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ktery obsahuje desikacni kartu pro nasledné
uchovavani nepouzitych mikrotitracnich
jamek.
Po jedné lahvicce nasledujicich ¢inidel, pokud neni uvedeno
jinak:

IDEIA Norovirus

K604411-2 \/96 CS

Enzymova imunoanalyza urcend k detekci Noroviru ve vzorcich
lidské stolice.

1. POUZITI
Test IDEIA™ Norovirus je kvalitativni enzymova imunoanalyza
urc¢ena k detekci genoskupiny 1 a 2 norovirQ v lidské stolici.

- In vitro diagnostikum. Uréeno pouze pro profesiondini
pouZiti.

2. SOUHRN

Noroviry, ptivodné znamé jako malé viry kulovité struktury “
(SRSV), jsou jednovldknové RNA viry z &eledi Caliciviridae®.

Pavodné byly rozliovany Ety¥i antigenni typy SRSV *, ale
v nedavné dobé byly za pouZiti molekuldrnich technik
identifikovany v ramci tiidy Norovirus t¥i genoskupiny®.
Genoskupiny 1 a 2 jsou spojovany s lidskymi infekcemi, zatimco
genoskupina 3 je spojovana s infekcemi bovinnimi a vepiovymi®.

Noroviry jsou hlavnimi pGvodci virovych gastroenteritid s
vysokym poctem atak u déti a dospélych’®. Velké epidemie
mohou propuknout v nemocnicich®, na vyletnich lodich®™, ve
gkolach a v domech s pecovatelskou sluzbou™. Nékolik epidemi
propuklo po poZiti kontaminované vody, jidla a zvIasté mékkysa.
Epidemie s noroviry asociovanou nemoci ,.zimniho zvraceni” se
mohou v ojedinélych pfipadech objevovat v zimnich mésicich
na zapadni polokouli, ale sporadické pfipady, epidemie z jidla a
komunitni epidemie se mohou objevovat béhem celého roku®.

Epidemie norovird jsou hldseny ¢astéji nez bakteridlni
gastroenteritidy' a mohou mit znaény dopad na zdravi
obyvatelstva. Infekce déti, starSich a imunokompromitovanych
pacientd mohou vést k zdvainé dehydrataci. Epidemie v
nemocnicich mohou prodlouZit hospitalizaci a Ié¢eni nakaZenych
déti.

Laboratorni diagnostika norovirovych infekci hraje dllezitou roli
v pééi o zdravi pacientd a obyvatelstva a zajistuje diferencidlni
diagnostiku vici jinym pripaddm gastroenteritid. V soucasnosti
nemuZeme norovirus snadno péstovat na bunéénych kulturach
a nemlzZeme jej izolovat z klinickych vzorkd. Elektronova
mikroskopie byla v diagnostice tradi¢né pouzivana jako pomocnd
metoda, ale je omezena na referenéni centra kvili poZzadavkim
na vysokou odbornost a cenu. V soucasnosti byla popsdna
fada vlastnich molekularnich amplifika¢nich metod®, ale tyto
metody nejsou dobre standardizovany a vysledky jsou ovlivnény
inhibitory pfitomnymi ve vzorcich a typem primeru pouzitého
v setu. Navic tyto testy nejsou vyhodné ani ndkladové efektivni
pro rutinni testovani.

Nedavno byly vyvinuty genoskupinové a genotypové specifické
protilatky®", které se zdaji byt vhodné pro pouZiti v rychlych
enzymovych imunoanalyzach®. Test IDEIA Norovirus vyuziva
monoklonalni a polyklondlni protilatky specifické pro
genoskupinu 1 a 2 v pevné fazi imunoanalyzy pro rychlou detekci
genotypl norovira.

3. PRINCIP TESTU

Test IDEIA Norovirus vyuzivd kombinaci monoklondlnich a
polyklondlnich protilatek specifickych jak pro genoskupinu
1, tak pro genoskupinu 2 v pevné fazi sendvicové enzymové
imunoanalyzy k detekci norovird genoskupiny 1 a 2. Mikrotitraéni
jamky jsou potazeny smési monoklondlnich protilatek
specifickych pro noroviry genoskupiny 1 a 2. Do jamky se prida
suspenze stolice nebo kontrolni vzorek a inkubuje se souc¢asné
se smési specifickych polyklonélnich a monoklondlnich protilatek
proti genové skupiné 1 a 2 norovirl konjugovanych s kienovou
peroxidazou.

Antigen noroviru pfitomny ve vzorku je zachycen mezi protilatky
pevné faze a protildtky konjugované s enzymem. Po 60 minutach
inkubace pfi pokojové teploté se jamky opldchnou promyvacim
pufrem o pracovni koncentraci, aby se odstranil prebytek
vzorku a jakékoli nenavdzané, enzymem znacené protilatky. Do
mikrotitracnich jamek se pfida chromogen a necha se inkubovat
po dobu 30 minut pfi pokojové teploté. Pfitomnost specificky
navazanych, enzymem znacenych protilatek v mikrotitraénich
jamkach zpUGsobi zménu barvy, kterd je zastavena pfidanim
kyseliny. Intenzita zbarveni vyznamné nad hodnoty pozadi
indikuje pfitomnost antigenu norovir(i ve vzorku nebo kontrolnim
vzorku. Test IDEIA Norovirus detekuje jak kmeny genoskupiny 1,
tak genoskupiny 2, ale nedokéze je rozlisit.

4. DEFINICE
V informaci o vyrobku byly pouZity nasledujici symboly.

Katalogové Cislo

Diagnosticky zdravotnicky prostifedek in vitro

Prostudujte navod k pouZiti

Teplotni omezeni (skladovaci teplota)

Obsah postacuje pro <n> testl

Cislo 3arze (¢. 3arze)

1"i|- Chrarite pred slunecnim svétlem
i\i/i\ Pfidejte vodu
L)
g Datum ukonceni pouZitelnosti (datum exspirace)
“ Vyrobce
5. DODANA CINIDLA

V 96 — Kazdy kit obsahuje dostatek materidlu pro 96 pfimych
vzork(. g - Doba pouZitelnosti kitu je uvedena na etiketé vnéjsi
krabice.

5.1. IDEIA NOROVIRUS OBSAHUIJE

1 mikrotitra¢ni desticku o 96 jamkach
tvofenou 12 odlamovacimi stripy po 8
mikrotitracnich jamkach potazenych smési
specifickych monoklondlnich protilatek
proti genoskupiné 1 a 2 norovir(. Desticka
je dodana v uzaviratelném plastovém sacku,

110mL rozpoustédla vzorkd. Tris pufrovany
fyziologicky roztok obsahujici antimikrobidlni
latku a Cervené barvivo.

[conTrRoOLT+] 4 x lyofilizovanou pozitivni kontrolu:
bakuloviry exprimované virové c¢astice
norovir(.

13mL konjugatu: peroxidazou znacené
polyklondlni protildtky (krali¢i) a
monoklondlni protilatky (mysi) — proti
norovirtim genoskupiny 1 a 2 v pufrovaném
roztoku proteinl obsahujicim antimikrobialni
¢inidlo a modré barvivo.

10mL rozpoustédla kontrol: fosfatem

pufrovany fyziologicky roztok obsahujici
antimikrobidlni latku.

Promyvaci pufr, 25x koncentrovany 2 x
50mL Tris pufrovany roztok s antimikrobialni

pfisadou a detergentem.

13mL substratu: stabilizovany peroxid
3,3’-,5,5'-tetramethylbenzidin (TMB)
ve zfedéném roztoku pufru. TMB bylo
prohldseno za nekarcinogenni. Pfesto
doporucujeme osobni ochranné pomtcky k
vylouceni pfimé expozice.

12mL zastavovaciho roztoku: 0,46mol/L
kyselina sirova.
Navod k pouziti

5.2. PRIPRAVA, UCHOVAVANi A OPAKOVANE POUZITI

SOUCASTI KITU
Formdt sady IDEIA Norovirus umoziuje testovani az 96
vzorkd. K optimdlnimu fungovani sady je nutné skladovat jeho
nespotfebované soucasti podle nasledujicich pokyni:

8C
2C

5.2.1  Mikrojamky potaZené protildtkou -

Obal desticky oteviete rozfiznutim podél svu. Odlomte
poZzadovany pocet mikrojamek a umistéte je do rdmu. VSechny
nepouzité mikrojamky a stripy vratte do uzaviratelného sacku s
desikacni kartou. Sacek peclivé uzaviete a skladujte pfi teploté
2-8°C. Mikrojamky lze uzivat az 12 tydn{ po prvnim otevfeni,
pokud jsou skladovény uvedenym zplsobem.

5.2.2 Rozpoustédlo vzorki - [SAMPLE DILUENT]

Pripraveno k pouZziti. NepouZité rozpoustédlo vzork( uchovavejte
pfi teploté 2-8°C.

POZNAMKA: Rozpoustédlo vzorkii je vyzadovéno jako negativni
kontrola a pro testovani s kazdou $arzi vzorki by ho mélo byt
ponechdno dostatecné mnoistvi. KdyZ je pouZito pro negativni
kontrolu, mélo by byt rozpoustédlo vzorki rozdéleno do
stejnych lahvicek, které se pouzivaji pro pfipravu rozpusténych
vzorkd, aby se zajistilo, Ze lahviéky nebudou obsahovat zadné
nezadouci latky.

5.2.3 Pozitivni kontrola -

Rozpustte pozadovany pocet lyofilizovanych pozitivnich kontrol
v 1mL rozpoustédla kontrol. Obsah promichejte obrdcenim.
NepouZitou pozitivni kontrolu uchovavejte pfi teploté 2-8°C
a poutZijte ji do jednoho mésice. Pro dlouhodobé uchovdvani
pouZzijte teplotu —20°C a skladujte v alikvétnich mnoZstvich.

5.2.4 Konjugat -

Pripraveno k pouziti. NepouZity konjugat uchovévejte pfi teploté
2-8°C.

5.2.5 Rozpoustédlo kontrol -

Ptipraveno k pouZiti. NepouZité rozpoustédlo kontrol
uchovavejte pfi teploté 2-8°C.

5.2.6 Promyvaci puft -

Dodava se 25x koncentrovany. Koncentrat promyvaciho pufru
zfedite pfidanim jednoho dilu koncentratu ke 24 dilim cerstvé
deionizované nebo destilované vody. Pracovni koncentraci
promyvaciho pufru pfipravte podle potfeby v den pouiZiti.
Nespotifebovany koncentrét skladujte pfi teploté 2-8°C.

Ay
e
e

NepouZity promyvaci pufr o pracovni koncentraci neskladu'jte
pro dalsi nasledné pouZiti (viz oddil 8.2.10).

5.2.7  Substrat -

Pfipraveno k pouZiti. NepouZity substrat uchovavejte pri teploté
2-8°C, chrarite pred svétlem.

5.2.8 Zastavovaci roztok -

Pfipraveno k pouZiti. Nepou?Zity zastavovaci roztok uchovévejte
pfi teploté 2-8°C.

6. DALSI CINIDLA

6.1. CINIDLA

Cerstva deionizovana nebo destilovana voda pro pipravu
promyvaciho pufru o pracovni koncentraci.

7. VYBAVENi

Budete potrebovat nasledujici vybaveni:

Nadobky vhodné pro odbér vzorkd stolice.

Cisté, jednorazové, uzaviratelné nadobky opatfené zdvitem
(o objemu min. 3mL) pro pfipravu suspenzi stolice.

Cista lahvicka pro negativni kontrolu.

Cisty absorpéni papir (na kterém mohou byt mikrojamky
vyklepany do sucha).

Pfesné mikropipety a jednorazové 3picky pro preneseni objemu
100uL a 1000uL (volitelné).

Odpadni ndadoba s vhodnym cerstvym desinfekénim
prostfedkem.

Automatizovana promyvacka destic¢ek (volitelné) nebo vhodné
vybaveni pro promyvani stripd o 8 mikrojamkach (viz oddil
10.2.4).

POZNAMKA: pokud v automatizované promyvacce s hlavici na 8
mikrojamek promyvate strip, ktery ma méné nez 8 mikrojamek,
je potiebné doplnit strip prazdnymi mikrojamkami.
Spektrofotometr nebo ¢tecka desti¢ek EIA se schopnosti odecist
mikrotitracni desti¢ku o 96 mikrojamkdch tvofenou stripy po
8 mikrojamkdch pfi absorbanci 450nm s referen¢ni vinovou
délkou 620-650nm. (Volitelné, Oddil 10.3, Odecitani vysledk
testu).

Michacka mikrotitracnich desticek.
8. UPOZORNENI
8.1. BEZPECNOSTNi UPOZORNENI

8.1.1 Zastavovaci roztok obsahuje kyselinu sirovou (0,46mol/
L). Zamezte kontaktu s kdZi a sliznicemi. Pokud se
prerusovaci roztok dostane do kontaktu s témito misty,

ihned je omyjte vodou.

Ve vyhrazeném pracovnim prostoru nejezte, nepijte,
nekufte, neskladujte nebo neptipravujte jidlo
a neaplikujte osobni kosmetiku.

8.1.3
8.14

Nenasdvejte material do pipety Usty.

PFfi manipulaci s klinickymi vzorky a Cinidly pouZivejte
jednorazové rukavice. Po ukonceni prace s potenicalné
infek¢énimi materialy si vidy umyjte ruce.

Se vzorky, pozitivnimi kontrolami a vsemi materialy,
které s nimi prijdou do styku, by mélo byt zachdzeno
jako s potencidlné infekénimi a stejné tak by mély byt
likvidovany.

Veskeré klinické vzorky zlikvidujte v souladu s mistnimi
predpisy.

Cinidla IDEIA Norovirus obsahuji patentovanou
antimikrobidlni latku, ktera, pokud jsou dodrzena
laboratorni bezpecnostni opatfeni, nepredstavuje
Zadné nebezpedi pro uZivatele.

Promyvaci pufr - koncentrat obsahuje Tris-hydrochlorid
coz je podle predpisti Evropského spolecenstvi (EC)
klasifikovdno jako rizikovy faktor. Ndsleduji spravné
formulace prohlaseni ohledné Rizikovych faktorG (H) a
Bezpecnostnich opatfeni (P):

VAROVANI

H315
H319
P332+P313

Drazdi kazi.

ZpUsobuje vazné podrazdéni odi.

PF¥i podrazdéni kize: Vyhledejte
lékafskou pomoc/osetteni.

PRI ZASAZEN] OCl:  Nékolik
minut opatrné vyplachujte
vodou. Vyjméte kontaktni ¢ocky,
jsou-li nasazeny a pokud je lze
vyjmout snadno. Pokracujte ve
vyplachovani.

P305+P351
+P338

P280 Pouzivejte ochranné rukavice/
ochranny odév/ochranné bryle/

obli¢ejovy Stit.

TECHNICKA UPOZORNENI

NepouZivejte soucasti sady po uplynuti data expirace
vytisténého na Stitcich. Nemichejte a nezaménujte
rdzné Sarze Cinidel.

8.1.9
8.1.10

Cinidla jsou dodavéna v pevnych koncentracich.
Modifikovani ¢inidel nebo jejich uchovavani v jinych
podminkach, nez je uvedeno v oddile 5.2, bude mit
dopad na funkénost testu.

8.1.11

8.1.12
8.1.13

Zamezte kontaminaci Cinidel.

Pro kazdy vzorek, kontrolu nebo ¢inidlo pouZijte
jednordzovou pipetu nebo pipetovou $picku, abyste
zabranili zkfizené kontaminaci vzork( nebo kontrol, coz
by mohlo zapficinit chybné vysledky.

8.1.14 Pfi ptiddvani vzork( nebo enzymem znacenych
protildtek do mikrotitracnich jamek se vyhnéte tomu,
aby se Spicka pipety dotkla stény mikrotitracni jamky.

8.1.15

8.1.16

Zamezte kontaminaci ionty kovd a oxidacnimi inidly.

Substrat vykazujici modré zbarveni pfed pfiddnim do
mikrojamek nepouZzivejte.

8.1.17
8.1.18
8.1.19

Chrante substrat pred svétlem.
Mikrojamky nemohou byt opakované pouZzity.

NepouZity promyvaci pufr o pracovni koncentraci
neuchovdvejte pro nasledné pouziti. KdyZ nejsou
nddoby na promyvaci pufr pouzivany, mély by se
opldchnout deionizovanou nebo destilovanou vodou a
nechat uschnout.

8.1.20 Manualni nebo automatizované promyvaci zafizeni
musi byt prosto mikrobidlni kontaminace, spravné
kalibrovéno a udrzovano podle pokynt vyrobce.

9. ODBER A PRIPRAVA VZORKU

9.1.  ODBER VZORKU

Vzorky stolice by mély byt odebirany co nejdfive po nastupu
pfiznakd.

Vrcholné vyludéovani norovird do stolice pacientl s
gastroenteritidou je popisovano 25-72 hodin od ndstupu
priznakd.

Vzorky stolice pro pfimé testovdani shirejte do nadob, které
neobsahuji média, konzervanty, zvifeci séra, kovové ionty,
oxidacni ¢inidla nebo detergenty, protoZe vsechny tyto latky
mohou ovlivriovat test IDEIA Norovirus.

Pred testovanim mohou byt vzorky uchovavany po dobu 3 dnl
pfi teploté 2-8°C. Pro dlouhodobé uchovavani vzorkd stolice
pouZzijte teplotu —20°C.

9.2.  PRIPRAVA VZORKU STOLICE

Pridejte 1mL rozpoustédla vzork(i do vhodné, oznacené nadobky
a pouzijte ho k pripravé 10% suspenze nebo k roziedéni vzorku
stolice pfiddnim asi 0,1g tuhé stolice (mnoZstvi odpovidajici
malému hrdsku) nebo asi 100uL tekuté stolice. Dikladné
promichejte a 10 minut pfed testovanim nechejte usadit.
Alternativné lze po pfipravé vzorkd suspenzi centrifugovat po
dobu 5 minut pfi rychlosti vétsi nebo rovné 5000 ot/min.

Vzorky suspendované/rozpusténé v rozpoustédle vzorkd IDEIA
Norovirus mohou byt uchovavany pfi teploté 2-8°C po dobu az 3
dn( pted testovanim.

10. POSTUP TESTU

PRED PROVADENIM TESTU SI PROSTUDUJTE KAPITOLU 8.2
TECHNICKE POKYNY.

Cinidla a vzorky by mély byt pfed pouzitim uvedeny na
pokojovou teplotu (15-30°C).

10.1. PRIPRAVA KONTROL

Negativni kontrola

Pfidejte 1mL rozpoustédla vzorkd do stejné lahvicky, jaka je
pouZita pro fedéni vzorku.

Pozitivni kontrola

Pozitivni kontrola musi byt pfed pouZitim roziedéna 1mL
rozpoustédla kontrol a zamichana (viz oddil 5.2.3).

Ke kazdé 3arZi testovanych vzorkd musi byt pfidéna nejméné
jedna negativni a pozitivni kontrola IDEIA Norovirus (viz oddil
10.2.1).

10.2. POSTUP ANALYZY

PFi poutziti lahvicek €inidla s kapatkem drzte lahvicku vertikalné
s kapaci $pickou pfiblizné 5mm nad mikrotitracni jamkou.
Lehce lahvi¢ku stisknéte a ujistéte se, ze kapky dopadnou volné
do mikrotitracni jamky bez doteku s jejimi sténami. Zamezte
kontaminaci kapacich $picek vSech lahvic¢ek. Vzorky, kontroly a
konjugat priddvejte pomoci mikropipety.

10.2.1  Pfidani vzorku

Do drzaku jamek umistéte pozadovany pocet mikrotitracnich
jamek.

Pridejte 100pL kazdého ziedéného vzorku stolice/supernatantu
stolice, negativni kontroly nebo pozitivni kontroly do jednotlivych
mikrotitra¢nich jamek. (Do kazdé Sarze analyz by méla byt
zarazena nejméné jedna negativni a jedna pozitivni kontrola.)
Zamezte rozvifeni nebo odebrani sedimentu z lahvicky se
vzorkem. P¥i rozdélovani vzorkl drite pipetu ve vertikalni
poloze se $pickou tésné nad mikrojamkou a zajistéte, aby byly
vzorky pfeneseny bez doteku se sténou mikrojamky. Snaite se
zkfizené nekontaminovat mikrojamky se vzorky a kontrolami,
protoze by to mohlo vést k chybnym vysledkim.

10.2.2  Pfidani konjugatu

POZNAMKA: Pokud pouzivéte vice stripG s 8 mikrotitraénimi
jamkami, doporucujeme pouzit osmicestnou pipetu.

Po pfidani vSech vzorkd a kontrol do mikrotitraénich jamek.

Pfidejte 100pL konjugdtu do vSech mikrotitracnich jamek pomoci
mikropipety a jemné zamichejte.

10.2.3  Prvni inkubace

Inkubujte vSechny mikrotitracni jamky po dobu 60 * 5 minut pfi
teploté 20-30°C.

10.2.4 Promyvani mikrojamek

Mikrotitracni jamky by mély byt promyvany Cerstvé pfipravenym
promyvacim pufrem o pracovni koncentraci (viz oddil 5.2.6).
Technika promyvani je pro vykonnost testu zdsadni (viz oddil
8.2.11) a promyvani by mélo byt provadéno tak, aby bylo
zajisténo uplné naplnéni mikrojamek (minimalné 350uL
promyvaciho pufru o pracovni koncentraci) a jejich vyprazdnéni.

Je nezbytné provést pét promyvacich cykld, a to bud
automatizovanou nebo manudlni promyvaci technikou.
Manualni promyvani

PF¥i manudinim promyvani mikrojamek odsajte nebo vytfepejte
jejich obsah a zajistéte Uplné naplnéni a vyprazdnéni mikrojamek
Cerstvé pripravenym promyvacim pufrem. Mezi jednotlivymi
promyvacimi kroky odstrante vSechen zbyvajici promyvaci pufr
vyklepanim obracenych mikrodesti¢ek na Cisty absorpéni papir.
Uc¢innost manuélniho promyvani je déle zaji$téna, pokud je
promyvaci pufr do mikrojamek aplikovan pod takovym dhlem,
aby v nich vytvofil vir. Po poslednim promyti by méla byt
mikrodesticka obracena a vyklepdna na Cisty absorpcni papir, aby
byly odstranény posledni zbytky promyvaciho pufru.
Automatizované promyvani

Automatizované promyvacky by mély byt naprogramovany na
provedeni 5 promyvacich cykld. Promyvacky musi byt spravné
kalibrovany, aby bylo zajisténo Uplné naplnéni a vyprazdnéni
mikrojamek mezi jednotlivymi cykly promyvéni. Po poslednim
promyti by méla byt mikrodesti¢ka obracena a vyklepana
na absorpéni papir, aby byly odstranény posledni zbytky
promyvaciho pufru.

10.2.5 Pfidani substratu

Do kazdé mikrotitra¢ni jamky pfidejte 2 kapky (nebo 100uL)
substratu.

10.2.6 Druha inkubace

Inkubuijte pfi teploté 20 - 30°C po dobu 30 minut.

Mikrotitra¢ni jamky mohou byt vizualné odecteny ihned po
druhé inkubaci (viz oddil 10.3.1).

10.2.7

Do kazdé mikrotitraéni jamky pfidejte 2 kapky (nebo 100uL)
zastavovaciho roztoku.

Zastaveni reakce

Pfed odectenim vysledkl zajistéte dikladné promichani
mikrotitraénich jamek. Barevny produkt je stabilni po dobu az 30
minut od pridani zastavovaciho roztoku.

10.3. ODECITANI VYSLEDKU TESTU
10.3.1 Vizudlni odecitani

Mikrotitraéni jamky mohou byt vizudlné hodnoceny ihned po
druhé inkubaci. Doporudujeme, aby jakékoli jamky, u kterych
je intenzita zabarveni ve srovnani s negativni kontrolou tézko
hodnotitelna, byly odeéteny také fotometricky po pfidani
zastavovaciho roztoku (viz oddil 10.3.2).

10.3.2 Fotometrické odecitani

Mikrojamky by mély byt fotometricky odecteny do 30 minut po
pridani zastavovaciho roztoku. Zamichejte obsah mikrojamek
a odectéte absorbanci kazdé mikrojamky za pouZiti vhodného
spektrofotometru nebo ¢tecky desticek EIA pfi 450nm. Pred
odecitanim zajistéte, aby byla dna mikrojamek ¢istd a aby
nebyl v mikrojamkéach zadny cizi material. Ctecka by méla byt
pred odectenim prvni desticky kalibrovana na vzduch (tedy bez
desticky v zasobniku).
Pokud spektrofotometr umozriuje pouziti referencni vinové délky
(620 az 650nm), mélo by byt provedeno odecteni pfi dvoji vinové
délce, protoze timto budou vylouéeny vsechny potencialni
interference zpGsobené odchylkami, jako jsou necistoty nebo
skvrny na optickém povrchu mikrojamek.
10.4. SOUHRN POSTUPU ANALYZY IDEIA NOROVIRUS
Pridejte 100uL pozitivni kontroly, negativni kontroly a zfedéného testovaného vzorku do
potazené defﬂ(:ky _
Piidejte 100pL konjugatu do véech mikrojamek za pouziti
mikropipety a zamichejte

Inkubuite pfi teploté 20-30°C
po dobu 60 minut

Promyjte (5x)

Pridejte 2 kapky (100pL) substratu

Inkubuijte pfi teploté 20-30°C
l po dobu 30 minut

Ihned vizualné odectéte (modré zbarveni)
Nebo

Pfidejte 2 kapky (100pL) zastavovaciho roztoku

Absorbanci odectéte fotometricky pfi vinové délce 450nm (Zluté zbarveni) s referenénim rozmezim 620-650nm.

11. INTERPRETACE VYSLEDKU TESTU
11.1. NEGATIVNi KONTROLA

Jak je uvedeno v oddile 10.1 (Pfiprava kontrol), méla by byt do
kaZzdé série analyz zaclenéna alespon jedna negativni kontrola.

Fotometrické stanoveni

Hodnota negativni kontroly nebo primér hodnot negativnich
kontrol by mél byt mensi nez 0,150 jednotek absorbance.

11.2. MEZNi HODNOTA
Vypocet mezni hodnoty

Mezni hodnota se vypocita pfictenim 0,1 AU k hodnoté negativni
kontroly nebo k jejich primérné hodnoté, pokud je zaclenéna
vice neZ jedna negativni kontrola.

Vizudlni stanoveni

Mikrotitracni jamky s negativni kontrolou by mély byt prosty
viditelIného zbarveni. Pokud tomu tak neni, mél by byt test
odecten fotometricky nebo zopakovén.

11.3. POZITIVNi KONTROLA



Jak je uvedeno v oddile 10.1 (P¥iprava kontrol), méla by byt do
kazdé série analyz zaclenéna alespon jedna pozitivni kontrola.

Vizualni stanoveni

Mikrotitracni jamky pozitivni kontroly by mély mit zfetelné
modré zbarveni, jasné odlisitelné od negativni kontroly. Pokud
tomu tak neni, nemél by test byt vizualné odecitan. Vysledky by
mély byt odecteny fotometricky nebo by mél byt test zopakovan.

Fotometrické stanoveni

Pozitivni kontroly musi mit hodnotu vyssi nez 0,5 AU.
11.4. VZORKY

11.4.1 Vizudlni stanoveni

Kazdy vzorek, ktery je modfe zbarveny intenzivnéji nez negativni
kontrola, by mél byt hodnocen jako pozitivni za pfedpokladu, Ze
negativni kontrola je bezbarva. Kazdy bezbarvy vzorek by mél
byt povaZzovan za negativni. Pokud je negativni kontrola jakkoliv
modfe zbarvena, musi byt odecitana fotometricky po pfidani
zastavovaciho roztoku nebo by mél byt test zopakovan.

Pokud se po pridani substratu zbarvi obsah mikrojamek tmavé
modfe a vytvofi se modrocerny precipitat, mély by byt vzorky
interpretovany jako pozitivni.

11.4.2 Fotometrické stanoveni

Kazdy vzorek s hodnotami absorbance vétsimi, nez je mezni
hodnota, je pozitivni (viz oddil 11.1). Kazdy vzorek s hodnotami
absorbance nizsimi, nez je mezni hodnota, by mél byt povazovén
za negativni. Vysledek do 0,010 AU mezni hodnoty by mél byt
povazovén za neprlkazny a test by mél byt zopakovan nebo by
mél byt od pacienta odebran novy vzorek.

12, OMEZENI TESTU
12.1.

Negativni vysledek nevylu¢uje moznost infekce pacienta
noroviry. NelUspésnda detekce norovirl mlze byt
zpUsobena faktory, jako je odbér vzork(i v nevhodném
obdobi choroby, kdy je ve stolici nedostatecné mnozstvi
viriont, nespravny odbér vzork( a/nebo nespravna
manipulace se vzorky.

12.2. Test IDEIA Norovirus detekuje pro genoskupinu specifické
virové proteiny pfitomné u lidskych genotypt norovir(
genoskupiny 1 a 2. Test nemUze byt pouZit k odliseni mezi

jednotlivymi serotypy norovir.

12.3. Cinidla jsou doddvana v pevnych pracovnich
koncentracich. Modifikovani ¢inidel nebo jejich
uchovavani v jinych podminkéch nez uvedenych v oddile

5.2 bude mit nepfiznivy dopad na funkénost testu.

12.4. Vsechny pozitivni vysledky museji byt interpretovany
v souvislosti s klinickymi informacemi tykajicimi se
pacienta. Vysledky testu interpretujte s pfihlédnutim k
informacim z epidemiologickych studii, celkové klinické

diagndze pacienta a jinych diagnostickych postupt.

Vzorky mekonia nebyly schvaleny pro pouziti testu IDEIA
Norovirus.

Test IDEIA Norovirus nebyl uznan platnym pro vsechny
znamé kmeny norovir(, proto selhani pfi detekci noroviru
muZze byt zptsobeno antigenni riznorodosti cirkulujicich
kmena.

Pozitivni vysledek nevylucuje pfitomnost dalSich
stfevnich patogen(. Zatimco vztah mezi norovirem a
gastroenteritidou je pevné potvrzen, vyskyt soucasné
infekce jinymi mikrobidlnimi patogeny je mozny. K
vylouceni dalSich moZnych pfi¢in nemoci by mély
byt provedeny paralelné s testem IDEIA Norovirus i
dodatecné mikrobiologické testy.

13.  OCEKAVANE HODNOTY

Cetnost pozitivity se mGiZe ménit v zavislosti na prevalenci
norovir( v rliznych populacich, podle cirkulujicich genotyp,
geografické lokalizace, metod odbéru vzork(, manipulace,
skladovéni a pfevozu vzork( a podle celkovych zdravotnich
podminek populace pacientd zahrnutych do studie.”

Noroviry jsou béZznou pficinou komunitnich epidemii
gastroenteritidy, zejména v nemocnicich nebo domech s
pecovatelskou sluzbou, které jsou spojovany s vice nez 40%
epidemii ve Velké Britanii >**.

Noroviry jsou ¢asto spojovany s pfipady nemoci ,zimniho
zvraceni“.

14.  SPECIFICKE VYKONNOSTNi CHARAKTERISTIKY
14.1. KLINICKE STUDIE

Aktualizovany test IDEIA Norovirus byl hodnocen ve srovnani s
predchozi verzi testu (K6043). Studie byly provadény na vzorcich
stolice odebranych v ramci Velké Britdanie béhem epidemii
gastroenteritidy, u kterych se objevilo podezfeni, Ze jsou
zpUsobeny noroviry. VSsechny vzorky byly pfedbézné testovany
pomoci PCR. Vysledky stavajicich dvou analyz IDEIA Norovirus
byly srovnany se znamymi vysledky PCR danych vzorka.

14.2. KLINICKA UCINNOST
Celkem bylo testovano 120 vzorkd, pficemz 83 vzorki mélo

pozitivni vysledek PCR na pritomnost norovird a ve 37 pfipadech
byl vysledek PCR na pfitomnost norovird negativni.

Aktualizovany test IDEIA Norovirus vykazoval ve srovnani s
predchozi sadou zvySenou senzitivitu a negativni prediktivni
hodnotu (NPV) vzhledem k PCR a rovnocennou specificitu a
pozitivni prediktivni hodnotu (PPV) vzhledem k PCR.

Tabulka 14.2 Vykonnost aktualizovaného testu IDEIA
Norovirus (K6044) a pfedchozi verze testu IDEIA Norovirus
(K6043) ve srovnani s PCR.

Aktualizovany Pfedchozi verze
test IDEIA testu IDEIA

Norovirus K6044 Norovirus K6043
Senzitivita o o
vehledem k PCR 72,8% (59/81) 55,4% (46/83)
Specificita vzhledem 100% (37/37) 100% (37/37)
k PCR
PPV 100% (59/59) 100% (46/46)
NPV 62,7% (37/59) 51,4% (83/120)
Detekované
epidemie (pocet
detekovanych 16(21) 12(21)
pomoci PCR)

PPV = pocet skutecné pozitivnich vzorkl spravné identifikovanych
pomoci testu

NPV = poclet skuteé¢né negativnich vzorkd sprdvné
identifikovanych pomoci testu

14.3. ZKRIZENA REAKTIVITA

Testem IDEIA Norovirus byly vySetfeny a prokazany za negativni
nasledujici mikroorganizmy. Testy na zkfiZzenou reaktivitu byly
provadény jak na klinickych vzorcich, u kterych byla pfitomnost
mikrobl stanovena, tak na laboratornich kulturach znamych
mikroorganizm@ obsahujicich asi 10’-10° Zivotaschopnych
organizmi na mL. Odkaz na seznam mikroorganizmd najdete v

kli¢i nize:
Viry
Adenovirus® Peptococcus sp

Astrovirus® Peptostreptococcus sp

Rotavirus® Proteus sp

Pseudomonas sp
Bakterie Salmonella enteritidis’
Acinetobacter sp Salmonella typhimurium
Aeromonas sp Serratia sp
Bacillus sp Shigella flexneri”
Campylobacter coli® Shigella sonnei
Campylobacter jejuni® Staphylococcus aureus
Citrobacter sp Staphylococcus epidermidis
Clostridium perfringens® Streptococcus group A
Clostridium difficle® Veillonella sp
Enterobacter sp Vibrio cholerae®
Escherichia coli Vibrio parahaemolyticus®
Enterococcus faecalis
Haemophilus influenzae Dal$i mikroorganismy
Helicobacter pylori Candida albicans®
Klebsiella sp

Lactobacillus sp
Listeria sp

Klic:
? Mikroorganizmy pfitomné a testované ve stolici

b Mikroorganizmy testované ve stolici i v bujonu

VSechny ostatni mikroorganizmy byly testovany v
bujénovych bakterialnich kulturdch
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