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1. Verwendungszweck

Fir die in-vitro Diagnostik. RIDA®GENE Viral Stool Panel | ist eine multiplex real-time
RT-PCR zum direkten qualitativen Nachweis und zur Differenzierung von Norovirus,
Rotavirus, Adenovirus und Astrovirus in humanen Stuhlproben.'?** Die RIDA®GENE
Viral Stool Panel | multiplex real-time RT-PCR soll die Diagnose einer durch
gastrointenstinale Viren verursachten Gastroenteritis unterstitzen.

2. Erlauterung

Die akute Gastroenteritis ist weltweit eine der Hauptursachen von Morbiditat und
Mortalitdt. Enterale Viren sind vor allem bei Kindern die héaufigste Ursache einer
Gastroenteritis. In den Vereinigten Staaten verursachen virale Infektionen jahrlich
schatzungsweise 30,8 Millionen Falle von Gastroenteritis.” Die wichtigsten viralen
Durchfallerreger sind Noro-, Rota-, Adeno-, und Astroviren.

Noroviren gehdren zur Familie der Caliciviridae und sind einzelstrdngige RNA
(ssRNA) Viren. Eine noroviral-bedingte Gastroenteritis auf3ert sich durch starke
Ubelkeit, heftiges Erbrechen und schweren Durchfall. Noroviren werden sowohl mit
dem Stuhl als auch mit dem Erbrochenen ausgeschieden. Sie lassen sich in 5
Genogruppen unterteilen. Als humanpathogen sind bisher nur Vertreter aus der
Genogruppe | (GGI), aus der Genogruppe Il (GGII) und aus der Genogruppe IV
(GGIV) beschrieben. Es wird geschatzt, dass in den USA jedes Jahr Uber 21
Millionen Falle von akuter Gastroenterits, 70.000 Krankenhausaufenthalte und 800
Todesfalle durch Noroviren verursacht werden.®

Rotaviren gehoren zur Familie der Reoviridae. Es handelt sich dabei um unbehiillte
ikosaedrische doppelstrdngige RNA (dsRNA) Viren. Die Symptome einer Rotavirus-
Infektion sind meist Erbrechen, Durchfall und Abdominalschmerzen. Das Virus wird
fakal-oral, besonders durch Schmierinfektionen Ubertragen. Rotavirus ist bei Kindern
unter funf Jahren die Hauptursache einer Diarrhoe und weltweit verantwortlich fr
den Tod von schatzungsweise 611.000 Kindern jahrlich.’

Adenoviren sind unbehillte ikosaedrische doppelstrangige DNA (dsDNA) Viren und
gehoren zur Familie der Adenoviridae. Man unterscheidet 51 humanpthogene
Adenovirus Serotypen, die in sechs Gruppen (A - F) unterteilt werden. Adenoviren
verursachen tberwiegend Erkrankungen der Atemwege, wahrend die Serotypen 40
und 41 hauptséchlich Gastroenteritiden hervorrufen.? Die Serotypen 31, 12, 18, 1, 2,
5 und 6 sind seltener Verursacher einer akuten Diarrhoe.®

Astroviren sind einzelstrangige RNA (ssRNA) Viren und gehéren zur Familie der
Astroviridae. Eine astroviral-bedingte Gastroenteritis auf3ert sich hauptsachlich durch
Durchfall, aber auch Begleiterscheinungen wie Erbrechen und Fieber sind
beschrieben. In westlichen Landern betragt die Astrovirus-Inzidenz 2 - 9 %, wobei

2 RIDA®GENE Viral Stool Panel | 14-03-28



eine Erkrankung vor allem bei Kindern unter zwei Jahren auftritt.'° Von den bis heute
8 bekannten Serotypen sind die Serotypen 1-5 besonders relevant. Die Infektion
erfolgt Uber kontaminierte Lebensmittel, Uber Wasser und auf dem féakal-oralen
Ubertragungsweg.

3. Testprinzip

Die RIDA®GENE Viral Stool Panel | real-time RT-PCR ist eine molekular-
diagnostische PCR zum direkten qualitativen Nachweis von Norovirus, Rotavirus,
Adenovirus and Astrovirus RNA in humanen Stuhlproben. Der Nachweis erfolgt im
One-Step real-time RT-PCR Format, d.h. die reverse Transkription (RT) und die
anschlieBende PCR finden in einem Reaktionsgefal® statt. Die isolierte RNA wird
dabei mit Hilfe einer reversen Transkriptase in cDNA umgeschrieben. Die fir
Norovirus (ORF1/ORF2 junction Region), Rotavirus (NSP3), Adenovirus (Hexon) und
Astrovirus (CAP; capsid protein) -spezifischen Genfragmente werden anschliel3end
mittels real-time PCR amplifiziert.

Die amplifizierten Zielsequenzen werden mit Hydrolyse-Sonden, die an einem Ende
mit dem Quencher und am anderen Ende mit einem Reporter-Fluoreszenzfarbstoff
(Fluorophor) markiert sind, nachgewiesen. In Gegenwart einer Zielsequenz
hybridisieren die Sonden mit den Amplikons. Wé&hrend der Extension trennt die Tag-
Polymerase den Reporter vom Quencher. Der Reporter emittiert ein
Fluoreszenzsignal, das durch die optische Einheit eines real-time PCR-Gerates
detektiert wird. Das Fluoreszenzsignal steigt mit der Menge der gebildeten Amplikons
an. Der RIDA®GENE Viral Stool Panel | Test enthalt eine Internal Control RNA (ICR),
um die Probenpraparation und/oder eine potentielle PCR Inhibition kontrollieren zu
konnen.

4. Packungsinhalt

Tab.1: Packungsinhalt (Die Reagenzien einer Packung reichen fiir 100 Bestimmungen)

Kit Code Reagenz Menge Deckelfarbe
1 2x 700 pl gelb
2 1x 770 ul grun
3 1x 80 pl rot
R internal Control RNA] | 2x 1800 pl braun
N 1x 500 pl weiR
P Positive Control Ix 100l blau
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5. Reagenzien und ihre Lagerung

- Alle Reagenzien mussen lichtgeschutzt bei -20 °C gelagert werden und kénnen bis
zum aufgedruckten Verfallsdatum verwendet werden. Nach Erreichen des
Verfallsdatums kann keine Qualitatsgarantie mehr tiibernommen werden.

- Vor dem Gebrauch sollten die Reagenzien schonend aufgetaut werden (z.B. im
Kihlschrank bei 2 - 8 °C).

- Ein wiederholtes Einfrieren/Auftauen bis zu 5 Mal beeintrachtigt die Test-
eigenschaften nicht (ggf. Aliguots nach dem ersten Auftauen herstellen und die
Reagenzien sofort wieder einfrieren).

- Alle Reagenzien wahrend der PCR-Vorbereitung geeignet kiihlen (2 - 8 °C).

6. Zusatzlich benotigte Gerate und Materialien

- RNA-Extraktionskit fir Stuhlproben (z.B. RIDA® Xtract)
RNA-Extraktionsysteme fiir Stuhlproben (z.B. Maxwell®16 (Promega))

- Real-time PCR-Gerdét:
Roche: LightCycler® 480l1
Stratagene: Mx3005P

- RIDA®GENE Color Compensation Kit IV (PG0004) bei Verwendung des
LightCycler® 48011 (Roche)

- Real-time PCR Verbrauchsmaterialien (Platten, Reaktionsgefalie, Folien)

- Zentrifuge mit Rotor fir Reaktionsgefalle

- Vortexer

- Pipetten (0,5 — 20 pl, 20 — 200 pl, 100 — 1000 pl)

- Pipettenspitzen mit Filtern

- Puderfreie Einmalhandschuhe
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7. VorsichtsmalBhahmen

- Nur fur die in-vitro Diagnostik.

- Eine raumliche Trennung von Extraktion, PCR-Ansatz und PCR ist zu beachten,
um Querkontaminationen zu vermeiden.

- Dieser Test ist nur von molekularbiologisch geschultem Laborpersonal durchzu-
fuhren.

- Die Gebrauchsanweisung zur Durchfiihrung des Tests ist strikt einzuhalten.

- Wahrend des Umgangs mit Proben Einmalhandschuhe tragen und nach
Abschluss des Tests die Hande waschen.

- In den Bereichen, in denen mit Proben gearbeitet wird, nicht rauchen, essen oder
trinken.

- Klinische Proben missen als potentiell infektios angesehen werden und missen
wie samtliche Reagenzien und Materialien, die mit potentiell infektiosen Proben
zusammenkommen, entsprechend entsorgt werden.

- Testkit nach Erreichen des Verfallsdatums nicht mehr verwenden.

8. Testdurchfuhrung
8.1 Probenvorbereitung
8.1.1 RNA-Isolierung aus Stuhlproben

Fir die RNA-Isolierung aus Stuhlproben wird ein kommerziell erhaltliches RNA-
Extraktionskit (z.B. RIDA® Xtract oder RNA-Extraktionsystem (z.B. Maxwell®16
(Promega)) fir Stuhlproben empfohlen. Die Angaben des Herstellers sind zu
beachten.

Wir empfehlen die Stuhlproben vor der Extraktion 1:10 mit Wasser zu verdinnen.
Stark vortexen und 1 min bei 12.000 rpm zentrifugieren. Aus dem Uberstand das
entsprechende Volumen nach Angaben des Herstellers verwenden.

Der RIDA®GENE Viral Stool Panel | Test enthalt eine Internal Control RNA (ICR), die
entweder nur als Inhibitionskontrolle oder als Extraktionskontrolle fur die
Probenpréaparation und Inhibitionskontrolle verwendet werden kann.

Wird die Internal Control RNA (ICR) nur als Inhibitionskontrolle verwendet, muss 1 pl
der ICR dem Master-Mix hinzugefuigt werden (s. Tab. 3).

Wird die Internal Control RNA (ICR) als Extraktionskontrolle fur die
Probenpréparation und als Inhibitionskontrolle verwendet, mussen 20 ul der ICR
wéahrend der Extraktion eingesetzt werden. Die ICR soll dem Proben-Lysispuffer Mix
und nicht direkt dem Probenmaterial zugefligt werden.
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8.2 Herstellung des Master-Mix

Die Gesamtzahl der fur die PCR bendtigten Reaktionen (Proben und
Kontrollreaktionen) ist zu berechnen. Bei jedem Testlauf muss eine Positiv- und eine
Negativkontrolle mitgefuhrt werden.

Wir empfehlen den Master-Mix mit 10 % zusatzlichem Volumen anzusetzen, um
einen Pipettierverlust auszugleichen (s. Tab.2, Tab.3). Vor der Benutzung den
Reaction Mix, den PP-Mix, die Positive Control, das PCR Water und die ICR
auftauen, durchmischen wund kurz zentrifugieren. Reagenzien wahrend der

Arbeitsschritte stets geeignet kiihlen (2 — 8 °C).

Tab.2: Beispiel fir die Berechnung und Herstellung des Master-Mix fur 10 Reaktionen (ICR

als Extraktions- und Inhibitionskontrolle)

. . . 10 Reaktionen
Kit Code |Komponenten des Master-Mix Menge pro Reaktion .
(zusétzlich 10 %)
1 Reaction Mix 12,5 ul 137,5 ul
2 PP-Mix (Primer-Probe-Mix) 6,9 pl 75,9 pl
3 Enzyme Mix 0,7 ul 7,7 pl
Gesamt 20,1 pl 221,14

Master-Mix mischen und anschlieRend kurz abzentrifugieren.

Tab.3: Beispiel fir die Berechnung und Herstellung des Master-Mix fur 10 Reaktionen (ICR

nur als Inhibitionskontrolle)

. . . 10 Reaktionen
Kit Code |Komponenten des Master-Mix Menge pro Reaktion .
(zusétzlich 10 %)

1 Reaction Mix 12,5 ul 137,5 ul

2 PP-Mix (Primer-Probe-Mix) 6,9 pl 75,9 pl

3 Enzyme Mix 0,7 ul 7,7 pl

R Internal Control RNA 1,0ul 11 pl
Gesamt 21,1yl 232,1 pl

Master-Mix mischen und anschlie3end kurz abzentrifugieren.
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8.3  Herstellung des RT-PCR Mix

Je 20 pl des Master-Mix in die jeweiligen Reaktionsgefalle (Gefal3e/Platten)
pipettieren.

Negativkontrolle: Je 5 pyl PCR Water zum vorgelegten Master-Mix als
Negativkontrolle pipettieren.

Hinweis: Wir empfehlen bei Verwendung der ICR als Extraktionskontrolle fir die
Probenpréparation und die Inhibitionskontrolle je 1 pl der ICR zum RT-PCR Mix der
Negativkontrolle zu pipettieren.

Proben: Je 5 pyl RNA-Extrakt zum vorgelegten Master-Mix der
Probenreaktionen pipettieren.

Positivkontrolle: Je 5 pl Positive Control zum vorgelegten Master-Mix in
die dafur vorgesehenen Reaktionsgefal3e pipettieren.

Hinweis: Wir empfehlen bei Verwendung der ICR als Extraktionskontrolle fur die
Probenpréparation und die Inhibitionskontrolle je 1 pl der ICR zum RT-PCR Mix der
Positivkontrolle zu pipettieren.

ReaktionsgefaRe bzw. Platte verschlieen, mit wenigen Umdrehungen pro Minute
kurz abzentrifugieren und in das real-time PCR-Gerat Uberfuhren. Die RT-PCR
entsprechend der Gerateeinstellung starten (s. Tab.4).

8.4  Gerateeinstellungen

Tab.4: Real-time RT-PCR Profil fiir LightCyler® 4801l und Stratagene Mx3005P

Reverse Transkription 10 min, 58 °C
Initiale Denaturierung 1 min, 95 °C
Zyklen 45 Zyklen
PCR Denaturierung 15 sec, 95 °C

Annealing/Extension 30 sec, 55 °C
Temperature Transition Rate / .

Maximum

Ramp Rate

Bemerkung: Das Annealing und die Extension finden im selben Schritt statt.
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8.5 Detektionskanaleinstellung
Tab.6: Auswahl der geeigneten Detektionskanéle
Real-time PCR . Detektions-
N Nachweis Bemerkung
Gerat kanal
Norovirus 465/510
ICR 533/580 RIDA®GENE
Roche
LightCycler® |Rotavirus 533/610 Color Compensation
480l Kit IV (PG0004) wird
Adenovirus 440/488 benotigt
Astrovirus 618/660
Norovirus FAM Stellen Sie den
Stratagene Referenzfarbstoff auf
Mx3005P ICR HEX none
Rotavirus ROX . . .
Die ,Filter Set Gain
missen auf 8
Astrovirus Cy5 eingestellt sein

9. Interpretation der Ergebnisse

Die Auswertung der Proben erfolgt Uber die Analyse-Software des jeweiligen real-
time PCR-Geréates nach den Angaben des Herstellers. Negativ- und Positivkontrollen
missen die korrekten Ergebnisse zeigen (s. Tab.7, Abb.1, Abb.2, Abb.3, Abb.4). Die
Positivkontrolle liegt in einer Konzentration von 10° Kopien/ul vor. Sie wird in einer
Gesamtmenge von 5 x 10° Kopien in jedem PCR Lauf eingesetzt.

Tab.7: Ein valider PCR-Lauf muss die folgenden Bedingungen erfillen:

Probe Ergebnis ICR Ct Zielgen Ct
PTC Positiv NA * Siehe QAC
NTC Negativ Ct>20 0

**Ein Ct-Wert fur die ICR ist nicht erforderlich um ein positives Ergebnis der Positivkontrolle zu
erhalten.
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Wenn die Positivkontrolle (PTC) in dem angegebenen Ct-Bereich nicht positiv ist, die
Negativkontrolle jedoch valide ist missen, alle Reaktionen inklusive der
Positivkontrolle neu angesetzt werden.

Wenn die Negativkontrolle nicht negative ist, die Positivkontrolle jedoch valide ist,
mussen alle Reaktionen inklusive der Negativkontrolle neu angesetzt werden.

Abb.1: Korrekter Verlauf der Positiv- und Negativkontrolle (Norovirus) auf dem LightCycler®
480l

Amplification Curves

26 BB

24 BB

22 BB

20 BB

18 BBS |

{465-510)

@ 16,665
o

er

S 14665

FI

12 GRS

10,665 |

8,665

E.BEG

i 2 3 & 6 & 7 & 4 10 11 12z 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 % 27 2 23 30 31 32 % 34 3 36 37 3 3 40 41 42 43 44 45
Cycles

RIDA®GENE Viral Stool Panel | 14-03-28 9



Abb.2: Korrekter Verlauf der Positiv- und Negativkontrolle (Rotavirus) auf dem LightCycler®
480I1
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Abb.3: Korrekter Verlauf der Positiv- und Negativkontrolle (Adenovirus) auf dem LightCycler®
480II
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Abb.4: Korrekter Verlauf der Positiv- und Negativkontrolle (Astrovirus) auf dem LightCycler®
480I1
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Die Probenauswertung der Ergebnisse erfolgt nach Tabelle 7.

Tab.7: Probenauswertung

Zielgene

Norovirus | Rotavirus | Adenovirus Astrovirus ICD Ergebnis
positiv negativ negativ negativ positiv/inegativ Norovirus
negativ positiv negativ negativ positiv/inegativ Rotavirus
negativ negativ positiv negativ positiv/inegativ Adenovirus
negativ negativ negativ positiv positiv/inegativ Astrovirus

Negativ
negativ negativ negativ negativ positiv Zielgene sind nicht
nachweisbar

negativ negativ negativ negativ negativ nicht auswertbar

Eine Probe wird negativ bewertet, wenn die Probe keine Amplifikation im
Nachweissystem zeigt und die zugehdrige Internal Control RNA (ICR) positiv ist.
Eine Inhibierung der PCR-Reaktion bzw. ein Fehler im Extraktionsverfahren kann
durch die Detektion der Internal Control RNA (ICR) ausgeschlossen werden.
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Eine Probe wird positiv bewertet, wenn die Probe eine Amplifikation im
Nachweissystem und in der dazugehorigen Internal Control RNA (ICR) zeigt.

Eine Probe wird positiv bewertet, wenn die Probe eine Amplifikation im
Nachweissystem, jedoch keine fir die Internal Control RNA (ICR) zeigt. Der
Nachweis der Internal Control RNA (ICR) ist in diesem Fall nicht notwendig, da hohe
Konzentrationen des Amplikons zu einem schwachen oder fehlenden Signal der
Internal Control RNA (ICR) fihren kdnnen.

Eine Probe ist nicht auswertbar, wenn die Probe und die Internal Control RNA (ICR)
im Nachweissystem keine Amplifikation zeigen. In der Probe sind PCR-Inhibitoren
vorhanden bzw. es trat ein Fehler im Extraktionsverfahren auf. Die extrahierte Probe
sollte 1:10 mit PCR Wasser verdinnt und erneut amplifiziert werden oder es sollte
die Isolierung und Reinigung der Probe verbessert werden.

10. Testmerkmale

10.1 Analytische Sensitivitat:

Die RIDA®GENE Viral Stool Panel | real-time RT-PCR hat eine Nachweisgrenze von
=50 RNA-, bzw. = 50 DNA-Kopien/Reaktion (s. Abb.5, Abb.6, Abb.7, Abb.8).

Abb.5: Verdiinnungsreihe Norovirus (10° — 10" RNA Kopien/pl) auf dem LightCycler® 480ll
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Abb.6: Verdiinnungsreihe Rotavirus (10° — 10" RNA Kopien/ul) auf dem LightCycler® 480l
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Abb.7: Verdiinnungsreihe Adenovirus (10° — 10* DNA Kopien/ul) auf dem LightCycler® 480l
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Abb.8: Verdiinnungsreihe Astrovirus (10° — 10" RNA Kopien/ul) auf dem LightCycler® 480l
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Die Nachweisgrenze des Gesamtverfahrens ist abhangig von Probenmatrix,
RNA/DNA-Extraktion und RNA/DNA-Gehalt.
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10.2 Analytische Spezifitat

Die RIDA®GENE Viral Stool Panel | real-time RT-PCR ist spezifisch fiir Norovirus
(Genogruppe | und I1l), Rotavirus, Adenovirus und Astrovirus. Es wurden keine

Kreuzreaktivitaten zu den folgenden Spezies festgestellt (s. Tab.8):

Tab.8: Kreuzreaktivitatstestung

. Clostridium Enterobacter Staphylococcus

Arcobacter butzleri .

bifermentans cloacae aureus
Aeromonas Clostridium Enterococcus Staphylococcus
hydrophila difficile faecalis epidermidis

. Clostridium L . Vibrio

Bacillus cereus sporogenes Giardia lamblia parahaemolyticus
Bacteroides fragilis Clos_trldlum Giardia intestinalis Yersinia N

septicum Portland 1 enterocolitica

Campylobacter coli

Clostridium novyi

Giardia intestinalis
WB Clone C6

Campylobacter
jejuni

Clostridium
sordellii

Klebsiella oxytoca

Campylobacter
fetus subsp. Fetus

Cryptosporidium
parvum

Proteus vulgaris

Campylobacter lari Cryptosporidium Pseudomonas
subsp. Lari muris aeruginosa
Campylopacter E. coli (026:H-) Salm_o_n(_alla
upsaliensis enteritidis
Candida albicans E. coli (O6) Saln_wone_lla

' typhimurium

Citrobacter freundii

E. coli (0157:H7)

Serratia liquefaciens

Clostridium
perfringens

Entamoeba
histolytica

Shigella flexneri
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10.3 Analytische Reaktivitat

Die Reaktivitit der RIDA®GENE Viral Stool Panel | real-time RT-PCR wurde mit
Rotaviren, Adenoviren und Astroviren, die vorher mit einer anderen Methode positiv
bestimmt wurden, untersucht (s. Tab.9). Zusatzlich wurde eine Suptypen-Analyse
verschiedener Norovirus-Stamme durchgefuhrt (s. Tab.10). Alle Noroviren,
Rotaviren, Adenoviren und Astroviren des Probenpanels wurden mit der
RIDA®GENE Viral Stool Panel | real-time RT-PCR nachgewiesen.

Tab.9: Analytische Reaktivitatstestung (getestete Anzahl)

Rotavirus (13) + Adenovirus (14) + Astrovirus (16) +

Tab.10: Analytische Reaktivitatstestung - Norovirus

Norovirus Genogruppe |

GGl.1 + |[GGl.4 + |GGL7 +
GGl.2 + |GGIL5 + |GGL8 +
GGI.3 + |GGl.6 +

Norovirus Genogruppe Il

GGll.1 + GGIl.4 + |[GGIL7 +
GGllI.2 + |GGIl.4 Sydney 2012| +
GGII.3 + |GGII.6 +

Norovirus Genogruppe IV

GGIV.1 +

11. Grenzen des Verfahrens

1. Das Ergebnis der molekularbiologischen Untersuchung sollte nicht allein zur
Diagnose fuhren, sondern immer im Zusammenhang mit der Anamnese und
Symptomatik des Patienten betrachtet werden.

2. Der RIDA®GENE Viral Stool Panel | Test ist nur fir Stuhlproben validiert.

3. Unsachgemafe Probenentnahme, -transport, -lagerung und -handhabung oder
eine Viruslast unterhalb der analytischen Sensitivitdt des Tests kénnen zu falsch
negativen Ergebnissen fuhren.

4. Die Anwesenheit von PCR-Inhibitoren kann zu nicht auswertbaren Ergebnissen
fuhren.
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5.

6.

Mutationen oder Polymorphismen in den Primer- oder Sondenbindungsregion
konnen den Nachweis neuer oder unbekannter Varianten beeintrachtigen und mit
RIDA®GENE Viral Stool Panel | zu falsch negativen Ergebnissen filhren.

Wie bei allen auf PCR basierenden in-vitro-diagnostischen Tests kbnnen auf3erst
niedrige Konzentrationen der Zielsequenzen, die unter dem Detektionslimit (LoD)
liegen, nachgewiesen werden. Die erhaltenen Ergebnisse sind nicht immer
reproduzierbar.

. Noroviren der Genogruppe IV, die in sehr seltenen Fallen auch Menschen

infizieren ko6nnen, werden ebenfalls mit RIDA®GENE Viral Stool Panel |
nachgewiesen.
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