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1. Kullanim amaci

In vitro tani amach kullanim icindir. RIDAPUNITY platformu (izerinde gerceklestirilen
RIDA®UNITY EHEC/EPEC testi, akut gastroenterit belirtileri ve isaretleri bulunan
insanlardan alinan islenmemis insan gaita orneklerinde ve kultur 6rneklerinde EHEC,
STEC, EPEC ve EIEC/Shigella spp.’nin virulans faktorleri igin DNA'nin dogrudan
kalitatif olarak saptamasina yonelik bir multiplex real-time PCR testidir.

RIDA®PUNITY EHEC/EPEC testi, gastroenterit belirtileri olan hastalarda E. coli
enfeksiyonlarinin (EHEC, EPEC, STEC ve EIEC/Shigella spp.) ayirici tanisini diger
klinik ve laboratuvar bulgulariyla baglantili olarak desteklemeye yoneliktir.

Negatif sonuglar E. coli (EHEC, EPEC, STEC veya EIEC/Shigella spp.) enfeksiyonu
olasiligini ortadan kaldirmaz ve taninin tek temeli olarak kullaniimamalidir.

Uriin, profesyonel kullanima yoneliktir.

2. Testin 6zeti ve agiklamasi

Diyare hastaliklari onemli bir saglik sorunudur ve tum dinyada ¢ocuklarda yilda
yaklasik 1,7 milyar vakaya neden olmaktadir.() Diinya Saglik Orgiiti’'ne (DSO) gére
bu hastaliklar, yilda ortalama 525.000 élumle, dzellikle gelismekte olan Ulkelerde

5 yasin altindaki gocuklarda ikinci 6nde gelen 6lim nedenidir.(Y) Diyare hastaliginin
en yaygin bakteriyel patojenlerinden biri Escherichia coli'dir.?)

E. coli, bir Gram negatif, laktoz fermente eden, motil bakteridir ve Enterobacteriaceae
ailesine aittir. Bu bakteri mide gastrointestinal yollarin normal bir sakinidir, fakat
Ozellikle gelismekte olan ulkelerde gocuklarda yuksek morbidite ve mortaliteyle
birlikte hastaliklara da neden olabilmektedir. Asagidaki diyare yapici E. coli siniflari,
bakterinin virtlans 6zelliklerine, epidemiyolojiye ve klinik belirtilere dayanarak
belirlenmistir: enteropatojenik E. coli (EPEC), enterotoksijenik E. coli (ETEC),
enterohemorajik E. coli (EHEC), enteroinvaziv E. coli (EIEC) ve enteroaggregativ

E. coli (EAEC). Butun bu diyare yapici E. coli patotipleri, fekal-oral yoldan
bulagabilir.®

Bagirsak patojenik E. coli arasinda enterohemorajik E. coli (EHEC) 6zel 6nem
kazanmigtir. Bunlar, Shiga toksini veya verotoksin ureten E. colinin (sirasiyla STEC
veya VTEC) bir alt grubudur. STEC patojenligi, intestinal epitelyal hicrelere
yapisarak bagirsagi kolonize etme yeteneklerine dayandirilabilir. Kolonizasyon
sonrasinda bakteri iki sitotoksin Uretebilmektedir: verotoksin 1 ve 2. Verotoksinlerin
Shigella dysenteriae’nin Shiga toksinine benzemeleri nedeniyle VTEC’'e STEC de
denmektedir. Diger 6nemli tanisal EHEC patojenlik faktorleri, yalnizca stx1/stx2
(Shiga toksini genleri) degil, fakat ayni zamanda membran proteini olan intimin’i
kodlayan eae genidir (E. coli yapisma ve silme geni). Bu membran proteini, patojenin
bagirsak epitelyal hiicrelerine yapismasindan sorumludur.) EHEC/STEC'nin
insanlarda neden olabilecegi klinik belirtiler kanli diyareden hemolitik remik
sendroma (HUS) kadar degismektedir.> 5 Enfeksiyon kaynaklari esas olarak
kontamine yiyecekler olup bir EHEC/STEC enfeksiyonuna neden olmak igin

1000 bakteriden azi yeterlidir. Almanya’da STEC’in simdiye kadar neden oldugu
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yiyecekle iligkili en kotu salgin 2011 yilindaydi. Bu salginda, 3816 STEC enfeksiyonu
belirlenmis, 54 6lim yasanmig ve bunlarin 32’si HUS'la iligkili olmugtur.®)
Enteropatojenik E. coli (EPEC), 6zellikle gelismekte olan Ulkelerde bir pediyatrik
diyare hastaliklari nedeni olarak bilinmektedir.®» EPEC, Shiga toksinlerinin yoklugu
bakimindan EHEC'ten ayirt edilebilir.®® Bir EPEC enfeksiyonuyla en yaygin olarak
iligkili olan belirtiler sulu diyare, karin agrisi, mide bulantisi, kusma ve ates olup
saglikl bireylerde enfeksiy6z doz 108 organizmadir.®

Enteroinvaziv E. coli (EIEC) ve Shigella spp. benzer sekilde diinya ¢apinda, dzellikle
gelismekte olan Ulkelerde diyare hastaliklarina neden olur. Her ikisi de biyokimyasal
ve genetik olarak birbirleriyle yakindan iligkili olan Gram negatif bakterilerdir.(®) EIEC
ve Shigella spp. bakterilerinin patojenligi, intestinal epitelyal hiicreleri plazmid aracili
istilaya/ bu hucrelerin yikimina dayanmaktadir. Plazmid istilaci antijen H geninin
(ipaH) Urunleri, bu suregten sorumludur. Bu gen, EIEC/Shigella spp. saptamasi igin
onemlidir ve bu nedenle, bu patotipi EHEC’ten ayirt etmek olanakhdir. EIEC/Shigella
spp. enfeksiyonu salginlarinin asil olarak yiyeceklerin neden oldugu dusunulmekte ve
enfeksiyonlar diyare, karin agrisi, mide bulantisi ve atesle seyretmektedir.®

3. Test prensibi

RIDA®PUNITY EHEC/EPEC, insan gaita veya kultir érneklerinde EHEC, STEC, EPEC
ve EIEC/Shigella spp.’nin virtlans faktorleri icin genlerin dogrudan kalitatif olarak
saptamasina ve ayristirlmasina yonelik bir multiplex real-time PCR testidir.
RIDA®PUNITY sisteminde isleme tam otomatiktir. Once, RIDA®UNITY Universal
Extraction Kit ve Internal Control Kit kullanilarak nukleik asitler ekstrakte edilir.
Hedef sekans, her zaman tek adimli bir real-time RT-PCR bigiminde saptanir (DNA
tahlillerinde bile), yani tersine transkripsiyon (RT) ve ardindan PCR, tek bir reaksiyon
flakonunda gerceklestirilir. Bu islemde, izole edilen RNA (varsa), ters transkriptaz
yardimiyla cDNA’ya cevrilir. Ardindan, virtlans faktorleri stx1/stx2, eae ve ipaH’ya
0zgu gen parcgaciklari real-time PCR kullanilarak gogaltilir.

Cogaltilan hedef sekanslar, bir ucunda bir sondurucu ve diger ucunda bir floresan
haberci boyayla (florofor) etiketlenmis hidroliz problari kullanilarak saptanmaktadir.
Problar, bir hedef sekansin varliginda amplikonu hibridize etmektedir. Uzama
sirasinda,

Taq polymerase haberciyi sondurticiden ayirmaktadir. Haberci, bir gercek zamanli
PCR aletinin optik Unitesi tarafindan saptanan bir floresan sinyal yaymaktadir.
Floresan sinyal, olusan amplikonlarin miktarini artirmaktadir. RIDA®UNITY Internal
Control Kit, 6rnek hazirhgini ve/veya potansiyel PCR inhibisyonunu hususlarin
kontrol edebilmek i¢in ayni anda kullaniimalidir.
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4. Saglanan reaktifler

Kitte saglanan reaktifler 96 belirleme icin yeterlidir*.

Tab.1: Saglanan reaktifler

UNZ2205RM | |Reaction Mix | 1935 L | sari, kullanima hazir
UNZ2205EM | |Enzyme Mix | 1 % 350 uL | kirmizi, kullanima hazir
UNZ2205PC | |Positive Control | Tx | 200 uL | mavi, kullanima hazir
UNZ2205NC | |Negative Control| | 1% 450 pL | beyaz, kullanima hazir

* Tekrarh kullanimla ve klguk serilerde, reaksiyon sayisi azalabilir.

5. Saklama talimatlari

- Latfen Tablo 2’deki kullanma ilkelerini izleyin ve kiti kullandiktan hemen sonra
belirtilen bilgilere gore saklayin.

- Tam reaktifler gunes 1g1gindan uzakta, -16 °C ila 28 °C'de saklanmalidirlar ve
acllmamis halde, etikette basili son kullanma tarihine kadar kullanilabilirler. Kalite
garantisi, son kullanma tarihinden sonra artik gecerli degildir.

- Tam reaktifler kullanilmadan once dikkatle ¢ozilmelidir (6rnegin, bir buzdolabinda 2
- 8 °C'de).

- 8 defaya kadar tekrarlanan dondurmanin ve ¢dézmenin test dzelliklerine bir etkisi
yoktur.

Tab. 2:  Saklama kosullari ve bilgileri

Saklama sicakligi Maksimum saklama suresi

acilmamis 16 °C ila -28 °C Basili son kullanma t.a.rlhme kadar
kullanilabilir

acllmis -16 °Cila -28 °C 8 dondurma-¢g6zme dongusu
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6. Gerekli olan ama saglanmayan reaktifler

RIDA®PUNITY EHEC/EPEC multiplex real-time RT-PCR testi, yalnizca RIDA®UNITY
sistemiyle birlikte kullaniimaya yoneliktir. Asagidaki trtnler dogru kullanim igin
kesinlikle gereklidir:

6.1 Reaktifler
Asagidaki reaktifler RIDAPUNITY EHEC/EPEC testini gergeklestirmek igin gereklidir:

Reaktifler

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

6.2 Laboratuvar ekipmanlari

RIDA®PUNITY EHEC/EPEC testini gergeklestirmek igin asagidaki ekipmanlar
gereklidir:

RIDA®PUNITY sistemi, 6ge numarasi: ZUNITY (R-Biopharm AG)

RIDAPUNITY sarf malzemeleri (uglar, plakalar, reaksiyon flaklonlari, filmler).
Sarf malzemelerinin siparis bilgileri igin, RIDAPUNITY sisteminin kullanim
talimatlarina bakin.

Vorteks cihazi
TezgahUstu santrifij

Tek kullanimlik pudrasiz eldivenler

Harici dongiileyici (olasi sistem gug¢lendirmesi)

CFX96™ Dx (Bio-Rad)

RIDA®UNITY EHEC/EPEC kiti, bagka uyumlu dongiileyici cihazlarla birlikte
kullanilabilir. Alternatif gergek Zamanl PCR aletleri, kullanici tarafindan
dogrulanmalidir/onaylanmahdir. Uyumlulugu kontrol etmek igin, litfen R-Biopharm
AG’yi pcr@r-biopharm.de adresinden arayin.
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7. Kullanicilar igin uyarilar ve énlemler

In vitro tani amacl kullanim icindir.

Bu test, sadece yetkili laboratuvar personeli tarafindan gergeklestiriimelidir. Tibbi
laboratuvarlarda ¢alisma yonergelerine uyulmahdir.

Bu testi gergeklestirirken galigstirma kilavuzuna her zaman kesinlikle uyun.
Ornekleri veya reaktifleri agzinizi kullanarak pipetlemeyin. Yarali ciltle veya mukoz
membranlarla temasini 6nleyin.

Reaktifleri ve érnekleri kullanirken kisisel koruyucu ekipmanlar (uygun eldivenler,
laboratuvar onlugu, guvenlik gozlUkleri) kullanin ve testi bitirdikten sonra ellerinizi
yikayin.

Orneklerin kullanilmakta oldugu alanlarda sigara igmeyin, bir sey yemeyin veya
icmeyin.

Ornekleri ve kit bilesenlerini mikroplarla ve nikleazlarla (DNase/RNase) kontamine
etmekten kacinin.

Klinik érnekler, potansiyel olarak enfeksiyoz kabul edilmeli ve potansiyel olarak
enfeksiyoz drneklerle temas eden tum reaktifler ve malzemeler gibi uygun sekilde
bertaraf edilmelidir.

Bir kit lotunun bilesenlerini (Reaction Mix, Enzyme Mix, Positive Control,
Negative Control) bagka bir lotun bilesenleriyle degistirmeyin veya karigik olarak
kullanmayin.

Test kiti, ilk kez acgildiktan sonra 8 hafta boyunca kullanilabilir (kit, 6 defaya kadar
yeniden doldurulabilir). Test kitini, son kullanma tarihinden sonra kullanmayin. Bu
spesifikasyonlar, RIDAPUNITY sistemi tarafindan da kontrol edilir.

Kullanicilar, kullanildiktan sonra tum reaktiflerin ve materyallerin uygun sekilde
bertarafindan sorumludur. Bertaraf igin, lUtfen ulusal yonetmeliklere uyun.

Guvenlik Veri Formlarina (Safety Data Sheet, SDS) iliskin daha fazla ayrinti,
https://clinical.r-biopharm.com/search/ adresindeki 6ge numarasinda bulunmaktadir.

Avrupa Birligi'ndeki kullanicilar igin: Urlnle iligkili tim ciddi advers olaylari R-
Biopharm AG ve uygun ulusal makamlara bildirin.

Bu Uriin icin giivenlik ve performans 6zeti (SSP), Tibbi Cihazlara iligkin Avrupa

Veritabani (EUDAMED) faaliyete gectiginde https://ec.europa.eu/tools/eudamed
adresinde mevcut olacaktir. Bu veritabaninda, cihazin dig ambalajinda bulunan
UDI-DI'yi kullanarak cihazi arayin.
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8. Ornekleri toplama ve saklama

RIDA®PUNITY EHEC/EPEC tahlilinin olasi en iyi performansini saglamak igin taze
ornek materyali kullaniimasi onerilir.

Ornegi tekrar tekrar dondurmaktan ve gézmekten kaginin.

Gaita drneklerini, koruyuculu nakil ortam maddesi, hayvan serasi, metal iyonlari,
oksitleyici ajanlar veya deterjanlar iceren nakil kaplarinda toplamayin, ¢iinkl bu
maddeler RIDAPUNITY testleriyle etkilesime girebilirler.

Tekrarlanan ¢6zme ve dondurmayi énlemek icin érneklerin alikotlarinin olusturulmasi
onerilir. Dondurulmus 6rnekler, nukleik asitlerin bozulmasini 6nlemek igin
ekstraksiyondan hemen once ¢ozulmelidir.

Tablo 3 ila 6’daki 6rnek saklama talimatlarini izleyin.

Tab.3: Ornek saklama - EHEC saptamasi

Dogal ornekler - gaita

20-25°C 2-8°C -20°C/-80 °C
<7 gln <7 gln <6 ay

Dogal 6rnekler - Kiltir |
20-25°C 2-8°C -20°C/-80 °C
<1gln <1 gln -

Eluatta (gaitadan veya kiiltiirden)
30 °C 2-8°C -20 °C
< 24 saat < 36 saat <7 gln

-20 °C / -80 °C seklindeki bir saklama sicakhginda, gaita ornegini 5 defaya kadar
tekrarlanan dondurma/gcézmenin test 0zelliklerine bir etkisi yoktur.

-20 °C seklindeki bir saklama sicakliginda, eluati (gaitadan veya kulturden) 3 defaya
tekrarlanan dondurma/gézmenin test 6zelliklerine bir etkisi yoktur.

Daha 6nce dondurulmus gaitadan kulttr buyatmeyin, ¢gunkl donma, patojenlerin
baylume 6zelliklerini blyuk dl¢lde etkiler ve bu da, potansiyel olarak yalanci negatif
sonuclara neden olabilir.
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Tab.4: Ornek saklama - STEC saptamasi

Dogal ornekler - gaita

20-25°C 2-8°C -20°C/-80 °C
<7gln <7 gln <6 ay

Dogal ornekler - Kiiltur

20-25°C 2-8°C -20°C/-80 °C
<1 gln <1 gun -
Eluatta (gaitadan veya kiiltiirden)
30 °C 2-8°C -20 °C
< 24 saat < 36 saat <7 gln

-20 °C / -80 °C seklindeki bir saklama sicakhginda, gaita ornegini 5 defaya kadar
tekrarlanan dondurma/gézmenin test 6zelliklerine bir etkisi yoktur.

-20 °C seklindeki bir saklama sicakliginda, eluati (gaitadan veya kultirden) 3 defaya
tekrarlanan dondurma/gézmenin test 6zelliklerine bir etkisi yoktur.

Daha 6nce dondurulmus gaitadan kulttr buyatmeyin, ¢gunkl donma, patojenlerin
buyume ozelliklerini buyuk olgude etkiler ve bu da, potansiyel olarak yalanci negatif
sonuclara neden olabilir.

Tab.5: Ornek saklama - EPEC saptamasi

Dogal ornekler - gaita
20-25°C
<7 gun

-20°C /-80 °C
<6 ay

2-8°C
<7 gun

Dogal ornekler - Kultur

20-25°C 2-8°C -20°C/-80 °C
<1 gin <1gln -
Eluatta (gaitadan veya kiiltiirden)
30 °C 2-8°C -20 °C
< 24 saat < 36 saat <7 gun

-20 °C / -80 °C seklindeki bir saklama sicakhginda, gaita 6rnedini 5 defaya kadar
tekrarlanan dondurma/gézmenin test 6zelliklerine bir etkisi yoktur.

-20 °C seklindeki bir saklama sicakliginda, eluati (gaitadan veya kiltirden) 3 defaya
tekrarlanan dondurma/gcézmenin test 0zelliklerine bir etkisi yoktur.
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Daha 6nce dondurulmus gaitadan kultur buyatmeyin, gunkl donma, patojenlerin
buyume ozelliklerini buyuk olgude etkiler ve bu da, potansiyel olarak yalanci negatif
sonuclara neden olabilir.

Tab. 6: Ornek saklama - EIEC/Shigella spp. saptamasi

Dogal ornekler - gaita
20-25°C 2-8°C -20°C/-80 °C
<1gln <7 gln <6 ay

Dogal ornek - kultur

20-25°C 2-8°C -20°C/-80 °C
- <1gln -
Eluatta (gaitadan veya kiiltiirden)
30 °C 2-8°C -20 °C
< 24 saat < 36 saat <7 gun

-20 °C / -80 °C seklindeki bir saklama sicakhginda, gaita 6rnedini 5 defaya kadar
tekrarlanan dondurma/gézmenin test 6zelliklerine bir etkisi yoktur.

-20 °C seklindeki bir saklama sicakliginda, eluati (gaitadan veya kulturden) 3 defaya
tekrarlanan dondurma/gcézmenin test 0zelliklerine bir etkisi yoktur.

Daha 6nce dondurulmus gaitadan kulttir buyatmeyin, gunkl donma, patojenlerin
buyume ozelliklerini buyuk olgude etkiler ve bu da, potansiyel olarak yalanci negatif
sonuclara neden olabilir.

8.1 Gaita ve kiltur orneklerinden DNA hazirlama

Gaita ve kultiir 6rneklerinden DNA'yi izole etmek igin, RIDAPUNITY Universal
Extraction Kit kullanin. RIDA®PUNITY Universal Extraction Kit igin kullanim
talimatlarindaki dogru prosedurleri (Kisim: Gaita 6rneklerinden nikleik asit hazirlama.
Kisim: Kdltur orneklerinden nikleik asit hazirlama) izleyin.
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9. Test prosediirii

RIDA®PUNITY EHEC/EPEC igin hem 6rnekleri ve hem de reaktifleri kullanimin
baslangicinda RIDAPUNITY sistemine yerlestirin Oncesinde, | Reaction Mix |,

| Negative Control | ve | Positive Control | iriinlerini bir vorteksleyici kullanarak
yeterince karistirin. | Enzyme Mix | Giriiniin{i vortekslemeyin. Bundan sonra, tim
bilesenleri kisa sureyle santrifujleyin.

incelenecek érnekler icin PCR tiipleri, entegre PCR ddngiileyici cihazina dnceden
yerlestirilmelidir.

Sistemi reaktiflerle ve sarf malzemeleriyle dogru bir sekilde yuklemek igin tagiyicilar
mevcuttur. Yikleme iglemi igin, RIDAPUNITY sistemin talimatlarini izleyin.
RIDA®PUNITY sisteminin kilavuzundaki ilgili kisimlari (Kisim: Bir galisma
gerceklestirme) acgiklanmaktadir.

RIDA®PUNITY EHEC/EPEC testi, yalnizca RIDAPUNITY Internal Control Kit ile birlikte
kullanilabilir. Bu, potansiyel PCR inhibisyonunun erkenden taninmasini, reaktiflerin
buatanligund dogrulamayi ve basaril nukleik asit ekstraksiyonunu dogrulamayi
saglar. Prosedir, RIDAPUNITY Internal Control Kit igin kullanim talimatlarinda
(Kisim: Test proseduru) acgiklanmaktadir.

Otomatik igslemi, RIDA®UNITY sistem kilavuzunda (Kisim: Bir galisma
gerceklestirme) agiklanmaktadir.
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9.1 Cihaz ayarlari

9.1.1 Evrensel real-time PCR profili

RIDAPUNITY tahlillerini uyumlastirmak igin, RIDAPUNITY EHEC/EPEC tanhlili
yalnizca evrensel profilde dogrulanmigtir. Bu, DNA ve RNA tahlillerini birbirleriyle
birlestirmeyi olanakli kilmaktadir. Genel olarak sdylemek gerekirse, bu nedenle
tersine transkripsiyon evrensel profilde dnce gelmektedir.

Tab.7: RIDA®UNITY igin evrensel gergek zamanli PCR profili

Tersine transkripsiyon 10 dak, 58 °C
ik denatirasyon 1 dak, 95 °C
Donguler 45 dongu
PCR Denatirasyon 10 san, 95 °C
Tavlama/uzama 15 san, 60 °C
Sicaklik gegis hizi/frampa hizi Maksimum
Not: Tavlama ve uzama ayni adimda gerceklesir.

Tab. 8: CFX96™ Dx icin evrensel real-time PCR profili

Tersine transkripsiyon 10 dak, 58 °C
ilk denatiirasyon 1 dak, 95 °C
Doénguler 45 doéngu
PCR Denaturasyon 15 san, 95 °C
Tavlama/uzama 30 san, 60 °C
Sicaklk gegis hizi/rampa hizi Maksimum
Not: Tavlama ve uzama ayni adimda gercgeklesir.

RIDA®UNITY EHEC/EPEC 2022-06-14
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9.2 Saptama kanali ayari

Tab.9: Uygun saptama kanallarini segme

Gergek Zamanll

Stx1/stx2
R-Biopharm Dahili Kontrol
RIDA®PUNITY ipaH

eae

stx1/stx2
Bio-Rad Dahili Kontrol
CFX96™ Dx ipaH

eae

12 2022-06-14

HEX
ROX
Cy5
FAM
VIC
ROX
Cy5

SEEK kanali stx

SEEK kanali ICD
SEEK kanali ipaH
SEEK kanali eae
SEEK kanali stx

SEEK kanal ICD
SEEK kanali ipaH
SEEK kanali eae
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10. Kalite kontrol - Reaktif instabilitesi veya son kullanma tarihinin dolmasi
gostergesi

Ornekler, RIDA®UNITY sisteminin RIDA®SEEK analitik yazilimi kullanilarak
degerlendirilir. | Negative Control | ve | Positive Control | dogru sonuclari géstermelidir
(bkz. Tab. 9).

| Positive Control | 103 kopya/uL konsantrasyonunda mevcuttur. Her PCR
calismasinda toplam 5 x 102 kopya miktarinda kullanilir.

| Negative Control |, RIDA®UNITY Internal Control’i zaten icerir. Kontrollerde bir
sablon bulunmadigi i¢in, hedef kanallarda higbir sinyal beklenmez. Dahili kontrol
saptandigi IC kanalinda pozitif sinyaller saptanmasi zorunludur (bkz. Tab. 10).

Tab.10: Gegerli bir PCR ¢alismasi asagidaki kosullari kargilamalidir:

Ornek Sonug IC Ct Hedef gen Ct

Pozitif kontrol + Yok* Bkz. Certificate of
Analysis

Negatif kontrol - Ct>20 0

*Belirli durumlarda, IC kanalinda pozitif kontrolde bir pozitif sinyal olabilir ve bu nedenle, bu
degerlendiriimemelidir.

Pozitif kontrol, belirtilen Ct araliginda degilse, fakat negatif kontrol gegerliyse,
kontroller dahil tum reaksiyonlarin yeniden PCR’de yeniden analiz edilmeleri gerekir.

Negatif kontrol negatif degilse, fakat pozitif kontrol gecgerliyse, kontroller dahil tim
reaksiyonlarin PCR’de yeniden analiz edilmeleri gerekir.

Belirtilen degere ulasilamiyorsa, testi tekrarlamadan dnce asagidaki hususlari kontrol
edin:

- Kullanilan reaktiflerin son kullanma tarihi
- Kullanilan ekipmanin fonksiyonelligi
- Dogru test proseduru

Test tekrarlandiktan sonra kosullar yine karsilanmiyorsa, litfen Ureticiye veya yerel
R-Biopharm distributorintze basvurun.

RIDA®UNITY EHEC/EPEC 2022-06-14 13



11. Degerlendirme ve yorumlama
Ornek degerlendirme ve yorumlama, RIDAPUNITY sistemi analiz yazilimi olan
RIDA®SEEK kullanilarak yapilir.

Standartlastirma icin uluslararasi olarak kabul edilmis higbir guncel referans yontem
veya referans maddesi yoktur. Kontrol materyalleri, 6zgil DNA amplikonlarina
dayanarak dahili R-Biopharm AG standartlarina metrolojik olarak izlenebilir.

Metrolojik izlenebilirlige iliskin daha fazla bilgi icin, IUtfen R-Biopharm AG’yi arayin.

Belirtilen degerler, araliklar ve diger ayrintilar, Analiz Sertifikasinda (Certificate of
Analysis, CoA) bulunmaktadir.

Tab.11: Sonug yorumlama*

C T B

stx1/stx2 ipaH eae IC  Sonug¢
+ - - +/- | STEC (EHEC) saptanabilir
- + - +/- | EIEC/Shigella spp. saptanabilir
- - + +/- | EPEC saptanabilir
+ + i +/- STEC (EHEC) ve EIEC/Shigella spp.
saptanabilir
+ - + +/- | EHEC saptanabilir
i + + +/- EIEC/Shigella spp. ve EPEC
saptanabilir
+ + + +/- EHEC ve _E_IECIShigeIIa spp.
saptanabilir
- - - + | Hedef genler saptanabilir degil
- - - - | Gegersiz
*+= pozitif
- = negatif

Enfeksiyon Korunma Yasasi (Infection Protection Act - IfSG), EHEC'yi insan
patojenleri olan Shiga toksini tireten E. coli (STEC) olarak aciklamaktadir. insan
patojenik STEC’in kesin bir tanimi su anda belirlenemedigi igin, her STEC potansiyel
bir EHEC olarak goralir.®)

Bir drnek, drnek DNA’sI ve | Internal Control | saptama sisteminde bir gogalma sinyali
gOsterdiginde pozitiftir.

Bir 6rnek, drnek DNA’s! bir cogalma sinyali gdsteriyorsa, fakat | Internal Control | igin
saptama sisteminde bir gogalma sinyali gorulemiyorsa yine pozitif seklinde
degerlendirilir. | Internal Control | saptama bu durumda gerekli degildir, clinkii yiiksek
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amplikon konsantrasyonlari, | Internal Control | igin sinyalin zayif olmasina veya hig

olmamasina neden olabilir.

Bir drnek, érnek DNA’sI bir cogalma sinyali gdstermiyorsa, fakat | Internal Control |igin
saptama sisteminde bir godalma sinyali gorulebiliyorsa, negatif seklinde
degerlendirilir. PCR reaksiyonunun inhibisyonu ve énceki

ekstraksiyon, | Internal Control | saptamasiyla disarida birakilabilir.

Ornek, 6rnek DNA’s1 ve | Internal Control | saptama sisteminde bir cogalma sinyali
g6stermediginde gegersizdir. Ornekte inhibitorler vardir veya ekstraksiyon iglemi
sirasinda bir hata olusmustur.

12. Yontemin sinirlamalari

1. RIDA®UNITY EHEC/EPEC testi, islenmemis insan gaita veya kdltir 6rneklerinde
EHEC, STEC, EPEC ve EIEC/Shigella spp.’nin virtlans faktorleri icin DNA'yI
dogrudan saptar. Bundan, belirlenmis Ct degerinin dlzeyi ve siddetli klinik
semptomlarin ortaya ¢ikigi arasinda bir baglanti ¢gikarilamaz. Elde edilen
sonuglar, her zaman tim klinik semptomlarla birlikte yorumlanmalhdir.

2. Tani, tek bagina molekuler biyolojik analize dayandiriimamali, fakat hastanin

tibbi dykusunu ve semptomlarini da her zaman dikkate almahdir.

Bu test, yalnizca RIDAPUNITY sisteminde otomatik isleme igin onaylanmistir.

Bu test, yalnizca gaita ve kuiltur ornekleri igin dogrulanmigtir.

5. Kultir matrisini kullanirken, agar ortamini PCR reaksiyonuna tasimayin, ¢uinku
bu, potansiyel etkilesime neden olabilir.

6. Uygun olmayan 6rnekleme, tasima, saklama ve kullanma veya testin analitik
hassasiyetinin altindaki bir patojen yuku, yalanci negatif sonuglara neden olabilir.

7. PCRinhibitorlerinin varligi, yalanci negatif veya gegersiz sonuglara neden
olabilir.

8. Tum PCR tabanl in vitro tanisal testlerde oldugu gibi, hedef sekanslarin saptama
sinirinin (LoD %95) altinda olan son derece dusuk konsantrasyonlari
saptanabilir. Elde edilen sonuglar her zaman yeniden uretilebilir degildir.

> W

9. Primer veya prob baglanan bolgelerdeki mutasyonlar veya polimorfizmler, yeni
veya bilinmeyen varyantlarin saptanmasiyla etkilesebilir ve RIDA®UNITY
EHEC/EPEC kullanildiginda yalanci negatif sonuglara neden olabilir.

10. Bir pozitif sonucu, yasayabilir organizmalarin varligi olasiligini her zaman
belirtmez. Bir pozitif sonug, hedef genlerin (EHEC, stx1/2, eae; STEC, stx1/2;
EPEC, eae ve EIEC/Shigella spp., ipaH) var oldugunu belirtir.

11. Bu tahlil, iyi laboratuvar uygulamalarina (GLP) iliskin yonetmelige uygun olarak
gerceklestiriimelidir. Kullanicilar, testi gerceklestirirken Uretici firmanin
talimatlarina kesinlikle uymalidir.
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13. Performans ozellikleri

13.1 Klinik performans ozellikleri

RIDA®PUNITY EHEC/EPEC multiplex real-time PCR testi, bir harici laboratuvarda, CE
isaretli bir referans testle, gastrointestinal enfeksiyon belirtileri olan hastalardan
alinan 276 gaita 6rnegine dayanarak karsilastiriimigtir.

Sonuglar, EHEC, STEC, EPEC ve EIEC/Shigella spp.’nin virulans faktorlerinin
saptanmasinda, RIDAPUNITY EHEC/EPEC kiti kullanildiginda gok yiksek duyarlilk

ve 6zgullik bulundugunu gostermigtir.

Tab. 12: sitx1/2 saptamasi - gaita ornekleri

Pozitif

RIDA®UNITY EHEC/EPEC - stx1/2

Negatif

Toplam

Goreli hassasiyet (%95 ClI)
Goreli 6zglillik (%95 CI)

Tab. 13: ipaH saptamasi - gaita ornekleri

Pozitif

RIDA®UNITY EHEC/EPEC - ipaH

Negatif

Toplam

Goreli hassasiyet (%95 ClI)
Goreli 6zgullik (%95 ClI)
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Pozitif
122

5
127

%96,1 (%91,1 - %98,7)
%100 (%97,6 - %100)

Pozitif
65

0
65

%100 (%94,5 - %100)
%100 (%98,3 - %100)

Referans PCR

Negatif
0

149
149

Referans PCR

Negatif
0

211
211

Toplam

122

154
276

Toplam

65

211
276
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Tab. 14: eae saptamasi - gaita 6érnekleri

Referans PCR

Pozitif Negatif Toplam
Pozitif 179 0 179
RIDA®PUNITY EHEC/EPEC - eae
Negatif 4 93 97
Toplam 183 93 276
Goreli hassasiyet (%95 ClI) %97,8 (%94,5 - %100)
Goreli 6zgullik (%95 CI) %100 (%96,1 - %100)

13.2 Analitik performans ozellikleri
13.2.1 Saptama siniri (LoD %95)

Bir pozitif kontrol 6rnegi (negatif gaita érnekleri, zenginlestiriimis veya bir kulttr
ornegdi kullanilarak), LoD’u belirlemek amaciyla her bir hedef igin bes seyreltme
adiminda (0,25-log adimlarla), tek bir lotta adim basina 20 replikatla dlgulmustar.
Bunun ardindan bir probit analizi yapilmistir. Daha sonra, hesaplanan LoD,
hesaplanan seyreltme adimi/konsantrasyon igin hedef bagina 20 replikatla
dogrulanmigtir.

Asagidaki suslar test icin kullaniimistir:

» stx1/stx2: Escherichia coli D3509 (stx2 i¢in LoD belirlenmigtir, ¢linkd stx2
hemolitik Gremik sendromla iligkilidir.)

* paH: Escherichia coli Fr1368

* eae: Escherichia coli DSM8695

RIDA®PUNITY EHEC/EPEC tahlili UNITY sistemi tizerinde kullanilarak EHEC, STEC,
EPEC ve EIEC/Shigella spp. DNA’sinin saptanmasi igin, asagidaki saptama sinirlari
(LoD) belirlenmisgtir.

Bu oOlgumlerin sonuglar Tablo 15'de gdosterilmektedir.

Tab. 15: stx1/2, ipaH ve eae hedefleri icin RIDA®PUNITY EHEC/EPEC testin
saptama siniri sonuglari.

Gaita |476.000 CFU/mL| 5300 CFU/mL |125.ooo CFU/mL

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

*CFU: Colony Forming Units

Gaita orneklerinde stx1/2 i¢in LoD, 476.000 CFU/mL’de belirlenmistir.
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Gaita orneklerinde ipaH icin LoD, 5.300 CFU/mL’de belirlenmistir.
Gaita orneklerinde eae icin LoD, 125.000 CFU/mL’de belirlenmistir.
Kultar érneklerinde stx1/2 igin LoD, 2.130 CFU/mL’de belirlenmistir.
Kultar érneklerinde ipaH i¢in LoD, 798 CFU/mL’de belirlenmisgtir.

Kaltur érneklerinde eae igin LoD, 2.890 CFU/mL’de belirlenmistir.

CFX96™ Dx kullanilan zenginlestirilmis is akisi igin, bu LoD degerleri, 2-3-katlik bir
LoD araliginda kaldigimiz varsayimiyla dogrulanmistir.

13.2.2 Analitik 6zgiilluk
Etkilesen maddeler

PCR inhibitorlerinin ve etkilesen maddelerin varhgi, yalanci negatif veya gecersiz
sonuglara neden olabilir. Bu nedenle, gastrointestinal enfeksiyonlar igin yaygin
kullanimlari nedeniyle gesitli maddelerin var olabilecek etkileri veya ilgili orneklerde
yaygin ortaya ¢ikiglari arastirilmistir.

Test sonuglarini potansiyel olarak dnemli dlgide etkileyebilecek maddeler, bir
etkilesim taramasinda baslangigta yluksek konsantrasyonlarda (glunltik dozun Ug kati
veya en kot durum simuilasyonu) incelenmistir.

Tablo 16'te listelenen maddeler igin higbir etkilesim bulunamamistir.

Tab. 16: Potansiyel olarak etkilesen maddeler

Potansiyel olarak etkilesen madde

Azithromycin-ratiopharm® 500 mg film kapli tablet (azitromisin) | %0,75 [w/v]
Baryum sulfat %18,5 [Vv/IV]
Cologran®sivi tatlandirici (sakkarin + siklamat) %1,3 [wiv]
insan kani %5 [VIV]
Kémur tabletleri 250 mg (kdmdur) %6 [wiv]
Loperamide-ratiopharm® akut (loperamid) %0,02 [v/V]
Mdasinler %5 [wiv]
Stearik/palmitik asit %40 [w/v]
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Capraz reaksiyonlar

Gaita matrisinde yaygin olarak bulunan gesitli organizmalar (bakteriler, parazitler,

mantarlar ve virusler) arastiriimistir. Bu tahlil igin arastirilacak mikroorganizmalar, ya

gaita orneklerinde dogal olarak ortaya ¢ikmalari ya da gastrointestinal patojenler
olarak ilgili semptomlara neden olmalari nedeniyle secilmistir. Analizler igin bakteri

kilttrleri (10° ve 10° CFU/mL arasinda), mantar kiiltirleri, viral kiltUrlerin Ust fazlari,
izolatlar ve verili organizmalar igin LGC standartlari kullaniimigtir.

RIDA®UNITY EHEC/EPEC multiplex real-time PCR, EHEC, STEC, EPEC ve
EIEC/Shigella spp. igin 6zguldir. Asagidaki turlerle higbir capraz reaksiyon

saptanmamigtir (bkz. Tab. 17):

Tab. 17: Potansiyel olarak ¢capraz reaktiviteli organizmalar.

Organizma

Arcobacter butzleri
Adenovirus 40

Adenovirus 41, insan, Tak susu
Aeromonas hydrophila
Astrovirus 2

Bacillus cereus

Bacteroides fragilis
Campylobacter coli
Campylobacter fetus alt turu fetus
Campylobacter jejuni
Campylobacter lari alt tiru 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)

Test sonucu*

stx1/2 ipaH eae

RIDA®UNITY EHEC/EPEC

2022-06-14

19



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 (serovar Enteritidis)

Salmonella enterica (serovar Typhimurium)

Serratia liquefaciens
Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis
Vibrio parahaemolyticus
Yersinia enterocolitica

* - = negatif

** Giardia intestinalis ve Giardia lamblia ayni organizmadir.
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13.2.3 Kesinlik

RIDA®PUNITY EHEC/EPEC real-time PCR testinin kesinligi, asagidaki dizeyler igin
belirlenmistir.

Tahlil igi kesinlik: RIDAPUNITY Uzerinde ayni kosullarda her birinde 20 replikat olmak
Uzere 5 kontrol 6rnegdinin belirlenmesi.

Tahlil arasi kesinlik: Yeniden Uretilebilir kosullarda, farkli teknisyenler tarafindan,
10 is gununde ¢ift halinde 20 galismada (gunde 2 ¢alisma) 5 kontrol 6rneginin
belirlenmesi.

Tahlil arasi ve tahlil i¢i kesinlik testi, Gg¢ farkl lot kullanilarak gergeklestirilmigtir.

RIDAPUNITY EHEC/EPEC real-time PCR testi, RIDA®PUNITY ve CFX96™ Dx
uzerinde kullanilarak yapilan her bir 6lgimden elde edilen varyasyon katsayisi %4,29
olmustur.

Tab. 18: Gaita drneklerinden stx7/2 icin RIDAPUNITY EHEC/EPEC testinin kesinlik
sonuglari (RIDAPUNITY sistemi).

Lot arasi
Kit lotlar

Ct Tahlil i¢i Tahlil arasi

CNCIETNERN Kit lotu  Kit lotu  Kitlotu  Kit lotu Kit lotu  Kit lotu

deger/CV 1 2 3 1 2 3 1-3
Ct 27,8 27,7 274 | 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
‘ 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
° CV (%) | %1,72 | %1,35 | %1,46 | %3,29 | %2,85 | %3,15 | %3,10
Ct - - - 32,0 31,7 31,6 31,8
* CV (%) | Yok Yok Yok | %215 | %223 | %2,26 | %2,28
Ct 32,5 31,9 32,1 - - - -
° CV (%) | %234 | %2,05 | 2,13 Yok Yok Yok Yok
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Tab. 19: Gaita 6rneklerinden stx1/2 icin RIDAPUNITY EHEC/EPEC testinin kesinlik
sonuglari (CFX96™ Dx).

Ct
Ortalama

Tahlil ici
Kit lotu Kitlotu Kitlotu Kitlotu Kitlotu Kitlotu

Tahlil arasi

Kit lotlari

Lot arasi

deger/CV 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 | %2,91 %3,54
Ct - - - 29,2 28,7 28,6 28,9
) CV (%) | Yok Yok Yok | %2,96 | %2,90 | %2,76 %3,04
Ct 29,6 29,5 29,6 - - - -
° CV (%) | %152 | %1,59 | %3,43 | Yok Yok Yok Yok
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Tab. 20: Gaita 6rneklerinden jpaH icin RIDA®PUNITY EHEC/EPEC testinin kesinlik
sonuglari (RIDAPUNITY sistemi).

Ct
Ortalama

Tahlil ici
Kit lotu Kitlotu Kitlotu Kitlotu Kitlotu Kitlotu

Tahlil arasi

Kit lotlari

Lot arasi

deger/CV 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
‘ CV (%) | %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
° CV (%) | %0,96 | %0,99 | %0,87 | %1,72 | %1,57 | %1,53 %1,61
Ct - - - 27,1 27,0 27,0 27,0
) CV (%) | Yok Yok Yok | %144 | %134 | %145 | %1,42
Ct 27,4 27,4 27,3 - - ; ]
° CV (%) | %0,88 | %0,77 | %0,69 | Yok Yok Yok Yok
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Tab. 21: Gaita 6rneklerinden jpaH icin RIDA®PUNITY EHEC/EPEC testinin kesinlik
sonuglari (CFX96™ Dx).

Ct Tahlil i¢i Tahlil arasi Lot arasi

SLUCICWERN Kit lotu  Kit lotu  Kit lotu  Kit lotu  Kit lotu  Kit lotu  Kit lotlan
deger/CV 1 2 3 1 2 3 1-3
Ct 25,1 25,0 248 | 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 25,4 25,4
‘ CV (%) | %0,85 | %1,03 | %1,01 | %111 | %121 | %1,21 | %1,17
Ct 25,2 25,0 250 | 254 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
) CV (%) | Yok Yok Yok | %127 | %1,45 | %1,36 | %1,36
Ct 26,9 268 | 26,7 - - - -
° CV (%) | %0,89 | %0,53 | %0,70 | Yok Yok Yok Yok
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Tab. 22: Gaita 6rneklerinden eae icin RIDAPUNITY EHEC/EPEC testinin kesinlik
sonuglari (RIDAPUNITY sistemi).

Ct Tahlil i¢i Tahlil arasi Lot arasi

SLUCICWERN Kit lotu  Kit lotu  Kit lotu  Kit lotu  Kit lotu  Kit lotu  Kit lotlan
deger/CV 1 2 3 1 2 3 1-3
Ct 26,2 26,3 26,0 | 264 26,5 26,5 26,5
1 CV (%) | %0,93 | %0,86 | %0,85 | %1,92 | %1,95 | %2,03 | %1,97
Ct 27,7 27,9 27,7 | 279 28,0 28,0 27,9
‘ 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
° CV (%) | %1,05 | %0,86 | %0,99 | %2,03 | %1,84 | %1,80 | %1,89
Ct - - - 28,9 29,1 29,1 29,0
) CV (%) | Yok Yok Yok | %1,81 | %1,78 | %1,81 | %1,80
Ct 29,1 294 | 294 - - - -
° CV (%) | %1,24 | %0,78 | %1,18 | Yok Yok Yok Yok
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Tab. 23: Gaita 6rneklerinden eae icin RIDAPUNITY EHEC/EPEC testinin kesinlik
sonuglari (CFX96™ Dx).

Lot arasi
Kit lotlari

Ct Tahlil i¢i Tahlil arasi

oLEIEIUERN Kit lotu  Kitlotu Kitlotu Kitlotu Kitlotu Kit lotu

deger/CV 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
) CV (%) | Yok Yok Yok | %1,32 | %1,58 | %148 | %1,47
Ct 29,1 29,3 29,2 - - - -
° CV (%) | %0,73 | %0,55 | %0,68 | Yok Yok Yok Yok
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13.2.4 Analitik reaktivite

RIDA®UNITY EHEC/EPEC multiplex real-time PCR testinin reaktivitesi, tanimlanmig
bir E. coli ve Shigella suslari paneli Uzerinde test edilmistir (bkz. Tab. 24).

Tab. 24: Analitik reaktivite testi

stx1/2 ipaH eae

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) -

* + = pozitif (en az 3 replikattan 2’si pozitif)
- = negatif
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14. Surum gegmisi

Siriim numarasi Bolum ve adlandirma

2022-06-14 | Yayin siiriimii

15. Simgelerin agiklamalari

Genel simgeler

In vitro tan1 amagli kullanim igindir
Kullanma talimatlarini izleyin

Parti numarasi

Son kullanma tarihi

Saklama sicakligi

Madde numarasi

Test sayisi

Uretim tarihi

LL<g~"B5 8

Uretici firma

Teste 6zel simgeler

| Reaction Mix | Reaksiyon Karisimi

| Enzyme Mix | Enzim Karisimi

| Negative Control|  Negatif kontrol

| Positive Control|  Pozitif kontrol
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