Analyza RNA viru SARS-CoV-2 na Biofyzikalni
Metodika kvantitativni polymerazove

Hemagglutinin-esterase
dimer (HE)

Envelope
RNA and N protein

E-Protein

Prijem 160 vzorki RNA denné

2) Prepis RNA do cDNA a nasledna qPCR reakce

na pristrojich typu Quantstudio 5 (Applied
termocykler (qPCR pro 96 vzorkl v jednom béhu).

MtiZze pomoci testovat 4-5 dobrovolnikt (Ph.D. studenti
a védci).

InfekEni materidl musi odebrat, zpracovat a dodat kliniky,
které za pomoci automatickych robotickych nastrojti
izoluji virovou RNA.

Na BFU jsme schopni provadét testy u jiz neinfekéni
RNA, izolované z viru SARS-CoV-2.



Princip kvantitativni polymerazové retézové reakce (qPCR)

Kroky 1 az 3 se opakuji 30-40x
cDNA ziskana reverzni
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Kroky 1 az 3 se opakuji 30-40x na PCR cykleru.
Vysledkem je (pozitivita) nebo neni (napf. nepfitomnost viru) PCR produkt

o Denaturation at 94-96°C \

o Annealing at ~68°C
€) Elongation at ca. 72°C

i

2. Assay RARP_SARSr




Testovani pritomnosti SARS-CoV-2

> PCR primery
Biofyzikalni ustav, AV CR, v.v.i. )
ndzev  lsekvence Jkoncentrace vPCR |
s : : GTGARATGGTCATGTG
I. RNA na testovani ziskana z nemocnice, metoda izolace TGGCGG 400 nM
RNA nebyla optimalizovana CARATGTTAAASACAC .
TATTAGCATA

FAM-
CAGGTGGAACCTCATC 200 nM
AGGAGATGC-BHQ1

ACAGGTACGTTAATA
GTTAATAGCGT

2. Optimalizace detekce pritomnosti SARS-CoV-2 pomoci
primert a metodiky ziskané z Generi Biotech s.r.o.

3. Nejedna se o CE IVD kity

4. Jedna se o assaye pro cilové sekvence dle protokolu
Charité (Berlin) modifikované dle soucasného pouziti ve
Fakultni nemocnici Hradec Kralové + ovéfeny OneStep
RT-qPCR MasterMix s interni pozitivni kontrolou.

5. Testy s témito komponentami jsou v soucasné¢ dobé
provadény v laboratofich Fakultni nemocnice Hradec chircTECC:GCAGTAC 400 nM
Kralové pro detekci SARS-CoV-2, kde je vyuZivana
detekce virovetho E genu a pozitivni vysledek
konfirmovan RdRP genem podle sekvenci protokolu
Charité Berlin.

E_Sarbeco_F1 400 nM

FAM-
ACACTAGCCATCCTT
ACTGCGCTTCG-
BHQ1

E_Sarbeco_P1 200 nM



1. Assay E_Sarbeco 2. Assay RARP_SARSr
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tep RT-PCR MasterMixu:

Buffer (520 pl) pridat do zkumavky Pprava OneStep
s enzymem (reverzni transkriptaza)

Pfiprava
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B:Priprava kompletni assay:

1) RT: 42°C/30 min

2) 95°C/3min

3) Preamplifikace: 12 cykl: 95°C/10s,
60°C/25s

4) 95°C/3 min

5) Amplifikace: 40 cykld: 95°C/10 sec,
60°C/25s

bez rezervy
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o Vlastni analyza RNA vzorku
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SARS-CoV-2 test
Samples from 23. 3. Generi kit, E_SAR primers, Exp. 29.3.2020
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| | Vysledky zpracoval: Dr. Ales Kovarik
Negative controls Positive patients Dr. Denisa Komtrkova
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