriek uskladnite vzorky pri teplote -70°C. Vyhnite sa opakovanému
rozmrazovaniu a zmrazovaniu vzoriek.

Pri extrakcii RNA postupujte podla navodu vyrobcu pouzitého extrakéného kitu. Kit vDetect COVID-19 RT-qPCR bol
validovany a testovany na vzorkach RNA ziskanych pouzitim extrakénych kitov:

e Zymo Research, Quick-RNA Viral 96 Kit

e Cytiva (predtym GE Healthcare Life Sciences), RNAspin 96 Kit.

A VAROVANIE!
Pri praci pouzivajte vidy ochranné pracovné pomocky a ochranné oblecenie; pracujte vidy v boxoch s lamindarnym

pradenim vzduchu. Vzorky centrifugujte v boxoch s laminarnym prudenim vzduchu. Aj virusovd RNA moéie
spésobit infekciu, preto dbajte na bezpeénost a vidy s iou manipulujte ako s potencidlne infekénym materidlom.

/\ UPOZORNENIA!

e Analyzované vzorky musia byt uréené na tento typ analyzy; od zaéiatku s nimi manipulujte tak, aby ste predisli
mozZnej kontamindcii, degradacii nukleovych kyselin atd’. Vzorky spracovavajte v boxe s laminarnym prudenim
vzduchu. Rozne vzorky neotvarajte vtom istom c¢ase. Na manipulaciu so vzorkami pouzivajte pipety urcené
vyluéne na tento ucel. PouZivajte jednorazové $picky s filtrom. PouzZivané 3picky musia byt sterilné a bez
pritomnosti DNA, RNA, DNaz a RNaz.

e Vsetky centrifigy, mini centrifigy a vortexy pouzivajte vylucne v boxoch s laminarnym pradenim vzduchu,
zabranite tak kontaminacii prostrednictvom aerosdlov.

V rdmci pracovného postupu vDetect COVID-19 RT-gPCR kitu je prvym, skriningovym testom stanovenie pritomnosti
virusovej RNA pre gén E. Stanovenie pritomnosti virusovej RNA pre gén RdRP je druhym, konfirmaénym testom.
Konfirmacény test slUZi na potvrdenie vysledku z vySetrenia pritomnosti virusovej RNA pre gén E v pripade jeho
pozitivity.
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Pred zacdatim prdce vycistite pracovny priestor lamindrneho boxu a prilahlé povrchy najprv 10% roztokom chlérnanu
sodného (bielidlo), potom 70% roztokom etanolu. Pred pracou aj po praci vIlamindrnom boxe spustite UV
dekontaminacny cyklus.

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 doékladne ale zaroven jemne premiesajte, kym nebude Uplne homogénny. V pripade
skimaviek obsahujucich enzymy (1Step RT gPCR Probe ROX L Mix, 2X a RT3 Mix, 20X) odporu¢ame miesanie
uskutocnit mnohonasobnym otocenim skumavky, pulznym vortexovanim, pripadne kratkym vortexovanim nie
dlhsim ako 5 sekund. Nasledne skimavky kratko odstredte, aby sa odstranili kvapky zvnutra viecka a vsetka tekutina
bola na dne skimaviek.

Zmesi primerov a TagMan préb oznacené SARS-CoV-2_E a SARS-CoV-2_RdRP su kvoli zvyseniu stability dodavané
v lyofilizovanej podobe. Pri prvom pouZiti kitu je preto nutné zmesi primerov a préb rozpustit vo vode urcenej pre
PCR. Do oboch skiimaviek (SARS-CoV-2_E a SARS-CoV-2_RdRP) pridajte 1000 ul vody zo skiimavky PCR Water. Obsah
skiumaviek dékladne homogenizujte vortexovanim. Ndsledne skimavky kratko odstredte, aby sa odstranili kvapky
zvnutra viecka a vSetka tekutina bola na dne skimaviek.

Reakénu zmes pripravte v ¢o mozno najkratSsom ¢ase po premieSani obsahu jednotlivych zloziek kitu. V pripade
potreby obsah skimaviek premiesajte eSte raz tesne pred pripravou reakénej zmesi.

Po pouziti vratte vsetky zlozky kitu do mraznicky (na teplotu -20 °C). Vyhnite sa opakovanému rozmrazovaniu a
zmrazovaniu zloZiek kitu. V pripade planovaného opatovného pouZitia v priebehu ¢asového rozpatia kratSieho ako 2
hodiny, uskladnite zlozky kitu pri teplote +4 °C.

AVAROVANIE!
S reagenciami manipulujte vidy v boxe slaminarnym prudenim vzduchu. Reagencie urcené na amplifikaciu

pripravujte vidy oddelene, naraz pripravujte reagencie vylucne pre jednu analyzu. Na pripravu reagencii
pouzivajte pipety urcené vylucne na tento ucel. PouZivajte jednorazové spicky s filtrom. Pouzivané Spicky musia
byt sterilné a bez pritomnosti DNA, RNA, DN&az a RNaz.

& UPOZORNENIA!

e Pouzivajte iba reagencie nachadzajuce sa v tomto kite a reagencie odportcané vyrobcom.
¢ Nekombinujte a nezmieSavajte reagencie z r6znych sarzi.

¢ Nekombinujte reagencie z kitov od r6znych vyrobcov.
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vDetect COVID-19 RT-qPCR @ eT

Odporucany celkovy objem jednej reakcie je 20 pl. Pre pripravu reakénej zmesi treba jednotlivé zlozky kitu zmiesat
v nasledujlcej postupnosti a pomere:

Reak¢na zmes pre detekciu E génu Reakcéna zmes pre detekciu RARP génu

Zlozky kitu el Ly Zlozky kitu ATt 3
na 1 reakciu na 1 reakciu

1Step RT gPCR Probe ROX L Mix, 2X 10 pl 1Step RT qPCR Probe ROX L Mix, 2X 10 ul

RT3 Mix, 20X 2 ul RT3 Mix, 20X 2 ul

SARS-CoV-2_E 2 ul SARS-CoV-2_RdRP 2 ul

PCR Water 1l PCR Water 1l

Spolu 15 pl Spolu 15 pl

Tabulka vypocitanych objemov na dany pocet reakcii:

Zlozky kitu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 96
iﬂsitxepz)F:T aPCR Probe ROX L 10 | 20u | 30p | 40w | sow | eow | 70u | sow | 9ow | 100w 960 pl
RT3 Mix, 20X 2 ul 4 ul 6 ul 8ul 10 ul 12 ul 14 pl 16 pl 18 ul 20 pl 200 pl
SARS-CoV-2_E

alebo 2ul 4l 6 ul 8ul 10 ul 12 ul 14 pl 16 ul 18 ul 20 pl 200 pl
SARS-CoV-2_RdRP

PCR Water 1pl 2 ul 3l 4l 5l 6 pl 7 ul 8 ul 9 ul 10 pl 100 pl
Spolu 15 pl 30 ul 45 ul 60 pl 75 ul 90 pl 105 pl 120 pl 135 pl 150 pl 1,500 pl

& UPOZORNENIE!
e Namiesand reakéna zmes ma limitovanu stabilitu, pouzite ju v ¢o moZno najkratSom case po priprave. Ak nie
je moZné namiesanu reakénd zmes poutzit ihned, skladujete ju v chladnicke pri teplote +4 °C.

K pripravenym 15 ul reakénej zmesi pridajte 5 pl vzorky. Vysledny celkovy objem reakcie je 20 pl.

Pripravte si potrebny pocet Cistych PCR skiumaviek, PCR stripov alebo PCR platni¢iek a vlozte ich do vychladeného
chladiaceho stojana. Pripravenu reakénud zmes dokladne ale zaroven jemne premieSajte mnohondsobnym otocenim
skdmavky, pulznym vortexovanim, pripadne kratkym vortexovanim nie dlhSim ako 5 sekind. Nasledne ju kratko
odstredte, aby sa odstrdnili kvapky zvnutra viecka a vSetka tekutina bola na dne skimavky. Z pripravenej reakénej
zmesi rozpipetujte po 15 ul do jednotlivych PCR skiimaviek alebo jamiek PCR platni¢ky v sulade s potrebnym poctom
a poziciami uskutoénenych reakcii. Nasledne premiestnite PCR skiumavky alebo PCR platnicku s rozpipetovanou
reakénou zmesou z lamindrneho boxu uréeného na pripravu reakénej zmesi do laminarneho boxu uréeného na
finalizaciu pripravy platnicky. V tomto laminarnom boxe pridajte 5 ul vzorky, alebo 5 ul pozitivnej kontroly (PC SARS-
CoV-2 BMC5) alebo 5 pl PCR vody do prislusnych PCR skimaviek alebo jamiek PCR platnicky. Nasledne dokladne
uzavrite jednotlivé PCR skimavky vrchnakmi alebo jamky PCR platnicky optickou féliou. PCR skimavky alebo PCR
platnicku kratko odstredte, aby vsetka tekutina bola na dne skimaviek/jamiek. Vlozte PCR skimavky alebo PCR
platni¢ku do real-time PCR zariadenia.

Do kazdej analyzy je nutné zahrnut minimdalne 1 negativnu kontrolu na overenie pritomnosti kontaminacie. Ako
negativna kontrola slizi kontrola bez templatu (NTC) obsahujica PCR vodu namiesto nezndmej vzorky. Negativnu
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kontrolu pre test na pritomnost virusového génu E a negativnu kontrolu pre test na pritomnost virusového génu
RdRP je nutné zahrnut samostatne.

Do kazdej analyzy je nutné zahrnut minimalne 1 pozitivhu kontrolu na overenie spravneho priebehu analyzy a
funkénosti zloZiek kitu. Ako pozitivna kontrola sliZi reakcia obsahujica kontrolny material PC SARS-CoV-2 BMC5
namiesto neznamej vzorky. Pozitivhu kontrolu pre test na pritomnost virusového génu E a pozitivnu kontrolu pre test
na pritomnost virusového génu RdRP je nutné zahrnat samostatne.
Pozitivha kontrola (PC SARS-CoV-2 BMCS5) obsiahnutd v kite je kompletna jednovldknova RNA virusu SARS-CoV-2
kmen Slovakia/SK-BMC5/2020. Tato RNA obsahuje cielové sekvencie pre test pritomnosti virusového génu E aj
virusového génu RdRP. Koncentracia templatu v kontrolnom materiali je ~200 képii/ul. Vyhnite sa opakovanému
rozmrazovaniu a zmrazovaniu pozitivnej kontroly.
Virus SARS-CoV-2 kmen Slovakia/SK-BMC5/2020 atiez vyextrahovand RNA tohto kmena suU dostupné aj
prostrednictvom Eurdpskeho virusového archivu:

- https://www.european-virus-archive.com/virus/sars-cov-2-strain-slovakiask-bmc52020

- https://www.european-virus-archive.com/nucleic-acid/sars-cov-2-strain-slovakiask-bmc52020-rna
Kompletna sekvencia virusového kmena Slovakia/SK-BMC5/2020 je dostupna na webovej stranke organizacie GISAID
(EPI_ISL_417879):

- https://www.epicov.org/epi3/frontend#llalc

V pripade potreby je do analyzy mozné zahrnut kontrolu bez reverznej transkriptazy. Je to reakcia pripravena bez
pridania RT3 mixu, ktord umoznuje odliSenie kontamindcie sp6sobenej RNA templatom a kontaminacie spdsobnej
DNA templatom.

Nastavenia real-time PCR pristroja

Pri nastaveniach podmienok analyzy tykajucich sa objemu reakcie, teplotnych podmienok reakcie a pouzitych
optickych kandlov postupujte v zmysle nasledujucich pokynov.

Objem reakcie:
e 20yl

Teplotné podmienky pre pracu s kitom:
¢ Reverzna transkripcia: 50 °C, 10 min
e Prvotna denaturacia: 95 °C, 2 min
e Cyklovanie, 45 cyklov:
o Denaturacia: 95°C,5s
o Anelacia/extenzia: 60 °C, 20 s

Pouzité optické kanaly:
e Opticky kanal pre znacku FAM / modry alebo zeleny kanal podla pouZitého real-time PCR zariadenia / excitacné
maximum okolo 495 nm, emisné maximum okolo 520 nm
e Opticky kanal pre farbivo ROX / oranZovy alebo cerveny kandl podla pouZitého real-time PCR zariadenia /
excitatné maximum okolo 575 nm, emisné maximum okolo 605 nm

V pripade real-time PCR zariadeni podporujicich normalizdciu na zaklade pritomnosti pasivneho referenéného
fluorescenéného farbiva ROX v reakénej zmesi, odporicame uskutoénenie analyzy so zapnutim tejto funkcie.
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Fluorescencny signal farbiva ROX nezasahuje do detekéného kanalu fluorescencénej znacky FAM. Vdaka tomu je
vDetect COVID-19 RT-gPCR kit plne kompatibilny aj s real-time PCR zariadeniami, ktoré funkciu normalizacie
farbivom ROX nepodporuju.

Pri nastaveniach podmienok analyzy tykajucich sa poctu atypu vzoriek, rozloZenia vzoriek na platnicke, typu
pouzitého plastového materidlu (skimavky, stripy, platnicky) postupujte v zmysle manudlu vyrobcu real-time PCR
zariadenia a v sulade s vasimi interne zauzivanymi postupmi pre tento typ testov.

AVAROVANIE!
Neupravujte a nemeiite odporucané protokoly pre PCR analyzy.

AVAROVANIE!

S produktami amplifikacie manipulujte mimoriadne opatrne, tak aby nedochadzalo k ich rozptyleniu do priestoru
laboratdria a k pripadnej kontaminacii novych testovanych vzoriek. Pri manipuldcii s produktami amplifikacie
pouzivajte pipety urcené vylucne na tento ucel. Pouzivajte jednorazové spicky s filtrom. PouZivané Spicky musia
byt sterilné a bez pritomnosti DNA, RNA, DN4z a RNaz.

Analyza ziskanych tGdajov

Pri nastaveni baseline pre jednotlivé reakcie postupujte v zmysle manualu vyrobcu real-time PCR zariadenia a v
sulade s vasimi interne zauzivanymi postupmi pre tento typ testov.

Pri nastaveni thresholdu pre jednotlivé analyzy postupujte v zmysle manualu vyrobcu real-time PCR zariadenia a v
sulade s vasimi interne zauZivanymi postupmi pre tento typ testov.

8. Interpretacia vysledkov
Kontrola kvality (vysledky kontrolnych reakcii)

Standardny vysledok negativnej kontroly je charakterizovany Gplnou absenciou narastu signalu vo FAM kandle, resp.
absenciou amplifikacnej krivky. V pripade ndrastu signdlu po 40. cykle analyzy je vysledok stdle povaZovany za
negativny a je preto akceptovatelny, ale naznacuje moznua pritomnost kontaminacie. V pripade narastu signalu pred
40. cyklom analyzy je vysledok povaZovany za pozitivny a potvrdzuje pritomnost kontamindcie. V pripade
pozitivneho vysledku v negativnej kontrole nie je mozné jednoznacne urcit spravnost ostatnych pozitivhych signalov
ziskanych v danej analyze, odlisit pozitivne a falosne pozitivne vysledky. Preto vystup takejto analyzy nie je mozné
vyhodnotit.

Standardny vysledok pozitivnej kontroly je charakterizovany narastom signalu vo FAM kandle, amplifikaénou krivkou
typického tvaru a tie? dosiahnutim urcitej $tandardnej hladiny signalu. Standardné Cr hodnoty pre pozitivnu kontrolu
PC SARS-CoV-2 BMC5 sa hybu v rozmedzi 30+1 pre E gén a 31.5t1 pre RdRP gén. Hladina signdlu, t.j. relativna
fluorescencia bez normalizacie farbivom ROX, Standardne dosahuje hodnoty nad 1200 RFU pre E gén a nad 2000 RFU
pre RARP gén. Absencia signalu, pritomnost narastu signalu, ale s vy$simi Cr hodnotami ako su pre dany kontrolny
materidl zvycajné, alebo pritomnost signalu s nizkou hladinou, potvrdzuju nespravny priebeh reakcie a naznacuju
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chybu pri priprave analyzy alebo nespravne fungovanie niektorej zlozky kitu. V pripade negativneho vysledku v
pozitivnej kontrole nie je mozné jednoznacne urcit spravnost ostatnych negativnych vysledkov ziskanych v danej
analyze, odlisit negativne a falo$ne negativne vysledky. Preto vystup takejto analyzy nie je mozné vyhodnotit.

Pozitivny vysledok

Pozitivny vysledok na SARS-CoV-2 je charakterizovany amplifikaciou cielovej sekvencie v géne E aj v géne RdRP.
Amplifikacia je spojena s narastom fluorescencného signalu vo FAM kanale. Ak sa takyto amplifikacny signal objavi vo
FAM kanale pred 40. cyklom analyzy, znamend to, Ze SARS-CoV-2 RNA bola detekovana v danej vzorke. Vzorka je
teda pozitivna na pritomnost RNA SARS-CoV-2.

Okrem pozitivneho vysledku prizna¢ného pre pritomnost SARS-CoV-2 RNA, korelacia s klinickym stavom pacienta a
s inymi diagnostickymi informdciami je nevyhnutna pre potvrdenie diagndzy a stanovenie stavu infekcie. Pozitivne
vysledky nevylucuju bakterialne infekcie alebo koinfekcie inymi virusmi. Pritomnost SARS-CoV-2 RNA nemusi byt
definitivnou pri¢inou zdravotného stavu pacienta. VSetky pozitivne vysledky musia byt nahldasené prislusnym
organom verejného zdravotnictva.

Negativny vysledok

Pokial ned6jde k ndrastu amplifikaéného signdlu vo FAM kandle pred 40. cyklom analyzy, je moziné vysledok
interpretovat ako pravdepodobne negativny alebo s koncentraciou RNA pod detekénym limitom kitu (8 kopii
templatu na reakciu).

Negativny vysledok nevylucuje pritomnost infekcie virusom SARS-CoV-2, pretoZe vysledky testu su zavislé na
spravnom odbere vzorky aj na jej spracovani. Vysledky su tieZ zavislé na pritomnosti dostato¢ného mnozstva
analyzovanej RNA virusu SARS-CoV-2 v klinickej vzorke. Existuju dokazy, Ze virus moze byt vyluCovany prerusovane a
dokonca aj u infikovaného pacienta moze byt hladina virusu v klinickych vzorkach v réznych fazach ochorenia pod
detekénym limitom akejkolvek metddy RT-qPCR. Z tohoto dévodu sa odporuca uskutocnit aspon dva, nejlepsie viac
novych odberov a RT-gqPCR vysetreni ujedného pacienta s odstupom niekolkych dni. Negativne vysledky by sa
nemali pouzit ako jediny zaklad pre volbu lie¢ebného postupu a klinického manaZmentu pacienta. Mali by byt
skombinované s klinickym stavom pacienta a s inymi epidemiologickymi informaciami.

AUPOZORNENIE!
Diagnosticky kit vDetect COVID-19 RT-gPCR je urceny pre kvalifikovany avyskoleny laboratérny personal
s dostatoénymi skisenostami v technikach real-time RT-qPCR testovania.

9. Funkcné charakteristiky
Detekény limit kitu

Hodnotenie analytickej citlivosti (detekéného limitu) bolo uskutocnené pre skriningovy test na E gén ako aj pre
konfirmacny test na RARP gén. Test bol uskuto¢neny pomocou kontrolného materialu ,SARS-CoV-2 Standard” (Exact
Diagnostics), ktory v neriedenom stave obsahuje 200 kdpii templatu na 1 pl. Pdtnasobnym sériovym riedenim boli
pripravené riedenia s koncentraciou 40 koépii/ul (=200 képii/reakciu), 8 kdpii/ul (=40 kopii/reakciu), 1.6 kopii/ul (=8
kopii/reakciu), 0.32 kopii/ul (=1.6 képii/reakciu) a 0.064 koépii/ul (=0.32 képii/reakciu), ktoré boli pouZité v teste
analytickej citlivosti. Na riedenie kontrolného materidlu bolo pouZité riediace médium pripravené zmieSanim
vyextrahovanej RNA z odobratych vzoriek niekolkych COVID-19 suspektnych pacientov s negativnym vysledkom RT-
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gPCR diganostického testovania. PouZité riediace médium zaroven sluzilo na ¢o najhodnovernejsie napodobenie
charakteristik Standardnych klinickych vzoriek ako komplexnej zmesi vratane pripadného obsahu RT-gPCR
inhibitorov. Test bol uskutoéneny v 8 replikatoch pre kazdé pripravené riedenie.

Test potvrdil vysoku citlivost diagnostického kitu vDetect COVID-19 RT-gPCR. Spolahliva detekcia templatu, pre
stanovenie pritomnosti E génu aj RARP génu, bola preukazana aZ do riedenia obsahujiceho 8 kdpii na reakciu (1.6
képii na 1 pl vzorky. Pozitivny signal bol pozorovany aj pri niektorych, nie viak vsetkych, reakciach s koncentraciou
1.6 a 0.32 képii na reakciu. Spolahlivost detekcie templatu pri tychto riedeniach ma teda nizsiu ako 100% ucinnost
(vid' nizsie uvedenu tabulku a grafy).

E gén RdARP gén
Celkovy pocet POCEt_ r’eakcu s Uspesnost | Celkovy pocet Poceii |:eakcu s Uspesnost
» pozitivnym . L. pozitivnym .
reakcii . detekcie replikatov . detekcie
vysledkom vysledkom
200 képii/reakciu 8 8 100% 8 8 100%
40 képii/reakciu 8 8 100% 8 8 100%
8 kopii/reakciu 8 8 100% 8 8 100%
1.6 képii/reakciu 8 5 63% 8 3 38%
0.32 képii/reakciu 8 1 13% 8 2 25%
Pozitivna kontrola 4 4 - 4 4 -
NTC 4 0 4 0
Test citlivosti pre gén E Test citlivosti pre gén RdRP
ND —@—@ ND —©—<¢©
43 43
41 41 “
39 ¢ ‘ 39 $ ‘
g 37 £ 37 8
£ 35 Q £ 35
S 33 ¢ S 33 Qo
- 31 - 31
(9] (9]
0 1 10 100 1000 0 1 10 100 1000
Poget kopii templatu na reakciu Pocet képii templatu na reakciu

Specificita kitu

Hodnotenie Specificity (krizovej reaktivity na iné koronavirusy) bolo uskuto¢nené pre skriningovy test na E gén ako aj
pre konfirmacny test na RARP gén. Test bol uskutocneny pomocou kontrolného materidlu ,Coronavirus RNA
specificity panel” (EVAg, Europena Virus Archive - Global), ktory obsahuje RNA virusov HCoV-229E, HCoV-0C43,
HCoV-NI63, SARS-CoV HKU39849, MERS-CoV a SARS-CoV-2, kazdu v samostatnej skiimavke. Test bol uskuto¢neny v 3
replikatoch pre kazdy z uvedenych virusov.
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Test potvrdil vysoku Specificitu diagnostického kitu vDetect COVID-19 RT-qPCR. Pozitivny vysledok bol zaznamenany
vyluéne v reakcidch obsahujicich SARS-CoV-2 RNA a to rovnako v stanoveniach pritomnosti E génu aj RARP génu.

Vyskyt kontamindcie syntetickymi pozitivnymi kontrolami v réznych komeréne dostupnych produktoch pouzivanych
na uskutocnenie RT-gqPCR diagnostiky ochorenia COVID-19, napr. primerov, préb alebo RT-PCR zmesi, predstavuje
globalny problém. Zmes primerov a proby SARS-CoV-2_E v kite vDetect COVID-19 RT-qPCR bola navrhnuta tak, aby
neamplifikovala najcastejSie pouZivané syntetické pozitivne kontroly vobec alebo len s nizkou Géinnostou. Kit vDetect
COVID-19 RT-gPCR tak modze byt Gclinne pouZity aj na pracoviskach, ktoré maju problém s kontamindciou
pri testovani pritomnosti E génu SARS-Cov-2.

Hodnotenie chemickej stability (nespecifickej reakcie medzi oligonukleotidmi obsiahnutymi v jednotlivych zmesiach
primerov a préb) bolo uskuto¢nené pre skriningovy test na E gén ako aj pre konfirmacny test na RdRP gén. Test bol
uskutocéneny formou mnohonasobnej analyzy kontrol bez templatu (NTC) v pocte 20 replikatov pre E gén a 40
replikatov pre RARP gén.

Test potvrdil vysokd chemickud stabilitu oligonukleotidov obsiahnutych v kite vDetect COVID-19 RT-gPCR. V kazdej
z analyzovanych NTC bol zaznamenany negativny vysledok bez ndaznaku zvySenia signdlu alebo pritomnosti
amplifikacie.

Klinické hodnotenie vykonu kitu vDetect COVID-19 RT-qPCR bolo uskutocnené pre skriningovy test na E gén ako aj
pre konfirmacny test na RdRP gén. Hodnotenie bolo uskutocnené na vybranom subore 38 pozitivnych a 54
negativnych klinickych vzoriek pacientov, ktoré boli potvrdené referencnou metédou Standardne pouzZivanou na
rutinné testovanie regionadlnymi Uradmi verejného zdravotnictva Slovenskej republiky. Testovanie tohto vybraného
suboru vzoriek bolo uskutonené nezdvisle v dvoch laboratdriach, pricom jedno zlaboratérii pracovalo so
zaslepenymi vzorkami.

Nezdvislé analyzy v oboch laboratdériach jednoznacne potvrdili vysledky referenénej metédy pre vietky hodnotené
vzorky a preukazali vysoku spolahlivost a reprodukovatelnost vysledkov nadobudnutych pomocou kitu vDetect
COVID-19 RT-gPCR (vid' nizSie uvedenu tabulku). Na zaklade ziskanych udajov ma kit vDetect COVID-19 RT-qPCR
100% diagnosticku citlivost a 100% diagnosticku Specifickost. Zaroven nie je mozné urcit podiel falosSne negativnych
a falosne pozitivnych vysledkov.

L. vDetect COVID-19 RT-qPCR kit vDetect COVID-19 RT-qPCR kit
Referer:icna laboratérium 1 laboratérium 2
metdda
E gén RARP gén E gén RdRP gén
Pocet spravne 38 38 38 38 38
pozitivnych vzoriek
Poctet’ falosne : 0 0 0 0
pozitivnych vzoriek
Pocetlspravne : 54 54 54 54 54
negativnych vzoriek
Pocet falosne
. . 0 0 0 0
negativnych vzoriek
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10. Nakladanie s odpadom

& UPOZORNENIA!
e Vsetok material, ktory sa dostal do kontaktu s biologickymi vzorkami dekontaminujte pred likvidaciou 3%
chlérnanom sodnym minimalne 30 minut alebo autoklavujte pri 121 °C minimalne 60 minut.
e Vsetky pouzité pomocky, spicky, skimavky, pracovny material a ochranné odevy povaZujte za potencionalne
kontaminované a zlikvidujte ich podla platnych predpisov pre likvidaciu infekéného odpadu.
e Zvysné reagencie a material zlikvidujte v sulade s platnymi bezpecnostnymi predpismi.

11. RieSenie problémov

V pripade akychkolvek problémov kontaktujte: Lambda Life a.s. — zmluvny vyrobca
Kontaktna osoba: MUDr. Ivan Jurds
Funkcia: Prevadzkovy a vedecky riaditel
ICO: 35848189
Adresa: Levocska 3
851 01 Bratislava
Tel.: +421 2 44880163
Email: vdetect@lambda.sk
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13. Nehody, Poruchy, Zlyhania Zdravotnickych Pomé6cok (NPZ ZP)

V slovenskych pravnych predpisoch je hlasenie a vyhodnocovanie NPZ ZP zakotvené v § 116 ods.2 zédkona ¢.362/2011
Z. z. o liekoch a zdravotnickych pomockach (ZP), podia ktorého su zdravotnicki pracovnici, zdravotnicke zariadenia,
zdravotné poistovne, vyrobcovia a splnomocnenci povinni NPZ ZP bezodkladne oznamovat SUKL-u. Opatrenia
(zaznamendvanie avyhodnocovanie Udajov o NPZ ZP, pozastavenie vydaja ZP, stiahnutie ZP ztrhu alebo z
pouzivania) podla § 116 ods.3 az 6 zakona ¢.362/2011 Z. z. vykonava narodny prislusny drad (NCA) pre zdravotnicke
pomdcky, ktorym je v SR SUKL.

Strana 14 zo 16
Datum: 06.05.2020

Podrobny navod na pouZitie Verzia: IR

Vyrobca: ESET, spol. s r.o. |Einsteinova 24| 851 01Bratislava| Slovensko


mailto:vdetect@lambda.sk

vDetect COVID-19 RT-qPCR @ eT

Definicia NPZ ZP podla MEDDEV 2.12-1 rev.8:

NPZ ZP je také zlyhanie, alebo zhorsenie charakteristickych vlastnosti a/alebo funkcie ZP, rovnako ako nedostatok v
oznaceni vyrobku, alebo v navode na pouzitie, ktoré priamo, alebo nepriamo viedli, alebo mohli viest k smrti
pacienta, pouzivatela, alebo inych oséb, alebo viedli, alebo mohli viest k vaZznemu zhorseniu zdravotného stavu.

Ak zdravotnicky pracovnik, poskytovatel zdravotnej starostlivosti, zdravotna poistoviia ozndmi nehodu, poruchu
alebo zlyhanie zdravotnickej pomdcky podla odseku 2 statnemu Ustavu, $tatny Gstav je povinny preverit, ¢i vyrobca
je o nehode, poruche a zlyhani informovany. Ak vyrobca o nehode, poruche alebo zlyhani zdravotnickej pomécky nie
je informovany, $tatny Ustav je povinny vyrobcu o nehode, poruche alebo zlyhani zdravotnickej pomdcky informovat.
Pre ozndmenie kontaktujte vyrobcu alebo pouZite formular MIR — Manufacturer’s incident report na stranke
https://www.sukl.sk/hlavna-stranka/slovenska-verzia/zdravotnicke-pomocky/formulare?page id=498 a postupujte
podla instrukcii uvedenych nizsie:

MIR — Manufacturer’s incident report — hlasenie vyrobcu o NPZ ZP (podla prilohy ¢.3 Guidelines), jeho verzia na
elektronické posielanie je jednotna pre Uvodné hldsenie, priebeziné hldsenie, spolocné Uvodné a zaverecné hlasenie a
posiela ho vyrobca, splnomocnenec, zdravotnicky personal. V pripade, ak stbor .pdf nejde priamo otvorit, ulozte ho
najprv do svojho PC a potom ho otvorte. Vyplneny formular poslite vo formate .pdf.

Kontaktna osoba vyrobcu: Lambda Life a.s. —zmluvny vyrobca | Kontaktna osoba NCA za Slovensku republiku:
Meno: MUDr. lvan Juras Ing. Darina Kaminska

Funkcia: Prevadzkovy a vedecky riaditel odborny zamestnanec vigilancie ZP

ICO: 35848189 Sekcia zdravotnickych pomocok

Adresa: Levocska 3, 851 01 Bratislava Kvetna 11, 825 08 Bratislava

Tel.: +421 2 44880163 Tel.: +421 2 50701215

Email: vdetect@lambda.sk Web: www.vdetect.eu Email: darina.kaminska@sukl.sk Web: www.sukl.sk

14. Pouzité symboly a oznacenia

Vyrobca

LOT Cislo 3arze

-20°C Odporutéana teplota skladovania

Velkost balenia

C E Tento vyrobok spifia poziadavky eurdpskej smernice 98/79/ES o
diagnostickych zdravotnickych pomaockach in vitro

{Z\_’! Datum vyroby

VD Diagnostické zdravotnicke pomdcky in vitro
é Pozor, reSpektujte bezpecnostné pokyny v ndvode na poufitie, ktoré ste
dostali s tymto vyrobkom
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“ ESET, spol. s r.o.

ICO: 31333532

Adresa: Einsteinova 24, 851 01 Bratislava, Slovenska republika
Tel: +421 232244111

Email: vdetect@eset.com

© 2020 ESET, spol. s r.o. Vsetky prava vyhradené.
vDetect COVID-19 je ochranna zndmka spolocnosti ESET, spol. s r.o.
Vsetky ostatné ndzvy produktov a ochranné znacky su majetkom ich pravoplatnych vlastnikov
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