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1. Uso previsto

Para diagnéstico in vitro. O teste RIDA®GENE MRSA, realizado no Roche
LightCycler® 480 II, ¢ uma PCR multiplex em tempo real para a detecgéo qualitativa
direta de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) e de Staphylococcus
aureus sensivel a meticilina (MSSA) em esfregagos nasais/garganta humana nao
tratados, esfregacgos de feridas e cultura em individuos que apresentem sinais e
sintomas de infecgdo causada por MRSA.

O teste RIDA®GENE MRSA destina-se a apoiar o diagnostico de infecgbes por
estafilococo (Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), Staphylococcus
aureus sensivel a meticilina (MSSA)) em pacientes que apresentam sintomas de
infeccdo causada por MRSA em conjunto com outros achados clinicos e
laboratoriais.

Resultados negativos ndo excluem a infecgao por estafilococo (Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (MRSA), Staphylococcus aureus sensivel a meticilina
(MSSA) e nao devem ser usados como unica base para o diagndstico.

O produto é destinado ao uso por profissionais que trabalham em laboratoérios
hospitalares, laboratorios de referéncia, laboratorios particulares ou laboratérios
publicos.

2. Sumairio e explicagao do teste

Os estafilococos estao difundidos como colonizadores naturais da pele e da mucosa
da orofaringe em humanos e animais. Eles sao divididos em estafilococos coagulose
positivos (S. aureus) e estafilococos coagulose negativos (como o S. epidermidis). O
Staphylococcus aureus é um dos patégenos mais significativos das infecgdes
nosocomiais nos hospitais e outras instituicdes de satde."? O patdgeno é
transmitido através do pessoal médico ou de outros pacientes. Estima-se que 30%
da populagéo saudavel é colonizada com S. aureus (portadores assintomaticos). O
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) € a principal causa de
infeccbes nosocomiais em todo o mundo (MRSA adquirido em meio hospitalar,
também chamado HA-MRSA). Além das infecgdes por HA-MRSA, ha também
infecgdes por MRSA adquirido na comunidade (CA-MRSA) que podem ser
apanhadas fora do hospital.>* Nos ultimos anos, as infecgdes por MRSA ou LA-
MRSA associadas a produg¢ao pecuaria tém ocorrido no contexto de animais de
engorda, em especial entre os suinocultores.>® A resisténcia a meticilina (oxacilina)
de S. aureus é mediada pela proteina PBP2a, que é codificada pelo gene
cromossémico mecA. O gene mecA esta localizado no cassete de genes SCCmec
variavel e instavel (cassete cromossémico estafilococico mec). Até agora, 14 tipos
de cassetes SCCmec foram descritos, dos quais os tipos | a V ocorrem com mais
frequéncia.3"8

O cassete tipo XI SCCmec (SCCmec Xl), que contém outro homologo mecA
(também chamado mecC ou meciLcaz2s1), foi descrito pela primeira vez em 2011. O
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gene mecC tem apenas uma homologia de nucleotideos de 70% com mecA e nao é
detectavel usando testes de PCRs e aglutinacdo PBP2a especificos de mecA
normais. Isto foi descrito em isolados de S. aureus de humanos e gado bovino.®

Ao contrario das infec¢des com MSSA (Staphylococcus aureus sensivel a meticilina),
as infeccdes por MRSA estdo associadas a uma elevada morbidade, mortalidade,
internagao hospitalar prolongada e maiores custos de tratamento.'®'" Os fatores de
risco para infecgao por MRSA nas unidades de saude sao o contato com pacientes
com uma infecgao por MRSA, um histérico conhecido de MRSA, o tempo de
internagao hospitalar e a antibioticoterapia de longo prazo.'?

Cada infecgéo por MRSA gera até 10.000 dodlares em custos adicionais.'® Na Unido
Europeia, mais de 150.000 pacientes hospitalares sofrem de uma infecgao por
MRSA. Os custos hospitalares resultantes para o sistema de saude europeu estédo
estimados em 380 milhdes de euros.™

A triagem precoce, rapida e sistematica de MRSA permite que pacientes infectados
sejam tratados especificamente e que métodos de higiene adequados sejam
introduzidos para prevenir a transmissao e a propagagao de MRSA.

Usando métodos de cultivo convencionais, sdo necessarias 48 a 72 horas para
detectar MRSA. Os testes PCR em tempo real permitem uma triagem precoce e
rapida de MRSA na data de admissao no hospital como parte do programa de
prevencao de infecgdes (estratégia de “busca e destruigdo”).’®

3. Principio do teste

RIDA®GENE MRSA é um PCR multiplex em tempo real para detecgéo qualitativa
direta e diferenciagdo entre Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) e
Staphylococcus aureus sensivel a meticilina (MSSA) em amostras de cultura de
espécimes de esfregaco de nariz humano e nariz/garganta. Apos o isolamento do
DNA, os fragmentos de genes especificos (se presentes) de MRSA (o gene
mecA/mecC, a jungdo SCCmec/orfX e 0 gene SA442) sdo amplificados. As
sequéncias-alvo amplificadas sao detectadas usando sondas de hidrdlise que séo
etiquetadas com um supressor em uma extremidade e um corante de reporter
fluorescente (fluoréforo) na outra. As sondas hibridam com o fragmento amplificado
na presenca de uma sequéncia-alvo. Durante a extens3o, a [Taq Polymerase| separa
o reporter do supressor. O reporter emite um sinal fluorescente que é detectado pela
unidade 6ptica de um dispositivo de PCR em tempo real. O sinal fluorescente
aumenta com a quantidade de fragmentos amplificados formados. O teste
RIDA®GENE MRSA contém |Internal Control DNA| (ICD) para controlar o preparo da
amostra e/ou qualquer potencial inibicdo da PCR.
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4. Reagentes fornecidos

Tabela 1: Reagentes fornecidos (Os reagentes fornecidos no kit sdo suficientes
para 100 determinacgdes)

Cédigo do Quantidade Cor da tampa
kit

Reaction |V|I 1100 ul | Amarelo
2 Taq Polymerase 1x 11 pl | Vermelho
D Internal Control DNA 2x | 1800 pl | Castanho
L LLysis Buffer 1| 2x 12 ml | incolor
N 1x 500 ul | Branco
P Positive Control 1x 200 pl | Azul

5. Instrugdes de armazenamento

- Todos os reagentes devem ser armazenados longe da luz a -20 °C e, se nao
abertos, podem ser usados até a data de validade impressa no rétulo. Nenhuma
garantia de qualidade podera ser assegurada apds o término do prazo de validade.

- Todos os reagentes devem ser cuidadosamente descongelados antes do uso (por
exemplo, em uma geladeira entre 2 °C a 8 °C).

- O congelamento/descongelamento repetidos até 15 vezes néo afeta a propriedade
do teste (se necessario, crie aliquotas apds o primeiro descongelamento e
recongele os reagentes imediatamente).

- Arrefecer todos os reagentes adequadamente durante a preparagao da PCR (2 °C
a8 °C).

6. Reagentes necessarios, mas nao fornecidos

O teste PCR em tempo real multiplex RIDA°®GENE MRSA pode ser usado com os
seguintes dispositivos PCR em tempo real:

Tabela 2: Equipamento necessario

Dispositivos PCR em tempo real

Roche LightCycler® 480lI
Agilent Technologies Mx3005P
Applied Biosystems ABI 7500
Bio-Rad CFX96™
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Caso queira usar outros dispositivos PCR em tempo real, entre em contato com a
R-Biopharm para verificar a compatibilidade em mdx@r-biopharm.de.

- Sistema de coleta de esfregaco esterilizado (por exemplo, eSwab®, Copan
Diagnostics Inc.)

- RIDA®GENE Color Compensation Kit | (PG0001) ao usar o LightCycler® 480lI|

- Consumiveis de PCR em tempo real (placas, tubos de ensaio, filmes)

- Centrifuga com rotor para tubos de ensaio ou placas

- Vortexer

- Agitador térmico

- Pipetas (0,5 a 20 pl, 20 a 200 pl, 100 a 1.000 pl)

- Pontas da pipeta com filtros

- Luvas descartaveis sem po6

- Agua PCR (livre de nuclease)

7. Avisos e medidas preventivas para os usuarios

- Esse teste deve ser realizado apenas por pessoal de laboratorio treinado. As
diretrizes para trabalho em laboratérios médicos devem ser seguidas.

- Sempre cumpra estritamente as instrugdes de uso para a realizagao desse teste.

- Nao pipete amostras ou reagentes usando a boca. Evite o contato com membranas
mucosas € pele lesionada.

- Utilize equipamentos de segurancga pessoal (luvas adequadas, jaleco, 6culos de
seguranga) ao manusear os reagentes e as amostras, e lave as maos apés concluir
o teste.

- Nao fume, coma ou beba em areas onde as amostras estiverem sendo
manipuladas.

- Garanta que a extracgado, a preparagédo da PCR e a PCR sejam realizadas em salas
diferentes, a fim de evitar contaminag¢des cruzadas.

- As amostras clinicas devem ser vistas como potencialmente infecciosas e devem
ser descartadas adequadamente, como todos os reagentes e materiais que entram
em contato com amostras potencialmente infecciosas.

- Descarte o kit de teste assim que o prazo de validade expirar.

- Os usuarios sao os responsaveis por descartar de modo adequado todos os
reagentes e materiais apos sua utilizagdo. Para o descarte, cumpra com os
regulamentos nacionais.

Para maiores detalhes, consulte as Folhas de Dados de Seguranga (SDSs) em
www.r-biopharm.com.
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8. Coleta e armazenamento de amostras

8.1 Preparacgao de DNA a partir de esfregagos

O seguinte método de isolamento é recomendado para isolar o DNA dos esfregacos:
adicione 200 ul de tampao de lise 1 a um frasco de preparagédo. Mergulhe a ponta do
esfregaco no tampéo de lise 1 pré-pipetado e quebre ou corte a fita. Ao utilizar
esfregagcos com meio, 100 uL do meio de esfregagco podem ser adicionados ao
tampao de lise de 200 pL e tratados posteriormente. Vede os frascos de preparacao
com firmeza e agite no vortice por 60 segundos. Aqueca durante 10 minutos a 95 °C
em um bloco de aquecimento enquanto agita. Depois, centrifugue durante 1 min a
13.000 x g e use o sobrenadante como amostra.

Nota: Repita se a preparagdo se tornar muito opaca durante a centrifugacgéao.

O teste RIDA®GENE MRSA contém um \Internal Control DNA| que indica potencial
inibicdo da PCR, verifica a integridade dos reagentes e confirma a extragcdo bem-
sucedida de acido nucleico. O [Internal Control DNA| pode ser usado apenas como
um controle de inibicdo ou como um controle de extracao para a preparacao de
amostras e como um controle de inibigao.

Se o [Internal Control DNA| for usado apenas como um controle de inibigao, 1 ul do
Internal Control DNA| deve ser adicionado & mistura principal para cada reacéo
(consulte a Tabela 4).

Se o [Internal Control DNA| for usado como um controle de extragdo para o preparo
da amostra e como controle de inibicdo, durante o procedimento de extracdo, devem
ser usados 20 pl do [Internal Control DNA| para cada amostra. O

Internal Control DNA| deve ser adicionado & mistura de tamp&o de amostrallise e
nao deve ser adicionado diretamente ao material da amostra. Recomendamos
pipetar 1 uL por reacdo do [Internal Control DNA tanto para o controle negativo como
para o controle positivo.

8.2 Preparagao do DNA a partir de amostras de cultura

O seguinte método de isolamento é recomendado para isolar o DNA das amostras
de cultura: adicione 200 ul de tampéo de lise 1 a um frasco de preparacao. Usando
uma rede de inoculagao, recolha varias colonias e suspenda-as no tampao de lise
pré-pipetado 1. Quebre ou corte a fita da rede de inoculagdo. Vede os frascos de
preparagao com firmeza e agite no vortice por 60 segundos. Aquecga durante 10
minutos a 95 °C em um bloco de aquecimento enquanto agita. Depois, centrifugue
durante 1 min a 13.000 x g e use o sobrenadante como amostra.

Nota: Repita se a preparagao se tornar muito opaca durante a centrifugacgéao.

O teste RIDA®GENE MRSA contém um |Internal Control DNA| que indica potencial
inibicdo da PCR, verifica a integridade dos reagentes e confirma a extragdo bem-

6 2020-11-17 RIDA®GENE MRSA



sucedida de acido nucleico. O [Internal Control DNA| pode ser usado apenas como
um controle de inibigdo ou como um controle de extracdo para a preparagao de
amostras e como um controle de inibi¢ao.

Se o Internal Control DNA| for usado apenas como um controle de inibigao, 1 pl do
|Interna| Control DNA[ deve ser adicionado a mistura principal para cada reagao
(consulte a Tabela 4).

Seo |Interna| Control DNA| for usado como um controle de extragao para o preparo
da amostra e como controle de inibi¢cdo, durante o procedimento de extracdo, devem
ser usados 20 pl do [Internal Control DNA| para cada amostra. O

Internal Control DNA| deve ser adicionado & mistura de tamp&o de amostra/lise e
nao deve ser adicionado diretamente ao material da amostra. Recomendamos
pipetar 1 uL por reacéo do \Internal Control DNAI tanto para o controle negativo como
para o controle positivo.

9. Realizagao do teste

9.1 Preparacgao da mistura principal

O numero total de reagbes necessarias para a PCR (amostras e reagdes de
controle) deve ser calculado. Em cada teste realizado, devem ser incluidos um
controle positivo e um controle negativo.

E recomendavel adicionar um volume adicional de 10% & mistura principal para
equilibrar a perda de pipeta (consulte a Tabela 3, Tabela 4). Antes de usar,
descongele, misture e centrifugue brevemente o
a |PCR Water e o [nternal Control DNA|. Sempre resfrie
adequadamente os reagentes durante as etapas de trabalho (2 °C a 8 °C).

, O

Tabela 3: Exemplo do calculo e producéo da mistura principal para 10 reacdes
(extracao e controle de inibicdo de ICD)

Codlgo do | Componentes da Quantidade por 10 reagoes
mistura principal reagao (mais 10%)

Reaction |V|IX 19,9 pl 218,9 ul
2 Taqg polymerase| 0,1 ul 1,1 ul
Total 20 pl 220 il

Misture a mistura principal e depois centrifugue por pouco tempo.
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Tabela 4: Exemplo do calculo e produgao da mistura principal para 10 reagdes (ICD
somente como controle de inibigdo)

Codlgo do| Componentes da Quantidade por 10 reacoes
mistura principal reagao (mais 10 %)

Reaction |V|IX 19,9 ul 218,9 ul
2 Taqg polymerase| 0,1 ul 1,1l
D Internal Control DNA | 1,0 pl 11
Total 21,0 pl 231,0 l

Misture a mistura principal e depois centrifugue por pouco tempo.

9.2 Preparacgao da mistura de PCR

Pipete 20 pl da mistura principal em cada tubo de ensaio (frasco/placa).

Controle negativo: Adicione 5 yl do |PCR Water a mistura principal pré-pipetada.

Nota: Recomendamos a pipetagem de 1 pL do |Interna| Control DNA[ na mistura
de PCR para o controle negativo quando se utiliza o
\Internal Control DNA[ como controle de extragao para a preparagao de
amostras e como controle de inibigao.

Amostras: Adicione 5 ul de eluato a mistura principal pré-pipetada.

Controle positivo: Adicione 5 pl de |Positive Controll & mistura principal pré-pipetada.

Nota: Recomendamos a pipetagem de 1 pL do |Interna| Control DNA[ na mistura
de PCR para o controle positivo quando se utiliza a |Interna| Control DNA[
como controle de extragao para a preparagao de amostras e como
controle de inibigao.

Selar os tubos de ensaio ou placas, centrifugar brevemente em velocidade lenta e
transferir para o dispositivo de PCR em tempo real. Iniciar a PCR de acordo com a
configuragéo do dispositivo de PCR (consulte a Tabela 5 e a Tabela 6).
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9.3 Configuragao do dispositivo de PCR

9.3.1 Perfil de PCR em tempo real do DNA
Tabela 5: Perfil de PCR em tempo real de DNA para LightCycler® 480lI

Desnaturacao inicial 1 min, 95 °C

Ciclos 45 ciclos

PCR Desnaturacao 10s,95°C
Recozimento/Extensao 15,60 °C

indice da temperatura de transigao/ .

. . Maximo

indice de subida

Nota: O recozimento e a extensao acontecem na mesma etapa.

Tabela 6: Perfil de PCR em tempo real de DNA para Mx3005P, ABI 7500, e

CFX96™

Desnaturacao inicial 1 min, 95 °C

Ciclos 45 ciclos

PCR Desnaturacao 15,95 °C
Recozimento/Extensao 30s,60°C

indice da temperatura de transigao/ .

. . Maximo

indice de subida

Nota: O recozimento e a extensao acontecem na mesma etapa.
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9.4 Configuragao do canal de detecgao
Tabela 7: Selecido dos canais de deteccdo adequados

Dispositivo de | Detecgao Canal de Comentario

PCR em tempo deteccao
real

Juncao SCCmec /

465/510 ‘ -
Roche orfX E necessario o
. ICD 533/580 RIDA®GENE Color
LG Compensation Kit IV
4380l1 A442 (S.
S (S.aureus) 533/610 (PG0004).
mecA / mecC 618/660
Juncdo SCCmec / EAM
. orfX .
Agilent Defina o corante de
Technologies ICD HEX referéncia como
Mx3005P SA442 (S.aureus) ROX nenhum.
mecA / mecC Cy5
Juncao SCCmec / FAM
orfX
Defina o corante de
ABI 7500 ICD viC referéncia passiva
SA442 (S.aureus) ROX ROX como nenhum.
mecA / mecC Cy5
Juncdo SCCmec /
orfX FAM
Bio-Rad ICD VIC

FX96™
CFX96 SA442 (S.aureus) ROX

mecA / mecC Cy5
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10. Controle de qualidade

As amostras sdo avaliadas usando o software de analise do respectivo dispositivo
de PCR em tempo real, de acordo com as instrugcdes do fabricante. Os controles
negativos e positivos devem mostrar os resultados corretos (consulte a Tabela 8,
Fig. 1, Fig. 2 e Fig. 3)

O Positive Control vem em uma concentragéo de 103 copias/pl. E usado em uma
quantidade total de 5 x 103 copias em cada execucado de PCR.

Tabela 8: Uma execucao de PCR valida deve atender as seguintes condigdes:

Amostra Resultado ICD Ct Gene-alvo Ct

Controle positivo Positivo N/A *1 Veja o Certificado de
Garantia de Qualidade

Controle negativo Negativo Ct>20 Nao detectavel

*I Um valor de Ct para o ICD néo é necessario para obter um resultado positivo do controle positivo.

Os controles positivo e negativo sdo validos quando atendem as condi¢oes
especificadas na tabela. A faixa de Ct para o controle positivo é especificada no
Certificado de Garantia de Qualidade incluido no produto. Se um dos dois controles
nao atender as condi¢cdes para uma execucao valida, todas as reagdes precisarao
ser analisadas novamente, incluindo os controles.

Se os valores especificados néo forem atingidos, verifique os seguintes itens antes
de repetir o teste:

- Data de validade dos reagentes utilizados
- Funcionalidade do equipamento que esta sendo utilizado
- Execucgao correta do teste
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Execucéo correta do controle positivo (vermelho) e negativo (verde) (jungéo
SCCmec / orfX) no LightCycler® 480ll
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Execucéo correta do controle positivo (vermelho) e negativo (verde) SA442
(SA442 (S.aureus)) no LightCycler® 480l
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Fig. 3: Execucéo correta do controle positivo (vermelho) e negativo (verde)
(mecA/mecC) no LightCycler® 480II
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11. Interpretagcao das amostras

A interpretac&o dos resultados é realizada de acordo com a Tabela 9.

Tabela 9: Interpretacdo das amostras

Jungao
SCCmec / P A ICD Resultado
(S.aureus) mecC
orfX
ositivo / MRSA* detectavel (ver
positivo positivo positivo P . Limitag6es do método
negativo
no ponto 8)
MRSA nao detectavel;
ositivo ositivo negativo positivo /| MSSA™ detectavel (ver
P P 9 negativo | Limitagdes do método
no ponto 7)
negativo positivo negativo posmyo / MSSA detectavel
negativo
itivo / MRSA nao detectavel
negativo negativo positivo pPOSI ;yo (ver LimitagGes do
negativo método no ponto 9)
MRSA nao detectavel;
i iti iti positivo /| MSSA detectavel (ver
negativo positivo positivo negativo | Limitagées do método
no ponto 8)
itivo / MRSA nao detectavel
positivo negativo positivo POSI ;yo (ver Limitagoes do
negativo método no ponto 7)
negativo negativo negativo positivo Gene-alv9 hao
detectavel
negativo negativo negativo negativo Invalido
Nem o MRSA nem o
ositivo negativo neqativo positivo/| MSSA sao detectaveis
P 9 9 negativo (ver Limitagoes do
método no ponto 7)

* MRSA = S. aureus resistente a meticilina

** MSSA = S. aureus sensivel a meticilina

Uma amostra é considerada positiva se a amostra de DNA e o |Internal Control DNA|
mostrarem um sinal de amplificacdo no sistema de detecgao.

Uma amostra também é considerada positiva se o DNA da amostra apresentar um
sinal de amplificagdo mas n&o for possivel encontrar nenhum sinal de amplificagao
no sistema de detecgao para o \Internal Control DNAI. A deteccédo do

|Interna| Control DNA[ nao é necessaria neste caso, porque as altas concentragdes
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de fragmentos amplificados podem causar um sinal fraco ou ausente do

Internal Control DNA.

Uma amostra € considerada negativa se o DNA da amostra n&do mostrar um sinal de
amplificacdo, mas um sinal de amplificacdo para o |Interna| Control DNAI pode ser
encontrado no sistema de detecc¢ao. A inibicdo da reagao de PCR pode ser excluida
através da deteccdo do Internal Control DNA.

Uma amostra é invalida se a amostra de DNA e o Internal Control DNA| ndo
mostrarem um sinal de amplificagdo no sistema de detecgéo. Existem inibidores de
PCR na amostra ou ocorreu um erro durante o processo de extracdo. A amostra
extraida deve ser diluida de 1:10 com agua de PCR e reamplificada, ou o isolamento
e a purificacdo da amostra devem ser melhorados.

12. Limitagoes do método

1.
2.

Este teste s6 é adequado para as amostras de esfregacgos e cultura descritos.
Amostragem, transporte, armazenamento e manuseio inadequado de amostras
ou carga de patdgenos abaixo da sensibilidade analitica do teste podem levar a
resultados falso-negativos.

O uso de métodos de triagem de MRSA baseados em PCR esta sujeito a
diretrizes especificas para cada pais. O usuario é responsavel por empregar e
implementar estas diretrizes. Por exemplo, de acordo com KRINKO na
Alemanha, os métodos de triagem baseados em PCR devem ser considerados
provisérios até que os resultados finais da cultura sejam obtidos. No entanto,
ainda podem ser usados como base provisoéria para uma politica de higiene

hospitalar.
Na literatura, sao descritos 14 tipos de SCCmec. O PCR em tempo real multiplex
RIDA®GENE MRSA pode detectar os tipos de SCCmec |, II, llI, IV, V, VI, VII, IX,

X e XI. O RIDA®GENE MRSA pode nao detectar outros tipos de SCCmec,
podendo mostrar resultados negativos.

A presenga de inibidores de PCR pode levar a resultados n&do avaliaveis.
Mutagdes ou polimorfismos nos locais de ligagao do iniciador ou da sonda
podem interferir na detecgao de variantes novas ou desconhecidas e podem
levar a resultados negativos falsos usando o RIDA®°GENE MRSA.

Como em todos os testes de diagndstico in vitro baseados em PCR, podem ser
detectadas concentragdes extremamente baixas das sequéncias-alvo abaixo do
limite de detecgéo (LoD). Os resultados obtidos nem sempre sao reproduziveis.
Um resultado positivo nos testes nao indica necessariamente a presenca de
organismos viaveis. Um resultado positivo indica a existéncia dos genes-alvo
correspondentes (gene mecA/mecC, a jungdo SCCmec/orfX e o gene SA442).
Pode nao ocorrer um sinal em todos os canais para amostras de LoD, mesmo
com uma amostra que seja MRSA-positiva.
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10. Dada a evidéncia do gene de resisténcia, pode existir uma infecgdo mista de
MSSA (S. aureus sensivel a meticilina) e CoNS (estafilococos coagulose
negativos).

11. Se apenas o gene de resisténcia mecA/mecC for detectado, o MRSA nao é
detectavel. No entanto, se o gene de resisténcia for detectado, também pode
haver uma infecgdo com Staphylococcus coagulase negativo, uma vez que
também pode possuir o gene de resisténcia mecA/mecC.

12. Em uma concentragao testada de 2,1% e acima, o enxaguante bucal ProntOral
(poli-hexanida) mostra um efeito inibidor.

13. Em uma concentragao testada de 2,1% e superior, o gel nasal Prontoderm (poli-
hexanida) mostra um efeito inibitorio.

14. Em uma concentragao testada de 1,5% ou superior, 0 sangue humano mostra
um efeito inibitorio.

15. A partir de uma quantidade testada de 6 mg, o agar COS tem um efeito inibidor.

13. Caracteristicas de desempenho

13.1 Sensibilidade analitica

O PCR em tempo real multiplex RIDA®GENE MRSA tem um limite de deteccdo de 2
10 copias/reagdes de DNA para a jungdo SCCmec/orfX, o gene mecA/mecC e o
gene SA442 (S. aureus).

As Fig. 4, 5, 6 e 7 abaixo mostram uma série de diluigcdo da jungdo SCCmec/orfX, o
gene mecA/mecC e o gene SA442 (S. aureus).

(Em cada caso, 10° - 10" copias de DNA/ul) no LightCycler® 480Il.

Amplification Curves
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Fig. 4: Série de diluigdo da jungdo SCCmec/orfX (10° - 10" copias de DNA/ul) no
LightCycler® 480lI
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Amplification Curves
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Fig. 5: Série de diluigdo do gene SA442 especifico para S. aureus (105 - 10
copias de DNA/uI) no LightCycler® 480lI
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Fig. 6: Série de diluicdo do gene mecA/mecC (10° - 10" cépias de DNA/ul) no
LightCycler® 480lI

O limite de detecc&o do processo geral depende da matriz da amostra, da extragéo
do DNA e do conteudo do DNA.
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13.2

Especificidade analitica

A especificidade analitica dos testes do RIDA®GENE MRSA foi avaliada utilizando
um painel de amostras nao estafilocécicas, estafilococos coagulase negativos
sensiveis a meticilina (MSCoNS) e estafilococos coagulase negativos resistentes a
meticilina (MRCoNS). Nao foram detectadas reatividades cruzadas para as
seguintes espécies (consulte a Tabela 10):

Tabela 10: Testes de reatividade cruzada

Espécies nao estafilococicas

\Acinetobacter baumanii

\Acinetobacter iwofii

Aeromonas hydrophila -

Aspergillus fumigatus

Aspergillus niger

Bacteroides fragilis -

Candida albicans

Clostridium difficile

Candida glabrata -

Clostridium perfringens

E. coli (0157:H7)

Enterobacter cloacae -

Enterococcus faecalis

Enterococcus faecium

Klebsiella oxytoca -

. . Pseudomonas .
Klebsiella pneumoniae " laeruginosa - |Proteus vulgaris -
Streptococcus - | Streptococcus mitiga - |Streptococcus mutans -
agalactiae
Streptococcus - |Streptococcus pyogenes| -
pneumoniae

Estafilococos coagulase negativos sensiveis a meticilina

S. epidermidis

S. hominis

S. warneri -

Estafilococos coagulase negativos resistentes a meticilina

S. haemolyticus

S. epidermidis

S. saprophyticus -
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13.3. Substancias interferentes

A presenca de inibidores de RT-PCR e de substéncias interferentes pode levar a
resultados falso-negativos ou invalidos. De forma correspondente, foram
investigados os efeitos de varias substancias que podem existir dada a sua
utilizagcao generalizada para infecgdes respiratorias, ou a existéncia generalizada
nas amostras correspondentes. Foram observados efeitos inibidores nas
concentragdes testadas (ver Limitagdes do método) para as substancias Enxaguante
bucal ProntOral (poli-hexanida), sangue humano, gel nasal Prontoderm (poli-
hexanida) e agar COS. N&o foi identificada qualquer interferéncia para as outras
substancias listadas (Tabela 11 e Tabela 12):

Tabela 11: Lista das substancias e concentragdes utilizadas no teste

(amostras de esfregaco)

RatioAllerg (dipropionato de
beclometasona)

Gel nasal de octenisan (dicloridina de
octenidina)

Mucina

Aciclovir (pomada)
InfectoPioderm (Mupirocina)
Tobramina

FeniHydrocort (hidrocortisona)

10,0% (v/v)

7.0% (p/v)

5,0% (v/v)
0,5% (p/v)
1,80% (p/v)
0,0004% (p/v)
7,0% (p/v)

Tabela 12: Lista das substancias e concentracdes utilizadas no teste

(cultura)

Agar MRSA

RIDA®°GENE MRSA

|20 mg
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14. Histoérico de versoes

Numero da versao| Sec¢ao e designacgao

04/02/2016 Versao anterior
17/11/2020 Reviséo geral:
1. Uso previsto
2. Sumairio e explicagao do teste
3. Principio do teste
5. Instrugbes de armazenamento
6. Reagentes necessarios, mas nao fornecidos
8. Coleta e armazenamento de amostras

9. Realizagao do teste

11. Interpretagdo das amostras

12. Limitagdes do método

13. Caracteristicas de desempenho
14. Historico de versoes

15. Explicagdo dos simbolos

16. Referéncias

15. Explicagado dos simbolos

Simbolos gerais

Para diagnéstico in vitro

Respeitar as instrugdes de utilizacéo
Numero de lote

Data de validade

Temperatura de conservacao
Numero do item

Numero de testes

Data de fabricacéo

Fabricante

LA~ EHE
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Simbolos especificos do teste

Taq Polymerase)

Internal Control DNA

INo Template Control

Positive Control

LLysin Buffer 1]
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