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1. Przeznaczenie

Do stosowania w diagnostyce in vitro. Test RIDA® UNITY Norovirus | & II,
wykonywany na platformie RIDA ® UNITY, to multipleksowa reakcja RT-PCR w
czasie rzeczywistym do bezposredniego jakosciowego wykrywania i roznicowania
RNA norowiruséw z genogrupy | (Gl) i Il (Gll) w nieprzygotowanych prébkach katu
pobranych od oséb z objawami ostrego zapalenia zotgdka i jelit.

Test RIDA® UNITY Norovirus | & Il jest przeznaczony do wspomagania diagnostyki
réznicowej zakazen norowirusami z genogrupy | (Gl) i genogrupy Il (Gll) u pacjentow
z objawami zapalenia zotgdka i jelit w potgczeniu z wynikami innych badan
klinicznych i laboratoryjnych.

Wyniki ujemne nie wykluczajg zakazenia norowirusami i nie powinny byc¢
wykorzystywane jako jedyna podstawa do postawienia rozpoznania.

Produkt ten jest przeznaczony do uzytku profesjonalnego.

2. Podsumowanie i wyjasnienie testu

Norowirusy sg jedng z najczestszych na swiecie przyczyn niebakteryjnego zapalenia
zotgdka i jelit u oséb w kazdym wieku i co roku powodujg okoto 70 000 do

200 000 zgondéw.() Odpowiadajg za okoto 20% wszystkich przypadkow ostrego
zapalenia zotgdka i jelit na catym Swiecie. Ludzkie norowirusy, wczesniej nazywane
wirusami Norwalk, zostaty po raz pierwszy zidentyfikowane w 1972 r. w prébkach
katu pobranych podczas epidemii zapalenia zotadka i jelit w Norwalk, Ohio, USA, co
czyni je pierwszymi patogenami wirusowymi, w przypadku ktérych udowodniono, ze
powodujg one zapalenie Zzotgdka i jelit.?)

Norowirusy nalezg do rodziny Caliciviridae i sg matymi, bezotoczkowymi wirusami z
jednoniciowym RNA (ssRNA). Na podstawie sekwencji genetycznych wirusowej
zaleznej od RNA polimerazy RNA i biatka kapsydu, norowirusy sg podzielone na

10 genogrup (Gl do GX), przy czym obecnie znanych jest ponad 49 réznych
genotypow (9 x GI, 27 x Gll, 3 x Glll, 2 x GIV, 2 x GV, 2 x GVI i 1 genotyp dla GVII,
GVIII, GIX [dawniej GlI.15] i GX) oraz réznych szczepow. Genogrupy |, Il, a czasem
IV sg najwazniejsze z punktu widzenia patogennosci dla cztowieka.( W Stanach
Zjednoczonych ponad 99% wszystkich epidemii norowirusow jest powodowanych
przez wirusy z genogrup Gl i GII.®) Zapalenie Zotgdka i jelit wywotane przez
norowirusy jest czesto spowodowane obecnoscig wirionéw w kale i wymiocinach, a
do spowodowania zachorowania wystarczy tylko 10 czgstek zakaznych. Wysoka
stabilno$¢ w srodowisku i niska dawka infekcyjna odpowiadajg za wysokg
transmisyjno$¢ norowirusow.* Typowe objawy infekcji norowirusem to biegunka,
wymioty i nudnosci.®

2 2022-08-09 RIDA®UNITY Norovirus | &I



3. Zasada testu

RIDAPUNITY Norovirus | & Il multiplex real-time RT-PCR to molekularna
diagnostyczna reakcja PCR stuzgca do bezposredniego jakoSsciowego wykrywania i
roznicowania RNA norowiruséw z genogrupy | (Gl) RNA i norowiruséw z genogrupy
Il (Gll) oraz RNA GIV w probkach katu cziowieka. Przetwarzanie jest w petni
zautomatyzowane dzieki systemowi RIDA®UNITY. Najpierw kwasy nukleinowe sg
ekstrahowane przy uzyciu RIDA®UNITY Universal Extraction Kit i zestawu kontroli
wewnetrznej. Sekwencja docelowa jest wykrywana w jednoetapowym formacie
RT-PCR w czasie rzeczywistym, co oznacza, ze najpierw odbywa sie odwrotna
transkrypcja (RT), a nastepnie PCR, ktére sg przeprowadzane w jednej fiolce
reakcyjnej. W tym procesie wyizolowany RNA jest transkrybowany do cDNA za
pomocg odwrotnej transkryptazy. Fragmenty genow swoiste dla norowirusa Gl i
Gll/GIV s3g nastepnie amplifikowane przy uzyciu PCR w czasie rzeczywistym.
Zamplifikowane sekwencje docelowe (region potgczenia ORF1/ORF2) sg wykrywane
przy uzyciu sond hydrolitycznych wyznakowanych wygaszaczem na jednym kohcu i
do fluorescencyjnego barwnika reporterowego (fluoroforu) na drugim koncu. W
obecnoséci sekwencji docelowej sondy hybrydyzujg z amplikonem. Podczas etapu
ekstensji Taq Polymerase oddziela reporter od wygaszacza. Reporter emituje sygnat
fluorescencyjny, ktory jest wykrywany przez jednostke optyczng aparatu do PCR w
czasie rzeczywistym. Natezenie sygnatu fluorescencyjnego wzrasta wraz z iloscig
powstajgcych amplikonéw. RIDA®UNITY Internal Control Kit musi by¢ uzywany w
tym samym czasie, aby moc sprawdzi¢ przygotowanie probki i/lub potencjalng
inhibicje PCR.

4. Dostarczane odczynniki

Odczynniki w zestawie wystarczajg na 96 oznaczen*.

Tabela 1: Dostarczane odczynniki

NR KAT. Odczynnik m Kolor pokrywki

z06tty, gotowy do

UNZ1415RM | |Reaction Mix | 1935 uL
uzycia
. czerwony, gotowy do
UNZ1415EM | |Enzyme Mix | 1 x 350 uL uzycia
niebieski, gotowy do
UNZ1415PC | |Positive Control | 1 x 200 uL gotowy

uzycia
biaty, gotowy do
uzycia

UNZ1415NC | |Negative Control| | 1% 450 pL

* Przy wielokrotnym uzyciu i w mniejszych seriach liczba reakcji moze ulec zmniejszeniu.
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5. Instrukcje dotyczace przechowywania

- Nalezy postepowac zgodnie z wytycznymi dotyczgcymi postepowania
przedstawionymi w Tabeli 2 i przechowywac¢ zestaw bezposrednio po uzyciu
zgodnie z podanymi informacjami.

- Wszystkie odczynniki nalezy przechowywac z dala od swiatta w temperaturze od
-16°C do -28°C. Nieotwarte odczynniki mozna zuzy¢ do terminu waznosci
wydrukowanego na etykiecie. Po uptywie terminu waznosci nie mozna
zagwarantowac¢ jakosci.

- Wszystkie odczynniki nalezy ostroznie rozmrozic¢ przed uzyciem (np. w lodowce w
temperaturze 2 - 8°C).

- Wielokrotne zamrazanie i rozmrazanie do 8 razy nie wptywa na wtasciwosci testu.

Tabela 2: Warunki przechowywania i informacje

Temperatura .
. Maksymalny czas przechowywania
przechowywania

nieotwarte -16 do -28°C Mozna zuzyc do wydrukowanego
terminu waznosci

po otwarciu -16 do -28°C 8 cykli zamrazania-rozmrazania
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6. Odczynniki wymagane, ale niedostarczane

Test RIDA®UNITY Norovirus | & Il multiplex real-time RT-PCR jest przeznaczony
wytgcznie do uzytku z systemem RIDA®PUNITY. Do prawidtowego stosowania
bezwzglednie wymagane sg nastepujgce produkty:

6.1 Odczynniki

Do wykonania testu RIDAPUNITY Norovirus | & Il potrzebne sg nastepujgce
odczynniki:

Odozynniki Nrkat.
RIDA®PUNITY Universal Extraction Kit (R-Biopharm AG) UNO0O001
RIDA®UNITY Internal Control Kit (R-Biopharm AG) UNO0O010

6.2 Sprzet laboratoryjny
Do wykonania testu RIDAPUNITY Norovirus | & Il potrzebny jest nastepujgcy sprzet:

System RIDAPUNITY; nr kat.: ZUNITY (R-Biopharm AG)

Materiaty eksploatacyjne RIDAPUNITY
(koncowki, ptytki, fiolki reakcyjne, folie). Informacje dotyczgce zamawiania
materiatow eksploatacyjnych, patrz instrukcja obstugi RIDAPUNITY.

Worteks
Wiréwka stotowa

Jednorazowe rekawiczki bezpudrowe

Cykler zewnetrzny (mozliwe rozszerzenie systemu)

CFX96™ Dx (Bio-Rad)

Zestaw RIDAPUNITY Norovirus | & Il moze by¢ uzywany w potgczeniu z innymi
kompatybilnymi cyklerami. Alternatywne instrumenty do PCR w czasie rzeczywistym
muszg zostac zweryfikowane/zwalidowane przez uzytkownika. Aby sprawdzi¢
zgodnosc, nalezy skontaktowac sie z firmg R-Biopharm AG pod adresem
pcr@r-biopharm.de.
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7. Ostrzezenia i Srodki ostroznosci dla uzytkownikéw

Do stosowania w diagnostyce in vitro.

Ten test moze by¢ wykonywany wytacznie przez wykwalifikowany personel
laboratoryjny. Nalezy przestrzega¢ wytycznych dotyczgcych pracy w laboratoriach
medycznych.

Podczas wykonywania tego testu nalezy zawsze Scisle przestrzegac instrukcji uzycia
Nie pipetowac probek ani odczynnikdéw ustami. Unika¢ kontaktu z uszkodzong skorg i
btonami sluzowymi.

Podczas pracy z odczynnikami i probkami nalezy nosi¢ osobiste wyposazenie
ochronne (odpowiednie rekawiczki, fartuch laboratoryjny, okulary ochronne), a po
wykonaniu testu - umyc rece.

W miejscu, w ktorym przetwarzane sg prébki nie wolno pali¢, jes¢ ani pic.

Nalezy unika¢ zanieczyszczenia probek i sktadnikow zestawu drobnoustrojami i
nukleazami (DNaza/RNaza).

Prébki kliniczne nalezy traktowac jako potencjalnie zakazne i odpowiednio je
zutylizowaé, podobnie jak wszystkie odczynniki i materiaty, ktére majg kontakt z
potencjalnie zakaznymi prébkami.

Nie nalezy wymienia¢ ani miesza¢ odczynnikow (Reaction Mix, Enzyme Mix,
Internal Control RNA, Positive Control, ujemny Control) z danej partii zestawu z inng
partig.

Zestaw testowy moze by¢ uzywany przez 8 tygodni od pierwszego otwarcia (zestaw
mozna tadowac do 6 razy). Nie uzywac zestawu testu po uptywie terminu waznosci.
Specyfikacje te sg rowniez sprawdzane przez system RIDA®UNITY.

Uzytkownicy ponoszg odpowiedzialno$¢ za prawidtowg utylizacje wszystkich
odczynnikdéw i materiatow po uzyciu. W przypadku utylizacji nalezy przestrzegacé
przepisow krajowych.

Dalsze szczegoty dotyczgce karty charakterystyki (Safety Data Sheet, SDS) mozna
znalez¢ pod numerem pozycji na stronie https://clinical.r-biopharm.com/search/.
Dotyczy uzytkownikow w Unii Europejskiej: Wszystkie powazne zdarzenia
niepozgdane zwigzane z produktem nalezy zgtaszac¢ firmie R-Biopharm AG oraz
odpowiednim organom krajowym.
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8. Pobieranie i przechowywanie probek

Zaleca sie uzycie Swiezego materiatu probki, aby uzyskac najlepszg skutecznosé¢
testu RIDAPUNITY Norovirus | & II.

Nalezy unikac¢ wielokrotnego zamrazania/rozmrazania probki.

Nie nalezy pobierac prébek katu do pojemnikoéw transportowych zawierajgcych
pozywke transportowg ze srodkami konserwujgcymi, surowicg zwierzecg, jonami
metali, Srodkami utleniajgcymi lub detergentami, poniewaz takie substancje mogg
zaktocac test RIDAPUNITY.

Zaleca sie przygotowanie porcji probek, aby unikng¢ wielokrotnego rozmrazania i
zamrazania. Zamrozone probki nalezy rozmrozi¢ bezposrednio przed ekstrakcja, aby
zapobiec rozktadowi kwasu nukleinowego.

Nalezy postepowac zgodnie z instrukcjami dotyczgcymi przechowywania probek,
podanymi w Tabelach od 3 do 6.

Tabela 3: Przechowywanie probek - wykrywanie norowirusa Gl

Prébki natywne - kat

20 -25°C 2-8°C 20/-80°C
<7 dni <9 dni <6 miesiecy

W eluacie (z katu)
30°C
<24 godzin

2-8°C
<36 godzin

-20°C
<1 miesigc

Przy przechowywaniu w temperaturze -20°C/ -80°C wielokrotne
zamrazanie/rozmrazanie prébki katu do 5 razy nie wptywa na wiasciwosci testu.

Przy przechowywaniu w temperaturze -20°C wielokrotne zamrazanie/rozmrazanie
eluatu (z katu) do 3 razy nie wptywa na wiasciwosci testu.

Tabela 4: Przechowywanie probek - wykrywanie norowirusa Gll

Prébki natywne - kat

20-25°C 2-8°C 20/-80°C

<7 dni <9 dni <6 miesiecy
W eluacie (z katu)

30°C 2-8°C -20°C

<24 godzin <36 godzin <1 miesigc

Przy przechowywaniu w temperaturze -20 / -80°C wielokrotne
zamrazanie/rozmrazanie prébki katu do 5 razy nie wptywa na wiasciwosci testu.
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Przy przechowywaniu w temperaturze -20°C wielokrotne zamrazanie/rozmrazanie
eluatu (z katu) do 3 razy nie wptywa na wiasciwosci testu.

8.1 Przygotowanie DNA z prébek katu

Aby wyizolowa¢ DNA z probek katu, nalezy uzy¢ RIDA®UNITY Universal Extraction
Kit. Postepowac zgodnie z prawidtowymi procedurami zawartymi w instrukcji obstugi
RIDA®PUNITY Universal Extraction Kit (punkt: Przygotowanie kwaséw nukleinowych z
prébek katu).

9. Procedura testu

Zaréwno prébki, jak i odczynniki zestawu RIDAPUNITY Norovirus | & Il w systemie
RIDA®PUNITY na poczatku stosowania.

Wczes$niej nalezy odpowiednio wymieszaé | Reaction Mix |, | Negative Control | i

| Positive Control | za pomoca worteksu. Nie nalezy worteksowaé | Enzyme Mix |.
Nastepnie krotko odwirowaé wszystkie sktadniki.

Probowki do PCR na badane prébki muszg zosta¢ wczesniej umieszczone w
zintegrowanym cyklerze PCR.

Dostepne sg nosniki do prawidtowego fadowania systemu odczynnikami i
materiatami eksploatacyjnymi. Podczas procesu tadowania nalezy postepowac
zgodnie z instrukcjami systemu RIDA®UNITY. Nalezy zapoznac¢ sie z odpowiednimi
punktami w podreczniku systemu RIDA®PUNITY (punkt: Wykonywanie cyklu).

Test RIDAPUNITY Norovirus | & Il moze by¢ uzywany tylko w potgczeniu z
RIDA®PUNITY Internal Control Kit. Pozwala to na wczesne rozpoznanie potencjalnej
inhibicji PCR, weryfikacje integralnosci odczynnika i potwierdzenie pomysinej
ekstrakcji kwasu nukleinowego. Procedura jest opisana w instrukcji obstugi
RIDA®PUNITY Internal Control Kit (punkt: Procedura testu).

Automatyczne przetwarzanie jest opisane w podreczniku systemu RIDAPUNITY
(punkt: Wykonywanie cyklu).
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9.1 Ustawienia urzadzenia

9.1.1 Uniwersalny profil PCR w czasie rzeczywistym

Aby zharmonizowac testy RIDA®UNITY, test RIDA®PUNITY Norovirus | & Il zostat
zweryfikowany w profilu uniwersalnym. Umozliwia to tgczenie testéw DNA i RNA.
Ogdlnie rzecz biorgc, dlatego odwrotna transkrypcja dziata jako pierwsza w profilu

uniwersalnym.

Tabela 7: Uniwersalny profil PCR w czasie rzeczywistym dla RIDA®UNITY

Odwrotna transkrypcja 10 min, 58°C
Wstepna denaturacja 1 min, 95°C
Cykle 45 cykli
PCR Denaturacja 10 s, 95°C
Annealing/ekstensja 15 s, 60°C
Szybkos¢ zmiany temperatury/szybkos¢ narastania Maksymalny

Uwaga: Annealing i ekstensja odbywaja sie na tym samym etapie.

Tabela 8: Uniwersalny profil PCR w czasie rzeczywistym w przypadku aparatu

CFX96™ Dx
Odwrotna transkrypcja 10 min, 58°C
Wstepna denaturacja 1 min, 95°C
Cykle 45 cykli
PCR Denaturacja 15's, 95°C
Annealing/ekstensja 30 s, 60°C
Szybkos¢ zmiany temperatury/szybkos¢ narastania Maksymalny

Uwaga: Annealing i ekstensja odbywajg sie na tym samym etapie.
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9.2 Ustawienie kanalu wykrywania

Tabela 9: Dobor odpowiednich kanatéw wykrywania

Aparat do

PCR w czasie | Wykrywanie Kanat wykrywania

rzeczywistym
Norovirus GlI FAM SEEK, kanat GGl

R-Biopharm Kontrola

RIDASUNITY  wewnetrzna HEX SEEK, kanat ICD
Norovirus Gl Cy5 SEEK, kanat GGl
Norovirus GlI FAM SEEK, kanat GGl

Bio-Rad Kontrola

CFX96™ Dx wewnetrzna ViC SEEK, kanat ICD
Norovirus Gl Cy5 SEEK, kanat GGl
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10. Kontrola jakosci - wskazanie niestabilnosci lub uptywu terminu waznosci
odczynnikéw

Probki sg oceniane przy uzyciu oprogramowania analitycznego RIDA®SEEK systemu
RIDA®UNITY. [ Negative Control |i | Positive Control | muszg da¢ prawidtowe wyniki
(patrz Tabela 9).

Odczynnik | Positive Control | jest dostepny w stezeniu 103 kopii/uL. Jest on uzywany
w ilosci tgcznej 5% 103 kopii w kazdym cyklu PCR.

| Negative Control | zawiera juz kontrole wewnetrzng RIDA®UNITY. Poniewaz kontrole
nie zawierajg matrycy, nie nalezy oczekiwac zadnych sygnatow w kanatach
docelowych. Niezbedne sg dodatnie sygnaty w kanale IC, za pomocg ktorego
wykrywana jest kontrola wewnetrzna (patrz Tabela 10).

Tab. 10: Prawidtowy przebieg reakcji PCR musi spetnia¢ nastepujgce warunki:

Prébka Wynik IC Ct Ct genu docelowego

Kontrola dodatnia + Nie dotyczy* Patrz: certyfikat analizy
(Certificate of Analysis,
CoA)

Kontrola ujemna - Ct>20 0

* W pewnych okolicznosciach kanat IC moze mie¢ sygnat dodatni w kontroli dodatniej i dlatego nie
powinien by¢ oceniany.

Jezeli kontrola dodatnia nie miesci sie w okreslonym zakresie Ct, ale kontrola ujemna
jest wazna, nalezy ponownie przeanalizowa¢ w PCR wszystkie reakcje, w tym
kontrole.

Jesli kontrola ujemna nie jest ujemna, ale kontrola dodatnia jest wazna, wszystkie
reakcje, w tym kontrole muszg zostaé ponownie przeanalizowane za pomocg PCR.

Jesli okreslone wartosci nie zostang osiggniete, przed powtorzeniem testu nalezy
sprawdzi¢ nastepujgce elementy:

- Termin waznosci uzytych odczynnikow;
- Funkcjonalnos¢ uzywanego sprzetu
- Prawidtowos¢ procedury testu;

Jesli po powtorzeniu testu warunki nadal nie sg spetnione, nalezy skonsultowac sie z
producentem lub lokalnym dystrybutorem firmy R-Biopharm.
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11. Ocena i interpretacja

Oceny i interpretacji probek dokonuje sie przy uzyciu oprogramowania analitycznego
systemu RIDA®PUNITY, RIDA®SEEK.

Nie istnieje obecnie miedzynarodowo uznana metoda referencyjna ani materiat
referencyjny do standaryzacji. Materiaty kontrolne mozna metrologicznie powigzac z
wewnetrznymi wzorcami firmy R-Biopharm AG w , oparciu o okreslone syntetyczne
amplikony RNA.

Aby uzyskac wiecej informacji na temat identyfikowalnosci metrologicznej, nalezy
skontaktowac sie z firmg R-Biopharm AG.

Podane wartosci, zakresy i dalsze szczegotowe informacje mozna znalez¢ w
certyfikacie analizy (Certificate of Analysis, CoA).

Tab. 11: Interpretacja wynikéw*
popuame
Norovirus Gli Norovirus Gl IC Wynik

+ - +/- Wykrywalny Norovirus Gl
- + +/- Wykrywalny Norovirus GI
+ + +/- \KlVg'!g\),(iv::slnglNorovirus Gll'i
- - + Geny docelowe niewykrywalne
- - - Niewazny

* + = dodatni

- = ujemny

1 Patrz ,Ograniczenia metody” (punkt 10).

Prébka jest oceniana jako dodatnia, jesli RNA w prébcee i | Internal Control | wykazuja
sygnat amplifikacji w systemie wykrywania.

Prébka jest rowniez dodatnia, jesli prébka RNA w probce wykazuje sygnat
amplifikacji, ale nie widaé sygnatu wzmocnienia dla | Internal Control | w systemie
wykrywania. Wykrywanie | Internal Control | jest w tym przypadku konieczne,
poniewaz wysokie stezenia amplikonu mogg powodowac¢ staby sygnat albo brak
sygnatu | Internal Control |.

Prébka jest oceniana jako ujemna, jesli RNA w probce nie wykazuje sygnatu
amplifikacji, ale w systemie wykrywania mozna znalez¢ sygnat amplifikacji
dla | Internal Control|. Inhibicje reakcji PCR i wcze$niejszej ekstrakcji mozna
wykluczyé na podstawie wykrycia | Internal Control |.
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Prébka jest niewazna, jesli RNA w prébce prébcee i | Internal Control | nie wykazuja
sygnatu amplifikacji w systemie wykrywania. W prébce wystepujg inhibitory albo
wystgpit btad podczas procesu ekstrakciji.

12. Ograniczenia metody

1. Test RIDA® UNITY Norovirus | & Il wykrywa RNA norowiruséw Gl i norowirusow
GlIl w nieprzygotowanych probkach katu cztowieka. Na tej podstawie nie mozna
wyciggac wnioskéw na temat zwigzku pomiedzy poziomem wyznaczonej
wartosci Ct a wystepowaniem ciezkich objawéw klinicznych. Uzyskane wyniki
nalezy zawsze interpretowaé z uwzglednieniem petnego obrazu klinicznego.

2. Rozpoznanie nie powinno opierac sie wytgcznie na wyniku analizy metodami
biologii molekularnej, ale zawsze powinna uwzgledniac¢ historie choroby pacjenta
i objawy.

3. Ten test jest zatwierdzony tylko do automatycznego przetwarzania przy uzyciu
systemu RIDA®UNITY.

4. Ten test zostat zweryfikowany i zwalidowany tylko dla probek katu.

5. Nieprawidtowe pobieranie, transport i przechowywanie prébek oraz
postepowanie z prébkami lub miano patogenu ponizej czutosci analitycznej testu
moze prowadzi¢ do uzyskania wynikéw fatszywie ujemnych.

6. Obecnos¢ inhibitorow PCR moze prowadzi¢ do uzyskania wynikow fatszywie
ujemnych lub niewaznych.

7. Podobnie jak w przypadku wszystkich testéw diagnostycznych in vitro opartych
na PCR, mozliwe jest wykrycie skrajnie niskich stezen sekwencji docelowych,
mieszczacych sie ponizej granicy wykrywalnosci (LoD 95%). Uzyskane wyniki nie
zawsze sg powtarzalne.

8. Mutacje lub polimorfizmy w regionie startera lub miejscu wigzania sondy mogag
zaktoca¢ wykrywanie nowych lub nieznanych wariantéw oraz doprowadzi¢ do
uzyskania wynikéw fatszywie ujemnych przy uzyciu testu RIDA®UNITY Norovirus
| &I

9. Dodatni wynik testu nie musi wskazywac na obecno$¢ zywych drobnoustrojow.
Wynik dodatni wskazuje, ze obecne sg geny docelowe (norowirus Gl i Gll, region
potgczenia ORF1/ORF2).

10. Norowirusy z genogrupy IV, ktére w bardzo rzadkich przypadkach mogg réwniez
wywotywac zakazenia u ludzi mozna podobnie wykrywac¢ za pomoca
RIDA®UNITY Norovirus | & II.

11. Test ten nalezy wykonac zgodnie z rozporzadzeniem w sprawie dobrej praktyki
laboratoryjnej (GLP). Podczas wykonywania testu uzytkownicy muszg doktadnie
przestrzegaé instrukcji producenta.

RIDA®PUNITY Norovirus | & Il 2022-08-09 13



13. Charakterystyka dziatania

13.1 Charakterystyka dziatania klinicznego

Test RIDA®PUNITY Norovirus | & II multiplex real-time PCR zostat poréwnany w
zewnetrznym laboratorium z testem referencyjnym posiadajgcym oznaczenie CE i
opartym na 237 probkach katu od pacjentéw z objawami zakazenia przewodu

pokarmowego.

Wyniki wykazujg wysokg czutos¢ i swoistos¢é wykrywania norowirusow Gl lub GIl w

probkach katu cziowieka.

Tabela 12: Wykrywanie norowiruséw Gl

Wynik
RIDA®PUNITY Norovirus | & Il - dodatni
norowirus Gl Wynik

ujemny

Razem

Czutos¢ wzgledna (95% Cl)

Swoistos¢ wzgledna (95% Cl)

Tabela 13: Wykrywanie norowiruséw GlI

Wynik
dodatni
Wynik
ujemny

RIDA®UNITY Norovirus | & Il -

norowirus Gli

Razem

Czutos¢ wzgledna (95% ClI)
Swoistos¢ wzgledna (95% ClI)

14 2022-08-09

Wynik
dodatni

33

36

91,7% (77,5% - 98,2%)
100% (98,2% - 100%)

Wynik
dodatni

126

130

96,9% (92,3% - 99,2%)
100% (96,6% - 100%)

RIDA®UNITY Norovirus | & I

Referencyjna PCR

Wynik
ujemny

0

201

201

Referencyjna PCR

Wynik
ujemny

0

107

107

Razem

33

204

237

Razem

126

111

237



13.2 Charakterystyka dziatania analitycznego
13.2.1 Granica wykrywalnosci (LoD 95%)

Dodatnig (ujemne probki katu, z dodatkiem dodatnich prébek klinicznych) mierzono w
pieciu etapach rozcienczania (w krokach co 0,25 log) dla kazdego celu z

20 powtérzeniami na etap w jednej partii w celu okreslenia LoD. Nastepnie
przeprowadzono analize probitowg. Dalej obliczone LoD potwierdzono z

20 powtdrzeniami na cel dla obliczonego kroku rozcienczenia/stezenia.

Do wykrywania RNA norowirusa Gl i Gll przy uzyciu testu RIDA® UNITY Norovirus |
& Il w systemie UNITY wyznaczono nastepujgce granice wykrywalnosci (LoD).
Wyniki tych pomiaréw przedstawiono w Tabeli 15.

Tabela 15: Wyniki granicy wykrywalnosci testu RIDA® UNITY Norovirus | & Il dla
parametréw Norovirus Gl i Norovirus w prébkach katu

Norovirus Gl Norovirus Gll

4,85E-04 5,98E-05

LoD ) . . . . . . .
[wspodtczynnik rozcienczenia]™ | [wspotczynnik rozcienczenia]*

(* ) Wzgledne rozcienczenie stezenia podstawowego. Dodatnia probka kliniczna z zakresem Ct 26 - 27
(** ) Wzgledne rozcienczenie stezenia podstawowego. Dodatnia prébka kliniczna z zakresem Ct 30 - 31

LoD dla parametru Norovirus Gl w probkach katu ustalono na
4,85E-04 [wspotczynnik rozcienczenial.

LoD dla parametru Norovirus Gll w prébkach katu ustalono na
5,98E-05 [wspodtczynnik rozcienczenia]

W przypadku ulepszonego przeptywu pracy przy uzyciu aparatu CFX96™ Dx te
wartosci LoD zostaty potwierdzone przy zatozeniu, ze pozostaje sie w 2-3-krotnym
zakresie LoD.
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13.2.2 Swoistos¢ analityczna

Substancje zaktécajace

Obecnosc¢ inhibitorow PCR i substancji zaktocajacych moze prowadzi¢ do uzyskania
wynikéw fatszywie ujemnych lub niewaznych. Dlatego zbadano wptyw réznych
potencjalnie wystepujgcych substancji, biorgc pod uwage ich powszechne
stosowanie w leczeniu zakazen przewodu pokarmowego lub powszechne

wystepowanie w odpowiednich prébkach.

Substancje, ktére mogg potencjalnie znaczgco wptyng¢ na wyniki testu, badano
poczatkowo w wysokich stezeniach (potréjna dawka dobowa lub symulacja
najgorszego przypadku) w badaniu przesiewowym w kierunku zaktocen.

Nie stwierdzono zaktocen dla substancji wymienionych w Tabeli 16.

Tabela 16: Substancje potencjalnie zaktocajgce

Substancja potencjalnie zakiécajgca m

Ciprofloxacin-ratiopharm® 500 mg tabletki
powlekane (cyprofloksacyna)

Etanol

Chlorowodorek guanidyny
Krew ludzka

Mucyny

Kwas stearynowy/palmitynowy

16 2022-08-09

0,375% [w/v]

5% w przeliczeniu na eluat
5% w przeliczeniu na eluat
5% [vIV]

5% [wiV]

40% [wiV]
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Reakcje krzyzowe

Zbadano rézne organizmy (bakterie, pasozyty i wirusy), ktére powszechnie
wystepujg w matrycy katu. Drobnoustroje do zbadania w tym tescie zostaty wybrane,
poniewaz albo naturalnie wystepujg w one probkach katu albo powodujg
odpowiednie objawy jako patogeny przewodu pokarmowego. Do analiz wykorzystano
hodowle bakterii (od 107 do 10° CFU/mL) i grzybdw lub izolaty wiruséw (z dodatnich
probek katu) dla danych organizmdw.

RIDAPUNITY Norovirus | & Il multiplex real-time PCR jest swoisty wzgledem
norowirusow Gl i GllI. Nie wykryto reakcji krzyzowych z nastepujgcymi gatunkami
(patrz Tabela 17):

Tabela 17: Drobnoustroje potencjalnie reagujgce krzyzowo.

Drob o Wynik testu*
robnoustroé
: Norovirus Gl Norovirus Gll

Adenovirus - -

Aeromonas hydrophila - -
Arcobacter butzleri - -
Astrovirus - -
Bacillus cereus - -
Bacteroides fragilis - -
Campylobacter fetus - -
Campylobacter lari - -
Campylobacter upsaliensis - -
Campylobacter coli - -
Campylobacter jejuni - -
Candida albicans - -
Citrobacter freundii - -
Clostridium difficile - -
Clostridium perfringens - -
Clostridium sordellii - -
E. coli (O157:H7) - -
E. coli (026:H-) - -
E. coli (06) - -
Enterobacter cloacae - -
Enterococcus faecalis - -
Klebsiella oxytoca - -
Proteus vulgaris - -

Pseudomonas aeruginosa - -

RIDA®UNITY Norovirus | &I 2022-08-09 17



Rotavirus

Salmonella enterica (serotyp Enteritidis)
Salmonella enterica (serotyp
Typhimurium)

Serratia liquefaciens

Shigella flexneri

Staphylococcus aureus

Staphylococcus epidermidis

Vibrio parahaemolyticus

Yersinia enterocolitica

18 2022-08-09
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13.2.3 Precyzja

Precyzja testu RIDA® UNITY Norovirus | & Il real-time PCR zostata okre$lona dla
nastepujgcych poziomow.

Precyzja w obrebie oznaczenia: Oznaczanie 5 prébek kontrolnych przy uzyciu
20 powtdrzen kazdej z nich w systemie RIDAPUNITY w identycznych warunkach.

Precyzja pomiedzy oznaczeniami: Oznaczenie 5 probek kontrolnych w 20 analizach
w dwoch powtdrzeniach w ciggu 10 dni roboczych (2 analizy dziennie) za pomocg
roznych aparatéw w odtwarzalnych warunkach.

Testowanie precyzji w obrebie oznaczenia i pomiedzy oznaczeniami
przeprowadzono przy uzyciu trzech roznych partii.

Wspotczynniki zmiennosci uzyskane dla odpowiednich pomiarow wykonanych za
pomoca testu RIDAPUNITY Norovirus | & Il real-time PCR wynosity nie wiecej niz
4,82% w przypadku RIDA®PUNITY i nie wiecej niz 3,25% w przypadku CFX96™ Dx.

Tabela 18: Wyniki precyzji testu RIDAPUNITY Norovirus | & Il w przypadku
norowirusa Gl (system RIDA®UNITY)

Pomiedzy
partiami

W obrebie oznaczenia Pomiedzy oznaczeniami

Srednia

wartos¢ Partia Partia Partia Partia Partia Partia Partie
cticv zestawu zestawu zestawu zestawu zestawu zestawu zestawu
1 2 3 1 2 3 1-3
Ct 25,6 241 24,3 30,5 29,6 29,4 29,8
1 CV (%) 1,27 0,58 0,97 2,97 1,51 2,16 3,04
Ct 29,5 29,2 29,3 29,1 28,4 28,3 28,6
‘ CV (%) 0,42 1,06 0,99 3,11 2,40 2,69 3,10
Ct 34,8 33,3 341 26,4 25,5 254 25,8
’ CV (%) 1,11 1,00 1,44 3,01 1,77 2,40 3,14
Ct 33,0 33,5 31,9 29,7 28,8 28,7 29,1
) CV (%) 1,50 1,30 0,93 3,17 2,34 2,75 3,35
ot Wynik | Wynik | Wynik | Wynik | Wynik | Wynik Wynik
5 ujemny | ujemny | ujemny | ujemny | ujemny | ujemny ujemny
CV (%) / / / / / / /
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Tabela 19: Wyniki precyzji testu RIDAPUNITY Norovirus | & Il w przypadku

norowirusa GI (CFX96™ Dx)

W obrebie oznaczenia

Partia

Partia

Partia

Pomiedzy oznaczeniami

Partia

Partia

Partia

Pomiedz

y
partiami

Partie

zestawu zestawu zestawu zestawu zestawu zestawu zestawu

1 2 3 1 2 3 1-3
Ct 26,7 26,1 254 29,6 29,0 28,7 291
1 CV (%) 0,97 0,94 0,93 2,49 1,62 1,50 2,44
Ct 30,3 30,0 29,6 28,2 27,4 27,2 27,6
’ CV (%) 0,72 0,90 0,51 2,20 1,75 1,66 2,66
Ct 33,1 32,6 32,5 25,7 25,2 25,0 25,3
° CV (%) 0,81 0,74 0,82 1,91 1,40 1,48 2,13
Ct 32,4 31,9 31,7 28,9 28,3 28,0 28,4
) CV (%) 1,16 0,74 0,64 2,83 1,95 1,98 2,72
Gt Wynik Wynik Wynik Wynik Wynik Wynik Wynik
3 ujemny | ujemny | ujemny | ujemny | ujemny | ujemny | ujemny
CV (%) / / / / / / /
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Tabela 20: Wyniki precyzji testu RIDAPUNITY Norovirus | & Il w przypadku
norowirusa Gll (system RIDA®PUNITY)

W obrebie oznaczenia

Pomiedzy oznaczeniami

Pomiedzy
partiami

Partia Partia Partia Partia Partia Partia Partie
zestawu zestawu zestawu zestawu zestawu zestawu zestawu
1 2 3 1 2 3 1-3
Ct 23,4 21,7 21,7 28,4 26,9 26,8 27,4
1 CV (%) 1,12 0,39 1,00 4,02 1,98 2,64 4,46
Ct 27,9 26,8 26,8 30,6 29,4 29,2 29,7
’ CV (%) 0,76 0,77 0,75 3,42 2,33 2,64 3,69
Ct 33,6 31,6 32,3 23,7 22,6 22,4 22,9
° CV (%) 1,43 0,85 1,43 3,93 2,16 2,63 4,31
Ct 31,7 31,4 30,1 27,3 25,8 25,7 26,3
) CV (%) 1,45 1,31 0,96 4,30 2,86 3,34 4,82
Ct Wynik Wynik Wynik Wynik Wynik Wynik Wynik
3 ujemny | ujemny | ujemny | ujemny | ujemny | ujemny ujemny
CV (%) / / / / / / /
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Tabela 21: Wyniki precyzji testu RIDAPUNITY Norovirus | & Il w przypadku
norowirusa Gll (CFX96™ Dx)

W obrebie oznaczenia

Pomiedzy oznaczeniami

Pomiedzy
partiami

Partia Partia Partia Partia Partia Partia Partie
zestawu zestawu zestawu zestawu zestawu zestawu zestawu
1 2 3 1 2 3 1-3
Ct 24,2 23,4 22,7 27,7 27,2 26,8 27,2
1 CV (%) 1,07 1,02 1,23 3,19 2,06 1,91 2,94
Ct 28,6 28,3 27,8 29,1 28,3 28,1 28,5
’ CV (%) 0,93 0,65 0,83 2,23 1,65 1,93 2,70
Ct 32,0 31,4 31,2 22,9 22,4 22,2 22,5
° CV (%) 0,85 0,90 0,61 2,28 1,42 1,57 2,45
Ct 30,8 30,2 30,0 26,6 26,1 25,8 26,2
) CV (%) 1,11 0,69 0,85 3,25 2,27 2,23 3,03
Ct Wynik Wynik Wynik Wynik Wynik Wynik Wynik
3 ujemny | ujemny | ujemny | ujemny | ujemny | ujemny ujemny
CV (%) / / / / / / /
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13.2.4 Reaktywnos¢ analityczna

Reaktywnos$¢ testu RIDA®UNITY Norovirus | & I multiplex real-time RT-PCR zostata
zbadana w zdefiniowanym panelu réznych genotypéw norowirusa z genogrup | i ll
(patrz Tabela 22).

Tabela 22: Testy reaktywnosci analityczne;j

Norovirus Gli Norovirus Gl

Norovirus P31-Gll4 Sydney + -
Norovirus Gll.P4 New Orleans/Gll.4 -
Sydney

Norovirus GII.P16-Gll.4 Sydney
Norovirus GII.P16-GlI.2
Norovirus GII.P31-Gll.4 Sydney
Norovirus GII.7

+

+ + + +

Norovirus GI1.3 - +

* + = dodatni (co najmniej 2 z 3 powtdrzen dodatnie)
- = ujemny
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14. Historia zmian

Numer wersji Rozdziat i oznaczenie

2022-08-09 | Wydanie pierwsze

15. Objasnienia symboli

Symbole ogdlne

Do stosowania w diagnostyce in vitro
Przestrzega¢ instrukcji uzycia

Numer partii

Termin waznosci

Temperatura przechowywania

Nr kat.

Liczba testéw

Data produkcji

LL<g~"B5 8

Producent

Indywidualne symbole testéw

| Reaction Mix | Mieszanina reakcyjna

| Enzyme Mix | Mieszanina enzyméw

| Negative Control|  Kontrola ujemna

| Positive Control|  Kontrola dodatnia
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