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SIMPLE ROTA-ADENO-NORO

POUZE PRO ODBORNE POUZITI

PRED POUZITIM TESTU PRECTETE POZORNE TENTO
PRACOVNI NAVOD.

uvoD

* Pouziti

OPERON Rota-Adeno-Noro chromatograficky
imunologicky test je postup pro kvalitativni detekci
antigend Rotaviru, Adenoviru a Noroviru genové
skupiny I (Gl) a genové skupiny Il (Gll) v oddélenych
liniich na stripu v lidské stolici. Pozitivni signal v
kterékoliv linii testu by mél pfitdhnout pozornost
klinika na moznost rotavirové, adenovirové a/nebo
norovirové infekce a pfispét k diagndze pacienta. V
pfipadé negativniho vysledku u pacienta s typickou
symptomatologii téchto typl infekci se doporucuje
potvrdit vysledek pomoci jiné metody.

Vysledky tohoto testu maji podpofit Udaje ziskané na
zakladé klinického hodnoceni pacienta; test sam o
sobé nepredstavuje vlastni diagnozu.

Tento test je urcen vyhradné pro diagnostické pouZiti
in vitro.

Tento test je urCen pro odborné pouZiti. Tento

diagnosticky test nenahrazuje Iékarskou péci
o pacienta. Tento test neslouzi k sebetestovani.

* Obecné informace

Simple Rota-Adeno-Noro umoznuje diferencialni
detekci rotaviru a adenoviru na jednom stripu a
noroviru Gl a noroviru Gll na jiném stripu.

Test je zaloZen na imunologickém zachytu barevnych
mikrocastic pfi jejich prdchodu membranou, na které
jsou navazany specifické monoklonalni protilatky proti
Rotaviru, Adenoviru a Noroviru Gl a Gll imobilizované
ve Ctyfech jednotkovych liniich.

= Charakteristika rotavir( a jejich infekci >3

Rotaviry jsou dvousroubovicové RNA viruy patfici do
rodiny Reoviridae. Jsou to viry s nizkou infekéni davkou
a jejich prenos probihd pfimym kontaktem z ¢lovéka
na Clovéka fekdlné — oralni cestou a méné casto
pfenosem kontaminovanou vodou a potravinami.
Rotavirus je jednim z hlavnich etiologickych agens
akutni gastroenteritidy v celém svété a hlavnim

kauzalnim agens zdvaznych pfipadd dehydratace u
déti mezi 6 mésicia 2 lety, hlavné v rozvojovych zemich,
kde je pricinou vysoké mortality, stejné jako v zemich
s vysokou Zivotni Urovni. Velké mnozstvi déti ve véku 5
let (>95%) uZz prodélalo alespor jednu ptfihodu
gastroenteritidy zpUsobené rotavirem. Ackoliv je jejich
incidence redukovana diky wvyvoji vakcin, pouze
nékteré zemé zaradily jejich implementaci do
narodnich vakcinacnich programu.

Rotavirus je rozdélen do sedmi antigennich sérotyp(
(A az G). Pouze typy A, B a C infikuji ¢lovéka, s tim, ze
typ A je plvodcem témér vsech pripad.

= Charakteristika adenovir a jejich infekci !
Adenovirus je na tfetim misté v pfic¢inach virovych
gastroenteritid u déti (10-15%); mlZe také zpUsobit
respiracni onemocnéni v zavislosti na sérotypa, prajmy,
konjunktivitidu, cystitidu a jiné. Bylo identifikovano
vice nez 47 sérotypUl adenoviru a u vSech je pfitomen
hexon antigen. Sérotypy 40 a 41 jsou spojeny s
gastroenteritidami. Hlavnim klinickym symptomem
gastroenteritida zplsobené adenovirem je pridjem 9 az
12 dni ¢asto spojeny s horeckou a zvracenim.

» Charakteristika norovird a jejich infekci

Norovirus je jedno-vldknovy, pozitivné smérovany
RNA virus patfici do rodiny Caliciviridae*>®°. Je vysoce
nakaZzlivy a jeho hlavni cesta pfenosu je kontakt mezi
lidmi a kontaminovanymi potravinami / vodou.
Obvykle virus zpUsobuje velké epidemie v uzavienych
komunitdch (nemocnice, domovy dlchodcU, skoly,
Skolky, jesle, restaurace, vyletni lodé apod.). Pokud se
nékde objevi infekce propuka velice zahy.

Razné studie demonstruji, Ze norovirus je hlavni
pficinou virové gastroenteritidy v jakémkoliv véku
kdekoliv na svété a je pricinou témer 50 % epidemii
gastroenteritid ©.

RozliSujeme 5 genovych skupin norovird (Gl az GV) a
uvnitf kazdé skupiny je virus jesté rozdélen do
genotypl Nejvice klinickych pfipadd maji na svédomi
kmeny skupiny genotyp0 | a Il naleZejici ke genotyplm
Gl.1 a GlI.4, které jsou nejb&znéjsi /8. obecné infekce
Gl jsou méné Casté ne? infekce Gl 919,

- Zamyslena testovana populace

| kdyzZ jakakoliv skupina populace mize byt ovlivnéna
kterymkoli ze tfi virl detekovanych jednoduchym
Rota-Adeno-Noro testem, znacny pocet vzorkd bude
pochazet od déti, protoze jsou nejvice nachylné k
rozvoji priznakl, které by mohly ohrozit zdravi
pacienta. V pripadé noroviru je také obvykle spojen
s propuknutim otravy jidlem (velmi bézni jsou
nedostatecné tepelné upraveni mekkysi/zpracovani
jako Ustfice a slavky), proto je tento test uréen pro
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pouziti u ohnisek této etiologie (velmi ¢asté napr. na
okruznich plavbach) .

- Vyskyt onemocnéni v populaci

Mnoho publikaci poukazuje na tyto tfi viry jako na
hlavni zdroje virovych gastrointestinalnich infekci na
celém svété. U déti ve véku 0 az 28 mésicl je
odhadovana prevalence gastrointestinalniho viru 21 %
pro rotavirus, 13 % pro norovirus a 5 % pro
adenovirus ji ddkazy o nejéastéjsi

Dale existuji
koinfekci vyskytujici se mezi rotaviry a noroviry,
s frekvenci 50 %, nasledované rotaviry a adenoviry
kolem 16 %; a dokonce 6 % pfipadl musi byt
detekovano pro vicendsobnou infekci vSemi tremi viry.

ZAKLADNI PRINCIPY TESTU

Rota-Adeno-Noro test obsahuje dva stripy umisténé
ve dvojité kazetce:

1. Rota-Adeno strip vyuziva kombinace:

a. Modré latexové Castice konjugované specifickymi
protildtkami proti hexon antigenu adenoviru, ktery
reaguje protilatkami specifickymi pro adenovirus
lokalizovanymi na membrané pod linii pro rotavirus.
b. Cervené latexové ¢astice konjugované specifickymi
protilatkami proti antigenu rotaviru skupiny A VP6,
ktery reaguje s specifickou protildtkou Rotaviru
lokalizovanych na membrané pod kontrolni linii.

c. Zelené latexové Castice konjugované antigenem,
rozpoznavanym specifickymi protildtkami pro receny
antigen, navazany na membrané, ktery slouzi jako
takzvana kontrolni linie pro test.

2. Norovirus strip vyuziva kombinaci:

a. Cervenych latexovych ¢astic  konjugovanych
specifickymi protilatkami proti Gll které reaguji se
specifickymi  protilatkami  GIlI lokalizovanymi na
membrané pod linii Gl.

b. Cervenych latexovych ¢&astic  konjugovanych
specifickymi protilatkami proti Gl které reaguji se
specifickymi protilatkami pro Gl lokalizovanymi na
membrané pod kontrolni linii.

c. Zelenych latexovych (castic, konjugovanych k
antigenu, rozezndvanému specifickymi protilatkami
pro tento antigen vazanych na membrané tvofici tzv.
kontrolni linii.

V tomto vyrobku je nejdfive vzorek oSetfen dilu¢nim
pufrem (obsazenym v soupravé), aby doslo k extrakci
viru z fekalni matrice. Po extrakci se pfida specifické
mnozstvi supernatantu k obéma reaktivnim striplim a
ceka se 5 minut. Poté co extrahovany vzorek prochazi
membranou na obou stripech migruji barevné ¢astice.
V pfipadg, Ze je vzorek pozitivni, specifické protilatky
navazané na membrané zachyti barevné (castice.

Objevi se razné barevné linie podle pritomnosti viru ve
vzorku. Tyto linie se odecitaji a interpretuji po 15
minutdch inkubace pfi pokojové teploté

(viz. Obr.1a 2).

Tento navod k pouZiti je urcen pro vSechny komeréni
soupravy s katalogovym cislem 9.050.XXX.YY.ZZZ

MATERIAL, KTERY JE SOUCASTi SOUPRAVY

e Reakéni pomlcky: dva reakéni stripy jsou umistény
ve dvojité plastové kazetce.

e Lahvicky s diluénim pufrem vzork(: pocet lahvicek
odpovidd poctu dodavanych kazetek. .

o Nekalibrované jednordzové plastové pipety.

e Navod k pouziti (Uplny a/nebo zkraceny).

e Datamatrix

Bezpecnostni list vyrobku obsahuje informace o
slozeni Cinidel. Elektronickou kopii listu si mUlzete
vyzadat e-mailem na adrese msds@operon.es.

MATERIAL, KTERY NENi SOUCASTi SOUPRAVY

e \ortex

e Stopky

UZivatel ma k dispozici kontroly pro ovéreni vysledkd,
které Ize ziskat jako nezavislou komercni referenci.

VYBAVENI PRO INTERPRETACI VYSLEDKU

Test lze interpretovat vizualné nebo pomoci
imunochromatografické ¢tecky OPERON.

U této diagndzy je prokdzana 99% shoda mezi vizualni
interpretaci a cteckou OPERON IC strip.

OPERON Lateral Flow Reader

UL, S.A.
Carrer de la Ciutat d'Asuncion, 4
08030 Barcelona, SPAIN

UPOZORNENI

1. Se vzorky pacientd (stolice) je treba
zachazet opatrné, nebot mohou obsahovat
infekéni agens. Béhem celého procesu je tfeba
pouzivat jednorazové rukavice.

2. Diluéni pufr vzorkd obsahuje azid sodny
jako antimikrobidlni agens. Zabrante prfimému
styku s kOzi a sliznici. Likvidujte spravné.
Nepouzivejte pufr, pokud se objevi znamky
kontaminace nebo precipitace.

3. V misté, kde se zpracovavaji vzorky

2



neskladujte a nepfipravujte jidlo, piti ani
nekufte.

4. PO ukonleni prace ocistéte pracovni
plochu mydlem a vodou a dezinfikujte. Nakonec
zlikvidujte rukavice a dukladné omyjte ruce
vodou a mydlem.
5. Nezaménujte
rlznymi Sarzemi.
6. Pokud je souprava skladovdna v chladu,
nechte pred praci reagencie a vzorek stolice
vytemperovat na pokojovou teplotu, protoZe
chladné reagencie mohou snizit funkci a citlivost
testu. Vétsinou staci 20-30 minut pro dosazeni
pokojové teploty.

7. PouZivejte reagencie pouze in vitro.

8. Nepouzivejte slozky soupravy po expiraci.
9. V pfipadé, Ze dojde k poruseni vnéjsiho
obalu, je mozné soupravu pouzit pokud nejsou
poskozeny vnitfni komponenty.

10. V pripadé, ze dojde k poskozeni primarniho
obalu, zlikvidujte test.

reagencie ze souprav s

11. Vyrobek vyjméte z hlinikového obalu tésné

pfed pouzitim testu, aby se zabranilo
nadmérnému vystaveni produktu vnéjSim
vliviim.

12. Je velice dUlezité pridat spravny objem
extrahovaného vzorku do aplikacni zény
oznacené Sipkou na plastové kazetce. Pokud je
objem mensi, neZ je pozadovano, mize se stat,
Ze vzorek se nedostane aZ k reakéni zéné, a tak
nedojde ke chromatografické reakce; Pokud je
vzorku mnoho mohou se misto barevnych linii
objevit hnédé (viz obr. 1 a 2).

13. Pouzity vyrobek by mél byt zlikvidovan v
souladu s platnou legislativou.

14. NepouzZivejte vyrobek, pokud se objevi
barevné linie pred zacatkem testu.

15. Je duleZité aplikovat spravné mnoZstvi
vzorku: pfiblizné 110 mg pevného vzorku (mala
porce o priméru 5 mm). Pokud je vzorek
polotekuty, ale neni moiné jej vzit pipetou)
vezmeéte mnozstvi pokryvajici drazky na tycince
pripojené k vicku lahvicky. Nebo pridejte 110 pl
pokud je vzorek tekuty (4 kapky pomoci
jednorazové pipetky dodavané v souprave). Toto
mnozstvi extrahujte v dilu¢nim pufru vzorku v
lahvic¢kach v soupraveé. Relativni prebytek vzorku
oproti pozadovanému mUze zabranit sprdvnému
pribéhu imunochromatografické reakce. To je
obzvlast kritické u pevnych vzorkd, protoze neni
snadné spravné odhadnout doporucené
mnozstvi vzorku.

16. Nelikvidujte obal soupravy, pokud jesté
nejsou pouZity vsechny testy. Na krabici jsou
uvedeny dualezité informace o CE znacce vyrobku
a Cislo Sarze.

17. Jakykoli zavazny incident tykajici se vyrobku
musi byt nahlasen vyrobci a pfislusnému organu
v Clenském staté, kde se uZivatel a/nebo pacient
nachazi.

SKLADOVANI

Souprava Rota-Adeno-Noro muZe byt skladovana pfi
teploté mezi +2 °C az +30 °C. Jeji doba pouZitelnosti je
uvedena na hlinikové obdlce.

Reakéni stripy se musi po otevieni ochranného obalu
pouzit jednou pfi pokojové teploté (pokud jsou
skladovany v chladu).

Vyrobek si po otevieni zachovava deklarovanou
stabilitu.

VZORKY

Tento vyrobek je uréen pro analyzu lidskych fekalnich
vzorkl. Vzorky je treba odebirat co nejdfive po
manifestaci priznakl (prGjem a zvraceni), nebot
vylucovani viru do stolice je nejvyssi béhem prvnich tfi
dnl po infekci.

NepouZivejte vzorky, které byly odebrany do
transportnino media, nebot ty obsahuji konzervacni
agens, (jako je formalin, SAF, PVA apod.) nebo
obohacujici latky jejichz pfitomnost by mohla
ovlivilovat spravny prlibéh reakce.

Nejlepsi vysledky ziskate z Cerstvé, neosetiené stolice.
Pokud je tfeba vzorek uchovavat, pak nejlépe v lednici
(+2°Caz8°C) 1 az2dny. Delsi dobu Ize vzorky uchovat
zmrazené do — 20 °C, nicméné méjte na zreteli, Ze
zmrazenim muze dojit ke ztraté aktivity.

e Zvlastni pozornost vénujte analyze hemoragickych
vzorkU, nebot ty obvykle zplsobuji problémy s ne
specificitou, pokud je obsah krve vysoky. Indikaci
této nestability testu je obvykle zména zelené
barvy v kontrolni linii.

e U zmrazeného vzorku se ujistéte, Ze je pred testem
zcela rozmrazen a temperovan na pokojovou
teplotu..

e Zabrante opakovanému zmrazovani a
rozmrazovani vzorku, které by mohlo ovlivnit
imunochemické rozeznani viru.

PRIPRAVA FEKALNIHO VZORKU

Obecnd pozn.: béhem celého postupu je tfeba nosit
ochranné osobni pomuicky, nebot jde o praci s
infekénim  materidlem. Po  ukonceni  prace
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nezapomente provést vsechna hygienicka opatreni
uvedend v bodé 4 v odstavci "Opatreni".

Protokol pro pfipravu fekalniho vzorku je:

1. Vzorek nejdfive homogenizujte, abyste ziskali
maximalné reprezentativni vzorek.

2. Odsroubujte vicko lahvicky a dejte pozor, aby
nedoslo k vystfiknuti dilu¢niho pufru vzorku. Pevny
vzorek odeberte tyckou pfipojeno k vicku lahvicky v
mnozstvi cca 110 mg stolice (mald porce o priméru
5 mm). Pokud je vzorek polotekuty, ale neni mozné jej
vzit pipetou) vezméte mnoistvi zcela pokryvajici
drazky na tycince pfipojené k vicku lahvicky. Nebo
pridejte 110 ml. Pokud je vzorek tekuty odeberte
110 ul (4 kapky pomoci jednordzové pipetky
doddvané v soupravé).

3. Opatrné toto mnozstvi pridejte do lahvicky s
diluénim pufrem vzorku v lahvi¢kach v soupraveé. Vicko
dobfe zaSroubujte a protfepejte, aby byla smés
homogenizovana.

POSTUP

1. Vyjméte reakéni kazetku z hlinikového sacku a sacek
zlikvidujte (jeho Ukol byl chranit test pfed vihkosti.

2. Odlomte Spicku vicka lahvicky.

3. Otocte lahvicku a kapnéte 4 kapky do oblasti
aplikace vzorku na kazdém stripu (Ctvercové okénko
oznacené Sipkou). Udélejte to tak, abyste nepfidali
pevné Castice)

4. Pockejte 15 minut, nez bude mozné odecist a
interpretovat vysledky.

ODECITANI VYSLEDKU

Sest obrazku, které jsou na obr 1 a 2 ilustruji rGzné

vysledky, které je moZné ziskat.

Na kazdém stripu se objevi rlizné barevné linie

vymezené c¢ernou horizontalni linii vytisténou na obou

strandch kazetky. (viz obr. 1 a 2).

Obr.1. Rota-Adeno strip:

a. Modrd linie: indikuje pfitomnost adenoviru ve

vzorku.

b. Cervend linie: indikuje pfitomnost rotaviru ve vzorku.

c. Zelena linie: kontrolni linie, ktera indikuje, Ze test byl

proveden dobre.

Obr.2. Norovirus strip:

a. Spodnéjsi Cervend linie: indikuje pfitomnost
noroviru genoveé skupiny Il ve vzorku.

b. Vrchnéjsi cervend linie: indikuje pfitomnost
noroviru genové skupiny Il ve vzorku.

c. Zelend linie: kontrolni linie, kterd se musi vzdy
objevit, indikuje, Ze test byl proveden dobre.

Zelena kontrolni linie by se méla objevit vidy na obou
stripech. Pritomnost dalSich linii indikuje pritomnost
adenoviru a/nebo rotaviru a/nebo noroviru.

Obr. 1 a 2: mozné vysledky
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e Strip 1: NEGATIVNI vysledek

Je zde pouze jedna vodorovna ZELENA linie na obou
stripech zarovnana s pismenem “C” na obou stranach
kazetky. To jsou kontrolni linie, které by se mély objevit
vzdy a indikuji Fadny pribéh chromatografie na obou
stripech.

e Stripy 2-5: POZITIVN[ vysledek

- Strip 2: Adenovirus pozitivni

Na stripu Rota-Adeno se objevila ZELENA linie
zarovnana s pismenem “C” a MODRA linie zarovnana
s pismenem “A”. na stripu pro Norovirus se objevila
pouze ZELENA linie zarovnana s pismenem “C”.

- Strip 3: Rotavirus pozitivni

Na stripu Rota-Adeno se objevila ZELENA linie
zarovnana s pismenem “C” a CERVENA linie zarovnana
s pismenem “R”. na stripu pro Norovirus se objevila
pouze ZELENA linie zarovnana s pismenem “C”.

- Strip 4: Norovirus Gll pozitivni

Na stripu pro Norovirus se objevila ZELENA linie
zarovnana s pismenem “C” a CERVENA linie zarovnana
s pismenem “Gll”. Na stripu Rota-Adeno se objevila
pouze ZELENA linie zarovnana s pismenem “C”.

- Strip 5: Norovirus Gl pozitivni

Na stripu pro Norovirus se objevila ZELENA linie
zarovnana s pismenem “C” a CERVENA linie zarovnana
s pismenem “Gl”. Na stripu Rota-Adeno se objevila
pouze ZELENA linie zarovnana s pismenem “C”.

- Strip 6: NEVALIDNI vysledek

Neobjevila se zadna zelend kontrolni linie, zelen3
barva je zcela jind nebo se objevily neocekdvané a
nespecifické barvy na pozicich pozitivnich linii. To je
disledkem toho, Ze test nepracoval spravné. Pficiny
mohou byt nasledujici:

- Jedna nebo nékolik reagencii bylo znehodnoceno a
vyrobek proexpiroval.

- Vzorek nebyl pfipraven podle pracovniho navodu.

- Vzorek obsahoval velké mnozstvi krve.

V pfipadé nevalidniho vysledku e doporucuje
opakovat test s novou kazetkou a disledné dodrzovat
pokyny pro poufziti. v tomto pribalovém letaku. Pro
vzorky s krvi se doporucuje pouZit alternativni
metodu., nebot problém neni zavisly na stripu, ale na
matrixu vlastniho vzorku. Ostatni komer¢né doddavané
soupravy pro rychlou diagnostiku maji stejny problém
se vzorky s obsahem krve. Jakakoliv linie, ktera by se
mohla dodate¢né objevit po 5 minutach nema
diagnostickou hodnotu.

POZNAMKA: Z&vére¢nd a koneénd diagndza by méla
byt provedena klinikem. Tento test pouze detekuje

rotaviry, adenoviry a noroviry ve vzorku. Neurcuje, zda

Test lze interpretovat vizualné nebo pomoci
imunochromatografické c¢tecky OPERON. Strucny
navod pro interpretaci testu pomoci této ctecky je
k dispozici na internetové adrese:
https://operon.es/es/operon-lateral-flow-reader/
nebo u dodavatele.

Upozornéni: pred vloZzenim testu do ctecky
zkontrolujte, zda se v okénku vysledkl nenachazeji
prachové Castice, vldkna atd., protoZze mohou rusit
odecet.

konecném dUsledku pacient v trpi kvUli infekci virem.

KONTROLA KVALITY

Test je neplatny, pokud se neobjevi ZELENA ¢&ara,
protoze test nebyl proveden spravné nebo se
znehodnotila cinidla. V takovém pfipadé test
zopakujte a postupujte presné podle pracovniho
protokolu uvedeného v tomto navodu k pouZiti.
UPOZORNENI: doporucuje se zahrnout nase kontroly
se znamym vysledkem, aby bylo zajisténo ziskani
spravnych udaja.

OMEZENIi POSTUPU

1. Rota-Adeno-Noro test i se pouZivd pro
diferencidlni diagnostiku rotaviru, adenoviru a
noroviru Gl a Gll pomoci detekce jejich pfitomnost v
lidské stolici. V pfipadé, Ze virova ndlo? je stejna nebo
vyssi neZ detekéni limit vyrobku pro kazdy analyt.

2. Tento wvyrobek stanovuje kvalitativni, ne
kvantitativni vysledky, nicméné intenzita pozitivnich
linii odpovidda mnoZstvi viru detekovatelného ve
fekalnim vzorku.

3. PFi analyze velkého poctu stolic test vykazoval
dobrou korelaci s ostatnimi metodami (jako RT-PCR,
ELISA a rychlé testy). Nicméné tato studie nevylucuje
mozné interference ptianalyze nékterych vzorka stolic.
4. Test Simple Rota-Adeno-Noro nebyl validovan pro
vsechny genotypy noroviru schopné nakazit ¢lovéka ,
a tudiz maze pochybit v detekci noroviru v dasledku
velké antigenni diverzity aktualniho kmene.

5. Vadny vzorek mulze vést k velice slabému
pozitivnimu vysledku. Pokud se to objevi test je tfeba
opakovat s vét§im mnozstvim vzorku. Na druhé strané
prilis velké mnozstvi mUzZe zpUsobit pomaly pribéh
nebo zabranit, aby se dobre vyvinul (nejsou viditelné
kontrolni linie. Pak je tfeba test opakovat s mensim
mnozstvim vzorku. (viz. odstavec "Pfiprava vzorku
stolice").

6. Negativni vysledek nevylucuje moznost infekce
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rotaviry a/nebo adenoviry a/nebo noroviry. To, Ze viry
nebyly detekovany mUze byt disledkem faktor( jako:
odbér vzorku v nevhodném stadiu onemocnéni
(pokud je pouze malo viru eliminovano stolici);
nespravné skladovani vzorku; nevhodny transport;
pfitomnost genotypu, ktery strip detekovat neumi.

7. Pozitivni vysledek nevyluCuje pfitomnost jinych
patogennich agens, vcetné koinfekce nékterych z
téchto virl s jinymi mikroorganismy. V kazdém pfipadé
konfekce je tfeba dale potvrdit diferencidlni
diagnostikou.

8. Bylo pozorovano, Ze vzorky stolice s vysokym
obsahem krve negativné interferuji s testem s moznymi
problémy nespecifity u vzork(, které jsou negativni pro
rotavirus, adenovirus a norovirus. Tato nestabilita
testuje obvykle doprovdzena zménou zbarveni
kontrolni linie (viz obr v odstavci " Odecitani vysledkd".
9. Vysledky  testu by mély byt také
interpretovany v souvislosti s epidemiologickymi
studiemi, klinickym obrazem pacienta a dalSimi
diagnostickymi postupy.

10.DUlezité je sledovani reakéni doby. Pokud je
reakéni doba kratsi, nez je uvedeno, lze jasné
pozorovat vzorky obsahujici mnoZstvi analytu nad
limitem citlivosti, ale ty na limitu se neobjevi. Pokud je
reakéni doba delsi, nez je uvedeno, ovlivni to citlivost
testu a mdze vést k nespravnym interpretacim.
11.Test mUzZe vést také k pozitivnim vysledkim u
pacientl, kterym byla podana vakcina RotaTeq méné
nez 15 dni prfed odbérem vzorku.

12.

ANALYTICKA SENSITIVITA

- Rota-Adeno strip: pro Adenovirus je primérna
senzitivita 31,2 ng/ml, nicméné casto je detekovano
az 3,9 ng/ml tohoto viru. .

- Norovirus_strip: Interni kontrola Operonu pro
validaci vyrabénych Sarzi je smési ¢astic “virus like
particles” GIl.1+GlIl.4 jako zastupcl a predstavitell
béznych genotypl v kazdé z genovych skupin.
Primérna senzitivita pro NoV Gl.1 byla 6,25 ng/ml;
pro NoV GlI.4 az 1,5ng/ml a Pro NoVGl a NoVGll aZz 0,2
ng/ml.

ANALYTICKA SPECIFICITA

- Monoklonalni protilatky pouzité na stripu Rota-
Adeno jsou jedinecné specifické pro protein VP6
rotaviru (hlavni kapsidovy protein) a hexonovy protein
adenoviru typu 2 (vysoce konzervovany).

- Monoklonalni protilatky pouZité na stripu proti
noroviram specificky rozpoznavaji vysoce
konzervované epitopy v genovych skupinach | a Il.

Nebyly zjistény zadné zktizené reakce s jinymi antigeny

a/nebo mikroorganismy pritomnymi ve vzorcich
stolice. Viz oddil o zkfiZzené reaktivité.
DIAGNOSTICKA SENZITIVITA A SPECIFICITA

A. Interni hodnoceni OPERON

Simple Rota-Adeno-Noro byl analyzovan proti

nasledujicim vzorkdm:

- 52 vzork( negativnich pro rotavirus

- 58 vzork{ negativnich pro adenovirus

- 71 vzork( negativnich pro norovirus Gl a Gl
- 30 vzork( pozitivnich pro rotavirus

- 16 vzork( pozitivnich pro adenovirus

- 8 vzorkd pozitivnich pro norovirus Gl

- 8 vzorkU pozitivnich pro norovirus Gl

Referencnimi technikami byly:

- ELISA ProSpecT Rotavirus Microplate Assay od firmy
Oxoid pro vzorky negativni na rotavirus.

- RT-PCR (BD MAXTM, Becton Dickinson) pro vzorky
pozitivni na rotavirus a pro vzorky pozitivni a negativni
na norovirus Gl a norovirus Gll.

- Rychly test CerTest Adenovirus pro vzorky negativni a
pozitivni na adenovirus.

Byly ziskany nasledujici vysledky:

RT-PCR Rotavirus
ROTAVIRUS
Positive Negative
Simple test Positive 30 -
Rota-Adeno-
Noro Negative 0 -

Shoda senzitivity = 30/(30+0)*100=>99.9 %

ELISA ProSpecT Rotavirus
ROTAVIRUS
Positive Negative
Simple test Positive u 0
Rota-Adeno-
Noro Negative - 52

Shoda senzitivity = 52/(52+0)*100= >99.9 %

CerTest Adenovirus
ADENOVIRUS
Positive Negative
Simple test Positive 16 0
Rota-Adeno-
Noro Negative 0 58




Shoda senzitivity = 16/(16+0)*100= >99.9 %
Shoda specificity = 58/(58+0)*100= >99.9 %

RT-PCR Norovirus
NOROVIRUS Gl
Positive Negative
Simple test Positive 6 2
Rota-Adeno-
Noro Negative 2 69

Shoda senzitivity = 6/(6+2)*100= 75 %
Shoda specificity = 69/(69+2)*100= 97.2 %

RT-PCR Norovirus
NOROVIRUS GlI
Positive Negative
Simple test Positive 63 2
Rota-Adeno-
Noro Negative 5 69

Shoda senzitivity = 63/(63+5)*100= 92.6 %
Shoda specificity = 69/(69+2)*100= 97.2 %

B.- Externi hodnoceni OPERON.

Test Simple Rota-Adeno-Noro byl hodnocen na 173
vzorcich  charakterizovanych  pomoci referencni
metody RT-PCR (BD MAXTM, Becton Dickinson) na
rotaviry, adenoviry a noroviry. Na zakladé této
charakterizace bylo rozdéleni nasledujici:

- 113 vzorkd bylo negativnich na rotavirus.

- 119 vzorkd negativnich na adenovirus.

- 118 vzorkd negativnich na norovirus Gl a GlI.

- 60 vzorkl pozitivnich na rotavirus (Ct mezi 10,4 a
33,6).

- 54 vzorkUl pozitivnich na adenovirus (Ct mezi 7,8 a
27,7)

- 55 vzorkd pozitivnich na norovirus (Ct mezi 17,2 a
33,5)

50 z 55 vzorkll pozitivnich na norovirus bylo
genotypizovano pomoci PCR metodou popsanou
Cannonem JL et al.12 , vysledkem bylo 36 vzorkd
pozitivnich na GIl a 15 vzorkd pozitivnich na Gl,
pficemz jeden ze vzorkd byl pozitivni jak na Gl, tak na
Gll.

Byly ziskany nasledujici vysledky:

RT-PCR Rotavirus
ROTAVIRUS
Positive Negative
Simple test .
RotaAdeno- Positive 43 0

Noie Negative

17 113

Shoda senzitivity = 43/(43+17)*100=71.7 %
Shoda specificity =113/(0+113)*100=>99.9%

Sedmnact neshodnych vzorkd bylo analyzovano
pomoci jiného imunochromatografického testu na
detekci antigenl rotaviru, pficemz oba byly rovnéz
falesné negativni opoti RT-PCR (BD MAXTM, Becton
Dickinson). Vysledky Ize odlvodnit rozdilem v citlivosti
molekuldrnich metod (PCR) a imunochromatografie.

RT-PCR Adenovirus
ADENOVIRUS
Positive Negative
Simple test Positive 4] 1
Rota-Adeno-
Noro Negative 13 118

Shoda senzitivity = 41/(41+13)*100= 75.9 %
Shoda specificity =1/(1+118)*100= 99.%

Rozdily v citlivosti, 13 faleSné negativnich vysledkd, Ize
oddvodnit rozdilem v citlivosti mezi technikami PCR a
imunochromatografie. Kromé toho 11 faleSné
negativnich vysledkd nebylo zjisténo ani pomoci
jiného imunochromatografického testu na detekci
antigenu adenoviru.

Pokud jde o specificnost, falesné pozitivni vzorek z
jednoduchého testu Rota-Adeno-Noro byl potvrzen
také pomoci jiného imunochromatografického testu
na detekci antigent adenovir(i, coZ naznacuje, ze by se
mohlo jednat o konfliktni vzorek pro tuto techniku
nebo o pravy pozitivni vzorek.

RT-PCR Norovirus
NOROVIRUS (GI+GlI)
Positive Negative
Simple test Positive 48 0
Rota-Adeno-
Noro Negative 7 118

Shoda senzitivity = 48/(48+7)*100= 87.3 %
Shoda specificity =118/(0+118)*100=>99.9 %

Hodnotu shody citlivosti lze odlvodnit na zakladé
rozdilu v citlivosti mezi metodami PCR a
imunochromatografie. Kromé toho 7 falesné
negativnich vysledk( testu Simple Rota-Adeno-Noro
nebylo detekovano ani pomoci jiného
imunochromatografického testu pro detekci antigent
noroviru.



RT-PCR Norovirus
NOROVIRUS GllI — .
Positive Negative
Simple test Positive 34 0
Rota-Adeno-
Lo Negative 2 118

Shoda senzitivity = 34/(34+2)*100= 94.4 %
Shoda specificity =118/(0+118)*100=>99.9 %

RT-PCR Norovirus
NOROVIRUS Gl
Positive Negative
Simple test Positive 10 0
Rota-Adeno-
Noro Negative 5 118

Sensitivity agreement = 10/(10+5)*100= 66.7 %
Specificity agreement=118/(0+118)*100=>99.9 %

Pozndmka: jednim z faleSné negativnich vysledkd Gl
pfi pouZziti testu Simple Rota-Adeno-Noro je pozitivni
vzorek Gl a Gll. Stoji za zminku, Ze tento vzorek je
detekovan jako pozitivni na Gll.

OPAKOVATELNOST
Pét opakovani série % fedéni charakterizovanych
vnitfnich  standard( (kfivka citlivosti) spolu se

skutecnymi vzorky stanovenymi jako NC ("negativni
kontrola"), LPC ("nizko pozitivni kontrola") a PC
("pozitivni kontrola") pro kazdy analyt detekovany
testem bylo méreno ve stejny den stejnou osobou.
Bylo dosazeno vysoké opakovatelnosti s rozdily mezi
opakovanimi standardu pro kazdy analyt rovnymi
nebo nizSimi nez jedno % fedéni a vysledky se
skute¢nymi vzorky byly stejné.

REPRODUKOVATELNOST

« PRESNOST MEZI DNY

S pouZitim stejné Sarze jednoduchého testu Rota-
Adeno-Noro byla pro kazdy analyt v pribéhu péti dn(
v Casovém odstupu mérena kfivka citlivosti ve dvou
opakovanich. Pro analyty Rotavirus, Adenovirus a
Norovirus Gll bylo dosaZzeno 100%
reprodukovatelnosti. U noroviru Gl byly rozdily v
prabéhu dvoudenniho obdobi pouze jedna polovina %
fedéni.

« PRESNOST MEZI OPERATORY

Tri osoby méfrily krivku citlivosti pro kazdy analyt
trikrat. V Zadném pripadé nebyly zjistény rozdily vétsi
nez jedno % redeni.

o PRESNOST MEZI Sariemi

Tri rGzné Sarze testu Simple Rota-Adeno-Noro byly
vyhodnoceny paralelné analyzou typickych krivek
citlivosti pro tento test. Analyza byla provedena
jednou osobou ve stejny den. Nejvétsi rozdily byly
mensi nebo rovné jednomu % Fedéni, coZ poskytlo
dlkaz o vysoké presnosti testu mezi Sarzemi.

HOOKUV EFEKT nebo SKLON PROZONY

Bylo ovéreno, Ze jednoduchy test Rota-Adeno-
Noro:

1. Nevykazuje Hooklv efekt pro rotavirus, jak
ukazuje hodnoceni silné pozitivnich vzorkd (s
virovou nalozi ekvivalentni az 392 243 ng/ml
virovych ¢astic).

2. Nevykazuje Hooklv efekt u skutecné silné
pozitivnich vzork(l na adenovirus, ackoli velmi
vysoké koncentrace virového antigenu (=16 250
ng/ml) mirné snizuji intenzitu signalu. Zadny z
¢etnych hodnocenych vzorkd nevykazoval virové
koncentrace v tomto rozmezi.

3. Nevykazuje Hooklv efekt pro Norovirus
(GI/Gll), jak bylo prokazano vyhodnocenim az 10
000 ng/ml VLP (ekvivalent 5,86*1011 virovych
castic/ml).

INTERFERUJICI SUBSTANCE:

Substance uvedené dale v tabulce a koncentrace pfi
kterych nedochazelo k interferenci s vysledky testu po
pridani do vzorku stolice (pozitivni i negativni):

Loperamide 4.5 ug/ml Ibuprofen 1.080 mg/ml
Racecadotril 0.135 mg/ml |Paracetamol  [1.125 mg/ml
o . Acetylsalicylic

Palmitic acid 20% (W/w) acid 0.9 mg/ml

Mucin 2.5% (w/w) Sucrose 1.5 mg/ml

Sodium bicarbonate

(Alka-Seltzer) 3.78 mg/ml |Whole blood 0.16 % (v/v)
Atropine

. . sulphate

Ciprofloxacin 0.225 mg/ml (B. Braun 0.315 pg/mi
atropine)

Omeprazole 27 yg/ml Metronidazole [0.225 mg/ml

Amoxycillin 0.9 mg/ml  |Vancomycin 0.9 mg/ml




ZKRIZENA REAKTIVITA

Uvedené mikroorganismy pri uvedenych koncentracich
neinterferovaly s vysledky soupravy Rota-Adeno-Noro.
Nebyla detekovana 7adna zkfizena reaktivita s
nasledujicimi  mikroorganismy:  Escherichia coli,
Escherichia coli 0157, Salmonella spp., Campylobacter
coli, Campylobacter jejuni, Yersinia enterocolitica,
Entamoeba histolytica, Giardia lamblia,
Cryptosporidium dirigentastripyenovirus,
Cryptosporidium distripiciviri, Cloptosporidium
parvum, virus Norovirus Gl/Gll a Astrovirus.



