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SARS-CoV-2 Blue-LAMP Detection KIT

SARS-CoV-2 Blue-LAMP Detection KIT jest przeznaczony do wykrywania koronawirusa SARS-CoV-2
w prébkach od pacjentow z objawami zakazenia COVID-19. Oczyszczony materiat genetyczny wirusa
Zz wymazow z gardzieli, noso-gardzieli, sliny itp. jest amplifikowany za pomoca reakcji LAMP - izotermicznej
amplifikacji kwaséw nukleinowych i wykrywany kolorymetrycznie, poprzez zmiane koloru reakcji z bezbarwnej
na niebieska. ldentyfikacja wirusa nastepuje na podstawie amplifikacji silnie konserwowanego rejonu w genie
ORF1ab charakterystycznego dla SARS-CoV-2. Dodatkowo zestaw zawiera kontrole specyficzng dla ludzkiego
genu ACTB (gen kodujacy beta-aktyne), co pozwala zweryfikowac jednoczesnie prawidtowos¢ pobranego
wymazu i jako$é oczyszczanego RNA, oraz kontrole pozytywna reakcji do sekwencji faga Lambda, ktéra pozwala
na potwierdzenie poprawnosci wykonania testu. Zestaw nie wykazuje reakcji krzyzowych wobec innych
mikroorganizmow wywotujacych choroby uktadu oddechowego.
Czuto$é¢ metody amplifikacji LAMP szacowana jest na 100 kopii czasteczek RNA. W przypadku probek
z mniejszg iloscig kopii RNA wirusowego poleca sie stosowa¢ SARS-CoV-2 qRT-PCR Detection KIT (Nr kat.
E0430).

Sktadnik Nr kat. E0460-01 Nr kat. E0460-02
50 reakciji po 25 pul 500 reakc;ji po 25 pl
BlueLAMP Master Mix (2x) 625 10 x 625

brazowa probowka (Chronic¢ przed

LAMPCov 10x Primer Mix 125 ul 5x 250 ul
z6tta nakretka
ACTB 10x Primer Mix 63 ul 5x125 ul

niebieska nakretka

Lambda 10x Primer Mix 35 ul 5x70ul

pomaranczowa nakretka

Lambda 5x Positive Control 63 ul 625 ul
czarna nakretka

RNase free Water 500 pl 5 x 1000 pl

przezroczysta nakretka

Zawartos¢ zestawu:

Wszystkie sktadniki zestawu nalezy przechowywac w temperaturze -20°C.
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Przygotowanie prébki pobranej od pacjenta.

RNA z wymazu, $liny badzZ innej wydzieliny nalezy wyizolowa¢ przy pomocy zestawéw dedykowanych do
oczyszczania RNA wirusowego. Nalezy postepowac zgodnie z instrukcjg zalecang przez producenta zestawu
jednak do elucji zaleca sie uzycie wody wolnej od Rnaz ze wzgledu na pH zalezny barwnik zawarty w buforze

Sktadnik reakciji Kontrola negatywna | Kontrola pozytywna Kontrola proébki Reakcja wtasciwa
Master Mix N P A C
Bez matrycy Lambda DNA ACTB SARS-Cov-2

BlueLAMP Master Mix 12,5 pl 12,5 pl 12,5 pl 12,5 pl
LAMPCov 10x Primer Mix 2,5 ul - - 2,5 ul
ACTB 10x Primer Mix - - 2,5 ul -
Lambda 10x Primer Mix - 2,5ul -
RNase free Water 5ul 5ul 5ul 5ul
Objetos¢ Master Mix 20 20 ul 20 20 ul
RNase free Water S5ul - - -
Lambda 5x Positive Control - 5ul - -
Prébka oczyszczonego RNA - - 5ul 5ul
od pacjenta
Objetosc reakcji 25 ul 25 ul 25 ul 25 ul
reakcyjnym.

Przygotowanie reakcji PCR:

1. Okresli¢ ilos¢ nastawianych reakcji. W kazdym cyklu testowym nalezy nastawicé:
« Kontrole pozytywna P minimum 1 reakcja
« Kontrole negatywng N minimum 1 reakcja
« Kontrole probki A w ilosci badanych prébek
« Reakcje witasciwg C w ilosci badanych prébek
Kazda probka pacjenta powinna by¢ przetestowana na obecno$¢ RNA SARS-Cov-2 oraz genu ACTB
(kodujacego beta-aktyne).

2. Po rozmrozeniu wszystkie sktadniki reakcji dobrze wymiesza¢ przez wielokrotne pipetowanie. Reakcje
powinny by¢ przygotowywane na lodzie lub w bloku chtodzacym. Przygotowaé Master Mix'y reakcyjne
w zaleznosci od ilosci reakcji wedtug tabeli powyzej. Sktadniki Master Mix nalezy wymieszaé poprzez
wielokrotne pipetowanie. Nie nalezy ,worteksowac¢” mieszaniny.

3.  Poporcjowac¢ Master Mix do probéwek typu “strip” lub na ptytke przenoszac po 20 ul roztworu. Nalezy
unikac¢ spienienia. Usuna¢ z miejsca pracy wszystkie niepotrzebne juz sktadniki reakcji aby nie doszto
do ich kontaminaciji.

4. Przygotowad reakcje w nastepujacej kolejnosci:

N—Kontrola negatywna: doda¢ 5 pl wody i zamknac¢ probéwke aby unikngé zanieczyszczenia
przez RNA pacjenta.

P— Kontrola pozytywna: dodaé¢ 5 ul Lambda 5x Positive Control.

A— Prébki RNA pacjentéw: dodaé po 5 ul oczyszczonego RNA i zamknaé probowki.

C— Prébki RNA pacjentéw: dodaé po 5 ul oczyszczonego RNA i zamkna¢ probéwki.

5. Przygotowane reakcje wstawic¢ do bloku grzewczego podgrzanego do 65°C na 40 minut. Zaleca sie uzy-
wanie termocyklera z grzang pokrywa aby uniemozliwi¢ parowanie reakgcji.

6. Po zakonczonej reakcji nalezy chtodzi¢ prébki do temperatury pokojowej. Nie otwiera¢ probowek!
Po 15 minutach mozna wizualnie oceniaé¢ zmiane koloru w stosunku do kontroli negatywnej. Wyniki
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Analiza wynikow

Kontrola negatywna N | Kontrola pozytywna P Kontrola prébki A Reakcja wtasciwa C Wynik
- + + + Pozytywny
SARS-CoV-2
- + + - Negatywny
SARS-CoV-2

=  Reakcja z amplifikacjag DNA

=  Brak amplifikacji

Aby odczyta¢ wtasciwe zabarwienie nalezy schtodzi¢ prébki do temperatury pokojowej i odczeka¢ 15 min.
Tylko konfiguracja wynikéw ujeta w tabeli uwazana jest za poprawng, kazdy inny wynik jest nieprawidtowy
a badanie nalezy powtdrzyé. Odcienie btekitu mogg sie rézni¢ w zaleznosci od ilosci materiatu poczatkowego,
od bardzo jasnego do bardzo ciemnego niebieskiego. W wyniku reakcji amplifikacji DNA powstaje zmetnienie,
jest to efekt niezalezny od zmiany koloru i wystepuje we wszystkich prébkach pozytywnych (niebieskich).
Kontrola negatywna nie ma efektu zmetnienia i pozostaje bezbarwna. Wyniki mozna odczytywaé przez
24 godziny od zakonczenia reakcji. W miare uptywu czasu kolor uzyskuje wiekszg intensywnosc¢. Ze wzgledu
na wrazliwo$¢ barwnika zawartego w buforze reakcyjnym nalezy unika¢ bezposredniej ekspozycji reakcji na
Swiatto UV.

Opis: N—kontrola negatywna; P—kontrola pozytywna; Al- kontrola prébki pacjent 1, C1—reakcja
wtasciwa pacjent 1; A2—kontrola prébki pacjent 2, C2—reakcja wtasciwa pacjent 2; A3—kontrola
prébki pacjent 3, C3—reakcja wtasciwa pacjent 3
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