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N/RdRp SARS-CoV-2 Detection Kit

N/RdRp SARS-CoV-2 Detection Kit jest przeznaczony do wykrywania koronawirusa SARS-CoV-2 w prébkach od
pacjentow z objawami zakazenia COVID-19, préobkach odzwierzecych, probkach $rodowiskowych oraz w zywnosci.
Oczyszczony materiat genetyczny wirusa jest amplifikowany za pomoca real-time RT-PCR i wykrywany przy pomocy sond
specyficznych dla SARS-CoV-2, znakowanych barwnikami fluorescencyjnymi. Identyfikacja wirusa nastepuje na podstawie
silnie konserwowanych rejondw w genach RdRp (kanat FAM) i N (kanat HEX) charakterystycznych dla SARS-CoV-2.
Dodatkowo zestaw zawiera kontrole wewnetrzg (startery, sonde znakowang barwnikiem Cy5, egzogenny fragment kwasu
nukleinowego—Internal Control), co pozwala na jednoczesng weryfikacje procedury izolacji RNA i inhibicji reakcji PCR.
Wysoka czutos¢ zestawu pozwala na detekcje wirusa SARS-CoV-2 zaréwno w pojedynczych prébkach, jak i prébkach
zmieszanych (pulowanych) w ilosci maksymalnie 5 prébek indywidualnych.

Test spetnia wymagania zawarte w Rekomendacji WHO ,Laboratory testing for coronavirus disease 2019 (COVID-19) in
suspected human cases” z 2 marca 2020 roku. Zestaw nie wykazuje reakcji krzyzowych wobec innych mikroorganizmow
wywotujgcych choroby uktadu oddechowego.

Zawartos¢ zestawu

Sktadnik Nr kat. EO435-01 Nr kat. EO435—02
100 reakcji po 25 pl 500 reakgcji po 25 ul

Cov2 Buffer Mix * 2 x 950 ul 10 x 950 ul
brazowa probéwka
Cov2 Enzyme Mix 100 wl 5x 100 pl
pomaranczowa nakretka
Internal Control 2 x 500 ul 10 x 500 ul
niebieska nakretka
Positive Control (R/N)** 200 ul 1000 pl
czarna nakretka
RNase free Water 1200 5x 1200 ul
przezroczysta nakretka

Przechowywanie

Wszystkie sktadniki zestawu nalezy przechowywac w temperaturze -20°C.

* Unika¢ wielokrotnego rozmrazania i zamrazania (> 2), poniewaz moze to zmniejszy¢ czutos$c testu. Odczynnik nalezy
zamrozi¢ w mniejszych porcjach, jesli jest uzywany tylko sporadycznie.

** Kontrole pozytywng nalezy przechowywac oddzielnie, z dala od pozostatych sktadnikow zestawu.
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Barwnik referencyjny ROX

Barwnik referencyjny ROX zawarty w Cov2 Buffer Mix zestawu N/RdRp SARS-CoV-2 Detection Kit umozliwia
normalizacje fluorescencji w niektérych urzadzeniach real-time PCR. Uzycie barwnika referencyjnego ROX jest konieczne
we wszystkich termocyklerach firmy Applied Biosystems i opcjonalne w przypadku termocykleréw firmy Agilent. ROX
kompensuje zmiany sygnatu fluorescencyjnego miedzy dotkami z powodu niewielkich réznic w objetosci reakcji i
fluktuacji fluorescencji. Obecnos¢ barwnika ROX nie koliduje z PCR w czasie rzeczywistym na urzadzeniach
niewymagajacych tego barwnika referencyjnego.

Przygotowanie probki RNA

RNA z wymazu, $liny, innej wydzieliny, prébki tkanek/narzadéw zwierzecych, prébki srodowiskowej, probki zywnosci
nalezy wyizolowac przy pomocy zestawéw dedykowanych do oczyszczania RNA wirusowego. Nalezy postepowaé zgod-
nie z instrukcja zalecang przez producenta zestawu.

Kontrola wewnetrzna (ang. Internal Control)

Zestaw zawiera system kontroli wewnetrznej, ktéry umozliwia monitorowanie procesu izolacji RNA, a takze inhibicji sa-
mego procesu PCR.

System kontroli wewnetrznej sktada sie z:
e primeréw i sondy znakowanej barwnikiem Cy5 obecnymi w mieszaninie reakcyjnej Cov2 Buffer Mix,

« egzogennego fragmentu kwasu nukleinowego zawartego w Internal Control.

Kontrola wewnetrzna (Internal Control) moze by¢ dodana na etapie izolacji RNA (pkt A) - wtedy stanowi zaréwno kontro-
le procesu oczyszczania RNA, jak i inhibicji reakcji PCR lub wytacznie na etapie PCR (pkt B) - do oceny jakosci oczyszczo-
nego RNA i inhibicji reakcji PCR.

A. Kontrole wewnetrzng (Internal Control) nalezy doda¢ do buforu lizujacego lub mieszaniny buforu lizujacego i po-
branej probki (nie dodawa¢ bezposrednio do pobranej probki) w ilosci 0,1 ul na kazdy
1 ul objetosci elucji. Oznacza to, ze w przypadku elucji buforem elucyjnym o objetosci 50 ul nalezy zastosowac 5 pl
Internal Control w procesie izolacji RNA. Zaleca sie uzywanie no$nikowego (carrier) RNA przy izolacji wirusowego
RNA. Nos$nikowe RNA zwieksza wydajnos$¢ wigzania RNA do membran krzemionkowych w obecnosci niewielkich
ilosci materiatu genetycznego w prébce oraz zmniejsza prawdopodobienistwo degradacji wirusowego RNA.

B. Kontrole wewnetrzna (Internal Control) nalezy doda¢ do mieszaniny reakcyjnej w ilosci 0,5ul na kazde 25 ul reakcji
PCR.
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Przygotowanie reakcji PCR:

Kontrola negatywna | Kontrola negatywna | Kontrola pozytywna Prébka RNA Kontrola pozytywna
amplifikacji -NAC ekstrakcji-NEC ekstrakcji-PEC SARS-CoV2-TPC

Cov2 Buffer Mix 19 ul 19 ul 19 wl 19 ul 19 ul
Cov2 Enzyme Mix 1l 1l 1wl 1 1
Internal Control - - - 0,5ul 0,5 ul
(opcjonalnie)
Positive Control - - - - 5ul
RNase free Water 5ul - - - -
Prébka - 5ul - - -
oczyszczonej H,0/
oczyszczonej kontroli - - 5ul - -
wewnetrznej/
oczyszczonego RNA - _ - 5ul -
Objetos¢ reakcji 25 ul 25 ul 25 ul 25-25.5 ul 25-25.5 ul

Uwagi:

1. Jesli producent urzadzenia real time PCR nie zaleca inaczej, reakcje nalezy nastawia¢ w objetosci 25 pl.
2. Wszystkie roztwory nalezy rozmrozi¢, delikatnie wymieszad i krétko odwirowaé. Cov2 Enzyme Mix powinien by¢ trzymany na lo-
dzie, natomiast reakcje moga by¢ przygotowywane w temperaturze pokojowej. Nalezy unikac¢ wielokrotnego (powyzej 2x) rozmra-
zania i zamrazania Cov2 Buffer Mix, poniewaz moze to wptyna¢ negatywnie na czutos¢ reakcji.
3. Przygotowac reakcje PCR zgodnie z powyzsza tabela.

4. Dodac:

. 5 ul wody (kontrola negatywna amplifikacji-NAC),

. 5 ul wody oczyszczonej zgodnie z procedurg izolacji RNA (kontrola negatywna ekstrakcji-NEC),

. 5 ul kontroli wewnetrznej oczyszczonej zgodnie z procedurg izolacji RNA (kontrola pozytywna ekstrakcji-PEC),

. 5 ul oczyszczonego RNA (probka RNA),

. 5 ul Positive Control (kontrola pozytywna SARS-CoV2-TPC).

5. Niedodanie 0,5 pul Internal Control w reakcji kontroli pozytywnej SARS-CoV2-TPC spowoduje otrzymanie sygnatu wytacznie w
kanatach FAM i HEX. W celu otrzymania sygnatu we wszystkich kanatach (FAM, HEX, Cy5), nalezy dodac¢ do reakcji 0,5 pl Internal
Control. Zwiekszenie objetosci reakcji PCR dla prébek RNA i kontroli pozytywnej SARS-CoV2-TPC o 0,5 ul do 25,5 ul nie wptywa
negatywnie na wydajnosc¢ reakcji PCR.

6. Kroétko zwirowaé, aby osadzi¢ roztwory na dnie probowek i usuna¢ pecherzyki powietrza. Przygotowane reakcje umiesci¢ w ter-
mocyklerze zaprogramowanym zgodnie z ponizsza tabela.

Warunki reakcji PCR:

wydtuzanie

Etap Temperatura Czas llos¢ cykli
Odwrotna transkrypcja 50°C 10 min 1
Denaturacja wstepna 95°C 10 min 1
Denaturacja 95°C 15s 40-45
Przytaczanie starteréw/ 60°C 45

Uwagi:

1. Nalezy stosowac standardowe tempo zmian temperatury reakcji PCR (ang. standard ramp, standard mode).
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. Analiza fluorescencyjna w kanatach FAM, HEX, Cy5 powinna by¢ wykonywana przez urzadzenie na koncu etapu wydtuzania. W

kanale FAM wykrywany jest fragment genu RdRp wirusa SARS-CoV-2, w kanale HEX fragment genu N wirusa SARS-CoV-2, nato-
miast w kanale Cy5 kontrola wewnetrzna—egzogenny fragment kwasu nukleinowego.

Interpretacja wynikow:

Rodzaj préobki Kanat FAM Kanat HEX Kanat Cy5 Wynik
Kontrola negatywna amplifikacji-NAC - - - prawidtowy
Kontrola negatywna ekstrakcji-NEC - - - prawidtowy
Kontrola pozytywna ekstrakcji-PEC - - + prawidtowy
Kontrola pozytywna targetu SARS-
CoV2-TPC .
(- Internal Control) + + = prawidtowy
lub
(+ Internal Control) + + +
1 - - + negatywny SARS-CoV2
2 4 4 + pozytywny SARS-CoV2*
3 + - + pozytywny SARS-CoV2*
4 - + + pozytywny SARS-CoV2*
5 + - pozytywny SARS-CoV2*
6 + - - pozytywny SARS-CoV2*
7 - + - pozytywny SARS-CoV2*
8 - - - nieprawidtowy

Uwagi:

1.

Test mozna uznac¢ za wazny/prawidtowy jesli:
kontrola negatywna amplifikacji-NAC nie daje sygnatu w kanatach FAM, HEX i Cy5,
kontrola negatywna ekstrakcji-NEC nie daje sygnatu w kanatach FAM, HEX i Cy5,
kontrola pozytywna ekstrakcji-PEC (w przypadku, gdy oczyszczono Internal Control zgodnie z procedura izolacji RNA) daje sy-
gnat wytacznie w kanale Cy5 (Cy<34),
kontrola pozytywna SARS-CoV2-TPC daje sygnat w kanatach FAM i HEX, gdy nie dodano do reakgji Internal Control (C7+<33)
lub w kanatach FAM, HEX i Cy5, gdy dodano do reakgji Internal Control (C+ we wszystkich kanatach <33).
Prébka RNA jest pozytywna (SARS-CoV2*) i test mozna uzna¢ za prawidtowy jesli:
spetnione s3 warunki punktu 1,
probka daje sygnat w kanale FAM lub kanale HEX (przy wartosci Cy<38) oraz w kanale Cy5 dla kontroli wewnetrznej (Cy<34).
W sytuacjach, gdy reakcja jest silnie dodatnia (SARS-CoV2*), prébka moze dawac staby sygnat lub catkowicie nie dawa¢ sygnatu w
kanale Cy5. Przyczyna tego zjawiska jest wspotzawodnictwo miedzy reakcjami amplifikacji RNA wirusa SARS-CoV-2 i kontroli we-
wnetrznej (Internal Control).
Préobka RNA jest negatywna (SARS-CoV?2') i test mozna uznac za prawidtowy jesli:
spetnione sg warunki punktu 1,
prébka daje sygnat wytacznie w kanale Cy5 (C1<34).
Obecnos$¢ sygnatu fluorescencji w kanale Cy5 dla danej prébki swiadczy o poprawnosci przebiegu procesu izolacji RNA i reakcji
PCR (w przypadku dodania kontroli wewnetrznej do procesu izolacji RNA), badz wytacznie o braku inhibicji PCR (w przypadku do-
dania kontroli wewnetrznej do mieszaniny reakcyjnej PCR). Bardzo wysokie wartosci Ct (>34) w kanale Cy5 moga wskazywac na
czesciowsq inhibicje reakcji PCR. Z kolei catkowity brak sygnatu w kanale Cy5 przy jednoczesnym braku sygnatu w kanatach FAM
lub HEX moze wskazywa¢ na catkowita inhibicje reakcji PCR lub niedodanie RNA do reakcji PCR przy jednoczesnym dodaniu kon-
troli wewnetrznej w procesie izolacji RNA. W takim wypadku zaleca sie 10-krotne rozcienczenie probki lub powtérzenie izolacji
RNA i ponowne wykonanie reakcji PCR.
Brak sygnatu dla kontroli pozytywnej SARS-CoV2-TPC wskazuje na btad w przygotowaniu reakcji PCR.
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