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1. Zamyslané pouzitie

Na diagnostické pouzitie in vitro. Test RIDA®UNITY Norovirus | & Il, ktory sa
vykonava na platforme RIDA® UNITY, je multiplexny test RT-PCR v realnom ¢ase na
priamu kvalitativnu detekciu a diferenciaciu RNA norovirusov génovej skupiny | (Gl)
a Il (Gll) v nelie€enych vzorkach ludskej stolice od ludi s prejavmi a priznakmi
akutnej gastroenteritidy.

Test RIDAPUNITY Norovirus | & Il je uréeny na podporu diferencialnej diagnostiky
infekcii norovirusmi génovej skupiny | (Gl) a Il (Gll) u pacientov s priznakmi
gastroenteritidy v spojeni s dalSimi klinickymi a laboratornymi nalezmi.

Negativne vysledky nevylu€uju infekciu norovirusom a nemaju sa pouzivat ako
jediny zaklad diagnostiky.

Produkt je ur€eny na profesionalne pouZzitie.

2. Zhrnutie a vysvetlenie testu

Norovirusy su jednou z najCastejSich priCin nebakterialnej gastroenteritidy u ludi
vSetkych vekovych kategorii vo svete a spésobuju priblizne 70 000 az 200 000 amrti
kazdy rok.(") SU zodpovedné za priblizne 20 % vSetkych pripadov akutnej
gastroenteritidy celosvetovo. Ludské norovirusy, predtym zname ako virusy Norwalk,
boli prvykrat identifikované v roku 1972 vo vzorkach stolice odobranych pocas
vypuknutia gastroenteritidy v meste Norwalk, Ohio, USA, €o ich robi prvymi
virusovymi patogénmi, u ktorych bolo preukazané, Zze spdsobuju gastroenteritidu.(@
Norovirusy patria do Celade Caliciviridae a su to malé neobalené virusy

s jednoretazcovou RNA (ssRNA). Na zaklade genetickych sekvencii virusove;j

RNA polymerazy zavislej od RNA a kapsidového proteinu sa norovirusy rozdeluju do
10 génovych skupin (Gl az GX) s viac ako 49 v su€asnosti znamymi réznymi
genotypmi (9 x Gl, 27 x Gll, 3 x Glll, 2 x GIV, 2 x GV, 2 x GVI a 1 genotyp pre kazdy
GVII, GVIII, GIX [pévodne GlI.15] a GX) a réznymi kmenmi. Z hlfadiska fudskej
patogenity su najdolezitejSie génové skupiny |, Il a niekedy IV.(V'V Spojenych Statoch
je viac nez 99 % vypuknuti norovirusov spésobenych virusmi Gl a GII.®)
Gastroenteritida z dévodu norovirusov je ¢asto spésobena pritomnostou virionov

v stolici a zvratkoch, priCom staci len 10 infekénych Castic na vyvolanie ochorenia.
Vysoka environmentalna stabilita a nizka infekéna davka su pri€inou vysokej
prenosnosti norovirusu.® Typickymi priznakmi norovirusovych infekcii si hnacka,
vracanie a nevolnost.®
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3. Princip testu

Multiplexny test RT-PCR v realnom ¢ase RIDA®UNITY Norovirus | & Il je
molekularne diagnosticka PCR na priamu kvalitativhu detekciu a diferenciaciu RNA
norovirusu genoskupiny | (Gl) a RNA norovirusu genoskupiny Il (Gll) a GIV vo
vzorkach fudskej stolice. Spracovanie je plne automatizované v systéme
RIDA®PUNITY System. Najprv dochadza k extrakcii nukleovych kyselin pomocou
supravy RIDAPUNITY Universal Extraction Kit a stpravy Internal Control Kit. Cielova
sekvencia sa deteguje v jednokrokovom formate RT-PCR v realnom Case, ¢o
znamena, Ze reverzna transkripcia (RT) a nasledna PCR prebiehaju v jednej
reakcnej liekovke. V tomto procese sa izolovana RNA prepisuje pomocou reverznej
transkriptazy do cDNA. Génové fragmenty Specifické pre norovirus Gl a GII/GIV sa
potom namnozia pomocou PCR v realnom Case.

Namnozené cielové sekvencie (spojovacia oblast ORF1/ORF2) sa deteguju
pomocou hydrolyznych sond ozna¢enych zhasadlom na jednom konci

a fluorescenénym reportérovym farbivom (fluoroférom) na druhom konci. Sondy
hybridizuju s amplikbnom v pritomnosti cielovej sekvencie. Pocas predlZzovania
oddeluje polymeraza Taq Polymerase reportér od zhasadla. Reportér vysiela
fluorescencny signal, ktory je detegovany optickou jednotkou pristroja PCR

v realnom Case. Fluorescencny signal narasta s mnozstvom vytvorenych amplikénov.
Supravu RIDAPUNITY Internal Control Kit je potrebné pouZzit v rovnakom &ase, aby
bolo mozné kontrolovat’ pripravu vzorky a/alebo potencialnu inhibiciu PCR.

4. Dodané c¢inidla

Cinidla v stprave postaduju na 96 stanoveni.*

Tab.1: Dodané ¢&inidla

N T T

ZIta, pripravené na

UNZ1415RM | |Reaction Mix | 1935 pL pouZitie
. cervena, pripravené na
UNZ1415EM | |Enzyme Mix | 1 x 350 uL bouzitie
modra, pripravené na
UNZ1415PC | | Positive Control | 1 x 200 pL PP

pouzitie
biela, pripravené na
pouzitie

UNZ1415NC | |Negative Control| | 1 450 pL
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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 az -28 °C
a ak nie su otvorené, mézu sa pouzivat do datumu exspiracie vytlateného 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 Maximalny ¢as skladovania

Mozno pouzit do vytlateného datumu

neotvorené -16 az -28 °C .
exspiracie

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

Multiplexny RT-PCR test v redlnom ¢ase RIDA®UNITY Norovirus | & Il je uréeny

vyluéne na pouzitie so systétmom RIDAPUNITY System. Na spravne pouzivanie su

bezpodmienecCne potrebné nasledujuce produkty:

6.1 Cinidla

Na vykonanie testu RIDA®UNITY Norovirus | & Il s potrebné nasledujuce Ginidla:

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 Norovirus | & Il je potrebné nasledujlice vybavenie:

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

Spotrebny material RIDA®UNITY

(Spicky, dosticky, reakené liekovky, filmy). Informacie o objednavani
spotrebného materialu najdete v navode na pouzitie systému RIDA®UNITY
System.

Vortex
Stolna centrifuga

Jednorazové rukavice bez prasku

Externy cyklér (mozné vylepsenie systému)

CFX96™ Dx (Bio-Rad)

Supravu RIDAPUNITY Norovirus | & Il mozno pouzit' v kombinacii s inymi
kompatibilnymi cyklérmi. Alternativne pristroje na PCR v realnom Case 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 pouZitie.

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.
Tieto $pecifikacie kontroluje aj systém RIDAPUNITY System.

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

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.
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8. Odber a skladovanie vzoriek

Na dosiahnutie najlepsieho vykonu testu RIDAPUNITY Norovirus | & Il 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.

Aby sa zabranilo opakovanému rozmrazovaniu a zmrazovaniu, odporuca sa 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 vzorky - detekcia norovirusu Gl

Nativne vzorky - stolica

20-25°C 2-8°C -20/-80 °C

<7 dni <9dni < 6 mesiacov
V eluate (zo stolice)

30 °C 2-8°C -20 °C

< 24 hodin < 36 hodin < 1 mesiac

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

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

Tab. 4: Skladovanie vzorky - detekcia norovirusu Gl|

Nativne vzorky - stolica

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

V eluate (zo stolice)
30 °C 2-8°C -20 °C
< 24 hodin < 36 hodin < 1 mesiac

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

Pri teplote skladovania -20 °C nema opakované zmrazovanie/rozmrazovanie eluatu
(zo stolice) az 3-krat vplyv na vilastnosti testu.
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8.1 Priprava DNA zo vzoriek stolice

Na izolaciu DNA zo vzoriek stolice pouzite sipravu 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).

9. Postup testovania

Na zadiatku pouzivania umiestnite vzorky aj ¢inidla supravy RIDAPUNITY Norovirus |
& Il do systému RIDA®PUNITY System.

Pred pouzitim dostatoéne premiesajte ginidla | Reaction Mix |, | Negative Control |a

| Positive Control | vo vortexe. Enzymovi zmes | Enzyme Mix | nepremiesavaite vo
vortexe. Potom vSetky sucasti kratko centrifugujte.

Skumavky na PCR na vzorky sa musia vopred umiestnit do integrovaného PCR
cykléra.

Na spravne vlozZenie Cinidiel a spotrebného materialu do systému su k dispozicii
nosice. Pocas vkladania postupujte podfa pokynov pre systém RIDAPUNITY System.
Dodrziavajte prislusné Casti prirucky k systému RIDAPUNITY System (Cast:
Vykonanie cyklu).

Test RIDAPUNITY Norovirus | & || sa mbze pouzivat len v kombinacii so stipravou
RIDA®UNITY Internal Control Kit. To umozZiiuje véasné rozpoznanie potencialnej
inhibicie PCR, overenie integrity €inidla a potvrdenie uspesnej extrakcie nukleovych
kyselin. Postup je opisany v navode na pouZitie stpravy RIDA®UNITY Internal
Control Kit (Cast: Postup testovania).

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

9.1.1 Univerzalny profil PCR v realnom ¢ase

Na harmonizaciu analyz RIDAPUNITY bola analyza RIDA®UNITY Norovirus | & I
overena 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 PCR profil v realnom Case pre RIDA®UNITY

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/ Maximalna

rychlost’ zahrievania

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/ Maximalna

rychlost’ zahrievania

Poznamka: Zihanie a predizovanie prebieha v rovnakom kroku.

RIDA®PUNITY Norovirus | & Il
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9.2 Nastavenie detekéného kanala

Tab.9: Vyber vhodnych detekcnych kanalov

Pristroj PCR

v realnom Detekcia Detekény kanal Poznamka
Case
Norovirus GlI FAM SEEK kanal GGl|
R-Biopharm ) i i
RIDACUNITY Vnutorna kontrola HEX SEEK kanal ICD
Norovirus Gl Cy5 SEEK kanal GGl
Norovirus GlI FAM SEEK kanal GGlI
Bio-Rad ) . .
CFEX96™ Dx Vnutorna kontrola | VIC SEEK kanal ICD
Norovirus Gl Cy5 SEEK kanal GGl
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10. Kontrola kvality - indikacia nestability alebo exspiracie €inidiel

Vzorky sa vyhodnocuji pomocou analytického softvéru RIDA®SEEK systému
RIDA®PUNITY System. 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 certifikat
analyzy (Certificate of
Analysis, CoA)

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, vSetky reakcie vratane kontrol je potrebné znova analyzovat
v PCR.

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

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 RIDAPUNITY System - RIDA®SEEK.

V sucasnosti neexistuje medzinarodne uznavana referencna metoda ani referencny
material na Standardizaciu. Kontrolné materialy mozno metrologicky vysledovat

k internym Standardom spolo¢nosti R-Biopharm AG na zaklade Specifickych
syntetickych amplikonov RNA.

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*

Norovirus Gli Norovirus Gl IC Vysledok
+ - +/- Norovirus GllI' je detegovatelny
- + +/- Norovirus Gl je detegovatelny

Norovirus GllI' a norovirus Gl su
detegovatelné

Cielové gény nie su
detegovatelné

+ + +/-

- - +

- - - Neplatny

*+ = pozitivne
- = negativne
" Pozrite si Limitacie metody (Gast 10).

Vzorka je pozitivna, ak RNA vzorky a kontrola | Internal Control | vykazuju
amplifikacny signal v detek€nom systéme.

Vzorka sa povazuje za pozitivnu aj vtedy, ak RNA vzorky vykazuje amplifikacny
signal, ale v detek&nom systéme nie je mozné vidiet Ziadny amplifikacny signal pre
kontrolu | Internal Control |. V tomto pripade sa nevyzaduje detekcia kontroly

| Internal Control |, kedZe vysoké koncentracie amplikénov mézu sposobit slaby alebo
chybaijlci signal kontroly | Internal Control |.

Vzorka je negativna, ak RNA vzorky nevykazuje amplifikacny signal, ale

v detek&nom systéme je viditelny amplifikadny signal pre kontrolu | Internal Control |.
Inhibiciu reakcie PCR a predchadzajucu extrakciu mozno vylugit' prostrednictvom
detekcie kontroly | Internal Control |.
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Vzorka je neplatna, ak RNA vzorky a kontrola | Internal Control | nevykazuiju
amplifikacny signal v detekcnom systéme. Vo vzorke sa nachadzaju inhibitory alebo
sa pocas extrakCného procesu vyskytla chyba.

12

1.

10.

11.

Limitacie metody

Test RIDAPUNITY Norovirus | & Il deteguje RNA norovirusov Gl a norovirusov
Gll v neoSetrenych vzorkach fudskej stolice. Z toho nemozno odvodit suvislost
medzi urovriou 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 System.

Tento test je overeny a validovany len pre vzorky stolice.

Nespravne odoberanie, preprava, skladovanie vzoriek a manipulacia s nimi alebo
patogénna naloz pod analytickou citlivostou testu mozu viest k faloSne
negativhym 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
extrémne 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 mézu viest

k faloSne negativnym vysledkom pri pouziti testu RIDAPUNITY Norovirus | & II.
Pozitivny vysledok testu nemusi nevyhnutne znamenat pritomnost’
zivotaschopnych organizmov. Pozitivny vysledok oznacuje, ze su pritomné
cielové gény (norovirus Gl a Gll, spojovacia oblast ORF1/ORF2).

Norovirusy genoskupiny IV, ktoré mézu vo velmi zriedkavych pripadoch tiez
infikovat [udi, su taktieZ detegovatelné pomocou testu RIDAPUNITY Norovirus |
&l

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

Multiplexny PCR test v realnom ¢ase RIDA®PUNITY Norovirus | & Il bol v externom
laboratoriu porovnany s referenénym testom s oznaenim CE na zaklade 237 vzoriek
stolice od pacientov so symptomami gastrointestinalnej infekcie.

Vysledky ukazuju vysoku citlivost’ a Specificitu pri detekcii norovirusov Gl alebo Gl
vo vzorkach ludskej stolice.

Tab. 12: Detekcia norovirusu Gl

Referenéna PCR

Pozitl’vnew Negativne| Spolu
RIDA®UNITY Norovirus | & Il - Pozitivne | 33 0 33
norovirus Gl Negativne| 3 201 204
Spolu 36 201 237

Relativna citlivost (95 % 1S) 91,7 % (77,5 % - 98,2 %)
Relativna $pecificita (95 % IS) 100 % (98,2 % - 100 %)

Tab. 13: Detekcia norovirusu Gl|

Referencna PCR

Pozitivne| Negativne| Spolu

RIDA®UNITY Norovirus | & Il - Pozitivne | 126 0 126
norovirus GlI Negativne| 4 107 111

Spolu 130 107 237
Relativna citlivost (95 % 1S) 96,9 % (92,3 % - 99,2 %)

Relativna $pecificita (95 % 1S) 100 % (96,6 % - 100 %)
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13.2 Charakteristiky analytického vykonu
13.2.1 Limit detekcie (LoD 95%)

Na stanovenie LoD sa pozitivha vzorka (pool negativnych vzoriek stolice obohateny
pozitivnymi klinickymi vzorkami stolice) 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 vypog&itana LoD potvrdila s 20 replikatmi na
ciel pre vypocitany krok riedenia/koncentraciu.

Pri detekcii RNA norovirusu Gl a norovirusu Gll pomocou analyzy RIDAPUNITY
Norovirus | & Il a systému UNITY boli stanovené nasledujuce limity detekcie (LoD).
Vysledky tychto merani su uvedené v tabulke 15.

Tab. 15: Vysledky limitu detekcie testu RIDAPUNITY Norovirus | & Il pre parametre
norovirus Gl a norovirus Gll vo vzorkach stolice

Norovirus Gl Norovirus Gll

LoD 4,85E-04 5,98E-05
[faktor riedenia]** [faktor riedenia]*

(*) Relativne riedenie koncentracie zasobného roztoku. Pozitivna klinicka vzorka s rozsahom Ct 26 - 27.
(**) Relativne riedenie koncentracie zasobného roztoku. Pozitivna klinick4 vzorka s rozsahom Ct 30 - 31.

Hodnota LoD pre parameter norovirus Gl vo vzorkach stolice bola stanovena na
4,85E-04 [faktor riedenial.

Hodnota LoD pre parameter norovirus Gll vo vzorkach stolice bola stanovena na
5,98E-05 [faktor riedenia].

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

RIDA®PUNITY Norovirus | & Il 2022-08-09 15



13.2.2 Analyticka Specificita

Rusivé latky

Pritomnost’ inhibitorov PCR a rusSivych latok méze viest k faloSne negativnym alebo
neplatnym vysledkom. Preto sa skumali u€inky réznych latok, ktoré mozu 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

e o ™™ | oarsu

Etanol 5 % na zaklade eluatu
Guanidinium hydrochlorid 5 % na zaklade eluatu
Ludska krv 5 % [VIV]

Muciny 5 % [wiV]

Kyselina stearova/palmitova 40 % [wiv]
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Skrizené reakcie

Boli skumané rézne organizmy (baktérie, parazity a virusy), ktoré sa mézu bezne
najst v matrici stolice. Mikroorganizmy, ktoré sa maju skumat’ v ramci tejto analyzy,
boli vybrané bud preto, Ze sa prirodzene vyskytuju vo vzorkach stolice, alebo
spbésobuju zodpovedajuce priznaky ako gastrointestinalne patogény. Na analyzy sa
pouzili kultury baktérii (medzi 107 a 10° CFU/mL) a hub alebo izolaty virusov

(z pozitivnych vzoriek stolice) prislusnych organizmov.

Multiplexny PCR test RIDA®UNITY Norovirus | & Il je $pecificky pre norovirus Gl
a norovirus Gll. S nasledujucimi druhmi neboli zistené ziadne skrizené reaktivity
(pozrite si tabufku 17):

Tab. 17: Organizmy spdsobujuce potencialne skrizenu reaktivitu.

Vysledok testu*

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®PUNITY Norovirus | & Il 2022-08-09
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Rotavirus

Salmonella enterica (sérovar
Enteritidis)

Salmonella enterica (sérovar
Typhimurium)

Serratia liquefaciens
Shigella flexneri
Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis
Vibrio parahaemolyticus
Yersinia enterocolitica
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13.2.3 Presnost’

Presnost PCR testu v redalnom ¢ase RIDA®PUNITY Norovirus | & Il bola stanovena pre
nasledujuce urovne posudzovania.

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

Presnost medzi analyzami: Stanovenie 5 kontrolnych vzoriek v 20 cykloch duplicitne
pocas 10 pracovnych dni (2 cykly za den) vykonané na réznych pristrojoch za
reprodukovatefnych podmienok.

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

Ziskané variacné koeficienty prisluSnych merani pomocou PCR testu v realnom Case
RIDA®UNITY Norovirus | & Il neboli vyssie ako 4,82 % v systéme RIDA®UNITY
System a ako 3,25 % v systéme CFX96™ Dx.

Tab. 18: Vysledky presnosti testu RIDA®UNITY Norovirus | & Il pre norovirus Gl
(systém RIDAPUNITY System).

Medzi
sarzami

Priemern V ramci analyzy
a hodnota
Ct/VK

Medzi analyzami

Suaprava Suprava Suprava Suprava Suaprava Sudprava Suprava
Sarze 1 Sarze 2 Sarze 3 Sarze 1 Sarze 2 Sarze3 Sarzi1-3

Ct 25,6 24 1 243 30,5 29,6 29,4 29,8
1 VK (%) 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
. VK (%) 0,42 1,06 0,99 3,11 2,40 2,69 3,10
Ct 34,8 33,3 34,1 26,4 25,5 25,4 25,8
° VK (%) 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
) VK (%) 1,50 1,30 0,93 3,17 2,34 2,75 3,35
Ct  |Negativne |Negativne |Negativne |Negativne |Negativne |Negativne |Negativne
° VK (%) / / / / / / /
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Tab. 19: Vysledky presnosti testu RIDA®UNITY Norovirus | & Il pre norovirus Gl
(systém CFX96™ Dx).

Priemern

a hodnota

Ct/lVK

Suprava

V ramci analyzy

Suprava

Suprava

Suprava

Medzi analyzami

Suprava

Suprava

Medzi
Sarzami

Suprava

Sarze 1 Sarze 2 Sarze 3 Sarze 1 Sarze 2 Sarze3 Sarzi1-3
Ct 26,7 26,1 25,4 29,6 29,0 28,7 29,1
1 VK (%) 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
? VK (%) 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
° VK (%) 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
) VK (%) 1,16 0,74 0,64 2,83 1,95 1,98 2,72
Ct  |Negativne [Negativne [Negativne [Negativne [Negativne [Negativne [Negativne
° VK (%) / / / / / / /
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Tab. 20: Vysledky presnosti testu RIDA®UNITY Norovirus | & Il pre norovirus Gll
(systém RIDA®PUNITY System).

Priemern

a hodnota

Ct/lVK

Suprava

V ramci analyzy

Suprava

Suprava

Suprava

Medzi analyzami

Suprava

Suprava

Medzi
Sarzami

Suprava

Sarze 1 Sarze 2 Sarze 3 Sarze 1 Sarze 2 Sarze3 Sarzi1-3
Ct 23,4 21,7 21,7 28,4 26,9 26,8 27,4
1 VK (%) 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
? VK (%) 0,76 0,77 0,75 3,42 2,33 2,64 3,69
Ct 33,6 31,6 32,3 23,7 22,6 224 22,9
° VK (%) 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
) VK (%) 1,45 1,31 0,96 4,30 2,86 3,34 4,82
Ct  |Negativne [Negativne [Negativne [Negativne [Negativne [Negativne [Negativne
° VK (%) / / / / / / /
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Tab. 21: Vysledky presnosti testu RIDA®UNITY Norovirus | & Il pre norovirus Gll
(systém CFX96™ Dx).

Priemern

a hodnota

Ct/lVK

Suprava

V ramci analyzy

Suprava

Suprava

Suprava

Medzi analyzami

Suprava

Suprava

Medzi
Sarzami

Suprava

Sarze 1 Sarze 2 Sarze 3 Sarze 1 Sarze 2 Sarze3 Sarzi1-3
Ct 24,2 23,4 22,7 27,7 27,2 26,8 27,2
1 VK (%) 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
. VK (%) 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
° VK (%) 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
) VK (%) 1,11 0,69 0,85 3,25 2,27 2,23 3,03
Ct  |Negativne [Negativne [Negativne [Negativne [Negativne [Negativne [Negativne
° VK (%) / / / / / / /
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13.2.4 Analyticka reaktivita

Reaktivita multiplexného RT-PCR testu v redlnom ¢ase RIDA®UNITY Norovirus | & Il
bola skimana na definovanom paneli réznych genotypov norovirusov génovych
skupin | a Il (pozrite si tabulku 22).

Tab. 22: Testovanie analytickej reaktivity

. Vysledok*
Kmen
Norovirus Gli Norovirus Gl

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

Norovirus GII.P16-Gll.4 Sydney + -
Norovirus GII.P16-Gll.2 + -
Norovirus GII.P31-Gll.4 Sydney + -
Norovirus GII.7 + -
Norovirus GI1.3 - +

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

Cislo verzie Cast a oznaéenie

2022-08-09 | 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
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