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1. Zamyslané pouzitie

Na diagnostické pouZzitie in vitro. Test RIDA®UNITY EHEC/EPEC, ktory sa vykonava
na platforme RIDAPUNITY, je multiplexny test PCR v redlnom ¢ase na priamu
kvalitativhu detekciu DNA faktorov virulencie druhov EHEC, STEC, EPEC

a EIEC/Shigella spp. z nelieCenych vzoriek [udskej stolice a vzoriek kultur od oséb

s priznakmi a symptémami akutnej gastroenteritidy.

Test RIDAPUNITY EHEC/EPEC je uréeny na podporu diferencialnej diagnostiky
infekcii druhmi E. coli (EHEC, EPEC, STEC a EIEC/Shigella spp.) u pacientov so
symptémami gastroenteritidy v spojeni s dalSimi klinickymi a laboratornymi nalezmi.
Negativne vysledky nevylu€uju infekciu druhmi E. coli (EHEC, EPEC, STEC alebo
EIEC/Shigella spp.) a nemaju sa pouzivat ako jediny zaklad diagnostiky.

Produkt je ur€eny na profesionalne pouZzitie.

2. Zhrnutie a vysvetlenie testu

Hnackové ochorenia su vyznamnym zdravotnym problémom, ktory spésobuje
priblizne 1,7 miliardy pripadov ro¢ne u deti na celom svete.(") Podla Svetovej
zdravotnickej organizacie (WHO) predstavuju tieto ochorenia druhu najCastejSiu
priCinu umrti u deti mladSich ako 5 rokov s priblizne 525 000 umrtiami ro¢ne, najma
v rozvojovych krajinach.(). Jednym z najbeznejSich bakterialnych patogénov
hnackovitych ochoreni je Escherichia coli.(?)

E. coli je gramnegativna, laktézu fermentujuca, pohybliva baktéria, ktora patri do
Celade Enterobacteriaceae. Nachadza sa bezne v gastrointestinalnom trakte, ale
mobze spdsobovat’ aj hnackové ochorenia s vysokou chorobnostou a umrtnostou

u deti, najma v rozvojovych krajinach. Na zaklade charakteristik virulencie,
epidemioldgie a klinickych prejavov baktérii boli identifikované tieto triedy
hnackovitych E. coli: enteropatogénna E. coli (EPEC), enterotoxicka E. coli (ETEC),
enterohemoragicka E. coli (EHEC), enteroinvazivna E. coli (EIEC)

a enteroagregativna E. coli (EAEC). VSetky tieto hnackovité patogény E. coli sa
moZu prenasat fekalno-oralnou cestou.®)

Medzi Erevnymi patogénnymi E. coli ziskali osobitny vyznam enterohemoragické

E. coli (EHEC). Su podskupinou druhov E. coli produkujucich toxin shiga a verotoxin
(resp. STEC a VTEC). Patogenitu druhu STEC mozno vysledovat k ich schopnosti
kolonizovat ¢revo prifnutim k bunkam ¢revného epitelu. Po kolonizacii su baktérie
schopné produkovat’ dva cytotoxiny, verotoxin 1 a 2. Vzhfadom na podobnost
verotoxinov s toxinom shiga druhu Shigella dysenteriae sa VTEC nazyva aj STEC.
Dalsimi délezitymi diagnostickymi faktormi patogenity druhu EHEC nie su len gény
stx1/stx2 (gény pre toxin shiga), ale aj gén eae (gén pre pripojenie a vypudenie

E. coli), ktory kéduje membranovy protein intimin. Tento membranovy protein je
zodpovedny za prilnutie patogénu k érevnym epitelovym bunkam.® Klinické
symptomy, ktoré méze druh EHEC/STEC u ludi spésobit, sa pohybuju v rozsahu od
krvavej hnacky az po hemolyticko-uremicky syndrom (HUS).( %) Zdrojom infekcie su
predovsetkym kontaminované potraviny, pricom na vyvolanie infekcie druhom
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EHEC/STEC sta¢i menej ako 1 000 baktérii. Doteraz najhorSia epidémia suvisiaca

s potravinami spésobena druhom STEC v Nemecku sa vyskytla v roku 2011. Tato
epidémia viedla k 3 816 identifikovanym infekciam spésobenym druhom STEC

a 54 amrtiam, z ktorych 32 bolo spojenych so syndrémom HUS.®)

Enteropatogénne E. coli (EPEC) su zname najma v rozvojovych krajinach ako pri€ina
detskych hnackovitych ochoreni.(® Druh EPEC je mozné odlisit od druhu EHEC
prostrednictvom chybaijlcich toxinov shiga.® NajbeznejSimi symptomami spojenymi
s infekciou druhom EPEC su vodnata hnacka, bolesti brucha, nevolnost, vracanie

a horucka, pricom infekCna davka u zdravych dospelych je priblizne

108 organizmov.®

Enteroinvazivne druhy E. coli (EIEC) a Shigella tak isto spdsobuju hnackovité
ochorenia na celom svete, najma v rozvojovych krajinach. V oboch pripadoch ide

o gramnegativne baktérie, ktoré su si biochemicky a geneticky blizke.®) Patogenita
druhu EIEC a druhov rodu Shigella spp. je zalozena na plazmidom sprostredkovanej
invazii Crevnych epitelialnych buniek a ich destrukcii. Za tento proces su zodpovedné
produkty génu pre antigén H invazneho plazmidu (ipaH). Tento gén je dblezity pre
detekciu druhov EIEC/Shigella spp., o umoziuje odlisit tento patotyp od druhu
EHEC. Prepuknutia infekcii druhom EIEC/Shigella spp. su pravdepodobne
spbsobené najma potravinami a prejavuju sa hnackou, bolestami brucha,
nevolnostou a hortickou.®

3. Princip testu

Test RIDAPUNITY EHEC/EPEC je multiplexné PCR testovanie v redlnom ¢ase na
priamu kvalitativhu detekciu a diferenciaciu génov pre faktory virulencie druhov
EHEC, STEC, EPEC a EIEC/Shigella spp. vo vzorkach fudskej stolice alebo kultur.
Spracovanie je plne automatizované v systéme RIDA®UNITY. Najprv dochadza

k extrakcii nukleovych kyselin pomocou supravy RIDA®UNITY Universal Extraction
Kit a supravy Internal Control Kit.

Ciefova sekvencia sa vzdy deteguje v jednokrokovom formate RT-PCR v realnom
Case (aj pri analyzach DNA), €o znamena, zZe reverzna transkripcia (RT) a nasledné
PCR prebiehaju v jednej reakénej liekovke. V tomto procese sa izolovana RNA (ak je
pritomna) prepisuje pomocou reverznej transkriptazy do cDNA. Specifické fragmenty
geénov faktorov virulencie stx1/stx2, eae a ipaH sa potom amplifikuju pomocou
testovania PCR v redlnom Case.

Amplifikované ciefové sekvencie sa deteguju pomocou hydrolyzaénych sond, ktoré
su oznacené zhasadlom na jednom konci a fluorescencnym reportérovym farbivom
(fluoroférom) na druhom konci. Sondy hybridizuju s amplikonom v pritomnosti
cielovej sekvencie. PocCas predlzovania

oddeluje Taq polymeraza reportér od zhasadla. Reportér vysiela fluorescencny
signal, ktory je detegovany optickou jednotkou pristroja PCR v realnom Case.
Fluorescencény signal narasta s mnozstvom vytvorenych amplikénov. Supravu
RIDA®PUNITY Internal Control Kit je potrebné pouzit v rovnakom ¢ase, aby bolo
mozné kontrolovat pripravu vzorky a/alebo potencialnu inhibiciu PCR.
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4. Dodané c¢inidla

Cinidla v suprave postaduju na 96 stanoveni.*

Tab.1: Dodané g&inidla

N T T

UNZ2205RM [Reaction Mix| 1935 L ?:Z Zﬁ:r;pravene na
UNZ2205EM [Enzyme Mix] 1 x 350 L izr\;:;tizripravené
UNZ2205PC | Positive Control | 1 % 200 pL lr:)noc:szri?'i,epripravené na
UNZ2205NC [Negative Control] 1 x 450 pL t;ioel:azati;;ripravené na

5. Pokyny na skladovanie

- Postupujte podla pokynov na manipulaciu v tabulke 2 a supravu uskladnite priamo
po pouziti podla uvedenych informacii.

- V8etky Cinidla sa musia uchovavat mimo dosahu svetla pri teplote -16 °C az -28 °C
a ak nie su otvorené, mézu sa pouzivat do datumu exspiracie vytlaceného na
Stitku. Zaruka kvality prestava platit po uplynuti datumu exspiracie.

- V8etky Cinidla sa musia pred pouzitim opatrne rozmrazit (napr. v chladnicke pri
teplote 2 - 8 °C).

- Opakované zmrazovanie a rozmrazovanie az 8-krat nema vplyv na vlastnosti testu.

Tab. 2: Podmienky skladovania a informacie

Teplota skladovania Maximalna doba skladovania

Mozno pouzit do vytlateného datumu

neotvorené -16 °C az-28 °C .
exspiracie

otvorené -16 °C az-28 °C 8 cyklov zmrazenia a rozmrazenia
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6. Cinidla, ktoré sa vyzaduju, ale nie st stéast'ou dodavky

Multiplex real-time RT-PCR test RIDA®UNITY EHEC/EPEC je uréeny vylu¢ne na

pouzitie so systémom RIDA®PUNITY. Na spravne pouzivanie si bezpodmienec¢ne

potrebné nasledujuce produkty:

6.1 Cinidla

Na vykonanie testu RIDA®UNITY EHEC/EPEC su potrebné nasledujtce ¢inidla:

Cislo polozky
RIDA®PUNITY Universal Extraction Kit (R-Biopharm AG) UNO0001
RIDAPUNITY Internal Control Kit (R-Biopharm AG) UNO0010

6.2 Laboratérne vybavenie

Na vykonanie testu RIDA®UNITY EHEC/EPEC je potrebné nasledujlice vybavenie:

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

Spotrebny material RIDAPUNITY (Spicky, dosticky, reakéné liekovky, filmy).
Informacie o objednavani spotrebného materialu najdete v navode na pouzitie
systému RIDA®UNITY.

Vortex
Stolna centrifuga

Jednorazové rukavice bez prasku

Externy cyklér (mozné vylepsenie systému)

CFX96™ Dx (Bio-Rad)

Supravu RIDAPUNITY EHEC/EPEC mozno pouzivat v kombinacii s dal$imi
kompatibilnymi cyklérmi. Alternativne pristroje na PCR v realnom ¢ase musi
overit/potvrdit pouzivatel. Na overenie kompatibility kontaktujte spolo¢nost’

R-Biopharm AG na e-mailovej adrese pcr@r-biopharm.de.
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7. Varovania a bezpecnostné opatrenia pre pouzivatefov

Na diagnostické pouzitie in vitro.

Tento test smie vykonavat iba kvalifikovany laboratérny personal. Musia sa
dodrziavat' usmernenia pre pracu v zdravotnickych laboratoriach.

Pri vykonavani tohto testu vzdy prisne dodrziavajte navod na obsluhu.

Nepipetujte vzorky ani Cinidla ustami. Zabrante kontaktu s porusenou pokozkou

a sliznicami.

Pri manipulacii s €inidlami a vzorkami noste osobné ochranné prostriedky (vhodné
rukavice, laboratorny plast, ochranné okuliare) a po dokonc€eni testu si umyte ruky.
V priestoroch, kde sa manipuluje so vzorkami, nefajCite, nejedzte ani nepite.
Zabrante kontaminacii vzoriek a sucasti supravy mikrobmi a nukleazami
(DNaza/RNaza).

Klinické vzorky sa musia povazovat za potencialne infekcné a musia sa nalezite
zlikvidovat, rovnako ako vsetky Cinidla a materialy, ktoré prichadzaju do kontaktu

s potencialne infek&nymi vzorkami.

Nevymienajte ani nezmieSavajte sucasti (Reaction Mix, Enzyme Mix,

Positive Control, Negative Control) jednej SarZe supravy so sucastami inej Sarze.
Testovaciu supravu je mozné pouzivat' 8 tyzdnov po prvom otvoreni (supravu mozno
opatovne pouzit' az 6-krat). Nepouzivajte testovaciu supravu po datume exspiracie.
Specifikacie kontroluje aj systém RIDACUNITY.

Pouzivatelia su zodpovedni za spravnu likvidaciu vSetkych €inidiel a materialov po
pouziti. Pri likvidacii dodrziavajte narodné predpisy.

Dalsie podrobnosti o karte bezpe&nostnych udajov (Safety Data Sheet, SDS) najdete
pod Cislom polozky na stranke https://clinical.r-biopharm.com/search/.

Pre pouzivatelov v Eurépskej unii: VSetky zavazné neziaduce udalosti spojené

s produktom nahlaste spolo€nosti R-Biopharm AG a prisluSnym narodnym uradom.
Suhrn bezpecnosti a vykonu (SSP) pre tento produkt bude k dispozicii na webove;j
stranke https://ec.europa.eu/tools/eudamed po spusteni Eurdpskej databazy

zdravotnickych pomécok (EUDAMED). V databaze vyhladajte pomdcku pomocou
identifikatora UDI-DI umiestneného na jej vonkajSom obale.
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8. Odber a skladovanie vzoriek

Na dosiahnutie najlepsieho mozného vykonu testu RIDA®UNITY EHEC/EPEC sa
odporuca pouzivat Cerstvé vzorky materialu.

Vyhnite sa opakovanému zmrazovaniu a rozmrazovaniu vzorky.

Vzorky stolice neodoberajte do prepravnych nadob, ktoré obsahuju transportné
média s konzervacnymi prostriedkami, zvieracie séra, kovové iony, oxidacné Cinidla
alebo detergenty, pretoZe takéto latky mozu interferovat' s testami RIDAPUNITY.

Na zabranenie opakovaného rozmrazovania a zmrazovania sa odporuca pripravit
alikvotne Casti vzoriek. Zmrazené vzorky sa maju rozmrazit bezprostredne pred
extrakciou, €¢im sa zabrani degradacii nukleovych kyselin.

Postupuijte podla pokynov na skladovanie vzoriek v tabulkach 3 az 6.

Tab. 3: Skladovanie vzoriek - detekcia druhu EHEC

Nativne vzorky - stolica
20-25°C 2-8°C -20°C/-80 °C

<7 dni <7 dni < 6 mesiacov

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

V eluate (zo stolice alebo kultury)
30 °C 2-8°C -20 °C
< 24 hodin < 36 hodin <7 dni

Pri teplote skladovania -20 °C / -80 °C opakované zmrazovanie/rozmrazovanie
vzorky stolice az 5-krat nema vplyv na vlastnosti testu.

Pri teplote skladovania -20 °C opakované zmrazovanie/rozmrazovanie eluatu (zo
stolice alebo kultury) az 3-krat nema vplyv na vlastnosti testu.

Nevytvarajte kultury z predtym zmrazenej stolice, pretoze zmrazenie zavazne
ovplyvriuje rastoveé vlastnosti patogénov, o mdze potencialne spdsobit falosne
negativne vysledky.
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Tab. 4: Skladovanie vzoriek - detekcia druhu STEC

Nativne vzorky - stolica

20-25°C 2-8°C -20°C/-80°C
<7 dni <7 dni < 6 mesiacov

Nativne vzorky - kultura

20-25°C 2-8°C -20°C/-80 °C
<1 den <1 den -
V eluate (zo stolice alebo kultury)
30 °C 2-8°C -20 °C
< 24 hodin < 36 hodin <7 dni

Pri teplote skladovania -20 °C / -80 °C opakované zmrazovanie/rozmrazovanie
vzorky stolice az 5-krat nema vplyv na vlastnosti testu.

Pri teplote skladovania -20 °C opakované zmrazovanie/rozmrazovanie eluatu (zo
stolice alebo kultury) az 3-krat nema vplyv na vlastnosti testu.

Nevytvarajte kultury z predtym zmrazenej stolice, pretoze zmrazenie zavazne
ovplyviuje rastové vlastnosti patogenov, o méze potencialne sposobit faloSne
negativne vysledky.

Tab. 5: Skladovanie vzoriek - detekcia druhu EPEC

Nativne vzorky - stolica
20-25°C 2-8°C
<7 dni <7 dni

-20°C/-80°C
< 6 mesiacov

Nativne vzorky - kultura

20-25°C 2-8°C -20°C/-80 °C
<1 den <1 den -
V eluate (zo stolice alebo kultury)
30 °C 2-8°C -20 °C
< 24 hodin < 36 hodin <7 dni

Pri teplote skladovania -20 °C / -80 °C opakované zmrazovanie/rozmrazovanie
vzorky stolice az 5-krat nema vplyv na vlastnosti testu.

Pri teplote skladovania -20 °C opakované zmrazovanie/rozmrazovanie eluatu (zo
stolice alebo kultury) az 3-krat nema vplyv na vlastnosti testu.
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Nevytvarajte kultury z predtym zmrazenej stolice, pretoze zmrazenie zavazne
ovplyviuje rastové vlastnosti patogénov, o moéze potencialne sposobit faloSne
negativne vysledky.

Tab. 6:  Skladovanie vzorky - detekcia druhov EIEC/Shigella spp.

Nativne vzorky - stolica
20-25°C 2-8°C -20°C/-80°C
<1den <7 dni < 6 mesiacov

Nativne vzorky - kultura

20-25°C 2-8°C -20°C/-80 °C
- <1 den -
V eluate (zo stolice alebo kultury)
30 °C 2-8°C -20 °C
< 24 hodin < 36 hodin <7 dni

Pri teplote skladovania -20 °C / -80 °C opakované zmrazovanie/rozmrazovanie
vzorky stolice az 5-krat nema vplyv na vlastnosti testu.

Pri teplote skladovania -20 °C opakované zmrazovanie/rozmrazovanie eluatu (zo
stolice alebo kultury) az 3-krat nema vplyv na vlastnosti testu.

Nevytvarajte kultury z predtym zmrazenej stolice, pretoze zmrazenie zavazne
ovplyviuje rastové vlastnosti patogénov, o méze potencialne sposobit faloSne
negativne vysledky.

8.1 Priprava DNA zo vzoriek stolice a kultury

Na izolaciu DNA zo vzoriek stolice a kultury pouZite stpravu RIDAPUNITY Universal
Extraction Kit. Postupujte podla spravnych postupov uvedenych v navode na pouzitie
supravy RIDAPUNITY Universal Extraction Kit (¢ast Priprava nukleovych kyselin zo
vzoriek stolice, Cast: Priprava nukleovych kyselin zo vzoriek kultury).
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9. Postup testovania

Na zadiatku pouzivania umiestnite vzorky aj ¢inidla stpravy RIDA®UNITY
EHEC/EPEC do systému RIDA®PUNITY.

Pred pouzitim dostatoéne premiesajte ¢inidla | Reaction Mix
| Positive Control | na vortexe. Enzymovti zmes | Enzyme Mix
vortexe. Potom vSetky sucasti kratko centrifugujte.
Skumavky na PCR so skumanymi vzorkami sa musia vopred umiestnit’ do
integrovaného PCR cykléra.

Na spravne vlozZenie Cinidiel a spotrebného materialu do systému su k dispozicii
nosiCe. Poc¢as vkladania postupujte podla pokynov systému RIDAPUNITY.
Dodrziavajte prislu$né casti priru¢ky k systému RIDAPUNITY (Cast: Vykonanie
cyklu).

Test RIDA®UNITY EHEC/EPEC mozno pouzivat iba v kombinacii so stpravou
RIDAPUNITY Internal Control Kit. To umoZiiuje véasné rozpoznanie potencialnej
inhibicie PCR, overenie integrity Cinidla a potvrdenie uspesnej extrakcie nukleovych
kyselin. Postup je opisany v navode na pouZzitie supravy RIDAPUNITY Internal
Control Kit (¢ast: Postup testovania).

Negative Control | a
nepremieSavajte na

Automatizované spracovanie je opisané v prirucke k systému RIDAPUNITY (Cast:
Vykonanie cyklu).
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9.1 Nastavenia zariadenia

9.1.1 Univerzalny profil PCR v realnom ¢ase

S cielom zjednotit testy RIDA®UNITY bol test RIDA®UNITY EHEC/EPEC overeny
vylu€éne v univerzalnom profile. To umoznuje navzajom kombinovat testy DNA

a RNA. Vo vSeobecnosti je preto reverzna transkripcia v univerzalnom profile na
prvom mieste.

Tab. 7:  Univerzalny profil PCR v realnom Case pre systém RIDAPUNITY

Reverzna transkripcia 10 min, 58 °C
Uvodna denaturécia 1 min, 95 °C
Cykly 45 cyklov
PCR Denaturacia 10s,95 °C
Zihanie/predlZovanie 15,60 °C

Rychlost’ prechodu teploty/

rychlost teplotného nabehu Maximalna

Poznamka: Zihanie a predizovanie prebieha v rovnakom kroku.

Tab. 8:  Univerzalny profil PCR v realnom Case pre systém CFX96™ Dx

Reverzna transkripcia 10 min, 58 °C
Uvodna denaturécia 1 min, 95 °C
Cykly 45 cyklov
PCR Denaturacia 155,95 °C
Zihanie/predlZovanie 30s,60 °C

Rychlost prechodu teploty/

rychlost teplotného nabehu Maximalna

Poznamka: Zihanie a predizovanie prebieha v rovnakom kroku.
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9.2 Nastavenie detekéného kanala

Tab.9: Vyber vhodnych detekcnych kanalov

v realnom case

Stx1/stx2

R-Biopharm Vnutorna kontrola
RIDA®PUNITY ipaH

eae
stx1/stx2
Bio-Rad Vnutorna kontrola
CFX96™ Dx ipaH
eae
12 2022-06-14

HEX
ROX
Cy5
FAM
VIC
ROX
Cy5

SEEK kanal stx

SEEK kanal ICD
SEEK kanal ipaH
SEEK kanal eae
SEEK kanal stx

SEEK kanal ICD
SEEK kanal ipaH
SEEK kanal eae
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10. Kontrola kvality - Indikacie nestability alebo exspiracie €inidiel

Vzorky sa vyhodnocuji pomocou analytického softvéru RIDA®SEEK systému
RIDA®UNITY. Kontroly | Negative Control | a | Positive Control | musia vykazovat
spravne vysledky (pozrite si tabulku 9).

Kontrola | Positive Control | je k dispozicii v koncentracii 103 kopii/uL. PouZiva sa
v celkovom mnozstve 5 x 102 kopii v kazdom spracovani PCR.

Negativna kontrola | Negative Control | uz obsahuje vnutornt kontrolu RIDA®UNITY
Internal Control. KedZe kontroly neobsahuju Sablénu, v ciefovych kanaloch sa
neoCakavaju ziadne signaly. Pozitivne signaly v kanali IC, v ktorom je detegovana
vnutorna kontrola, su klucové (pozrite si tabulku 10).

Tabulka 10:  Platné spracovanie PCR musi spifiat nasledujice podmienky:

Vzorka Vysledok IC Ct Cielovy gén Ct

Pozitivna kontrola + Nedostupné* Pozrite si Certificate of
Analysis

Negativna kontrola - Ct>20 0

* Za urcitych okolnosti méze mat kanal IC pozitivny signal v pozitivnej kontrole a preto sa nesmie
vyhodnocovat.

Ak pozitivna kontrola nie je v ramci Specifikovaného rozsahu Ct, ale negativna
kontrola je platna, je potrebné znova analyzovat v PCR vSetky reakcie vratane
kontrol.

Ak negativna kontrola nie je negativna, ale pozitivna kontrola je platna, je potrebné
znova analyzovat v PCR vsetky reakcie vratane kontrol.

Ak nie su splnené Specifikované hodnoty, pred opakovanim testu skontrolujte
nasledujuce polozky:

- Datum exspiracie pouzitych Cinidiel

- Funkénost pouzivaného vybavenia

- Spravny postup testovania

Ak podmienky nie su splnené ani po opakovani testu, obratte sa na vyrobcu alebo
miestneho distributora spolo¢nosti R-Biopharm.
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11. Hodnotenie a interpretacia

Hodnotenie a interpretacia vzoriek sa vykonavaju pomocou analytického softvéru
systému RIDA®PUNITY - RIDA®SEEK.

V sucasnosti neexistuje medzinarodne uznavana referencna metoda alebo
referencny material na Standardizaciu. Kontrolny material mozno metrologicky
vysledovat k internym Standardom spolo¢nosti R-Biopharm AG na zaklade
Specifickych amplikénov DNA.

Ak potrebujete dalSie informacie o metrologickej sledovatelnosti, obratte sa na
spolo¢nost’ R-Biopharm AG.

Specifikované hodnoty, rozsahy a dalsie podrobnosti najdete v certifikate analyzy
(Certificate of Analysis, CoA).

Tabulka 11:  Interpretacia vysledkov*

stx1/stx2 ipaH eae IC Vysledok

+ - - +/- | Detegovatelny druh STEC (EHEC)

i + i +/- Detegovatelné druhy EIEC/Shigella
spp-

- - + +/- | Detegovatelny druh EPEC

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

+ - + +/- | Detegovatelny druh EHEC

i + + +/- Detegovatelné druhy EIEC/Shigella
spp. a EPEC

+ + + +/- Detegovatelné druhy EHEC

a EIEC/Shigella spp.
- - - + | Cielové gény sa nedaju zistit’

- - - - | Neplatny

*i= pozitivny

- = negativny
Zakon o ochrane pred infekciami (IfSG) opisuje druh EHEC ako E. coli produkujuci
toxin shiga (STEC), ktoré su fudskymi patogénmi. Kedze v suCasnosti nie je mozné
stanovit’ presnu definiciu ludského patogénneho druhu STEC, kazdy STEC sa
povazuje za potencialny EHEC.®)

V'zorka je pozitivna, ak DNA vzorky a kontrola | Internal Control | vykazuju
amplifikacny signal v detek€nom systéme.

Vzorka sa povazuje za pozitivnu aj vtedy, ak DNA vzorky vykazuje amplifikacny
signal, ale v detek&nom systéme nie je mozné vidiet Ziadny amplifikacny signal pre
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kontrolu | Internal Control |. V tomto pripade sa nevyZzaduje detekcia kontroly
| Internal Control |, kedZze vysoké koncentracie amplikénov mézu spdsobit’ slaby alebo
chybaijlci signal kontroly | Internal Control |.

Vzorka je negativna, ak DNA vzorky nevykazuje amplifikaCny signal, ale

v detek&nom systéme je viditelny amplifikaény signal pre kontrolu | Internal Control |
Inhibiciu reakcie PCR a predchadzajucu extrakciu mozno vylugit' prostrednictvom
detekcie kontroly | Internal Control |

V'zorka je neplatna, ak DNA vzorky a kontrola | Internal Control | nevykazuiju
amplifikacny signal v detekénom systéme. Vo vzorke sa nachadzaju inhibitory alebo
sa pocas extrakéného procesu vyskytla chyba.
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Limitacie metody

Test RIDAPUNITY EHEC/EPEC deteguje DNA faktorov virulencie druhov EHEC,
STEC, EPEC a EIEC/Shigella spp. v nelie€enych vzorkach ludskej stolice

a vzorkach kultur. Z toho nemozno odvodit' suvislost medzi uroviiou stanovenej
hodnoty Ct a vyskytom zavaznych klinickych priznakov. Ziskané vysledky sa
musia vzdy interpretovat v kombinacii s celkovymi klinickymi priznakmi.
Diagn6za nema byt zaloZzena len na vysledku molekularnej biologickej analyzy,
ale ma vzdy brat’ do uvahy anamnézu pacienta a priznaky.

Tento test je schvaleny na automatizované spracovanie pomocou systému
RIDA®PUNITY.

Tento test je overeny len pre vzorky stolice a kultur.

Pri pouziti kultivaCnej matrice neprenasajte agarové médium do reakcie PCR,
pretoze to moze viest k potencialnej interferencii.

Nespravne odoberanie vzoriek, preprava, skladovanie a manipulacia alebo
patogénna naloz pod analytickou citlivostou testu mozu viest k faloSne
negativnym vysledkom.

Pritomnost inhibitorov PCR m&Zze viest k faloSne negativnym alebo neplatnym
vysledkom.

Ako pri vSetkych diagnostickych testoch in vitro zalozenych na PCR mozno zistit
extréemne nizke koncentracie cielovych sekvencii, ktoré su pod limitom detekcie
(LoD 95 %). Ziskané vysledky nie su vzdy reprodukovatelné.

Mutacie alebo polymorfizmy vo vazbovych miestach priméru alebo sondy mézu
interferovat’ s detekciou novych alebo neznamych variantov a moézu viest

k faloSne negativnym vysledkom pri pouziti testu RIDA®UNITY EHEC/EPEC.
Pozitivny vysledok testu nemusi nevyhnutne znamenat pritomnost’
Zivotaschopnych organizmov. Pozitivny vysledok naznacuje pritomnost
ciefovych génov (EHEC, stx1/2, eae; STEC, stx1/2; EPEC, eae a EIEC/Shigella
spp., ipaH).

Tato analyza sa ma vykonat v sulade s nariadenim o spravnej laboratérnej praxi
(SLP). Pouzivatelia musia pri vykonavani testu désledne dodrziavat pokyny
vyrobcu.
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13. Charakteristiky vykonu

13.1 Klinické charakteristiky vykonu

Multiplex real-time RT-PCR test RIDAPUNITY EHEC/EPEC bol v externom
laboratoriu porovnany s referenénym testom s oznaenim CE na zaklade 276 vzoriek
stolice od pacientov so symptomami gastrointestinalnej infekcie.

Vysledky ukazuju velmi vysoku citlivost’ a Specifickost’ pri detekcii faktorov virulencie
druhov EHEC, STEC, EPEC a EIEC/Shigella spp. pri pouZiti supravy RIDA®UNITY

EHEC/EPEC.
Referenéné PCR
Pozitl’vnew Negativne| Spolu

Tab. 12: Detekcia génov stx1/2 - vzorky stolice

Pozitivne | 122 0 122
RIDA®PUNITY EHEC/EPEC - stx1/2

Negativne| 5 149 154

Spolu 127 149 276

Relativna senzitivita (95 % IS) 96,1 % (91,1 % - 98,7 %)
Relativna $pecificita (95 % IS) 100 % (97,6 % - 100 %)

Referencné PCR
Pozitl’vnew Negativne| Spolu

Tab. 13: Detekcia génov ipaH - vzorky stolice

Pozitivhe | 65 0 65
RIDA®PUNITY EHEC/EPEC - ipaH

Negativne| 0 211 211

Spolu 65 211 276

Relativna senzitivita (95 % 1S) 100 % (94,5 % - 100 %)
Relativna $pecificita (95 % IS) 100 % (98,3 % - 100 %)
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Tab. 14: Detekcia génov eae - vzorky stolice

Referencné PCR

Pozitivne| Negativne| Spolu
Pozitivne | 179 0 179
RIDA®UNITY EHEC/EPEC - eae
Negativne| 4 93 97
Spolu 183 93 276

Relativna senzitivita (95 % IS) 97,8 % (94,5 % - 100 %)
Relativna $pecificita (95 % 1S) 100 % (96,1 % - 100 %)

13.2 Charakteristiky analytického vykonu
13.2.1 Detekény limit (LoD 95 %)

Na stanovenie LoD sa vzorka pozitivnej kontroly (negativne vzorky stolice,
obohatené alebo s pouzitim vzorky kultury) merala v piatich krokoch riedenia

(v krokoch s prirastkami po 0,25) pre kazdy ciel s 20 replikatmi na krok v jednej Sarzi.
Potom nasledovala probitova analyza. Dalej sa vypoé&itana LoD potvrdila

s 20 replikatmi na ciel pre vypocitany krok riedenia/koncentraciu.

Na testovanie sa pouzili nasledujuce kmene:

» stx1/stx2: Escherichia coli D3509 (hodnota LoD pre stx2 bola stanovena, pretoze
gén stx2 je spojeny s hemolyticko-uremickym syndrémom.)

* paH: Escherichia coli Fr1368

* eae: Escherichia coli DSM8695

Pre detekciu DNA druhov EHEC, STEC, EPEC a EIEC/Shigella spp. pomocou testu
RIDA®PUNITY EHEC/EPEC v systéme UNITY sa stanovili nasledujtce limity detekcie
(LoD).

Vysledky tychto merani su uvedené v tabulke 15.

Tab. 15: Vysledky limitu detekcie testu RIDA®UNITY EHEC/EPEC pre ciele stx1/2,
ipaH a eae.

| 125 000 CFU/mL

Stolica | 476 000 CFU/mL | 5300 CFU/mL
LoD

Kultara

2 130 CFU/mL | 798 CFU/mL | 2 890 CFU/mL |

* CFU: Colony Forming Units (Jednotky tvoriace koléniu)

Hodnota LoD pre gén stx1/2 vo vzorkach stolice bola stanovena na
476 000 CFU/mL.
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Hodnota LoD pre gén jpaH vo vzorkach stolice bola stanovena na 5 300 CFU/mL.
Hodnota LoD pre gén eae vo vzorkach stolice bola stanovena na 125 000 CFU/mL.
Hodnota LoD pre gén stx1/2 vo vzorkach kultury bola stanovena na 2 130 CFU/mL.
Hodnota LoD pre gén ipaH vo vzorkach kultury bola stanovena na 798 CFU/mL.

Hodnota LoD pre gén eae vo vzorkach kultury bola stanovena na 2 890 CFU/mL.

Pre rozSireny pracovny postup pomocou systému CFX96™ Dx boli tieto hodnoty LoD
potvrdené za predpokladu, ze zostaneme v 2- az 3-nasobnom rozsahu LoD.

13.2.2 Analyticka Specificita

Rusivé latky

Pritomnost’ inhibitorov PCR a rusSivych latok méze viest k faloSne negativnym alebo
neplatnym vysledkom. Preto sa skumali uCinky réznych latok, ktoré mézu existovat,
vzhfadom na ich rozSirené pouzitie pri gastrointestinalnych infekciach alebo
rozSireny vyskyt v zodpovedajucich vzorkach.

Latky, ktoré by mohli potencialne vyznamne ovplyvnit vysledky testu, boli spocCiatku
skumané vo vysokych koncentraciach (trojnasobok dennej davky alebo simulacia
najhorsieho pripadu) na interferennej obrazovke.

V pripade latok uvedenych v tabulke 16 sa nezistila Ziadna interferencia.

Tab. 16: Potencialne rusive latky

Potencialne rusiva latka Koncentracia

,(O;lzzi:[t:E)c;r:;/;:;in)—ratiopharmc'3 500 mg filmom obalené tablety 0.75 % [WAV]
Siran barnaty 18,5 % [v/V]
Tekuté sladidlo Cologran® (sacharin + cyklamat) 1,3 % [wiv]
Ludska krv 5 % [viV]
Tablety so zivoCiSnym uhlim 250 mg (ZivoCiSne uhlie) 6 % [w/v]
Loperamid-ratiopharm® akut (loperamid) 0,02 % [v/v]
Muciny 5 % [w/v]
Kyselina stearova/palmitova 40 % [wiv]
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Skrizené reakcie

Boli skumané rdézne organizmy (baktérie, parazity, huby a virusy), ktoré mézu byt
bezne najdené v matrici stolice. Mikroorganizmy, ktoré sa maju skumat' v ramci tejto
analyzy, boli vybrané bud preto, ze sa prirodzene vyskytuju vo vzorkach stolice,
alebo spbsobuju zodpovedajuce priznaky ako gastrointestinalne patogény. Na
analyzy sa pouzili kultiry baktérii (medzi 10® a 10° CFU/mL), hubové alebo virusové
kultury, supernatanty virusovych kultur, izolaty a Standardy LGC daného organizmu.

Multiplex real-time RT-PCR test RIDA®UNITY EHEC/EPEC je $pecificky pre druhy
EHEC, STEC, EPEC a EIEC/Shigella spp. S nasledujucimi druhmi neboli
detegované Ziadne skrizené reakcie (pozrite si tabulku 17):

Tab. 17: Organizmy spdsobujuce potencialne skrizenu reaktivitu.

Vysledok testu*
stx1/2 ipaH eae

Arcobacter butzleri - - -

Adenovirus 40 - - -
Adenovirus 41, ludsky, kmer Tak - - -
Aeromonas hydrophila - - -
Astrovirus 2 - - -
Bacillus cereus - - -
Bacteroides fragilis - - -
Campylobacter coli - - -
Campylobacter fetus poddruh fetus - - -
Campylobacter jejuni - - -
Campylobacter lari poddruh 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 Clone 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

* - = negativny

** Giardia intestinalis a Giardia lamblia su rovnaké organizmy.

RIDA®UNITY EHEC/EPEC
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13.2.3 Presnost’

Presnost real-time RT-PCR testu RIDA®UNITY EHEC/EPEC bola stanovena pre
nasledujuce urovne posudzovania.

Presnost' v ramci analyzy: Stanovenie 5 kontrolnych vzoriek pomocou 20 replikatov
kazdej vzorky v systéme RIDA®PUNITY za identickych podmienok.

Presnost medzi analyzami: UrCenie 5 kontrolnych vzoriek v 20 cykloch duplicitne
pocas 10 pracovnych dni (2 cykly za den), ktoré vykonali rézni technici za
reprodukovatefnych podmienok.

Testovanie presnosti v ramci analyzy a medzi analyzami sa uskutocCnilo s pouZzitim
troch réznych Sarzi.

Variacné koeficienty ziskané pre kazdé meranie pomocou real-time RT-PCR testu
RIDA®UNITY EHEC/EPEC v systémoch RIDA®PUNITY a CFX96™ Dx boli 4,29 %.

Tab. 18: Vysledky presnosti testu RIDA®UNITY EHEC/EPEC pre gén stx1/2 zo
vzoriek stolice (systém RIDAPUNITY).

Medzi

Ct V ramci analyzy Medzi analyzami

Priemerna
hodnota/

sarzami
Suprava

Suprava

Suprava

Suprava Suprava Suprava

Suprava

VK Sarze Sarze Sarze Sarze Sarze Sarze Sarzi
1 2 3 1 2 3 1-3

Ct 27,8 27,7 27,4 27,8 27,7 27,6 27,7

1 VK (%) 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

. VK (%) 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

° VK (%) 1,72 % 1,35 % 1,46 % 3,29 % 2,85 % 3,15 % 3,10 %
Ct - - - 32,0 31,7 31,6 31,8

) VK (%) |Nedostupné|Nedostupné |Nedostupné| 2,15 % 2,23 % 2,26 % 2,28 %
Ct 32,5 31,9 32,1 - - - -

° VK (%) 2,34 % 2,05 % 2,13 Nedostupné |Nedostupné | Nedostupné | Nedostupné
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Tab. 19: Vysledky presnosti testu RIDA®UNITY EHEC/EPEC pre gén stx1/2 zo
vzoriek stolice (CFX96™ Dx).

Ct
Priemerna
hodnota/

Suprava

V ramci analyzy

Suprava

Suprava

Suprava

Medzi analyzami

Suprava

Suprava

Medzi
Sarzami
Suprava

VK Sarze Sarze Sarze Sarze Sarze Sarze Sarzi
1 2 3 1 2 3 1-3

Ct 27,2 27,1 26,9 26,1 26,0 26,0 26,0

1 VK (%) | 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

? VK (%) 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

° VK (%) | 2,34 % 0,74 % 0,95 % 4,29 % 3,11 % 2,91 % 3,54 %
Ct - - - 29,2 28,7 28,6 28,9

) VK (%) |Nedostupné|Nedostupné |Nedostupné| 2,96 % 2,90 % 2,76 % 3,04 %
Ct 29,6 29,5 29,6 - - - -

° VK (%) 1,52 % 1,59 % 3,43 % |Nedostupné |Nedostupné |Nedostupné [Nedostupné
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Tab. 20: Vysledky presnosti testu RIDA®UNITY EHEC/EPEC pre gén ipaH zo
vzoriek stolice (systém RIDA®UNITY).

Ct
Priemerna
hodnota/

Suprava

V ramci analyzy

Suprava

Suprava

Suprava

Medzi analyzami

Suprava

Suprava

Medzi
Sarzami

Suprava

VK Sarze Sarze Sarze Sarze Sarze Sarze Sarzi
1 2 3 1 2 3 1-3

Ct 25,0 24,8 24,6 25,3 25,1 25,1 25,2

1 VK (%) 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

. VK (%) | 0,81 % 0,89 % 0,90 % 1,49 % 1,39 % 1,37 % 1,40 %
Ct 25,5 25,3 25,4 26,2 26,1 26,1 26,1

° VK (%) | 0,96 % 0,99 % 0,87 % 1,72 % 1,57 % 1,53 % 1,61 %
Ct - - - 27,1 27,0 27,0 27,0

) VK (%) |Nedostupné|Nedostupné |Nedostupné| 1,44 % 1,34 % 1,45 % 1,42 %
Ct 27,4 27,4 27,3 - - - -

° VK (%) 0,88 % 0,77 % 0,69 % |Nedostupné |Nedostupné | Nedostupné |Nedostupné
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Tab. 21:

Ct
Priemerna
hodnota/

Suprava

V ramci analyzy

Suprava

Suprava

Suprava

Medzi analyzami

Suprava

Vysledky presnosti testu RIDA®UNITY EHEC/EPEC pre gén ipaH zo
vzoriek stolice (CFX96™ Dx).

Suprava

Medzi
Sarzami

Suprava

VK Sarze Sarze Sarze Sarze Sarze Sarze Sarzi
1 2 3 1 2 3 1-3

Ct 25,1 25,0 24,8 24,4 24,4 24,4 24,4

1 VK (%) 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

. VK (%) | 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

° VK (%) 1,04 % 1,09 % 1,14 % 1,29 % 1,46 % 1,53 % 1,43 %
Ct - - - 26,2 26,1 26,1 26,2

) VK (%) |Nedostupné|Nedostupné |Nedostupné| 1,27 % 1,45 % 1,36 % 1,36 %
Ct 26,9 26,8 26,7 - - - -

° VK (%) 0,89 % 0,53 % 0,70 % |Nedostupné |[Nedostupné |Nedostupné |Nedostupné
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Tab. 22: Vysledky presnosti testu RIDA®UNITY EHEC/EPEC pre gén eae zo
vzoriek stolice (systém RIDA®UNITY).

Ct
Priemerna
hodnota/

Suprava

V ramci analyzy

Suprava

Suprava

Suprava

Medzi analyzami

Suprava

Suprava

Medzi
Sarzami
Suprava

VK Sarze Sarze Sarze Sarze Sarze Sarze Sarzi
1 2 3 1 2 3 1-3

Ct 26,2 26,3 26,0 26,4 26,5 26,5 26,5

1 VK (%) | 0,93 % 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

. VK (%) | 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

° VK (%) 1,05 % 0,86 % 0,99 % 2,03 % 1,84 % 1,80 % 1,89 %
Ct - - - 28,9 29,1 29,1 29,0

) VK (%) |Nedostupné|Nedostupné |Nedostupné| 1,81 % 1,78 % 1,81 % 1,80 %
Ct 29,1 29,4 29,4 - - - -

° VK (%) 1,24 % 0,78 % 1,18 % |Nedostupné [Nedostupné [ Nedostupné |Nedostupné
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Tab. 23: Vysledky presnosti testu RIDA®UNITY EHEC/EPEC pre gén eae zo
vzoriek stolice (CFX96™ Dx).

Ct
Priemerna
hodnota/

Suprava

V ramci analyzy

Suprava

Suprava

Suprava

Medzi analyzami

Suprava

Suprava

Medzi
Sarzami
Suprava

VK Sarze Sarze Sarze Sarze Sarze Sarze Sarzi
1 2 3 1 2 3 1-3

Ct 26,5 26,6 26,5 26,3 26,4 26,4 26,4

1 VK (%) | 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

. VK (%) | 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

° VK (%) | 0,88 % 0,74 % 0,79 % 1,66 % 1,78 % 1,85 % 1,77 %
Ct - - - 28,5 28,7 28,6 28,6

) VK (%) |Nedostupné|Nedostupné |Nedostupné| 1,32 % 1,58 % 1,48 % 1,47 %
Ct 29,1 29,3 29,2 - - - -

° VK (%) 0,73 % 0,55 % 0,68 % |Nedostupné |Nedostupné |Nedostupné |Nedostupné
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13.2.4 Analyticka reaktivita

Reaktivita multiplexného testu PCR v realnom ¢ase RIDA®UNITY EHEC/EPEC bola
testovana na definovanom paneli kmenov E. coli a Shigella (pozrite si tabulku 24).

Tab. 24: Testovanie analytickej reaktivity

Vysledok*

ipaH eae

L
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) -

*+ = pozitivny (aspon 2 z 3 replikatov pozitivne)
- = negativny
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14. Histoéria verzie

Cislo verzie Cast a oznaéenie

2022-06-14 | Verzia vydania

15. Vysvetlenie symbolov

VSeobecné symboly

Na diagnostické pouzitie in vitro
Postupujte podla navodu na pouzitie
Cislo 3arze

Pouzite pred

Teplota skladovania

Cislo polozky

Pocet testov

Datum vyroby

LL<g~"B5 8

Vyrobca

Symboly Specifické pre dany test

| Reaction Mix | Reakéna zmes

| Enzyme Mix | Enzymova zmes

| Negative Control | Negativna kontrola

| Positive Control|  Pozitivna kontrola

RIDA®UNITY EHEC/EPEC 2022-06-14
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