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1. Uéel pouziti

Pro diagnostiku in vitro. Test RIDASCREEN® Rotavirus je enzymova imunoanalyza
urCena ke kvalitativni identifikaci rotavirll ve vzorcich lidské stolice.

2. Souhrn a vysvétleni testu

Rotaviry jsou vyznamnymi patogeny podilejicimi se na nebakterialni gastroenteritidé
u déti ve vékové skupiné od 6 mésicl do 3 let. Mohou byt identifikovany také jako
pfi€ina onemocnéni u starSich déti a dospélych. V rizikovych skupinach — déti, starsi
osoby a imunosuprimovani pacienti — mohou byt tyto infekce fatalni.

Rotavirové infekce se vyskytuji zejména v zimnich mésicich. Byly popsany také
endemie i epidemie s nékolika tisici pacienty. U hospitalizovanych déti s akutni
enteritidou je az 50 % vySetifenych vzork( pozitivnich na rotaviry. Rotaviry jsou
pfenaseny fekalné-oralni cestou a jsou stfevem vylu€ovany ve velkych mnozstvich,
tudiz existuji na novorozeneckych jednotkach a pediatrickych klinikach obavy

z nozokomialnich rotavirovych infekci, které je tézké 1€Cit. To znamena, ze aby bylo
mozné zabranit dalSi infekci, je velmi dulezita spolehliva metoda brzké identifikace
rotaviry.

Rotaviry nebylo mozné detekovat, dokud nebylo umoznéno vySetfovani vzorku
stolice a materialu ze stfevni biopsie pomoci elektronové mikroskopie, dnes uz
standardni identifikacni metody. DalSi vyvoj pfinesl identifikaci in vitro v bunééné
kultufe. Ta pfesto neni pouzivana pfi rutinni identifikaci rotavirt, protoze je tézka

a Casové naro€na. Sérologické testy pomahaji pouze potvrdit diagndzu rotavirové
enteritidy, protozZe IgM protilatky nejsou do 5. dne po zaCatku nemoci detekovatelné.
Brzké stanoveni diagndzy touto metodou je vylouceno.

Test RIDASCREEN® Retrovirus je jednoduché a vysoce senzitivni metoda enzymové
imunoanalyzy, kterd brzy a spolehlivé identifikuje mozné rotavirové antigeny.

V kratS§im ¢ase mohou byt také zpracovany vétsi soubory vzorka.

3. Princip testu

Test RIDASCREEN® Rotavirus vyuziva monoklonalni protilatky v sendvi¢ové metodé.
Povrch jamek na mikrotitracni desti¢ce je potaZzen monoklonalni protilatkou proti
produktu 6. virového genu (VP6). Je to skupinové specificky antigen, ktery se
nachazi na vSech rotavirech, které mohou zplasobovat lidska onemocnéni. Pomoci
pipety je do jamky mikrotitraCni destiCky umisténa suspenze vySetfované stolice,
stejné jako kontrolni vzorky, spolu s biotinylovanymi monoklonalnimi protilatkami
proti rotaviru (konjugat 1) a inkubuje se pfi pokojové teploté (20—25 °C). Po kroku
promyti se pfida konjugat streptavidin polyperoxidazy (konjugat 2) a je znovu
zahajena inkubace pfi pokojové teploté (20-25 °C). Pokud je ve vzorku stolice
pFitomen rotavirus, vytvori se sendvi€ovy komplex sloZeny z imobilizovanych
protilatek, antigent rotaviru a protilatek konjugovanych s komplexem biotin-
streptavidin-peroxidaza. V dalSim kroku promyti je odstranén nepfichyceny konjugat
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streptavidin polyperoxidazy. Pokud je test pozitivni, zméni navazany enzym po
pfidani substratu barvu pfedtim bezbarvého roztoku v jamkach mikrotitracni desticky
na modrou. Pfidani zastavovaciho Cinidla zméni barvu z modré na Zlutou. Extinkce je
pfimo umérna koncentraci rotaviri nachazejicich se ve vzorku.

4. Dodavana c¢inidla

Cinidla v kitu vysta&i na 96 stanoveni.

96 Mikrotitraéni desticka, 12 mikrotitragnich strip(i (které
mohou byt oddéleny) v drzaku na stripy; potazeno
monoklonalnimi (mysimi) protilatkami proti rotaviru

Diluent | 1 100 ml Roztok k fedéni vzork(, roztok NaCl pufrovany proteiny;
pfipraveno k pouziti, modfe obarveno

| Wash buffer| |100 ml Promyvaci roztok, roztok NaCl pufrovany fosfaty (10x
koncentrovany); obsahuje 0,1% thimerosal

Control | + 2ml Pozitivni kontrola; kultura inaktivovanych rotavir(;
pfipraveno k pouZiti

Control | - 2 mi Negativni kontrola (roztok k fedéni vzork(); pfipraveno
k pouziti
\Conjugate | 1\ 13 ml Monoklonalni protilatky (mysi) proti rotaviru konjugované

s biotinem ve stabilizovaném proteinovém roztoku;
pfipraveno k pouZiti, Cervena barva

\ Conjugate | 2 \ 13 ml Konjugat streptavidin polyperoxidazy ve stabilizovaném
proteinovém roztoku; pfipraveno k pouziti, oranzova barva

13ml | Peroxid vodiku / TMB; pFipraveno k pouziti

Stop 12 mi Zastavovaci Cinidlo; 1 N kyselina sirova; pfipraveno

k pouziti

Nebezpecné latky jsou oznaceny v souladu s pfedpisy pro znaceni.
Podrobnosti uvadi bezpecnostni listy (SDS), které jsou k dispozici na strankach
www.r-biopharm.com.

5. Pokyny k uskladnéni

V8echna Cinidla skladujte pfi teploté 2—8 °C a pouZzivejte do data spotieby
vytisténého na pfislusném Stitku. Dodavany nafedény promyvaci roztok skladujte pfi
teploté 2—8 °C a pouzivejte maximalné 4 tydny. Je nutné, abyste zabranili mikrobialni
kontaminaci. Po datu spotfeby jiZz neni platna zaruka kvality.
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Oteviete hlinikovy obal pomoci nGzek, aniz byste u toho roztrhli té&snici sponu.
Veskeré nepotifebné mikrotitracni stripy neprodlené vratte do hlinikového obalu
a skladujte pfi teploté 2—8 °C.

Bezbarvy substrat chrarite také pfed pfimym svétlem, aby se nerozlozil nebo
nezmodral vlivem autooxidace. Jakmile substrat zmodra, nelze jej dale pouzivat.

6. Potfebna €inidla, ktera nejsou soucasti dodavky

6.1 Potrebna cinidla

K provedeni testu RIDASCREEN® Rotavirus jsou potifebna nasledujici
Cinidla:

Destilovana nebo deionizovana voda

6.2 Potrebné laboratorni vybaveni

K provedeni testu RIDASCREEN® Rotavirus je potfebné nasledujici vybaveni:

Testovaci zkumavky

Jednorazové pipety (artikl ¢.: Z0001)

Vortex mixér (volitelny, viz 9.3)

Mikropipeta na objemy 50-100 pl a 1 ml

Odmérny valec (1000 ml)

Stopky

Promyvacka mikrodestiCek nebo multikanalova pipeta (300 pl)
Fotometr na mikrodestiCky (450 nm; referenéni filtr 620—650 nm)
FiltraCni papir (laboratorni ubrousky)

7. Varovani a bezpe€nostni opatieni
Pouze pro diagnostiku in vitro.

Tento test smi provadét vyhradné vyskoleny laboratorni personal. DodrZujte pokyny
pro praci ve zdravotnickych laboratofich. Vzdy striktné dodrzujte uZivatelské pokyny
pro tento test. Vzorky ani €inidla nepipetujte usty a zabrarite jejich kontaktu

s poranénou kUzi a sliznicemi. PFi praci se vzorky pouzijte ochranné pomucky
(vhodné rukavice, laboratorni plast, ochranné bryle) a po dokonéeni testu si umyjte
ruce. Nekufte, nejezte ani nepijte v mistech, kde se zpracovavaji vzorky.
Podrobnosti uvadi bezpe€nostni listy (SDS), které jsou k dispozici na strankach
www.r-biopharm.com.

N
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Kit zahrnuje pozitivni kontrolu obsahujici kulturu inaktivovanych rotavirt. Musite s ni
zachéazet jako s potencialné infekénim materialem v souladu s narodnimi
bezpe€nostnimi pfedpisy, stejné jako se vzorky pacienta.

Promyvaci roztok obsahuje 0,1% thimerosal jako konzervaéni pfipravek. Tato latka
nesmi pfijit do kontaktu s pokozkou ani sliznicemi.

Zajistéte spravnou a zodpovédnou likvidaci vSech Cinidel a materialt po jejich pouziti.
Pfi likvidaci dodrzujte narodni pfedpisy.

8. Odbér a uskladnéni vzorku

Vzorek stolice musi byt odebran co nejdiive b&éhem prvnich tfi dnli po vyskytu
pocatecnich pfiznaku prajmu. Pfed pouzitim skladujte material pro test pfi teploté
2-8 °C. Pokud nejsou vzorky pouzity pro test do 3 dn(, doporucujeme je skladovat
pfi teploté -20 °C a méné. Vyhnéte se opétovnému zmrazovani a rozmrazovani
vzorkl. Po nafedéni vzorku stolice v roztoku k fedéni vzorka v poméru 1 : 11 muze
byt vzorek stolice skladovan pfi teploté 2—8 °C a pouzit do 3 dna (Tab. 1).

Tab. 1: Uskladnéni vzorkl

Nefedéné vzorky stolice Redéné vzorky stolice
2-8 °C <-20°C 2-8 °C
<3dny > 3 dny <3 dny

Vzorky stolice a rektalni vytéry nemaji byt odebirany do transportnich nadob

s obsahem transportniho média s konzervacnimi pfipravky, zvifecim sérem,
kovovymi ionty, oxidacnim Cinidlem nebo detergenty, jelikoz by mohlo dojit

k interferenci s testem RIDASCREEN® Rotavirus. Pokud pouzivate rektalni vytéry,
ujistéte se, ze je mnozstvi materialu stolice pro test dostacujici (pfiblizné 100 mg).

Sledovani kontaktd by mélo zahrnovat testovani vzorkl stolice odebranych
kontaktnim osobam, které nevykazuiji klinické pfiznaky, aby byly rozeznani
asymptomaticti prenaseci.

9. Prubéh testu

9.1 Obecné informace

VSechna Cinidla a mikrotitracni desticka musi pfed pouzitim dosahnout
pokojové teploty (20-25 °C). MikrotitraCni stripy se nesmi vyjmout z hlinikového
obalu, dokud nedosahnou pokojové teploty. Cinidla pfed pouzitim diikladné
promichejte. Po pouZziti skladujte mikrotitrani stripy (v utésnéném obalu) a €inidla
opét pfi teploté 2—8 °C. Pouzité mikrotitrani stripy nelze znovu pouZzit. NepouZivejte
Cinidla ani mikrotitracni stripy, pokud je baleni poSkozené nebo lahvi¢ky protékaji.
Zabrarite pfimému kontaktu vzorkl se slozkami kitu, abyste pfedesli zkfizené
kontaminaci.
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Test nesmite provadét na pfimém slunecnim svétle. DoporuCujeme, abyste
mikrotitracni desticku pfikryli nebo pfes ni umistili pfilnavou folii, a zabranili tak
ztratam odparovanim.

9.2 P¥iprava promyvaciho roztoku

Smichejte 1 dil koncentratu promyvaciho roztoku |Wash buffer| s 9 dily destilované
vody. Pfedtim musi byt pomoci zahfivani ve vodni lazni o teploté 37 °C rozpustény
pripadné krystaly pfitomné v koncentratu.

9.3 Priprava vzorku

Naplrite oznacenou testovaci zkumavku 1 ml roztoku k fedéni vzorku

RIDASCREEN® | Diluent | 1 |. Nasajte vzorek tekuté stolice (asi 100 pl) pomoci
jednorazové pipety (artikl €. Z0001) tésné nad druhou znacku a pfidejte jej do roztoku

v testovaci zkumavce, abyste vytvofili suspenzi. Abyste vytvofili suspenzi z tuhého
vzorku stolice, pfidejte Umérné mnozstvi (asi 50-100 mg) Spachtli nebo
jednorazovym inokula¢nim oCkem.

Homogenizujte suspenzi stolice nasavanim jednordzovou pipetou nebo ji pfipadné
promichejte ve vortex mixéru. Suspenzi nechte kratkou dobu (10 minut) stét, aby se
usadily hrubé Castice stolice, a tento vycCistény supernatant suspenze stolice muzete
pFimo pouzit v testu. Pokud se postup provadi v automatickém systému ELISA, musi
byt supernatant bez ¢astic. V tom pfipadé je doporu¢eno centrifugovat na 2500 G po
dobu 5 minut.

Upozornéni: Vzorky stolice nafedéné v |Diluent|1| mohou byt testovany se
vsemi kity RIDASCREEN® ELISA, pro které se

pouziva |Diluent 1]

9.4 Prvniinkubace

Po vlozeni dostatecného poctu jamek do drzaku stripl pfidejte do jamek 100 pl
pozitivni kontroly , negativni kontroly nebo suspenze vzorku
stolice. Nasledné pidejte 100 pl protilatek konjugovanych s biotinem | Conjugate | 1]
a promichejte (jemnym klepanim na okraj desticky); poté inkubujte 60 minut pfi
pokojové teploté (20-25 °C).

9.5 Promyvani

Peclivé promyti je dllezité, aby bylo dosazeno spravnych vysledkl. Postupujte tedy
striktné dle navodu. Inkubovana latka v jamkach musi byt vyprazdnéna do odpadni
nadoby a likvidovana v souladu s mistnimi pfedpisy. Poté vyklepejte desti¢ku na
savy papir, aby se zbavila zbylé vihkosti. Dale desti¢ku pétkrat promyjte, pokazdé s
300 pl promyvaciho roztoku |Wash buffer|. Po kazdém promyti vyklepejte jamky na
¢ast saveho papiru, ktera je stale sucha a nepouzita, abyste se ujistili, Ze jsou jamky
zcela prazdné.
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Pfi pouziti promyvacky destiCek nebo pIné automatického systému ELISA se ujistéte,
Ze je pristroj spravné nastaven. Pokud je to nutné, vyZadejte si nastaveni od vyrobce.
Pristroje dodavané spole¢nosti R-Biopharm jsou jiZ naprogramovany s platnym
nastavenim a pracovnimi protokoly. Abyste se vyhnuli ucpani promyvacich jehel,
pouzivejte pouze suspenze stolice bez €astic (viz polozka 9.3, PFiprava vzorku).

Také se ujistéte, Zze byla béhem kazdého kroku promyvani nasata veskera tekutina.

9.6 Druha inkubace

Pomoci pipety napliite jamky 100 pl konjugatu streptavidin

polymerazy |Conjugate 12, potom inkubujte 30 minut pfi pokojové teploté (20—
25 °C).

9.7 Promyvani

Promyjte, jak je popsano v polozce 9.5.

9.8 Treti inkubace

Napliite viechny jamky 100 pl substratu | Substrate |. Poté desticku inkubuite
15 minut ve tmé pfi pokojové teploté (20—25 °C). Nasledné naplnte vSechny jamky

50 pl zastavovaciho Cinidla , ¢imz reakci zastavite. Po opatrném promichani
lehkym klepanim na okraji desticky zmérte extinkci pfi 450 nm (volitelné:
450/620 nm).

Upozornéni: Vysoce pozitivni vzorky pacienta mohou vytvorit cerné zbarvené
srazeniny substratu.

10. Kontrola kvality — znamky nestability nebo zkazeni €inidel

Pro ucely kontroly kvality musi byt pokazdé pfi provadéni testu pouzita pozitivni

a negativni kontrola, aby byla zajisténa stabilita Cinidel a spravné provedeni testu.
Test byl proveden spravné, pokud je mira extinkce (OD) negativni kontroly méné nez
0,2 pfi 450 nm (méné nez 0,160 pfi 450/620 nm) a hodnota pro pozitivni kontrolu je
vétSi nez 0,8 pii 450 nm nebo pfi 450/620 nm. Hodnoty negativni kontroly vétSi nez
0,2 (0,160) mohou naznacovat, ze bylo promyti nedostatecné. Odchylka od
pozadovanych hodnot, stejné jako zakaleni nebo modré zbarveni bezbarvého
substratu pred jeho pfidanim do jamek, mize znamenat, ze jsou Cinidla
proexpirovana.
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Pokud nejsou dosazeny stanovené hodnoty, musi byt pfed opakovanim testu
zkontrolovany nasledujici body:

- datum spotieby pouzitych Cinidel;

- funkénost pouzitého vybaveni (napf. kalibrace);

- spravny prubéh testu;

- vizualni kontrola kontaminace nebo Uniku u slozek kitu; roztok substratu, ktery
zmodral, se uz nesmi pouzit.

Pokud nejsou podminky po zopakovani testu stale dosazeny, obratte se na vyrobce
nebo svého mistniho distributora spole¢nosti R-Biopharm.

11. Hodnoceni a interpretace

11.1. Vypocet hodnoty cut-off

Aby byla stanovena hodnota cut-off, je ke zméfené extinkci negativni kontroly
pridano 0,15 jednotky extinkce.

Cut-off = extinkce negativni kontroly + 0,15

11.2. Vysledky testu

Hodnoceni vzorku je pozitivni, pokud je mira extinkce o vice nez 10 % vysS$i nez
vypocitana hodnotu cut-off.

Hodnoceni vzorku je hrani¢ni, pokud je mira extinkce v rozmezi o 10 % niz8i az
0 10 % vyS$Si nez hodnota cut-off. Pokud opakované vySetfeni Cerstvého vzorku
stolice opét spada do Sedé zony, vyhodnoceni vzorku je negativni.

Vzorky s extinkci vice nez 10 % pod vypocitanou hodnotou cut-off jsou povazovany
za negativni.

12. Omezeni metody

Test RIDASCREEN® Rotavirus identifikuje antigeny rotaviru ve vzorcich stolice. Neni
mozné spojovat stanovenou uroven extinkce s vyskytem nebo zavaznosti klinickych
pfriznaku. Ziskany vysledek je vzdy nutné interpretovat v kombinaci s klinickymi
znamkami a pfiznaky.

Pozitivni vysledek nevylu€uje pfitomnost jinych infek&nich patogenda.

Negativni vysledek nevyluCuje moznost infekce rotaviry. Takovy vysledek se mize
vyskytnout z dlivodu intermitentni exkrece viru nebo pfili§ malého mnozstvi antigenu

ve vzorku. Pokud anamnéza pacienta podporuje podezieni na infekci rotaviry, mélo
by byt vySetfeni zopakovano s jinym vzorkem stolice.

Hrani¢ni vysledek maze byt zpisoben nehomogennim rozdélenim virt ve vzorku
stolice. V tomto pfipadé by mélo byt vySetieni zopakovano s druhou suspenzi
stejného vzorku stolice nebo by mél byt vyZzadan druhy vzorek stolice.
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13. Charakteristiky provedeni

13.1 Kvalita testu

Test RIDASCREEN® Rotavirus byl ovéfen srovnanim se tfemi komerénimi kity ELISA
na rotavirus. Pouzité odebrané vzorky se skladaly z Cerstvych vzorkd z daného dne,
odebranych rutinnim laboratornim procesem, a z pfipravenych vzorkd, které byly

v predstihu zamrazeny na teplotu -20 °C k pouziti ve srovnavaci studii. Kazdym kitem
ELISA byla dle pokynl vyrobcu testovana jedna vychozi homogenni suspenze.
Vzorek byl povazovan za pozitivni nebo negativni, pokud souhlasil vysledek dvou ze
tii referencnich testd. Vysledky této studie jsou shrnuty v Tabulce 2.

Tab. 2: Korelace mezi testem RIDASCREEN® Rotavirus ELISA a tfemi jinymi

komercnimi kity ELISA
Konkurenéni kit ELISA

RIDASCREEN® Rotavirus + - Celkem
+ 22 1* 23
- 1* 112 113
Celkem 23 113 136

* Oba vzorky byly negativni v PCR testu rotaviru.

Senzitivita: 95,7 % Specificita: 99,1 %

13.2 Zkiizena reaktivita

Testem RIDASCREEN® Rotavirus ELISA byla vySetfena rozmanita skala
patogennich mikroorganizmu z intestinélniho traktu a nebyla shledana zkrizena
reaktivita.

Tyto studie byly provedeny s bakterialnimi suspenzemi vykazujicimi koncentrace 106
az 10° organizmu na ml. Jsou zde uvedeny supernatanty virovych kultur a toxiny,
stejné jako vzorky stolice. Vysledky této studie jsou shrnuty v Tabulce 3.
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Tab. 3: ZkfiZzena reaktivita s patogennimi mikroogranizmy

o,
Acinetobacter Iwoffii Kultivace DSM 2403 0,078
Aeromonas hydrophila Kultivace DSM 30020 0.068
anaerogenes

Aeromonas hydrophila hydrophila | Kultivace DSM 30016 0,078
Citrobacter sp. Kultivace DSM 30047 0,055
Citrobacter freundii Kultivace DSM 30039 0,090
Enterobacter cloacae Kultivace DSM 30054 0,072
Enterococcus faecalis Kultivace DSM 2570 0,066
Enterococcus faecium Kultivace DSM 20477 0,095
E. coli Kultivace LMU Munich 0,069
E. coli Kultivace LMU Munich 0,082
E. coli Kultivace LMU Munich 0,083
E. hermannii Kultivace DSM 4560 0,054
Lactococcus lactis Kultivace DSM 20481 0,073
Listeria innocua Kultivace DSM 20649 0,078
Proteus mirabilis Kultivace DSM 788 0,053
Proteus mirabilis Kultivace DSM 4479 0,065
Proteus vulgaris Kultivace DSM 30119 0,053
Providencia stuartii Kultivace DSM 6676 0,080
Pseudomonas aeruginosa Kultivace DSM 939 0,065
Pseudomonas fluorescens Kultivace DSM 4358 0,061
Pseudomonas fluorescens Kultivace DSM 50124 0,082
Pseudomonas putida Kultivace DSM 291 0,058
Salmonella agona Kultivace LMU Munich 0,097
Salmonella choleraesuis Kultivace DSM 4224 0,088
Salmonella infantis Kultivace LMU Munich 0,059
Salmonella ohio Kultivace LMU Munich 0,061
Salmonella typhimurium Kultivace DSM 554 0,052
Serratia liquefaciens Kultivace DSM 4487 0,050
Shigella flexneri Kultivace DSM 4782 0,063
Shigella sonnei Kultivace DSM 5570 0,048
Staphylococcus aureus Kultivace DSM 20372 0,063
Streptococcus agalactiae Kultivace DSM 2134 0,078
Streptococcus dysgalactiae Kultivace DSM 20662 0,079
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Streptococcus uberis Kultivace DSM 20569 0,072
E. coli (O157:H-) Kultivace LMU Munich 0,097
E. coli (0116:H21) Kultivace LMU Munich 0,074
E. coli (O111:H-) Kultivace LMU Munich 0,084
E. coli (O22:H8) Kultivace LMU Munich 0,095
E. coli (0O26:H11) Kultivace LMU Munich 0,086
Candida albicans Kultivace ATCC 10231 0,082
Salmonella enteritidis Kultivace DSM 9898 0,065
Campylobacter jejuni Kultivace DSM 4688 0,054
Campylobacter coli Kultivace DSM 4689 0,073
Campylobacter fetus Kultivace DSM 5361 0,064
Helicobacter pylori Kultivace DSM 4867 0,053
Morganella morganii Kultivace DSM 6675 0,053
, Kultivace .
Astrovirus supernatantu Micromun 0,055
Astrovirus Stolice TU Dresden 0,080
Adenovirus sKl;Jgtlavr?\(;fantu Micromun 0,065
Adenovirus Stolice TU Dresden 0,061
_ ) Kontrola sady

Sonda H. pylori :;?g:l\é(_)\g?gri ﬁ!%ﬁiﬁREEN@ 0,082

FemtoLab

Kontrola sady
C. perfringens 50 pg/mi Toxoid C. perfringens 0,058

Enterotoxin A
Shigatoxin STX1 Toxoid ;I(')iti::gologle 0,064
Shigatoxin STX2 Toxoid ;I(')(i(ciz:gologle 0,073
C. sordellii Kultivace tgcBiomics 0,060
C. difficile Kultivace VPI 1640 0,060
Cryptosporidium parvum Kultivace Waterborne Inc. 0,052
Campylobacter Stolice Rutinni laboratof | 0,042
Giardia lamblia Stolice Tl Berlin 0,037
Entamoeba histolytica Stolice Tl Berlin 0,049
Salmonella enteritidis Stolice Rutinni laboratof | 0,066
Sapovirus Stolice TU Dresden 0,062
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13.3 Presnost

Opakovatelnost testu RIDASCREEN® Rotavirus ELISA byla testovana s Sesti
referencemi reprezentujicimi celé méfené rozmezi od slabé po silné pozitivni.

K ur€eni opakovatelnosti uvnitf analyzy bylo analyzovano 40 replikatu téchto

referenci. Kit 1 byla analyzovan referenénim standardem 1 (RS 1) a kity 2 a 3 byly

analyzovany referen¢nim standardem 2 (RS 2). Byly ureny stfedni hodnoty

a variacni koeficienty (CV) pro vSechny tfi Sarze.
K opakovatelnosti v ramci analyz byly v duplikatech analyzovany reference z deseti
riznych pracovnich dnu ve dvou bézich denné. Méfeni byla provedena u tfi Sarzi

tfemi techniky.

Opakovatelnost v ramci Sarzi byla ur€ena pro dvé Sarze (Sarze 2 a 3). Vysledky této
studie jsou uvedeny v Tabulce 4.

Tab. 4: Opakovatelnost a presnost testu RIDASCREEN® Rotavirus ELISA

S Uvnitf analyzy V ramci analyz \v/ re’%r’nci

Stredni _ _ _ _ _ sz-ar2|

hodnota / Kit Kit Kit Kit Kit Kit

CV(%) Sarze 2 |Sarze 3 |Sarzel |Sarze 2 |Sarze 3 Sarze

(RC2) | RC2) | RC1) | RC2) | (RC2) | 2-3

MV 2,279 2,116 2,300 2,206 1,902 2,035 1,968

! CV (%) |482% |9,38% |6,86% |11,78% |20,30% | 18,33 % |19,42 %
MV 1,318 1,311 1,535 1,642 1,273 1,389 1,331

? CV (%) | 8,87 % | 10,67 % | 5,00 % | 14,82 % | 25,42 % | 21,61 % | 23,70 %
MV 1,265 1,184 1,517 1,483 1,117 1,219 1,168

° CV (%) |9,82% |13,36% |5,25% | 15,00 % | 22,68 % | 21,43 % | 22,01 %
MV 0,837 0,660 0,853 1,116 0,710 0,781 0,745

: CV (%) | 10,26 % | 15,12 % | 4,53 % | 17,26 % | 25,81 % | 24,37 % | 25,36 %
MV 0,658 0,544 0,670 0,738 0,548 0,607 0,578

> CV (%) |994% [14,99% |4,85% |17,78% | 25,43 % | 26,14 % | 26,21 %

6 MV 0,373 0,298 0,509 0,532 0,386 0,435 0,411
CV (%) |985% |1538% |7,43% |17,94% | 28,90 % | 27,73 % | 28,87 %

13.4 Analyticka senzitivita

Limit detekce testu RIDASCREEN® Rotavirus ELISA byl uréen pomoci sériového
fedéni vzorku stolice kvantifikovaného imunoelektronovou mikroskopii (IEM). Mé&feni
byla provadéna triplicitné na zakladé titru vird 10,6 x 107 ¢astic/ml. Limit detekce byl
stanoven na 6,63 x 102 virovych ¢astic/ml ve vzorku stolice. Vysledky sériové titrace
jsou uvedeny v Tabulce 5. Berte na védomi, Ze pozitivni hodnota OD kitu ELISA je
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zpusobena intaktnimi virovymi ¢asticemi, ale také fragmenty virli, které nejsou pfi
IEM spocitany.

Tab. 5: Stanoveni analytické senzitivity testu RIDASCREEN® Rotavirus ELISA

IEM RIDASCREEN® Rotavirus
Virové ¢astice/ml Stredni hodnota

[OD 450]
5,3 x 106 4,036 pozitivni
5,3 x10° 4,043 pozitivni
2,65 x 10° 4051 pozitivni
1,325 x 10° 4,060 pozitivni
0,663 x 10° 3,140 pozitivni
5,3 x 10* 2,022 pozitivni
2,65 x 10* 0,788 pozitivni
1,325 x 104 0,451 pozitivni
0,663 x 10* 0,240 pozitivni
0,332 x 10* 0,124 negativni
0,165 x 10* 0,049 negativni

13.5 Interferujici latky

Nasledujici seznam obsahuje latky, u kterych nebyl v popsanych koncentracich
zaznamenan vliv na vysledek testu, kdyz byly pfimichany do rotavirus pozitivniho
a rotavirus negativniho vzorku stolice.

Hleny 5,0 % w/w Diklofenak 0,00263 % v/w
Lidské& krev 5,0 % viw Cyklaméat 5,0 % v/iw
Siran barnaty 5,0 % wiw Kombinace kyseliny 40 % wiw
Loperamid 5,0 % wiw SEErETE (1:1)

a palmitové
Pepto-Bismol 5,0 % viw Metronidazol 5,0 % viw

0,5% roztok
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14. Historie verze

Cislo verze Kapitola a navrh

2017-04-20 Predchozi verze

2019-07-08 Obecné revize

4. Dodavana Cinidla

8. Odbér a uskladnéni vzorku
9.2. Pfiprava myciho roztoku
9.5 Promyvani

15. Vysvétleni symbolu

VSeobecné symboly

Pro diagnostiku in vitro

[1i] Prostuduijte si navod k pouziti
Cislo sarze

& Pouzitelny do

X Skladovaci teplota

Cislo vyrobku

Y/ Podet testll

ﬂ Datum vyroby

ad Vyrobce
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Symboly specifické pro test

Mikrotitragni desticka
Roztok k fedéni vzorku
| Wash buffer | Promyvaci roztok
Pozitivni kontrola
Negativni kontrola

\ Conjugate |1 \ Konjugat 1

\ Conjugate |2 \ Konjugat 2

Substrate Substrat

Stop Zastavovaci Cinidlo
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