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IDEIA Norovirus
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Test immunoenzymatyczny przeznaczony do wykrywania
Norowirusa w prébkach katu ludzkiego.

1. PRZEZNACZENIE

Test IDEIA™ Norovirus jest jakoSciowym testem
immunoenzymatycznym przeznaczonym do wykrywania
genogrupy 12 Norowirusa w ludzkim kale.

- Do diagnostyki in vitro. Wytacznie do uzytku
profesjonalnego.
2. WPROWADZENIE

Norowirusy, poczatkowo znane jako tzw. grupa wiruséw
SRSV (,,small round structured viruses”) *?, sg jednoniciowymi
wirusami RNA zaklasyfikowanymi do rodziny Caliciviridae®.

Poczatkowo rozpoznawano cztery typy antygenowe
wirusa SRSV*, jednak niedawno, postugujac sie metodami
molekularnymi, w obrebie rodzaju Norowirus zidentyfikowano
trzy genogrupy’. Genogrupy 1 i 2 wigza sie z zakazeniami u ludzi,
podczas gdy genogrupa 3 - z zakazeniami u bydta i $wir®.

Norowirusy stanowig gtéwng przyczyne wirusowych zapalen
zotadkowo-jelitowych, ktére bardzo czesto dotyczg dzieci
i dorostych”®. Do wybuchéw epidemii moze dochodzi¢ w
szpitalach®, na statkach rejsowych'®, w szkotach oraz domach
opieki'?. Kilka wybuchéw epidemii nastapito w zwiazku
ze spozyciem zakazonej wody i pozywienia, szczegdlnie
skorupiakéow. Wybuchy epidemii, zwtaszcza zakazen
Norowirusem zwigzanym z zespotem objawoéw , Winter Vomiting
Disease”, moga wystepowaé¢ w miesigcach zimowych na
potkuli zachodniej, jednakze pojedyncze przypadki, jak rowniez
epidemie wystepujgce w poszczegdlnych spotecznosciach oraz
epidemie zwigzane z Zywnosciag moga pojawic sie przez caty
rok®.

Epidemie zakazen Norowirusem sg notowane czesciej niz
bakteryjne zapalenia zotgdkowo-jelitowe™ i mogg mie¢ znaczacy
wptyw na zdrowie publiczne. Zakazenia u niemowlat, oséb
starszych i pacjentéw z obnizong odpornoscig moga powodowac
powazne odwodnienie. Wybuchy epidemii w szpitalach moga
przedtuzac hospitalizacje i leczenie zakazonych dzieci.

Rozpoznanie laboratoryjne zakazenia Norowirusem odgrywa
wazng role z opiece zdrowotnej pacjentéw jak i catego
spoteczenstwa, i umozliwia diagnostyke réznicowga innych
przyczyn zapalenia zotgdkowo-jelitowego. Obecnie Norowirus
nie daje sie tatwo hodowac w systemach hodowli komérkowych i
nie ma mozliwosci jego izolacji z prébek klinicznych. Mikroskopia
elektronowa jest tradycyjnie wykorzystywana jako pomoc w
diagnostyce zakazen, niemniej jej zastosowanie ogranicza sie
gtéwnie do osrodkdéw referencyjnych, ze wzgledu na wymagane
duze doswiadczenie i znaczne koszty. Ostatnio opisano wiele
samodzielnie opracowanych przez poszczegdlne osrodki metod
amplifikacji molekularnej **, jednak metody te nie sa dobrze
wystandaryzowane, a na ich dziatanie wptywajg inhibitory
obecne w prébkach oraz zastosowane zestawy odcinkéw
starterowych. Ponadto testy te sg niewygodne i nieekonomiczne
w rutynowej diagnostyce.

Ostatnio opracowano przeciwciata swoiste dla genogrupy i
genotypu'®' oraz wykazano, iz moga by¢ one stosowane w
szybkich testach immunoenzymatycznych®®. Test IDEIA Norovirus
wykorzystuje monoklonalne i poliklonalne przeciwciata swoiste
dla genogrupy 1i 2 w immunoanalizie fazy statej do szybkiego
wykrywania genotypéw Norowirusa.

3. ZASADA TESTU

Test IDEIA Norovirus wykorzystuje kombinacje monoklonalnych
i poliklonalnych przeciwciat swoistych dla genogrupy 1 i
genogrupy 2 w kanapkowej analizie immunoenzymatycznej fazy
statej do wykrywania genogrup 1i2 Norowirusa. Mikrostudzienki
sg pokryte mieszaning monoklonalnych przeciwciat swoistych
dla genogrupy 1 i genogrupy 2 Norowirusa. Do mikrostudzienki
dodaje sie zawiesine katu lub prébke kontrolng i inkubuje
réwnoczesnie z mieszaning monoklonalnych i poliklonalnych
przeciwciat swoistych dla genogrupy 1 lub genogrupy 2
Norowirusa, skoniugowanych z peroksydazg chrzanowa.

Antygen Norowirusa obecny w prébce jest wychwytywany
przez przeciwciata w fazie statej i przeciwciata koniugowane z
enzymem. Po 60 minutach inkubacji w temperaturze pokojowej
mikrostudzienki sg przemywane buforem przemycia o stezeniu
roboczym, aby usunaé nadmiar probki oraz niezwigzane
przeciwciata oznakowane enzymem. Do mikrostudzienek dodaje
sie chromogen i inkubuje przez 30 minut w temperaturze
pokojowej. Obecnosé w mikrostudzienkach swoiscie zwigzanych
przeciwciat oznakowanych enzymem powoduje zmiane koloru,
ktdra zostaje zatrzymana poprzez dodanie kwasu. Intensywnos¢
koloru znaczgco przekraczajaca intensywnos¢ tta wskazuje na
obecnos¢ antygenu Norowirusa w prébce lub w kontroli. Test
IDEIA Norovirus wykrywa szczepy zaréwno genogrupy 1, jak i
genogrupy 2, lecz ich nie réznicuje.

4. DEFINICIE

Ponizsze symbole zostaty uzyte w informacji o produkcie.

Numer katalogowy

Wyréb medyczny do diagnostyki in vitro

Sprawdzi¢ w instrukcji stosowania (IFU)

Temperatury graniczne (temperatury przechowywania)

Zawiera ilo$¢ materiatu wystarczajgcq do <n>badan

5. ODCZYNNIKI DOSTARCZONE

V 96 — Kazdy zestaw zawiera materiat w ilosci wystarczajacej
dla 96 prébek bezposrednich. g - Termin waznosci zestawu
podano na etykiecie opakowania zewnetrznego.

5.1. ZAWARTOSC ZESTAWU IDEIA NOROVIRUS

[MICROTITRATION PLATE]

Jedna ptytka 96-mikrostudzienkowa do
mikromiareczkowania, zawierajaca 12
paskéw do odrywania po 8 mikrostudzienek,
pokryta mieszaning monoklonalnych
przeciwciat swoistych dla genotypdéw 1 i
2 Norowirusa. Ptytka umieszczona jest w
zawierajacym desykant worku foliowym
z mozliwos$ciag ponownego zamkniecia,
stuzacym do pdzniejszego przechowywania
niewykorzystanych mikrostudzienek.

Po jednej butelce ponizszych odczynnikéw, o ile nie podano
inaczej:

Rozcienczalnik probek 110mL Tris
zbuforowany roztworem soli, zawierajacy
substancje antybakteryjng i czerwony
barwnik.

4 x liofilizowana kontrola dodatnia:
wirusopodobnych czgsteczek Norowirusa
wytwarzanych przez bakulowirusa.

Koniugat 13mL: znakowane peroksydaza
przeciwciata poliklonalne (krélicze) i
przeciwciata monoklonalne (mysie)
przeciwko genogrupom 1 i 2 Norowirusa
w buforowanym roztworze protein,
zawierajgcym antybiotyk i niebieski barwnik.

Rozcienczalnik Kontroli 10mL: fosforan
zbuforowany roztworem soli fizjologicznej,
zawierajacy antybiotyk.

2 x 50mL koncentratu buforu ptuczacego
(x25): roztwdr buforowany trisem,
zawierajacy Srodek przeciwbakteryjny i
detergent.

Substrat 13mL: stabilizowany nadtlenek
3,3’-,5,5'-tetrametylbenzydyny (TMB)
w roztworze buforu do rozcieficzania.
Wykazano, ze TMB nie ma wtasciwosci
rakotwoérczych. Jednakze w celu unikniecia
bezposredniej ekspozycji zaleca sie
stosowanie srodkdw ochrony osobistej.

Roztwdr Zatrzymujgcy Reakcje 12mL. kwas
siarkowy o stezeniu 0,46mol/L.

Instrukcja uzytkowania
5.2. SKtLADNIKI ZESTAWU - PRZYGOTOWANIE,

PRZECHOWYWANIE | PONOWNE UZYCIE

Zestaw IDEIA Norovirus umozliwia oznaczenie do 96 prébek.
Aby zapewni¢ optymalne dziatanie zestawu, wszystkie
niewykorzystane sktadniki, nalezy przechowywac zgodnie z
ponizszymi instrukcjami.

8C
2C

5.2.1 Mikrostudzienki pokryte przeciwciatem -

Otworzy¢ worek z ptytka przecinajac wzdtuz uszczelnienia
Odtamac potrzebnga liczbe mikrostudzienek i umiesci¢ w
ramce. Pozostate niewykorzystane mikrostudzienki i paski
ponownie umiesci¢ w worku z mozliwoscig ponownego
zamkniecia, zawierajaca osuszacz. Ostroznie uszczelni¢ worek i
przechowywac w temperaturze 2-8°C. Studzienki mozna zuzy¢ w
ciggu 12 tygodni od pierwszego otwarecia, jesli sie je przechowuje
w taki sposob.

5.2.2 Rozciericzalnik prébek -

Produkt gotowy do uzycia. Niewykorzystany rozciefczalnik
prébek przechowywaé w temperaturze 2-8°C.

UWAGA: Wymagane jest stosowanie rozcieficzalnika
prébek jako kontroli ujemnej; w tym celu nalezy zachowa¢
wystarczajaca ilos¢ rozcieniczalnika dla kazdej serii oznaczanych
prébek. Rozcienczalnik prébek wykorzystywany jako kontrola
ujemna, nalezy rozdzieli¢ w jednakowych objetosciach do fiolek
identycznych, jak stosowane do przygotowania rozciericzen
probki, aby zagwarantowad, ze fiolki nie zawierajg substancji
zaktécajacych.

5.2.3 Kontrola dodatnia -

Doda¢ po 1mL rozciericzalnika Control Diluent do wymagane;j
liczby liofilizowanych kontroli dodatnich. Wymiesza¢ zawartos¢
przez odwrdcenie Niewykorzystane prébki kontroli dodatniej
przechowywac w temperaturze 2-8°C i zuzy¢ w ciggu 1 miesigca.
W przypadku dtuzszego okresu przechowywnia, przechowywac
w temperaturze —20°C w odpowiednich jednakowych porcjach.
5.2.4 Koniugat -

Produkt gotowy do uzycia. Niewykorzystany koniugat
przechowywac w temperaturze 2-8°C.

5.2.5 Rozciericzalnik Kontroli -

Produkt gotowy do uzycia. Niewykorzystany rozciefczalnik
kontroli przechowywaé w temperaturze 2-8°C.

5.2.6 Bufor Przemycia -

Dostarczany w postaci stezonej x25. Przed uzyciem rozcienczy¢,
dodajac jedna objetos¢ koncentratu do 24 objetosci Swiezej
destylowanej lub dejonizowanej wody. Przygotowac objei'/i\
roztworu o stezeniu roboczym na zuzycie w ciggu jednego arfia.
Niezuzyty koncentrat przechowywac¢ w temperaturze 2-8°C.

Niewykorzystanego buforu przemycia o roboczym stezeniu nie
zachowywac do nastepnego uzycia (zob. punkt 8.2.10).

5.2.7  Substrat -

Produkt gotowy do uzycia. Niewykorzystany substrat
przechowywac w temperaturze 2-8°C, chroni¢ przed $wiattem.
5.2.8 Roztwor zatrzymujacy reakcje -

Produkt gotowy do uzycia. Niewykorzystany roztwor
przechowywac w temperaturze 2-8°C.

6. ODCZYNNIKI DODATKOWE

Kod serii (numer serii)
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Doda¢ wode
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Chroni¢ przed promieniowaniem stonecznym

Stosowac do (data waznosci)

Producent
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6.1. ODCZYNNIKI

Swieza demineralizowana lub destylowana woda do
przygotowania buforu przemycia o stezeniu roboczym.

7. WYPOSAZENIE

Do wykonania testu niezbedne jest nastepujgce wyposazenie:

Odpowiednie pojemniki do pobierania préobek katu.

Czyste jednorazowe pojemniki z zakretkg (o pojemnosci
przynajmniej 3mL) do przygotowania zawiesiny katu.

Czysta fiolka na kontrole ujemna.

Czysta bibuta (do osuszania mikrostudzienek).

Pipety precyzyjne (mikropipety) oraz jednorazowe koncéwki do
pipet o objetosci 100pL i 1000uL (opcjonalnie).

Pojemnik na odpadki z odpowiednim Swiezym $rodkiem
dezynfekujacym.

Ptuczka automatyczna (opcjonalnie) lub odpowiednie

wyposazenie do mycia paskdéw po 8 mikrostudzienek (zob. punkt
10.2.4).

UWAGA: W przypadku, gdy na pasku ptukanym przez
automatyczng ptuczke z gtowica dla 8 mikrostudzienek znajduje
sie mniej niz 8 mikrostudzienek, pozostate miejsca nalezy
catkowicie wypetni¢ pustymi mikrostudzienkami.

Spektrofotometr lub czytnik ptytek EIA z mozliwoscig odczytu
96 mikrostudzienek na ptytce z paskami po 8 mikrostudzienek,
przy absorbancji 450nm i wartosci odniesienia dla 620-650nm.
(Opcjonalnie, punkt 10.3, Odczyt wynikow testu).

Mikser do mikroptytek.
8. SRODKI OSTROZNOSCI
8.1. SRODKI BEZPIECZENSTWA

8.1.1 Roztwor zatrzymujacy reakcje zawiera kwas siarkowy
(0,46mol/L). Unika¢ kontaktu ze skorg i btonami
Sluzowymi. Jezeli dojdzie do kontaktu roztworu
zatrzymujacego reakcje z wymienionymi obszarami,
natychmiast przemy¢ je woda.

W pomieszczeniu przeznaczonym do pracy nie wolno
jesé, pic, pali¢, przechowywac lub przygotowywacé
zywnosci, ani stosowaé kosmetykdow.

8.1.3

8.1.4

Nie pipetowac materiatow ustami.

Podczas pracy z prébkami klinicznymi i odczynnikami
nalezy uzywac jednorazowych rekawiczek. Po pracy z
materiatem potencjalnie zakaznym nalezy zawsze umy¢
rece.

Prébki, kontrole dodatnie oraz inne materiaty, majace
z nimi kontakt, nalezy traktowac i utylizowac jako
potencjalnie zakazne.

8.1.6 Wszystkie probki kliniczne utylizowa¢ zgodnie z

obowiazujgcymi przepisami lokalnymi.

8.1.7 Odczynniki zestawu IDEIA Norovirus zawierajg firmowg
substancje antybakteryjng, ktdéra nie jest niebezpieczna
dla uzytkownika, jezeli przestrzegane sg standardowe

laboratoryjne $rodki bezpieczenstwa.

8.1.8 Koncentrat  buforu  ptuczacego  zawiera  Tris-
chlorowodorek, sklasyfikowany  na podstawie
wtasciwych przepiséw Wspdlnoty Europejskiej (WE)
jako substancja niebezpieczna. Ponizej znajdujg sie
odpowiednie zwroty wskazujgce rodzaj zagrozenia i

$rodki ostroznosci.

UWAGA

H315
H319

P332+P313 (W przypadku wystgpienia
podraznienia skory: Zasiegnac
porady/zgtosi¢ sie pod opieke
lekarza.

W PRZYPADKU DOSTANIA SIE DO
OCZU: Ostroznie ptuka¢ woda
przez kilka minut. Wyja¢ soczewki
kontaktowe, jezeli sg i mozna je
tatwo usuna¢. Nadal ptukac.

Dziata draznigco na skoére.

Dziata drazniagco na oczy.

P305+P351
+P338

P280 Stosowa¢ rekawice ochronne/
odziez ochronna/ ochrone oczu /

ochrone twarzy.

TECHNICZNE SRODKI OSTROZNOSCI

Nie uzywac sktadnikéw zestawu po uptywie daty
waznosci podanej na etykiecie. Nie miesza¢ ani nie
zamienia¢ odczynnikdw pochodzacych z réznych serii/
partii.

8.2.
8.2.1

8.2.2 Dostarczone odczynniki majg ustalone wartosci
stezenia roboczego. W przypadku modyfikacji lub
przechowywania odczynnikéw w warunkach innych niz

podane w punkcie 5.2 czutos¢ testu moze ulec zmianie.
8.2.3
8.2.4

Chroni¢ odczynniki przed zanieczyszczeniem.

Dla kazdej prébki, kontroli lub odczynnika nalezy
stosowac osobnej pipety jednorazowej, aby uniknac¢
krzyzowego zanieczyszczenia prébki lub kontroli,
mogacego prowadzi¢ do btednych wynikéw testu.
Podczas umieszczania w mikrostudzienkach prébek
lub przeciwciat znakowanych enzymem nalezy unika¢
dotykania $cianek studzienki koricem pipety.

8.2.6

8.2.7

Unika¢ zanieczyszczania jonami metali i utleniaczami.

Nie uzywac substratu, ktéry ma niebieskie zabarwienie
przed wprowadzeniem do mikrostudzienki.

8.2.8
8.2.9
8.2.10

Chronic¢ substrat przed swiattem.
Mikrostudzienek nie nalezy uzywaé powtdrnie.

Niewykorzystanego buforu o stezeniu roboczym
nie przechowywad¢ do nastepnego uzycia.
Niewykorzystywane zbiorniki na bufor ptuczacy nalezy
przeptukaé¢ woda dejonizowang lub destylowana i
pozostawi¢ do wyschniecia.

8.2.11 Reczne lub automatyczne urzadzenia do ptukania
nalezy chroni¢ przed skazeniem bakteryjnym,
poprawnie wykalibrowaé oraz konserwowac zgodnie ze

wskazéwkami producenta.
9. POBIERANIE | PRZYGOTOWYWANIE PROBEK KAtU
9.1.  POBIERANIE PROBEK KAtU

Prébki katu nalezy pobierac jak najszybciej po wystapieniu
objawoéw.

Zgodnie z doniesieniami, maksymalne natezenie wydalania
Norowirusa z katem u pacjentéw z zapaleniem zotgdkowo-
jelitowym wystepuje pomiedzy 25 a 72 godzing od pojawienia
sie pierwszych objawow.

Prébki katu do bezposredniego badania nalezy zbiera¢ do
pojemnikow bez pozywek, srodkéw konserwujacych, surowic
zwierzecych, jondw metali, substancji utleniajgcych ani
detergentow, poniewaz wymienione dodatki moga zaktdcaé
dziatanie testu IDEIA Norovirus.

Prébki przed oznaczeniem mozna przechowywacd przez 3
dni w temperaturze 2-8°C. Przez dtuzszy okres prébki katu
przechowywac w temperaturze -20°C.

9.2. PRZYGOTOWANIE PROBEK KAtU

Doda¢ 1mL rozciefAczalnika prébek do odpowiednio
oznakowanego pojemnika i uzy¢ do przygotowania 10%
zawiesiny lub rozcieiczenia prébki katu przez dodanie okoto 0,1g
katu w postaci statej (niewielka ilo$¢, o rozmiarach ziarna grochu)
lub okoto 100pL katu w postaci ptynnej. Przed wykonaniem
oznaczenia roztwor doktadnie wymieszac i odstawi¢ na 10
minut.

Mozna réwniez, po przygotowaniu probek, odwirowywac
zawiesine przez 5 minut z szybkos$cig 25000 obrotéw/minute.

Probki zawieszone/rozcieficzone w rozciericzalniku probek IDEIA
Norovirus mozna przechowywac przed wykonaniem oznaczenia
w temperaturze 2-8°C do 3 dni.

10. PROCEDURA WYKONYWANIA OZNACZENIA

PRZED WYKONANIEM OZNACZENIA NALEZY ZAPOZNAC SIE Z
PUNKTEM 8.2 TECHNICZNE SRODKI BEZPIECZENSTWA.

Przed uzyciem odczynniki i prébki nalezy doprowadzi¢ do
temperatury pokojowej (15-30°C).

10.1. PRZYGOTOWANIE KONTROLI

Kontrola ujemna

Do fiolki identycznej jak uzywana do rozciericzania prébek doda¢
1mL rozcienczalnika prébek.

Kontrola dodatnia

Kontrole dodatnia przed uzyciem nalezy rozpusci¢ za pomocg
1mL rozcienczalnika kontroli (zob. punkt 5.2.3).

Dla kazdej serii oznaczanych prébek nalezy uwzglednic co
najmniej jedng kontrole dodatnig i jedna kontrole ujemng IDEIA
Norovirus (zob. punkt 10.2.1).

10.2. PROCEDURA TESTU

W przypadku stosowania butelek z zakraplaczem, butelke nalezy
trzymac pionowo tak, aby koficéwka zakraplacza znajdowata sie
okoto 5mm nad mikrostudzienka. Delikatnie $cisng¢ butelke i
upewnic sie, czy krople swobodnie opadajg do mikrostudzienek
bez dotykania ich $cianek. Unika¢ zanieczyszczenia koricéwek
butelek z zakraplaczem. Probéwki, kontrole i koniugat nalezy
dodawac przy pomocy mikropipety.

10.2.1 Naktadanie prébki

Umiesci¢ zadang ilos¢ mikrostudzienek w uchwycie.

Dodaé¢ po 100uL kazdej z rozcieficzonych prébek katu/
supernatantu stolca, kontroli ujemnej lub dodatniej do
oddzielnych mikrostudzienek. (Dla kazdej serii oznaczen nalezy
wykona¢ co najmniej jedng kontrole ujemna i jedng kontrole
dodatnig).

Unika¢ zmacenia roztworu osadem w fiolce lub pobrania
préobki z osadem. Podczas naktadania prébek pipete nalezy
trzymac pionowo, trzymajac koricowke bezposrednio nad
mikrostudzienka, tak aby umiesci¢ prébke w mikrostudzience
bez dotykania jej scianek. Zachowac ostroznos¢, aby nie
nastgpito krzyzowe skazenie mikrostudzienek z préobka
i kontrola, mogacego prowadzi¢ do uzyskania btednych
wynikow.

10.2.2 Dodawanie koniugatu

UWAGA: Przy stosowaniu wielu paskéw po 8 mikrostudzienek
zalecane jest uzywanie pipety 8-kanatowej.

Po umieszczeniu wszystkich badanych prébek i kontroli w
mikrostudzienkach.

Doda¢ za pomoca mikropipety 100uL koniugatu do wszystkich
mikrostudzienek i delikatnie wymieszac.

10.2.3 Pierwsza inkubacja

Inkubowa¢ wszystkie mikrostudzienki w temperaturze 20-30°C
przez 60 5 minut.

10.2.4 Ptukanie mikrostudzienek

Mikrostudzienki nalezy ptuka¢ swiezym buforem przemycia o
stezeniu roboczym (zob. punkt 5.2.6).

Stosowana technika ptukania ma zasadnicze znaczenie dla
czutosci i doktadnosci testu (zob. punkt 8.2.11); ptuka¢ nalezy w
taki sposdb, aby catkowicie napetniaé (co najmniej 350uL buforu
o stezeniu roboczym) i opréznia¢ mikrostudzienki.

Nalezy wykonac pie¢ cykli ptukania, zaréwno w przypadku
metod recznych, jak i automatycznych.

Ptukanie reczne

W przypadku ptukania recznego odessac¢ lub wytrzasnaé
zawarto$¢ mikrostudzienek i przeptukaé swiezo przygotowanym
roztworem buforu w taki sposdb, aby catkowicie napetnic
i oprézni¢ mikrostudzienki. Pomiedzy kolejnymi etapami
procedury usuwac pozostaty bufor przez delikatne opukanie
odwréconego paska z mikrostudzienkami umieszczonego
na czystej bibule. Wydajnos¢ ptukania recznego zwieksza sie
dodatkowo przez skierowanie strumienia buforu pod katem, w
celu wywotania zawirowan w mikrostudzienkach. Po ptukaniu
koricowym odwrdcong ptytke nalezy umiesci¢ na bibule i
delikatnie opukaé, aby usungé pozostatosci buforu przemycia.

Ptukanie automatyczne

Ptuczki automatyczne nalezy zaprogramowac na 5 cykli ptukania.
Aby zagwarantowad catkowite napetnianie i oprdznianie
mikrostudzienek po kazdym ptukaniu, ptuczki nalezy poprawnie
wykalibrowac. Po ptukaniu koricowym odwrdécong ptytke nalezy
umiesci¢ na bibule i delikatnie opukaé, aby usuna¢ pozostatosci
buforu ptuczacego.

10.2.5 Dodawanie substratu

Dodac¢ 2 krople (lub 100uL) substratu do kazdej mikrostudzienki.
10.2.6 Druga inkubacja

Inkubowa¢ w temperaturze 20-30°C przez 30 minut.

Odczytu z mikrostudzienek mozna dokona¢ wzrokowo,
bezposrednio po drugiej inkubacji (zob. punkt 10.3.1).

10.2.7 Zatrzymywanie reakcji

Dodac¢ 2 krople (lub 100uL) roztworu zatrzymujgcego reakcje do
kazdej mikrostudzienki.

Przed odczytaniem wynikdw sprawdzi¢, czy zawartos¢
mikrostudzienek jest doktadnie wymieszana. Barwny produkt
reakcji jest trwaty przez okres do 30 minut po dodaniu roztworu
zatrzymujacego reakcje.

10.3. ODCZYT WYNIKOW TESTU
10.3.1 Odczyt wzrokowy

Bezposrednio po drugiej inkubacji mozna przeprowadzi¢
wzrokowq ocene zawartosci mikrostudzienek. Zaleca sig, aby
dla wszystkich mikrostudzienek, w ktérych intensywno$¢ koloru
stwarza trudnosci w interpretacji wyniku podczas poréwnywania
z kontrolg ujemng, dokona¢ réwniez odczytu fotometrycznego
po dodaniu roztworu zatrzymujacego reakcje ( zob. punkt
10.3.2).

10.3.2 Odczyt fotometryczny

Wynik testu nalezy odczyta¢ metodami fotometrycznymi w
ciggu 30 minut od dodaniu roztworu zatrzymujacego reakcje.
Wymieszaé zawartos¢ mikrostudzienek i odczytaé dla kazdej z
nich absorbancje przy uzyciu odpowiedniego spektrofotometru
lub czytnika ptytek EIA ustawionego na 450nm. Przed
przystapieniem do odczytu sprawdzi¢, czy dna mikrostudzienek
sg czyste, a w mikrostudzienkach nie ma zanieczyszczen. Przed
odczytem ptytki nalezy wykonaé prébe Slepg w powietrzu (tj. bez
ptytki w kasecie).

Ewentualnie, jesli spektrofotometr umozliwia zastosowanie
referencyjnej dtugosci fali (620 do 650 nm), nalezy dokona¢



odczytu przy podwadjnej dtugosci fali, co wyeliminuje ewentualne
zaktécenia spowodowane przez aberracje, jak np. kurz lub rysy
na powierzchni optycznej mikrostudzienek.

10.4. STRESZCZENIE PROCEDURY OZNACZEN Z UZYCIEM IDEIA
NOROVIRUS
Dodat 100uL kontroli dodatniej, kontroli ujemne i rozciericzone probki do oznaczenia do
plytki pakrytei
Dodac 100pL koniugatu do wszystkich studzienek uzywajac
wymieszanego mikropipeta

Inkubowa¢ w temperaturze 20-30°C
przez 60 minut

Przeplukat (5x)

Dodac 2 krople (100pL) substratu

l Inkubowac w temperaturze 20-30°C
przez 30 minut

dokona odczytu (kolor niebieski)
lub
Dodac 2 krople (100pL) roztworu zatrzymujacego reakcje

Odezytat absorbancjg fotometrycznie przy dlugosci 450nm (kolor 2otty) z zakresem referencyjnym 620-650nm.
11. INTERPRETACJA WYNIKOW TESTU
11.1. KONTROLA UJEMNA

Jak opisano w punkcie 10.1 (Przygotowanie kontroli), dla
kazdego oznaczenia nalezy uwzglednié co najmniej jedna
kontrole ujemna.

Odczyt fotometryczny

Wartos$¢ kontroli ujemnej lub wartos¢ srednia kontroli ujemnych
powinna wynosi¢ ponizej 0,150 jednostki absorbancji.

11.2.  WARTOSC GRANICZNA ,,CUT-OFF”
Obliczanie wartosci granicznej ,,cut-off”

Wartos¢ graniczng oblicza sie poprzez dodanie 0,10 jednostki
absorbancji do wartosci dla kontroli ujemnej lub do $redniej
wartosci kontroli ujemnej, jesli oznaczono wiecej niz jedna
kontrole ujemna.

Odczyt wzrokowy

Mikrostudzienka kontroli ujemnej nie powinna mie¢ widocznego
zabarwienia. W przeciwnym razie nalezy dokona¢ odczytu
fotometrycznego lub powtdérzy¢ oznaczenie.

11.3. KONTROLA DODATNIA

Jak opisano w punkcie 10.1 (Przygotowanie kontroli), dla
kazdego oznaczenia nalezy uwzglednié¢ co najmniej jedna
kontrole dodatnia.

Odczyt wzrokowy

Mikrostudzienka kontroli dodatniej powinna mie¢ wyrazny
niebieski kolor, tatwo odréznialny od kontroli ujemnej. W
przeciwnym razie wynikdw testu nie nalezy odczytywac
wzrokowo. Wyniki nalezy odczyta¢ fotometrycznie lub test
nalezy powtorzyc.

Odczyt fotometryczny

Kontrola dodatnia musi mie¢ wartos$¢ wiekszg niz 0,5 Au.
11.4. PROBKI

11.4.1 Odczyt wzrokowy

Kazdg prébke o zabarwieniu niebieskim intensywniejszym od
kontroli ujemnej nalezy interpretowac jako wynik dodatni, pod
warunkiem, ze kontrola ujemna jest bezbarwna. Kazdg préobke
bez widocznego zabarwienia nalezy traktowaé jako ujemna. Jesli
kontrola ujemna wykazuje jakiekolwiek niebieskie zabarwienie,
wyniki testu nalezy odczyta¢ fotometrycznie po dodaniu
roztworu zatrzymujgcego reakcje lub powtdrzy¢ oznaczenie.

Jesli po dodaniu substratu zawartos¢ mikrostudzienki zmienia
zabarwienie na ciemnoniebieskie i wytrgca sie czarno-niebieski
osad, prébke nalezy oznaczy¢ jako dodatnia.

11.4.2 Odczyt fotometryczny

Wszystkie prébki o absorbancji wiekszej niz wartos¢ graniczna
,cut-off” dajg wynik dodatni (zob. punkt 11.1) Wszystkie
prébki o absorbancji mniejszej niz wartos¢ graniczna ,cut-
off” nalezy traktowac jako ujemne. Wynik w zakresie 0,010
jednostki absorbancji w odniesieniu do wartosci granicznej ,,cut-
off” nalezy uwaza¢ za niejednoznaczny; test nalezy wowczas
powtdrzy¢ lub ponownie pobrac prébki.

12. OGRANICZENIA TESTU

12.1.

Ujemny wynik testu nie wyklucza zakazenia Norowirusem
u pacjenta. Niepowodzenie w wykryciu Norowirusa moze
by¢ spowodowane takimi czynnikami, jak np. pobranie
prébki w niewtasciwym okresie choroby, gdy liczba
wiriondw jest jeszcze zbyt mata, badz nieprawidtowe
pobieranie i/lub przygotowywanie prébki.

12.2. Test IDEIA Norovirus wykrywa biatka wirusowe swoiste
dla genogrupy wystepujace w genotypach ludzkiego
Norowirusa genogrupy 1i 2. Test moze by¢ wykorzystany

do rdznicowania serotypéw Norowirusa.

12.3. Odczynniki w zestawie majq ustalone wartosci stezenia
roboczego. W przypadku jakichkolwiek modyfikacji lub
przechowywania odczynnikédw w warunkach innych niz

podane w punkcie 5.2 czutos¢ testu moze ulec zmianie.

12.4. Wszystkie wyniki dodatnie nalezy interpretowac biorac
pod uwage informacje kliniczne o pacjencie. Wyniki testu
nalezy interpretowac w potaczeniu z dostepnymi danymi
z badan epidemiologicznych, ocena kliniczng pacjenta

oraz innymi procedurami diagnostycznymi.

Nie zweryfikowano mozliwosci oznaczania testem IDEIA
Norovirus prébek smotki.

Test IDEIA Norovirus nie zostat zweryfikowany ze
wszystkimi znanymi szczepami Norowirusa i dlatego tez
niepowodzenie w wykryciu Norowirusa moze wynika¢ z
réznorodnosci antygenowej szczepdw krazacych.

Uzyskanie wyniku dodatniego nie wyklucza obecnosci
innych patogendw jelitowych. Udokumentowano zwigzek
pomiedzy obecnoscig Norowirusa a wystepowaniem
zapalenia zotadka i jelit, jednak mozliwe jest jednoczesne
zakazenie innymi patogenami chorobotwdérczymi.
Réwnolegle z testem IDEIA Norovirus nalezy
przeprowadzi¢ dodatkowe badania mikrobiologiczne w
celu wykluczenia innych mozliwych przyczyn choroby.
13. WARTOSCI OCZEKIWANE

Obecnos¢ wynikéw dodatnich moze réznic sie w zaleznosci
od rozpowszechnienia Norowirusa w réznych populacjach,
krazgcego genotypu wirusa, lokalizacji geograficznej, metody
zastosowanej do zbierania préobek katu, obchodzenia sie z
posiadanym materiatem, jego przechowywania, transportu
prébek oraz ogdlnego stanu zdrowia populacji, z ktérej pochodzit
pacjent poddany badaniu.”**

Zakazenia Norowirusami sg czestg przyczyng epidemii zapalen

zotgdkowo-jelitowych, w szczegdlnosci w szpitalach lub

domach opieki, zwigzanych z ponad 40% przypadkéw epidemii
19,12

wystepujgcych w Wielkiej Brytanii™ ™.

Zakazenie Norowirusem czesto wigze sie z zespotem objawdw
tzw. ,,Winter Vomiting Disease”.

14. CHARAKTERYSTYKA SWOISTOSCI

14.1. BADANIA KLINICZNE

Uaktualniony test IDEIA Norovirus zostat przygotowany na
podstawie poprzedniej wersji testu (K6043). Badania byty
prowadzono z uzyciem prébek katu pobranych w czasie wybuchu
epidemii zapalenia zotgdkowo-jelitowego na terenie Wielkiej
Brytanii, ktdrg, jak podejrzewano wywotat Norowirus. Wszystkie
prébki przebadano wczesniej przy uzyciu metody PCR. Wyniki
obydwu testéw IDEIA Norovirus poréwnano z wynikami dla
prébek uzyskanymi metoda PCR.

14.2. SKUTECZNOSC KLINICZNA

Ogdtem zbadano 120 prébek, na ktdre sktadaty sie 83 probki
z wynikiem dodatnim w badaniu PCR i 37 prébki z wynikiem
ujemnym w badani PCR.

Aktualizowany test IDEIA Norovirus wykazuje wiekszg czutos¢
i ujemna wartos¢ predykcyjna (NPV) w odniesieniu do
metody PCR; swoistos¢ i dodatnig wartos¢ predykcyjna (PPV)
w odniesieniu do PCR pozostata bez zmian w poréwnaniu z
poprzednia wersja zestawu.

Tabela 14.2 Skutecznos$¢ w odniesieniu do metody
PCR nowej (K6044) i poprzedniej (K6044) wersji testu IDEIA
Norovirus.

Nowa wersja IDEIA Popfzednla
Norovirus K6044 wersja IDEIA
Norovirus K6043

Czutos¢
w poréwnaniu 72,8% (59/81) 55,4% (46/83)
z PCR
Swoistos¢
w poréwnaniu 100% (37/37) 100% (37/37)
z PCR
PPV 100% (59/59) 100% (46/46)
NPV 62,7% (37/59) 51,4% (83/120)
Wykryte przypadki
epidemii (liczba
przypadkow 16 (21) 12 (21)
epidemii wykrytych
metoda PCR)

PPV = liczba prawdziwie dodatnich probek poprawnie
zidentyfikowanych przy uzyciu testu
NPV = liczba prawdziwie ujemnych prébek poprawnie
zidentyfikowanych przy uzyciu testu
14.3. REAKTYWNOSC KRZYZOWA

Ponizsze mikroorganizmy poddano badaniom i stwierdzono,
iz wykazujg wynik ujemny w tescie IDEIA Norovirus. Testy
reaktywnosci krzyzowej przeprowadzono w prébkach klinicznych
o0 znanym statusie mikrobiologicznym lub w hodowlach
laboratoryjnych znanych mikroorganizméw, zawierajgcych okoto
107-10° zywych drobnoustrojéow/mL. Zrédto drobnoustrojéw
wymieniono w objasnieniach ponizej:

Wirusy

Adenovirus® Peptococcus sp

Astrovirus® Peptostreptococcus sp

Rotavirus® Proteus sp
Pseudomonas sp

Bakterie Salmonella enteritidis’

Acinetobacter sp Salmonella typhimurium

Aeromonas sp

Bacillus sp
Campylobacter coli®
Campylobacter jejuni®
Citrobacter sp
Clostridium perfringens
Clostridium difficle®

Serratia sp

Shigella flexneri®

Shigella sonnei
Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis
Streptococcus group A
Veillonella sp

a

Enterobacter sp Vibrio cholerae®
Escherichia coli Vibrio parahaemolyticus®
Enterococcus faecalis

Haemophilus influenzae Inne mikroorganizmy
Helicobacter pylori Candida albicans®
Klebsiella sp

Lactobacillus sp

Listeria sp

Objasnienia:

Mikroorganizmy obecne i oznaczane w kale

° Mikroorganizmy badane i w probkach katu, i w ptynnej

pozywce

Wszystkie pozostate mikroorganizmy oznaczano w
hodowli bulionowej.
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