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1. Uéel pouziti

K diagnostickému pouZiti in vitro. Test RIDA®UNITY EHEC/EPEC provadény na
platformé RIDA®UNITY je multiplex real-time PCR metoda k pfimé kvalitativni detekci
DNA virulentnich faktord EHEC, STEC, EPEC a EIEC/Shigella spp.

v nezpracovanych vzorcich lidské stolice a kultivacnich vzorcich osob se znamkami
a pfiznaky akutni gastroenteritidy.

Test RIDAPUNITY EHEC/EPEC je uréen k podpore diferencialni diagnostiky infekci
E. coli (EHEC, EPEC, STEC a EIEC/Shigella spp.) u pacientu s pfiznaky
gastroenteritidy ve spojeni s dalSimi klinickymi a laboratornimi nalezy.

Negativni vysledky nevyluCuji infekci bakterii E. coli (EHEC, EPEC, STEC nebo
EIEC/Shigella spp.) a nesmi slouZzit jako jediny podklad pro stanoveni diagndzy.

Tento produkt je urCen pro profesionalni pouziti.

2. Souhrn a vysvétleni testu

Prujmova onemocnéni jsou zavaznym zdravotnim problémem a ro¢né zpusobuiji
priblizné 1,7 miliardy pfipadt onemocnéni u déti na celém svété.(") Podle Svétové
zdravotnické organizace (WHO) jsou tato onemocnéni zejména v rozvojovych
zemich s pfiblizné 525 000 umrtimi ro¢né druhou nej¢astéjsi pfiCinou umrti déti do

5 let.(V) Jednim z nej¢astéjSich bakterialnich patogent prijmového onemocnéni je
Escherichia coli.(?)

E. coli je gramnegativni, laktézu fermentujici, pohybliva bakterie a patfi k rodiné
Enterobacteriaceae. Bézné obyva gastrointestinalni trakt, ale zejména v rozvojovych
zemich maze zpusobovat prijmova onemocnéni s vysokou morbiditou a mortalitou
u déti. Na zakladé charakteristik bakterialni virulence, epidemiologie a klinickych
projevu byly identifikovany nasledujici tfidy E. coli vyvolavajici prajem:
enteropatogenni E. coli (EPEC), enterotoxicka E. coli (ETEC), enterohemoragicka
E. coli (EHEC), enteroinvazivni E. coli (EIEC) a enteroagregacni E. coli (EAEC).
VSechny tyto patotypy E. coli vyvolavajici prijem se mohou prenaset fekalné-oralni
cestou.®®

Mezi stfevnimi patogennimi bakteriemi E. coli ziskaly zvlastni vyznam
enterohemoragické E. coli (EHEC). Jsou podskupinou E. coli produkujicich Shiga
toxin nebo verotoxin (STEC nebo VTEC). Patogenitu STEC Ize vysledovat v jejich
schopnosti kolonizovat stfevo pfilnutim ke stfevnim epitelialnim bunkam. Po
kolonizaci jsou bakterie schopny produkovat dva cytotoxiny: verotoxin 1 a 2.
Vzhledem k podobnosti verotoxini se Shiga toxinem bakterie Shigella dysenteriae se
VTEC nazyvaiji také STEC. DalSimi dulezitymi diagnostickymi faktory patogenity
EHEC jsou nejen stx1/stx2 (geny kddujici Shiga toxin), ale také gen eae (gen E. Coli
pro pfipojeni a smazani), ktery kéduje intimin, membranovy protein. Tento
membranovy protein je odpovédny za pfilnuti patogenu ke stfevnim epitelialnim
burikam.® Klinické pfiznaky, které mohou byt zptiisobeny EHEC/STEC u lidi se
pohybuji v rozsahu od krvavého prijmu az k hemolyticko-uremickému syndromu
(HUS). % Zdrojem infekce jsou zejména kontaminovana jidla, pfi¢emz infekci
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EHEC/STEC muze zpusobit méné nez 1000 bakterii. Nejhorsi s jidlem spojena
nakaza zpusobena STEC v Némecku propukla v roce 2011. Vysledkem této nakazy
bylo 3816 identifikovanych infekci STEC a 54 umrti, z nichz 32 bylo spojeno

s HUS.®)

O enteropatogenni E. coli (EPEC) je znamo, Zze zpusobuje pediatricka prajmova
onemocnéni, zejména v rozvojovych zemich.® EPEC Ize odliSit od EHEC

vodnaty prujem, bolest bficha, nevolnost, zvraceni a horeCka. Infekéni davka

u zdravych dospélych &ini zhruba 108 organism(.®

Enteroinvazivni E. coli (EIEC) a Shigella spp pravdépodobné zpusobuji prijmova
onemocnéni po celém svété, zejména v rozvojovych zemich. Jedna se

0 gramnegativni bakterie, které jsou jedna s druhou uzce biochemicky a geneticky
spjaté.®) Patogenita bakterii EIEC a Shigella spp. je zaloZena na invazi stfevnich
epitelialnich bunék pomoci plazmidl a na jejich destrukci. Za tento proces jsou
odpovédné produkty invazivniho plazmidového antigenu H genu (ipaH). Tento gen je
dllezity pro detekci EIEC/Shigella spp., coz umozriuje odlisit tento patogen od
EHEC. Propuknuti infekci EIEC/Shigella spp. je pravdépodobné zpusobeno hlavné
jidlem a infekce se projevuje prdjmem, bolesti bficha, nevolnosti a horec¢kou.®

3. Princip testu

Test RIDA®UNITY EHEC/EPEC je multiplex real-time PCR metoda k pfimé
kvalitativni detekci a diferenciaci genu u virulentnich faktord EHEC, STEC, EPEC

a EIEC/Shigella spp. v lidské stolici nebo kultivacnich vzorcich.

Zpracovani je plné automatizovano pomoci systému RIDAPUNITY. Nukleové
kyseliny se nejprve extrahuji pomoci soupravy RIDAPUNITY Universal Extraction Kit
a Internal Control Kit.

Cilova sekvence se vzdy detekuje v jednokrokovém real-time RT-PCR formatu

(i s testy DNA), to znamena, ze reverzni transkripce (RT) a nasledné PCR se provadi
v jedné reakcni lahvicce. Pfi tomto procesu se izolovana RNA (je-li pfitomna)
prepisuje do cDNA pomoci reverzni transkriptazy. Specifické genové fragmenty
virulentnich faktor( stx1/stx2, eae a ipaH jsou poté amplifikovany pomoci real-time
PCR.

Amplifikované cilové sekvence se detekuji pomoci hydrolyza¢nich sond, které jsou
na jednom konci oznaceny zhase€em a na druhém fluorescen¢nim reportérovym
barvivem (fluoroforem). Sondy hybridizuji s amplikonem za pfitomnosti cilové
sekvence. Béhem extenze

Taq polymeraza oddéli reportér od zhaseCe. Reportér emituje fluorescencni signal,
ktery je detekovan optickou jednotkou pfistroje pro real-time PCR. Fluorescencni
signal se zvySuje s mnozstvim vytvofenych amplikond. Aby bylo mozné zkontrolovat
pripravu vzorku nebo pfipadnou PCR inhibici, musi byt sou¢asné pouzita souprava
RIDAPUNITY Internal Control Kit.
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4. Dodavana cinidla

Cinidla v soupravé vysta&i na 96 stanoveni*.

Tabulka 1: Dodavana dinidla

N I I

UNZ2205RM [Reaction Mix| 1935 L ilt;t:uzpltrllpraveno
UNZ2205EM ‘ Enzyme Mix‘ 1% 350 plL iepr:ﬁ;:; pfipraveno
UNZ2205PC | Positive Control | 1% 200 pL rknFc:;llrjéz,it?Fipraveno
UNZ2205NC [Negative Control] 1x 450 pL El’lpéo,up;iitpl?raveno

* PFi opakovaném pouZiti a v menSich sériich se mze pocet reakci snizit.

5. Pokyny k uskladnéni

- Dodrzujte pokyny k manipulaci uvedené v tabulce 2 a uskladnéte soupravu
bezprostfedné po pouziti v souladu s uvedenymi informacemi.

- V8echna cCinidla musi byt uskladnéna mimo dosah svétla, pfi teploté -16 °C az
-28 °C. Pokud zlstanou neoteviena, Ize je pouzivat az do data pouZitelnosti
vytisténého na Stitku. Po uplynuti data pouzitelnosti pfestava zaruka kvality platit.

- V8echna ¢inidla je tfeba pfed pouzitim dikladné rozmrazit (napf. v chladni¢ce pfi
teploté 2-8 °C).

- Opakované zmrazeni a rozmrazeni az 8krat neovlivni vlastnosti testu.

Tabulka 2: Podminky uskladnéni a souvisejici informace

Teplota pro uskladnéni Maximalni doba uskladnéni

Lze pouzivat do vytisténého data

neoteviené -16 °C az -28 °C .. .
pouzitelnosti.

oteviené -16 °C az -28 °C 8 cykll zmrazeni a rozmrazeni

4 2022-06-14 RIDA®UNITY EHEC/EPEC



6. Potfebna Cinidla, ktera nejsou soucasti dodavky

Test RIDA®UNITY EHEC/EPEC multiplex real-time RT-PCR je uréen vyhradné
k pouziti se systémem RIDA®PUNITY. Ke spravnému pouZiti jsou bezpodmineéné
nutné nasledujici produkty:

6.1 Cinidla
K provedeni testu RIDAPUNITY EHEC/EPEC jsou potfebna nasledujici ¢inidla:

Cislo polozky
® . . .
Souprava RIDA®PUNITY Universal Extraction Kit UN00O1
(R-Biopharm AG)
Souprava RIDA®PUNITY Internal Control Kit

(R-Biopharm AG) UNOO10

6.2 Laboratorni vybaveni
K provedeni testu RIDAPUNITY EHEC/EPEC je potfeba nasledujici vybaveni:

Systém RIDAPUNITY; &islo polozky: ZUNITY (R-Biopharm AG)

Spotiebni material RIDA®UNITY ($picky, desticky, reakéni lahvicky, folie). Viz
pokyny k pouziti systému RIDA®PUNITY, informace pro objednavani spotfebniho
materialu

Vortex
Stolni odstredivka

Jednorazové rukavice bez pudru
Externi cykler (mozné vylepseni systému)
CFX96™ Dx (Bio-Rad)

Soupravu RIDA®UNITY EHEC/EPEC Ize pouzit ve spojeni s jinymi kompatibilnimi
cyklery. Alternativni pfistroje pro real-time PCR musi byt ovéfeny/validovany
uzivatelem. Chcete-li ovéfit kompatibilitu, kontaktujte spole€nost R-Biopharm AG na
adrese pcr@r-biopharm.de.

RIDA®UNITY EHEC/EPEC 2022-06-14
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7. Varovani a bezpecnostni opatreni pro uzivatele

K diagnostickému pouziti in vitro.

Tento test smi provadét vyhradné kvalifikovany laboratorni personal. DodrzZujte
pokyny pro praci ve zdravotnickych laboratofich.

Pfi provadéni tohoto testu vzdy striktiné dodrzujte provozni pfiru¢ku.

Nepipetujte vzorky ani Cinidla usty. Zabrante kontaktu s poSkozenou pokozkou

a sliznicemi.

Pfi manipulaci s Cinidly a vzorky pouzivejte osobni ochranné prostfedky (vhodné
rukavice, laboratorni plast, ochranné bryle) a po dokoncCeni testu si umyjte ruce.

V mistech, kde se manipuluje se vzorky, nekurte, nejezte ani nepijte.

Vyhnéte se kontaminaci vzorku a soucasti soupravy mikroby a nukleazami
(DNaza/RNaza).

Na klinické vzorky se musi pohlizet jako na potencialné infek¢ni a je nutné je vhodné
likvidovat, stejné jako vSechna Cinidla a materialy, které pfichazeji do styku

s potencialné infek&nimi vzorky.

Nezaménujte ani nemichejte soucasti (Reaction Mix, Enzyme Mix, Positive Control,
Negative Control) jedné Sarze soupravy se soucastmi jiné Sarze.

Testovaci soupravu Ize pouzivat 8 tydn po prvnim otevieni (soupravu Ize znovu
pouzit az 6krat). Nepouzivejte testovaci soupravu po datu pouzitelnosti. Tyto
specifikace jsou rovnéz kontrolovany systémem RIDAPUNITY.

Uzivatelé jsou zodpovédni za spravnou likvidaci vdech pouzitych Cinidel a materialu.
Pfi likvidaci dodrzujte narodni pfedpisy.

DalSi podrobné informace o bezpecénostnich listech (Safety Data Sheet, SDS)
muzete nalézt pod Cislem polozky na strankach
https://clinical.r-biopharm.com/search/.

Pro uzivatele v Evropské unii: VeSkeré zavazné nezadouci ucinky souvisejici s timto
produktem nahlaste spole¢nosti R-Biopharm AG a pfisluSnym statnim organtm.

Souhrn informaci o bezpec€nosti a funkéni zpusobilosti (SSP) pro tento produkt bude
k dispozici na weboveé strance https://ec.europa.eu/tools/eudamed, jakmile bude
spusténa Evropska databaze zdravotnickych prostfedkd (EUDAMED). V této
databazi vyhledejte prostfedek pomoci identifikatoru UDI-DI umisténého na vnéjSim
baleni prostfedku.
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8. Odbér a uskladnéni vzorki

Za ucelem dosazeni co nejlepsi vykonnosti testu RIDA®UNITY EHEC/EPEC se
doporucuje pouzivat Cerstvy vzorek.

Vyhnéte se op&tovnému zmrazovani a rozmrazovani vzorku.

Neodebirejte vzorky stolice do transportnich nadob s obsahem transportniho média
s konzervacnimi pfipravky, zvifeciho séra, kovovych iontl, oxidaénich Cinidel nebo
detergentl, protoZe takové latky mohou interferovat s testy RIDAPUNITY.

Aby se zabranilo opakovanému rozmrazovani a zmrazovani, doporu€ujeme pfipravit
ze vzorku alikvoty. Zmrazené vzorky rozmrazujte bezprostfedné pred extrakci, aby
se zabranilo degradaci nukleové kyseliny.

Postupujte podle pokynl k uskladnéni uvedenych v tabulkach 3 az 6.

Tabulka 3: Uskladnéni vzorkl - detekce EHEC

Nativni vzorky - stolice

20-25 °C 2-8°C -20°C/-80 °C
<7dnd <7dna < 6 mésicu

Nativni vzorky - kultura |
20-25 °C 2-8°C -20 °C/-80 °C
<1den <1 den -

V eluatu (ze stolice nebo kultury)
30 °C 2-8 °C -20 °C
< 24 hodin < 36 hodin <7dnd

Pfi uskladnovaci teploté -20 °C / -80 °C nema opakované zmrazeni/rozmrazeni
vzorku stolice, provedené az 5krat, vliv na testovaci vlastnosti.

Pfi uskladnovaci teploté -20 °C nema opakované zmrazeni/rozmrazeni eluatu (ze
stolice nebo kultury), provedené az 3krat, vliv na testovaci vlastnosti.

Nepéstuijte kultury z dfive zmrazené stolice, protoze zmrazeni silné ovliviiuje rastové
charakteristiky patogent a mlize potencialné zpUsobit faleSné negativni vysledky.

RIDA®UNITY EHEC/EPEC 2022-06-14 7



Tabulka 4: Uskladnéni vzorkU - detekce STEC

Nativni vzorky - stolice

20-25°C 2-8°C -20°C/-80°C
<7dnd <7dna < 6 mésicu

Nativni vzorky - kultura |
20-25°C 2-8°C -20°C/-80 °C
<1den <1 den -

V eluatu (ze stolice nebo kultury)
30 °C 2-8°C -20 °C
< 24 hodin < 36 hodin <7dnd

Pfi uskladnovaci teploté -20 °C / -80 °C nema opakované zmrazeni/rozmrazeni
vzorku stolice, provedené az 5krat, vliv na testovaci vlastnosti.

Pfi uskladnovaci teploté -20 °C nema opakované zmrazeni/rozmrazeni eluatu (ze
stolice nebo kultury), provedené az 3krat, vliv na testovaci vlastnosti.

Nepéstuijte kultury z dfive zmrazené stolice, protoze zmrazeni silné ovliviiuje rastové
charakteristiky patogenu a maze potencialné zpusobit faleSné negativni vysledky.

Tabulka 5: Uskladnéni vzorkl - detekce EPEC

Nativni vzorky - stolice

20-25 °C 2-8 °C -20°C/-80°C
<7 dnu <7 dnu < 6 mésicl

Nativni vzorky - kultura
20-25°C 2-8°C -20°C/-80 °C
<1den <1den -

V eluatu (ze stolice nebo kultury)
30 °C 2-8°C
< 24 hodin < 36 hodin

Pri uskladnovaci teploté -20 °C / -80 °C nema opakované zmrazeni/rozmrazeni
vzorku stolice, provedené az 5krat, vliv na testovaci vlastnosti.

-20 °C
<7 dnl

Pfi uskladnovaci teploté -20 °C nema opakované zmrazeni/rozmrazeni eluatu (ze
stolice nebo kultury), provedené az 3krat, vliv na testovaci vlastnosti.

Nepéstujte kultury z dfive zmrazené stolice, protoZze zmrazeni silné ovliviiuje rastové
charakteristiky patogenu a maze potencialné zpusobit faleSné negativni vysledky.
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Tabulka 6: Uskladnéni vzorku - detekce EIEC/Shigella spp.

Nativni vzorky - stolice

20-25°C 2-8°C -20°C/-80 °C
<1den <7dna < 6 mésicu

Nativni vzorek - kultura |
20-25°C 2-8°C -20°C/-80 °C
- <1den -

V eluatu (ze stolice nebo kultury)
30 °C 2-8°C -20 °C
< 24 hodin < 36 hodin <7dnd

Pfi uskladnovaci teploté -20 °C / -80 °C nema opakované zmrazeni/rozmrazeni
vzorku stolice, provedené az 5krat, vliv na testovaci vlastnosti.

Pfi uskladnovaci teploté -20 °C nema opakované zmrazeni/rozmrazeni eluatu (ze
stolice nebo kultury), provedené az 3krat, vliv na testovaci vlastnosti.

Nepéstuijte kultury z dfive zmrazené stolice, protoze zmrazeni silné ovliviiuje rastové
charakteristiky patogenu a maze potencialné zpusobit faleSné negativni vysledky.

8.1 Priprava DNA ze vzork stolice a kultivacnich vzorkd

K izolaci DNA ze vzorku stolice a kultivaénich vzorkt pouzijte soupravu RIDAPUNITY
Universal Extraction Kit. Postupujte pfesné podle navodu k pouziti soupravy
RIDAPUNITY Universal Extraction Kit (¢ast: Priprava nukleovych kyselin ze vzorku
stolice; Cast: Ptiprava nukleovych kyselin z kultivaénich vzorka).
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9. Prubéh testu

Na zacdatku pouzivani umistéte vzorky i ¢inidla soupravy RIDA®UNITY EHEC/EPEC
do systému RIDAPUNITY.

PFedtim pomoci vortexu dostateéné promichejte reakéni smés | Reaction Mix |,
negativni kontrolu | Negative Control | a pozitivni kontrolu | Positive Control |.
Enzymovy mix | Enzyme Mix | ve vortexu nepromichavejte. Poté véechny sougasti
kratce odstredte.

PCR zkumavky pro vySetfované vzorky musi byt pfedem umistény v integrovaném
PCR cykleru.

Ke spravnému naplnéni systému Cinidly a spotfebnim materialem jsou k dispozici
prenosné nadobky. PFi pInéni postupujte podle pokynt systému RIDAPUNITY.
Dodrzujte ptislusné ¢asti v priruéce pro systém RIDAPUNITY (¢ast: Provedeni cyklu).

Test RIDAPUNITY EHEC/EPEC Ize pouzit pouze v kombinaci se soupravou
RIDA®UNITY Internal Control Kit. To umozZiuje v¢as rozpoznat potencialni PCR
inhibici, ovéfit integritu Cinidla a potvrdit uspéSnou extrakci nukleové kyseliny. Postup
je popsan v navodu k pouziti soupravy RIDAPUNITY Internal Control Kit (Cast:
Prubéh testu).

Automatizované zpracovani je popsano v priru¢ce pro systém RIDAPUNITY (Cast:
Provedeni cyklu).
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9.1 Nastaveni prostiredku

9.1.1 Univerzalni real-time PCR profil
Za Ucelem sjednoceni testd RIDA®UNITY je test RIDA®UNITY EHEC/EPEC

ovéfovan vyhradné v univerzalnim profilu. To umozriuje testy DNA a RNA vzajemné
kombinovat. Obecné Ize fici, ze reverzni transkripce je tedy v univerzalnim profilu na

prvnim misté.

Tabulka 7: Univerzalni real-time PCR profil pro test RIDA®UNITY

Reverzni transkripce 10 min, 58 °C
Pocate¢ni denaturace 1 min, 95 °C
Cykly 45 cykla
PCR Denaturace 10s,95 °C
Annealing/extenze 15,60 °C
Rychlost pfechodové teploty / Maximalni

teplotniho nabéhu
Poznamka: Annealing a extenze probihaji ve stejném kroku.

Tabulka 8: Univerzalni profil real-time PCR pro pristroj CFX96™ Dx

Reverzni transkripce 10 min, 58 °C
Pocate¢ni denaturace 1 min, 95 °C
Cykly 45 cyklu
PCR Denaturace 155,95 °C
Annealing/extenze 30s,60 °C
Rychlost pfechodové teploty / Maximalni

teplotniho nabéhu

Poznamka: Annealing a extenze probihaji ve stejném kroku.

RIDA®UNITY EHEC/EPEC 2022-06-14
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9.2 Nastaveni detekéniho kanalu

Tabulka 9: Vybér vhodnych detek&nich kanall

Pristroj pro Detekcm

Stx1/stx2 SEEK kanal stx
R-Biopharm Interni kontrola | HEX SEEK kanal ICD
RIDASUNITY ipaH ROX SEEK kandl ipaH
eae Cy5 SEEK kanal eae
stx1/stx2 FAM SEEK kanal stx
Bio-Rad Interni kontrola | VIC SEEK kanal ICD
CFX96™ Dx ipaH ROX SEEK kanal ipaH
eae Cy5 SEEK kanal eae

12 2022-06-14 RIDA®UNITY EHEC/EPEC



10. Kontrola kvality - znamky nestability nebo exspirace €inidel

Vzorky se vyhodnocuji pomoci analytického softwaru RIDA®SEEK systému
RIDA®UNITY. Negativni kontrola | Negative Control | a pozitivni kontrola
| Positive Control | musi vykazovat spravné vysledky (viz tab. 9).

Pozitivni kontrola | Positive Control | je k dispozici v koncentraci 102 kopii/pL.
V kazdém PCR cyklu se pouziva v celkovém mnozstvi 5 x 103 kopii.

Negativni kontrola | Negative Control | jiz obsahuje interni kontrolu RIDAPUNITY
Internal Control. ProtoZe kontroly neobsahuji templat, nelze v cilovych kanalech
oCekavat zadné signaly. Zasadni jsou vSak pozitivni signaly v kanalu IC, kterym je
detekovana interni kontrola (viz tabulka 10).

Tabulka 10: Platny cyklus PCR musi splfiovat nasledujici podminky:

Vzorek Vysledek IC Ct Ct cilového genu
Pozitivni kontrola + neuplatiuje se* | Viz Certificate of

Analysis
Negativni kontrola - Ct>20 0

*Za jistych okolnosti mize mit kanal IC pozitivni signal v pozitivni kontrole a proto nema byt
hodnocen.

Pokud pozitivni kontrola neni ve stanoveném rozsahu Ct, ale negativni kontrola je
platna, je tfeba znovu analyzovat v PCR vSechny reakce, v€etné kontrol.

Pokud negativni kontrola neni negativni, ale pozitivni kontrola je platna, je tfeba
znovu analyzovat v PCR vSechny reakce, v€etné kontrol.

Pokud neni dosazeno stanovenych hodnot, pfed zopakovanim testu zkontrolujte
nasledujici body:

- Datum pouzitelnosti pouzitych €inidel,
- Funk&nost pouzivaného vybaveni,
- Spravny prubéh testu.

Pokud nejsou pozadované podminky splnény ani po zopakovani testu, obratte se na
vyrobce nebo mistniho distributora spole€nosti R-Biopharm.
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11. Hodnoceni a interpretace

Vyhodnoceni a interpretace vzorka se provadi pomoci analytického softwaru
RIDA®SEEK systému RIDAPUNITY.

V soucCasné dobé neexistuje zadna mezinarodné uznavana referencni metoda ani
referencni material pro standardizaci. Kontrolni material Ize metrologicky vysledovat
k internim standardim spolec¢nosti R-Biopharm AG na zakladé specifickych
amplikon DNA.

Mate-li zajem o dalSi informace tykajici se metrologické sledovatelnosti, obratte se
na spolec¢nost R-Biopharm AG.

Specifikované hodnoty, rozsahy a dalSi podrobné udaje jsou uvedeny v osvédceni
o analyze (Certificate of Analysis, CoA).

Tabulka 11: Interpretace vysledku*

S R

stx1/stx2 ipaH eae IC  Vysledek

+ - - +/- | STEC (EHEC) detekovatelné

- + - +/- | EIEC/Shigella spp. detekovatelné

- - + +/- | EPEC detekovatelné

+ + i +/- STEC (EHEC) a EIEC/Shigella spp.
detekovatelné

+ - + +/- | EHEC detekovatelné

i + + +- EIEC/Shigella spp. a EPEC
detekovatelné

+ + + - EHEC a EIEC/Shigella spp.

detekovatelné

- - - + | Cilové geny nejsou detekovatelné

- - - - | Neplatny

*i= pozitivni

- = negativni
Zakon o ochrané pied infekcemi (IfSG) popisuje EHEC jako E. coli (STEC)
produkujici Shiga toxin, coz jsou lidské patogeny. ProtoZe pfesnou definici lidskych
patogennich STEC nelze v této dobé stanovit, je kazda STEC povazovana za
moznou EHEC.®)

Vzorek je pozitivni, pokud DNA vzorku a interni kontrola | Internal Control | vykazuji
v detekCnim systému signal amplifikace.

Vzorek je rovnéz pozitivni, pokud DNA vzorku vykazuje signal amplifikace, ale
v detekénim systému neni vidét Zadny signal amplifikace pro interni kontrolu
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| Internal Control |. Detekce interni kontroly | Internal Control | neni v tomto pfipadé
nutna, protoze vysoké koncentrace amplikoni mohou zpUsobit slaby nebo zadny
signal interni kontroly | Internal Control |.

Vzorek je negativni, pokud DNA vzorku nevykazuje signal amplifikace, ale

v detekénim systému je viditelny signal amplifikace pro interni kontrolu

| Internal Control |. Inhibici PCR reakce a pfedchozi extrakci Ize vylougit detekci interni
kontroly | Internal Control |.

Vzorek je neplatny, pokud DNA vzorku a interni kontrola | Internal Control | nevykazuiji
v detekénim systému signal amplifikace. Ve vzorku jsou pfitomny inhibitory nebo
doslo k chybé pfi extrakci.

12. Omezeni metody

1. Test RIDA®UNITY EHEC/EPEC detekuje DNA pro virulentni faktory EHEC,
STEC, EPEC a EIEC/Shigella spp. v neosetfenych vzorcich lidské stolice
a kultivaCnich vzorcich. Souvislost mezi vysi stanovené hodnoty Ct a vyskytem
zavaznych klinickych pfiznakl nelze na zakladé tohoto testu vyvodit. Ziskané
vysledky je vzdy nutné interpretovat v kombinaci se vSemi klinickymi pfiznaky.

2. Diagndzu nelze stanovit pouze na zakladé vysledku molekularné biologické
analyzy. VzZdy je potfeba brat v potaz anamnézu a pfiznaky pacienta.

3. Tento test je schvalen pouze pro automatizované zpracovani pomoci systému
RIDA®PUNITY.

4. Tento test byl ovéfen pouze pro vzorky stolice a kultivacni vzorky.

5. P¥i pouziti kultivaéni matrice nepfenasejte agarové médium do PCR reakce,
protoze by to mohlo vést k potencialni interferenci.

6. Nespravny odbér, preprava, uskladnéni vzorkd a manipulace s nimi nebo
zatizeni patogeny pod analytickou citlivosti tohoto testu mohou vést k faleSné
negativnim vysledkdm.

7. PFitomnost inhibitord PCR mUze vést k faleSné negativnim nebo neplatnym
vysledkim.

8. Stejné jako u vSech diagnostickych testu in vitro zalozenych na PCR Ize
detekovat extrémné nizké koncentrace cilovych sekvenci, které jsou pod limitem
detekce (LoD 95 %). Ziskané vysledky nejsou vzdy reprodukovatelné.

9. P¥i pouzivani testu RIDA®UNITY EHEC/EPEC mohou mutace nebo
polymorfismy v primerech Ci vazebnych mistech sond narusit detekci novych
nebo neznamych variant a byt pfi¢inou faleSné negativnich vysledku.

10. Pozitivni vysledek testu nemusi nutné znamenat pfitomnost Zivotaschopnych
organismU. Pozitivni vysledek znamena, Ze jsou pfitomny cilové geny (EHEC,
stx1/2, eae; STEC, stx1/2; EPEC, eae a EIEC/Shigella spp., ipaH).

11. Tento test musi byt proveden v souladu s nafizenim o spravné laboratorni praxi.
PFi provadéni testu musi uzivatelé postupovat pfesné podle pokyna vyrobce.

RIDA®UNITY EHEC/EPEC 2022-06-14 15



13. Charakteristiky provedeni

13.1  Klinické charakteristiky provedeni

Test RIDA®UNITY EHEC/EPEC multiplex real-time PCR byl porovnavan v externi
laboratofi s referenénim testem s oznaCenim CE na zakladé 276 vzorku stolice
od pacienty s pfiznaky gastrointestinalni infekce.

Vysledky prokazuji velmi vysokou citlivost a specificitu v detekci virulentnich faktora
EHEC, STEC, EPEC a EIEC/Shigella spp. pfi pouziti soupravy RIDA®UNITY
EHEC/EPEC.

Tabulka 12: Detekce stx1/2 - vzorky stolice

Referen¢ni PCR

Pozitivni| Negativni | Celkem
Pozitivni | 122 0 122
RIDA®PUNITY EHEC/EPEC - stx1/2
Negativni | 5 149 154
Celkem 127 149 276
Relativni citlivost (95 % IS) 96,1 % (91,1 % - 98,7 %)

Relativni specificita (95 % IS) 100 % (97,6 % - 100 %)

Tabulka 13: Detekce ipaH - vzorky stolice

Referencni PCR

Pozitivni | Negativni | Celkem
Pozitivni | 65 0 65
RIDA®PUNITY EHEC/EPEC - ipaH
Negativni | 0 211 211
Celkem 65 211 276
Relativni citlivost (95 % IS) 100 % (94,5 % - 100 %)

Relativni specificita (95 % IS) 100 % (98,3 % - 100 %)
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Tabulka 14: Detekce eae - vzorky stolice

Referencni PCR

Pozitivni| Negativni | Celkem

Pozitivni | 179 0 179
RIDA®PUNITY EHEC/EPEC - eae

Negativni | 4 93 97

Celkem 183 93 276
Relativni citlivost (95 % IS) 97,8 % (94,5 % - 100 %)

Relativni specificita (95 % IS) 100 % (96,1 % - 100 %)
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13.2 Analytické charakteristiky provedeni
13.2.1 Limit detekce (LoD 95 %)

Za ucCelem stanoveni hodnoty LoD byl pozitivni kontrolni vzorek (negativni vzorky
stolice, spiked nebo pouziti kultivacniho vzorku) méfen v péti krocich fedéni

(v krocich po 0,25 log) pro kazdy cil s 20 replikaty pro kazdy krok v jedné Sarzi. Poté
nasledovala probitova analyza. Dale byla vypoctena hodnota LoD potvrzena pomoci
20 replikata pro kazdy cil pro vypocteny krok fedéni / koncentraci.

K testovani byly pouzity nasledujici kmeny:

» stx1/stx2: Escherichia coli D3509 (hodnota LoD pro stx2 byla stanovena, protoze
stx2 souvisi s hemolyticko-uremickym syndromem.)

» ipaH: Escherichia coli Fr1368

* eae: Escherichia coli DSM8695

Pro detekci EHEC, STEC, EPEC a EIEC/Shigella spp.DNA pomoci testu
RIDA®PUNITY EHEC/EPEC na systému UNITY byly stanoveny nasledujici limity
detekce (LoD).

Vysledky provedenych méreni jsou uvedeny v tabulce 15.

Tabulka 15: Vysledky limitu detekce testu RIDA®UNITY EHEC/EPEC pro cilové
geny stx1/2, ipaH a eae.

Stolice | 476000 CFUmL | 5300 cFuimL | 125000 crUmL |

LoD
2130 CFU/mL | 798 CFU/mL | 2890 CFU/mL |

Kultivace

* CFU: Colony Forming Units (jednotky tvofici kolonie)
Hodnota LoD pro stx1/2 ve vzorcich stolice byla stanovena na 476 000 CFU/mL.
Hodnota LoD pro ipaH ve vzorcich stolice byla stanovena na 5300 CFU/mL.
Hodnota LoD pro eae ve vzorcich stolice byla stanovena na 125 000 CFU/mL.
Hodnota LoD pro stx1/2 v kultivacnich vzorcich byla stanovena na 2130 CFU/mL.
Hodnota LoD pro ipaH v kultivacnich vzorcich byla stanovena na 798 CFU/mL.

Hodnota LoD pro eae v kultivanich vzorcich byla stanovena na 2890 CFU/mL.

Za ucelem vyleps$eni pracovniho postupu vyuzivajiciho CFX96™ Dx byly tyto
hodnoty LoD potvrzeny za pfedpokladu, ze zGstaneme v 2-3nasobném rozmezi LoD.
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13.2.2 Analyticka specificita
Interferujici latky

PFitomnost inhibitord PCR a interferujicich latek mize byt pficinou faleSné
negativnich nebo neplatnych vysledku. Proto byly zkoumany ucinky rliznych latek,
které mohou existovat z divodu jejich rozSifeného pouzivani pfi gastrointestinalnich
infekcich nebo jejich ¢astého vyskytu v pfislusnych vzorcich.

Latky, které by mohly potencialné vyznamné ovlivnit vysledky testu, byly nejprve
zkoumany ve vysokych koncentracich (trojnasobek denni davky nebo simulace
nejhorsiho pfipadu) v ramci screeningu interferenci.

U latek uvedenych v tabulce 16 nebyla zjisténa zadna interference.

Tabulka 16: Potencialné interferujici latky

Potencialné interferujici latka Koncentrace

,(O;zzi:tt:::();::3;/(2ir:]-)ratiopharm® potahované tablety 500 mg 0,75 % [WiV]
Siran barnaty 18,5 % [v/V]
Cologran®, tekuté sladidlo (sacharin + cyklamat) 1,3 % [w/V]
Lidska krev 5 % [v/V]
Tablety s zivo€iSnym uhlim 250 mg (zivociSné uhli) 6 % [wiv]
Loperamid-ratiopharm® akut (loperamid) 0,02 % [v/v]
Hleny 5 % [wiv]
Kyselina stearova/palmitova 40 % [wiv]
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Zkrizené reakce

Byly zkoumany rizné organismy (bakterie, paraziti, plisné a viry), které se bézné
vyskytuji v matrici stolice. Mikroorganismy zkoumané v ramci tohoto testu byly
vybrany proto, Ze se bud pfirozené vyskytuji ve vzorcich stolice, nebo zpusobuji
obdobné pfiznaky jako gastrointestinalni patogeny. V ramci téchto analyz byly
pouzity bakterialni kultury (mezi 10% a 10° CFU/mL), fungdlini nebo virové kultury,
supernatanty virovych kultur, izolaty a standardy LGC pro dané organismy.

Test RIDA®UNITY EHEC/EPEC multiplex real-time PCR je specificky pro EHEC,
STEC, EPEC a EIEC/Shigella spp. S nasledujicimi druhy nebyly detekovany zadné
zkfizené reakce (viz tabulka 17):

Tabulka 17: Potencialné zkfiZzené reaktivni organismy

Vysledek testu*
stx1/2 ipaH eae

Arcobacter butzleri - - -

Adenovirus 40 - - -
Adenovirus 41, lidsky, kmen Tak - - -
Aeromonas hydrophila - - -
Astrovirus 2 - - -
Bacillus cereus - - -
Bacteroides fragilis - - -
Campylobacter coli - - -
Campylobacter fetus subsp. fetus - - -
Campylobacter jejuni - - -
Campylobacter lari subsp. lari - - -
Campylobacter upsaliensis - - -
Candida albicans - - -
Citrobacter freundii - - -
Clostridium bifermentans - - -
Clostridium difficile - - -
Clostridium novyi - - -
Clostridium perfringens - - -
Clostridium septicum - - -
Clostridium sordellii - - -
Clostridium sporogenes - - -
Cryptosporidium muris - - -
Cryptosporidium parvum - - -
E. coli (O6) - - -
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Entamoeba histolytica
Enterobacter cloacae
Enterococcus faecalis

Giardia intestinalis** Portland 1
Giardia intestinalis** WB klon C6
Giardia lamblia**

Klebsiella oxytoca

Norovirus Gl

Norovirus GlI

Proteus vulgaris
Pseudomonas aeruginosa

Rotavirus

Salmonella enterica (sérovar Enteritidis)

Salmonella enterica (sérovar Typhimurium)

Serratia liquefaciens
Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis
Vibrio parahaemolyticus
Yersinia enterocolitica

* - = negativni

** Giardia intestinalis a Giardia lamblia jsou stejné organismy.

RIDA®UNITY EHEC/EPEC
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13.2.3 Presnost

Presnost testu RIDA®UNITY EHEC/EPEC real-time PCR byla stanovena pro
nasledujici urovné.

Pfresnost uvnitf testu: Stanoveni 5 kontrolnich vzorkd s pouzitim vzdy 20 replikatd na
systému RIDA®PUNITY za stejnych podminek.

PFesnost v ramci test: Stanoveni 5 kontrolnich vzorkl ve 20 cyklech v duplikatu

béhem 10 pracovnich dnu (2 cykly denné) provedena riznymi technickymi
pracovniky za podminek reprodukovatelnosti.

Testovani pfesnosti uvnitr testu a v ramci testu bylo provedeno s pouzitim tfi riznych

sarzi.

Variaéni koeficienty ziskané pro kazdé méreni pomoci testu RIDAPUNITY
EHEC/EPEC real-time PCR na systému RIDAPUNITY a CFX96™ Dx byly 4,29 %.

Tabulka 18: Vysledky pfesnosti testu RIDAPUNITY EHEC/EPEC pro gen stx1/2 ze
vzorkU stolice (systém RIDA®UNITY).

Ct
stredni
hodnota /
Ccv

Sarze

Uvnitr testu

Sarze

Sarze

V ramci testu

Sarze

Sarze

Sarze

soupravy soupravy soupravy soupravy soupravy soupravy soupravy

V ramci
sarzi
Sarze

1 2 3 1 2 3 1-3
Ct 27,8 27,7 27,4 27,8 27,7 27,6 27,7
1
CV (%) 1,02 % 1,19 % 1,11 % 3,25 % 3,19 % 3,18 % 3,21 %
Ct 29,6 29,5 29,2 30,0 29,8 29,8 29,8
2
CV (%) 1,07 % 0,87 % 0,85 % 2,93 % 2,66 % 2,53 % 2,71 %
Ct 29,2 29,0 28,9 30,2 30,0 30,1 30,1
3
CV (%) 1,72 % 1,35 % 1,46 % 3,29 % 2,85 % 3,15 % 3,10 %
Ct - - - 32,0 31,7 31,6 31,8
4 - . .
CV (%) neuplatnuje [neuplatiujejneuplatiuje 215 % 2.23 % 2.26 % 2.28 %
se se se
Ct 32,5 31,9 32,1 - - - -
5 - —_ . _r
CV (%) 2.34 % 2.05 % 213 neuplatiujejneuplatiujejneuplatiujelneuplatiuje
se se se se
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Tabulka 19: Vysledky presnosti testu RIDA®UNITY EHEC/EPEC pro gen stx1/2 ze
vzorku stolice (systém CFX96™ Dx).

Ct
stredni
hodnota /
cv

Sarze

UvnitF testu

Sarze

Sarze

V ramci testu

Sarze

Sarze

Sarze

soupravy soupravy soupravy soupravy soupravy soupravy soupravy

V ramci
Sarzi
Sarze

1 2 3 1 2 3 1-3
Ct 27,2 27,1 26,9 26,1 26,0 26,0 26,0
1 CV (%) | 0,82% 1,04 % 0,76 % 3,12 % 2,61 % 2,64 % 2,80 %
Ct 27,6 27,2 27,1 28,1 27,5 27,5 27,7
’ CV (%) 1,91 % 0,95 % 0,71 % 4,03 % 3,02 % 2,86 % 3,50 %
Ct 27,7 27,2 27,2 28,1 27,7 27,6 27,8
° CV (%) | 2,34 % 0,74 % 0,95 % 4,29 % 3,11 % 291 % 3,54 %
Ct - - - 29,2 28,7 28,6 28,9
4 CV (%) neuplatiuje [neuplatiujejneuplatiuje 2.96 % 2.90 % 2.76 % 3.04 %
se se se
Ct 29,6 29,5 29,6 - - - -
o CV (%) 152 % 159 % 3,43 % neuplatiujejneuplatiujejneuplatiujelneuplatiuje
se se se se
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Tabulka 20: Vysledky presnosti testu RIDA®UNITY EHEC/EPEC pro gen ipaH ze
vzorku stolice (systém RIDA®PUNITY).

Ct
stredni
hodnota /
cv

Sarze

UvnitF testu

Sarze

Sarze

V ramci testu

Sarze

Sarze

Sarze

soupravy soupravy soupravy soupravy soupravy soupravy soupravy

V ramci
Sarzi
Sarze

1 2 3 1 2 3 1-3
Ct 25,0 24,8 24,6 25,3 25,1 25,1 25,2
1
CV (%) | 1.02% 1,11 % 1,09 % 1,84 % 1,73 % 1,83 1,80 %
Ct 26,2 26,1 26,0 26,3 26,1 26,2 26,2
2
CV(%)| 081% 0,89 % 0,90 % 1,49 % 1,39 % 1,37 % 1,40 %
Ct 25,5 25,3 254 26,2 26,1 26,1 26,1
3
CV (%) | 09 % 0,99 % 0,87 % 1,72 % 1,57 % 1,53 % 1,61 %
Ct - - - 27,1 27,0 27,0 27,0
4 . I I
CV (%) neup:atnUJe neup;aetnUJe neup;aetnUJe 1,44 % 1.34 % 145 % 142 %
Ct 27,4 27,4 27,3 - - - -
5 . _ o o
o o o o, [neuplatnujejneuplatnujejneuplatiujejneuplatiuje
CV(%)| 088% 0,77 % 0,69 % se se se se
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Tabulka 21: Vysledky presnosti testu RIDA®UNITY EHEC/EPEC pro gen ipaH ze
vzorku stolice (systém CFX96® Dx).

Ct
stredni
hodnota /
cv

Sarze

UvnitF testu

Sarze

Sarze

V ramci testu

Sarze

Sarze

Sarze

soupravy soupravy soupravy soupravy soupravy soupravy soupravy

V ramci
Sarzi
Sarze

1 2 3 1 2 3 1-3
Ct 25,1 25,0 24,8 244 24,4 24,4 24,4
1 CV (%) 1,15 % 1,25 % 1,06 % 1,49 % 1,79 % 1,70 % 1,67 %
Ct 25,2 25,2 25,2 25,4 25,3 254 25,4
’ CV (%) | 0,85% 1,03 % 1,01 % 1,11 % 1,21 % 1,21 % 1,17 %
Ct 25,2 25,0 25,0 25,4 25,4 25,3 25,4
° CV (%) 1,04 % 1,09 % 1,14 % 1,29 % 1,46 % 1,53 % 1,43 %
Ct - - - 26,2 26,1 26,1 26,2
4 CV (%) neuplatiuje [neuplatiujejneuplatiuje 127 % 1.45 % 136 % 136 %
se se se
Ct 26,9 26,8 26,7 - - - -
o CV (%) 0,89 % 0.53 % 0.70 % neuplatiujejneuplatiujejneuplatiujelneuplatiuje
se se se se
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Tabulka 22: Vysledky presnosti testu RIDA®UNITY EHEC/EPEC pro gen eae ze
vzorku stolice (systém RIDA®PUNITY).

Ct
stredni
hodnota /
cv

Sarze

UvnitF testu

Sarze

Sarze

V ramci testu

Sarze

Sarze

Sarze

soupravy soupravy soupravy soupravy soupravy soupravy soupravy

V ramci
Sarzi
Sarze

1 2 3 1 2 3 1-3
Ct 26,2 26,3 26,0 26,4 26,5 26,5 26,5
1
CV(%)| 093% 0,86 % 0,85 % 1,92 % 1,95 % 2,03 % 1,97 %
Ct 27,7 27,9 27,7 27,9 28,0 28,0 27,9
2
CV (%) | 0,86 % 0,92 % 0,77 % 1,85 % 1,76 % 1,75 % 1,78 %
Ct 27,0 27,0 27,2 27,8 27,9 27,9 27,9
3
CV(%)| 1.05% 0,86 % 0,99 % 2,03 % 1,84 % 1,80 % 1,89 %
Ct - - - 28,9 29,1 29,1 29,0
4 . I I
CV (%) neup:atnUJe neup;aetnUJe neup;aetnUJe 181 % 1.78 % 181 % 1.80 %
Ct 29,1 29,4 29,4 - - - -
5 . _ o o
o o o o, [neuplatnujejneuplatnujejneuplatiujejneuplatiuje
CV(%)| 1.24% 0,78 % 1,18 % se se se se
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Tabulka 23: Vysledky presnosti testu RIDA®UNITY EHEC/EPEC pro gen eae ze
vzorku stolice (systém CFX96® Dx).

Ct
stredni
hodnota /
cv

Sarze

UvnitF testu

Sarze

Sarze

V ramci testu

Sarze

Sarze

Sarze

soupravy soupravy soupravy soupravy soupravy soupravy soupravy

V ramci
Sarzi
Sarze

1 2 3 1 2 3 1-3
Ct 26,5 26,6 26,5 26,3 26,4 26,4 26,4
1 CV (%) | 0,54 % 0,69 % 0,58 % 1,76 % 1,86 % 1,88 % 1,84 %
Ct 27,3 27,5 27,5 27,6 27,7 27,8 27,7
’ CV (%) | 0,68 % 0,68 % 0,65 % 1,49 % 1,70 % 1,51 % 1,59 %
Ct 27,3 27,4 27,4 27,6 27,8 27,8 27,7
° CV (%) | 0,88 % 0,74 % 0,79 % 1,66 % 1,78 % 1,85 % 1,77 %
Ct - - - 28,5 28,7 28,6 28,6
4 CV (%) neuplatiuje [neuplatiujejneuplatiuje 132 % 1,58 % 148 % 147 %
se se se
Ct 29,1 29,3 29,2 - - - -
o CV (%) 0.73 % 0.55 % 0.68 % neuplatiujejneuplatiujejneuplatiujelneuplatiuje
se se se se
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13.2.4 Analyticka reaktivita

Reaktivita testu RIDA®UNITY EHEC/EPEC multiplex real-time PCR byla testovana
na definovaném panelu kmenu E. coli a Shigella (viz tabulka 24).

Tabulka 24: Testovani analytické reaktivity

Vysledek*

ipaH eae

Kmen
stx1/2

coli (stx1c, stx2b)

coli (stx1a, stx2c, eae)
coli (stx1d)

coli (stx2a, eae)

coli (stx2d)

coli (stx2e)

- +

coli (stx2f, eae)

+ + + + + + + o+

coli (stx2g)

coli O127:H6 (eae alpha)

. coli O157:H7 (eae gamma)
Shigella boydii (ipaH)
Shigella dysenteriae (ipaH) -

m m m m mmmmmm

Shigella flexneri (ipaH) -

+ + + +

Shigella sonnei (ipaH) -

* + = pozitivni (alespon 2 ze 3 replikatd pozitivni)
- = negativni
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14. Historie verze

Cislo verze Cast a uréeni

2022-06-14 | Verze vydani

15. Vysvétleni symbolu

Obecné symboly

K diagnostickému pouziti in vitro
Postupujte podle navodu k pouziti
Cislo 3arze

Datum spotfeby

Teplota pro uskladnéni

Cislo polozky

Pocet testl

Datum vyroby

LL<g~"B5 8

Vyrobce

Symboly specifické pro test

| Reaction Mix | Reakéni mix

| Enzyme Mix | Enzymovy mix

| Negative Control|  Negativni kontrola

| Positive Control|  Pozitivni kontrola
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