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1. Uso previsto

Para diagnéstico in vitro. O RIDA®GENE Helicobacter pylori ¢ um PCR em tempo
real multiplex para a detecgao qualitativa direta de Helicobacter pylori' e a sua
resisténcia a claritromicina a partir de material de biopsias de tecido nativo humano.

O RIDA®GENE Helicobacter pylori multiplex real-time PCR destina-se ao uso como
auxilio em diagnésticos de infecgbes gastricas causadas por Helicobacter pylori.

2. Sumario e explicacao do teste

Helicobacter pylori (H. pylori) € uma bactéria gram-negativas, em forma de bastéo,
que coloniza o intestino humano. H. pylori aumenta a secregéo de acido no
estdbmago e, portanto, leva a diferentes infec¢des gastricas, tais como gastrite tipo B,
ulceras gastricas ou ulceras duodenais. Mundialmente, H. pylori tem uma taxa de
prevaléncia de 50 %, enquanto a taxa de infecgdo € maior nos paises em
desenvolvimento do que nos paises desenvolvidos. Na Alemanha, cerca de

33 milhdes de pessoas estao infectadas com H. pylori, das quais 10 - 20 %
desenvolvem ulceras. Enquanto a estirpe de H. pylori tipo 2 carece dos fatores
patogénicos cag e VacA, uma infecgdo com a estirpe de H. pylori tipo 1 leva a
ulceras gastroduodenais e, em caso de uma infec¢ao crbénica, aumenta
significativamente o risco de cancer gastrico. Para se proteger do acido gastrico,
H. pylori se instala dentro da mucosa gastrica. Aqui, a H. pylori divide a ureia pela
enzima urease para aumentar o valor do pH em seu entorno préximo.

Hoje, a H. pylori é detectada por microscopia ou usando o ensaio de urease
helicobacter a partir de bidpsias gastricas. Outros métodos de detecgéo sao testes
de antigenos ou testes respiratorios.

Apos o diagnostico de H. pylori, séo possiveis diferentes medidas de tratamento.
Muitas vezes, é utilizada a "Terapia tripla" que consiste em uma combinacao de
amoxicilina, claritromicina e um inibidor de bomba de prétons ou metronidazol,
claritromicina e um inibidor de bomba de proétons.? Entretanto, o aumento da
resisténcia a claritromicina diminui a taxa de sucesso de tal tratamento em 30%.
Além disso, outras resisténcias cada vez mais frequentes contra antibiéticos como o
metronidazol ou a levofloxacina (fluoroquinolona) levam a maiores falhas nas
terapias de erradicagdo da H. pylori.
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3. Principio do teste

O RIDA®GENE Helicobacter pylori € um PCR multiplex em tempo real para a
deteccéo direta e qualitativa de Helicobacter pylori em amostras de bidpsias
humanas.

Apds o isolamento de DNA, verifica-se a amplificagdo dos fragmentos de genes (se
presentes) especificos para Helicobacter pylori (16S rRNA) e uma potencial
resisténcia a claritromicina (23S rRNA).

Os alvos amplificados sdo detectados com sondas de hidrélise, que estao marcadas
em uma extremidade com um supressor € na outra extremidade com um corante
reporter florescente (fluoréforo). Na presenga de um alvo, as sondas hibridizam para
os fragmentos amplificados. Durante a fase de extensao, a | Tag-Polymerase | quebra
a proximidade entre o reporter e o supressor. O reporter emite um sinal fluorescente
que é detectado pela unidade 6tica de um instrumento de PCR em tempo real. O
sinal fluorescente aumenta com a quantidade de fragmentos amplificados formados.
O ensaio RIDA®GENE Helicobacter pylori contém um | Internal Control DNA | (ICD)
como um controle interno do procedimento de preparagao de amostra e/ou para
determinar a eventual inibicao da PCR.

4. Reagentes fornecidos

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

Caédigo do kit Quantidade Cor da tampa

1 | Reaction Mix | 1050 pL | amarelo
2 | Tag-Polymerase | 1x 80 uL | vermelho
D | Internal Control DNA | 2x 1700 pL | laranja

N | No Template Control | 1x 450 uL | branco

P | Positive Control | 1x 200 pL | azul

5. Instrugdes de armazenamento

- Proteja todos os reagentes da luz e armazene a -20 °C. Todos os reagentes podem
ser usados até ao fim do prazo de validade. Depois de vencido o prazo, a garantia
da qualidade ja n&o é valida.

- Descongele cuidadosa e completamente os reagentes antes do uso (por ex., em
um refrigerador a 2 - 8 °C).

- Os reagentes podem sustentar até 20 ciclos de congelamento sem influenciar o
desempenho do teste (por ex., apos o primeiro descongelamento, separe-os em
aliquotas e congele-os imediatamente).

- Durante a preparacgéo da PCR, todos os reagentes devem ser conservados a frio
de forma adequada (2 - 8 °C).
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6. Reagentes necessarios, mas nao fornecidos

O ensaio RIDA®PGENE Helicobacter pylori multiplex real-time PCR é adequado para
ser usado com as seguintes plataformas de extracao e instrumentos de PCR em
tempo real:

Tab. 2 Equipamento necessario

Plataformas de extragao

R-Biopharm RIDA® Xtract
Promega Maxwell® RSC
Roche MagNA Pure 96
Roche LightCycler® 480l
Agilent Technologies Mx3005P

Applied Biosystems ABI 7500
Bio-Rad CFX96™
QIAGEN Rotor-Gene Q

Nota: No Rotor-Gene Q (QIAGEN), use apenas tubos de 0,1 ml.

Se quiser usar outras plataformas de extracédo ou instrumentos de PCR em tempo
real, entre em contato com a R-Biopharm em mdx@r-biopharm.de.

- RIDA®GENE Color Compensation Kit IV (PG0004) para ser usado com o
LightCycler® 480l

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

- Centrifuga com um rotor para tubos de ensaio

- Vortexer

- Pipetas (0,5 - 20 L, 20 - 200 pL, 100 - 1000 pL)

- Ponteiras de filtro

- Luvas descartaveis sem po

- Agua PCR (Grau BioScience, livre de nuclease)
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7. Medidas preventivas

Para diagnéstico in vitro.

Esse teste deve ser realizado apenas por pessoal de laboratorio treinado. As

diretrizes para trabalho em laboratérios médicos devem ser seguidas. O manual de

instrugcdes de realizagao do teste deve ser seguido. Nao pipete amostras ou
reagentes com a boca. Evite o contato com membranas mucosas ou pele com
hematoma. Durante o manuseio de reagentes ou amostras, vista roupa de
seguranga adequada (luvas, avental de laboratério e 6culos de seguranga
apropriados), e lave as mé&os apos concluir a realizagao do teste. Nao fume, coma
ou beba em areas onde as amostras ou reagentes estiverem sendo usados.

- A extracao, a preparacao da PCR e a execucédo da PCR devem ser separadas em
salas diferentes para evitar contaminagdes cruzadas.

- As amostras devem ser tratadas como potencialmente infecciosas, bem como
todos os reagentes e materiais expostos as amostras, devendo ser manuseados
conforme os regulamentos nacionais de segurancga.

- Nao use o kit apds o prazo de validade.

Todos os reagentes e materiais usados devem ser descartados de modo adequado

apods o uso. Para o descarte, consulte as normas nacionais relevantes.

Para mais detalhes, consulte as Folhas de Dados de Segurancga (Safety Data Sheet,
SDS) em www.r-biopharm.com.

8. Coleta e armazenamento de amostras

8.1 Preparagao da amostra a partir de material de biépsia

Para o isolamento de DNA de amostras de bidpsia, utilize um kit de extracéo de
DNA disponivel no mercado (p. ex., RIDA® Xtract (R-Biopharm)) ou o sistema de
extragdo de DNA (p. ex. Maxwell® RSC (Promega)). Extraia o DNA de acordo com
as instrugdes do fabricante.

Recomenda-se incubar a amostra da biépsia durante a noite a 55 °C usando a
Proteinase K antes da extracdo. A partir desta amostra, use o volume apropriado
para a extracdo de acordo com as instrucdes do fabricante.

O teste RIDA®GENE Helicobacter pylori contém um | Internal Control DNA | que detecta
a inibicado da PCR, monitora a integridade do reagente e confirma que a extragédo do
acido nucleico foi suficiente. O | Internal Control DNA | pode ser utilizado como controle
de inibicado da PCR ou como controle de extracido para o procedimento de preparacao
de amostra e como controle de inibicdo da PCR.

Se o | Internal Control DNA | for usado apenas como controle de inibigdo da PCR,
deve ser adicionado 1 pL de | Internal Control DNA | & mistura principal (consulte a
Tab.4).
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Se o Internal Control DNA | for usado como um controle de extracéo para o
procedimento de preparacdo da amostra e como controle de inibigdo da PCR,
devem ser adicionados 20 pL do | Internal Control DNA | durante o procedimento de
extracdo. O | Internal Control DNA | deve sempre ser adicionado & mistura amostra-
tampao de lise e ndo deve ser adicionado diretamente a amostra. Recomendamos
também adicionar 1 L do | Internal Control DNA | & mistura de PCR do controle
negativo e positivo.

9. Realizagao do teste

9.1 Preparagao da mistura principal

Calcule o numero total de reagdes PCR (rea¢cdes de amostra e de controle)
necessarias. Em cada ensaio realizado, devem ser incluidos um controle positivo e
um controle negativo.

Recomendamos calcular um volume adicional de 10 % para compensar pipetagens
imprecisas (ver Tab. 3, Tab. 4). Antes de usar, descongele, misture cuidadosamente
e centrifugue brevemente a | Reaction Mix |, a | Tag-Polymerase |,
o |No Template Control | e o | Internal Control DNA |. Mantenha os reagentes frios o
suficiente durante a etapa (2 - 8 °C).

Tab. 3: Calculo e exemplo de pipetagem para 10 reagdes da mistura principal
(ICD como extragao e controle de inibigao da PCR)

Cadigo Componentes da Volume por 10 reacoes
do kit mistura principal reagao (10 % extra)

| Reaction Mix | 19,3 uL 212,3 uL
2 | Tag-Polymerase | 0,7 uL 7,7 uL
Total 20 pL 220 L

Misture os componentes da mistura principal cuidadosamente e centrifugue
brevemente.

Tab. 4: Calculo e exemplo de pipetagem para 10 reagdes da mistura principal
(ICD apenas como controle de inibicao da PCR)

Cadigo Componentes da Volume por 10 reacoes
do kit mistura principal reagao (10 % extra)

| Reaction Mix | 19,3 uL 212,3 uL
2 | Tag-Polymerase | 0,7 uL 7,7 uL
D | Internal Control DNA|| 1,0 pL 11 pL
Total 21,0 pL 231,0 pL

Misture os componentes da mistura principal cuidadosamente e centrifugue
brevemente.
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9.2 Preparagao da mistura de PCR

Pipete 20 pyL da mistura principal em cada tubo de ensaio (tubo ou placa).

Controle negativo: Adicione 5 pL de | No Template Control | & mistura principal
pré-pipetada.

Nota: Se o|Internal Control DNA |for usado como um controle de extragio
para o procedimento de preparagao da amostra e como controle de
inibicao da PCR, recomendamos adicionar 1 pL
do | Internal Control DNA | a mistura de PCR do controle negativo.

Amostra: Adicione 5 pL de extrato de DNA a mistura principal pré-
pipetada.

Controle positivo: Adicione 5 pL do | Positive Control | & mistura principal pré-
pipetada.

Nota: Se o|Internal Control DNA | for usado como um controle de extragio
para o procedimento de preparacao da amostra e como controle de
inibicao da PCR, recomendamos adicionar 1 yL
do | Internal Control DNA | a mistura de PCR do controle positivo.

Cubra os tubos ou a placa. Centrifugue e coloque no instrumento de PCR em tempo
real. A reagdo de PCR deve ser iniciada de acordo com as definigbes do instrumento
de PCR (consulte Tab. 5, Tab. 6, Tab.7, Tab. 8).
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9.3 Configuragao do instrumento de PCR
9.3.1 Perfil de PCR em tempo real do DNA
Tab. 5: Perfil de PCR em tempo real do DNA para LightCycler® series e Rotor-

Gene Q
Desnaturagéo inicial 1 min, 95 °C
Ciclos 45 ciclos
PCR Desnaturagao 10s,95°C
Recozimento/Extenséo 15,60 °C

indice da temperatura de transicao /

indice de subida Tempo méaximo

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

Tab. 6: Perfil de PCR em tempo real de DNA para Mx3005P, ABI7500, CFX96 ™

Desnaturacéo inicial 1 min, 95 °C

Ciclos 45 ciclos

PCR Desnaturagao 155,95 °C
Recozimento/Extensao 30s,60°C

indice da temperatura de transicéo /

indice de subida VGRS fErie

Nota: O recozimento e a extensdao ocorrem na mesma etapa.
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9.3.2 Perfil de PCR em tempo real universal

Nota: O perfil de PCR em tempo real universal deve ser utilizado apenas em
testes de DNA quando houver a combinagio dos testes RIDA®GENE
DNA e PCR em tempo real de RNA em uma execugao.

Tab.7:  Perfil de PCR em tempo real universal para LightCycler® series

Transcrigéo reversa 10 min, 58 °C
Desnaturacéo inicial 1 min, 95 °C
Ciclos 45 ciclos
PCR Desnaturacéao 10s,95 °C
Recozimento/Extenséo 15's,60 °C

indice da temperatura de transicéo /

indice de subida Tempo maximo

Nota: O recozimento e a extensdao ocorrem na mesma etapa.

Tab. 8: Perfil de PCR em tempo real universal para Mx3005P, ABI7500, CFX96™
e Rotor-Gene Q

Transcricdo reversa 10 min, 58 °C
Desnaturacéo inicial 1 min, 95 °C
Ciclos 45 ciclos
PCR Desnaturagéao 15,95 °C
Recozimento/Extenséo 30s,60°C

indice da temperatura de transicéo /

indice de subida Tempo maximo

Nota: O recozimento e a extensao ocorrem na mesma etapa.
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9.4 Configuragao dos canais de detecgao

Tab.9: Selecao dos canais de deteccdo adequados

Instrumento
de PCR em

Deteccéao

Canal de

deteccao

Indicagao

tempo real

Roche
LightCycler®
48011

ABI 7500

Agilent Techn.

Mx3005P

Qiagen Rotor-
Gene Q

Bio-Rad
CFX96™

10

H. pylori

ICD

Resisténcia a
claritromicina

H. pylori

ICD

Resisténcia a
claritromicina

H. pylori

ICD

Resisténcia a
claritromicina

H. pylori

ICD

Resisténcia a
claritromicina

H. pylori

ICD

Resisténcia a
claritromicina

2018-11-12

465/510
533/580
618/660
FAM
VIC
Cy5
FAM
HEX
Cy5
Verde
Amarelo
Vermelho
FAM
VIC

Cy5

E necessario o
RIDA®GENE Color
Compensation Kit IV
(PG0004)

Verifique se a opgao de
referéncia passiva ROX
esta em nenhum

Verificar se nao é
corante de referéncia

As configuragoes de
ganho devem ser
definidas em 5 de
acordo com as
configuragoes padrao
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10. Controle de qualidade

A analise das amostras é realizada pelo software do instrumento de PCR em tempo
real usado, de acordo com as instrugdes do fabricante. O controle positivo e o
controle negativo devem mostrar resultados corretos (ver a Tabela 10, Fig. 1, Fig. 2),
para poder determinar uma execucao valida.

O | Positive Control | tem uma concentragdo de 103 cépias/uL. Em cada execugdo da
PCR, ele é usado em um valor total de 5 x 102 copias.

Tab. 10: Para uma execugéao valida, € necessario preencher as seguintes

condicoes:
Amostra Resu_ltado i ICD Ct Ct Alvo
ensaio
Veja o Certificado
Controle positivo Positivo NA *1 de Garantia de
Qualidade
Controle negativo Negativo Ct>20 0

*! N&o é necessario um valor de Ct para o ICD para obter um resultado positivo do controle
positivo.

Se o controle positivo ndo for positivo dentro do intervalo de Ct especificado, mas o
Controle negativo for valido, prepare todas as reagdes incluindo os controles.

Se o controle negativo nao for negativo, mas o controle positivo for valido, prepare
todas as reacdes incluindo os controles.

Se os critérios exigidos n&o forem preenchidos, os itens a seguir devem ser
verificados antes de repetir o teste:

- Data de validade dos reagentes utilizados
- Funcionalidade da instrumentacéo utilizada
- Desempenho correto de realizagéo do teste
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Amplification Curves
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Fig. 1: Execugéao correta do controle positivo e negativo (Helicobacter pylori) no
LightCycler® 480lI
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Fig. 2: Execugéao correta do controle positivo e negativo (resisténcia a
claritromicina) no LightCycler® 480lI
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11. Interpretagao dos resultados

A interpretacao dos resultados € realizada de acordo com a Tabela 11.
Tab. 11: Interpretacdao das amostras

Helicobacter Resisténcia a

; . . . ICD Resultado

pylori claritromicina
positivo negativo positivo/negativo |H. pylori detectavel

ositivo ositivo* ositivo/negativo H. pylori e resisténcia a
P P P 9 claritromicina detectaveis
negativo positivo* positivo/negativo |H. pylori ndo detectada
negativo negativo positivo Genes alvo nao detectados
negativo negativo negativo Invalido

*Nota: Ao usar o LightCycler® 4801l (Roche) ou o CFX96™ (Biorad), o sinal de
fluorescéncia de um sinal verdadeiramente positivo no canal de
resisténcia a claritromicina (Cy5) tem de ser mais de 20 % do sinal de
fluorescéncia do controle positivo ou ao usar o Mx3005P (Agilent
Technologies), o ABI 7500 (Applied Biosystems) ou o Rotor-Gene Q
(Qiagen), o sinal de fluorescéncia tem de ser mais de 10 % do sinal de
fluorescéncia do controle positivo. Para uma avaliagao mais clara,
recomendamos definir o limite deste valor (10 % ou 20 % do sinal de
fluorescéncia do controle positivo).

Uma amostra € considerada negativa se a amostra n&o apresentar nenhum sinal de
amplificacdo no sistema de deteccdo, mas o DNA de | Internal Control DNA | for
positivo. Uma inibicdo da reagdo PCR ou uma falha no procedimento de extragao
podem ser excluidas através da deteccado do | Internal Control DNA |.

Uma amostra é considerada positiva, se a amostra de DNA e
o] | Internal Control DNA | apresentarem um sinal de amplificacdo no sistema de
deteccgao.

Uma amostra € considerada positiva, se a amostra apresentar um sinal de
amplificacdo no sistema de deteccdo, mas o | Internal Control DNA | for negativo. A
deteccao do controle de amplificacédo interno ndo é necessaria, porque as altas
concentragdes do fragmento amplificado podem causar um sinal fraco ou ausente do
controle de amplificacao interno.

Uma amostra é considerada invalida, se a amostra e o | Internal Control DNA | ndo
apresentarem nenhum sinal de amplificagao no sistema de deteccido. A amostra
continha um inibidor de PCR ou ocorreu uma falha no procedimento de extracido. A
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amostra extraida precisa ser diluida adicionalmente com agua PCR (1:10) e
reamplificada, ou o isolamento e a purificacdo da amostra devem ser melhorados.

12. Limitagoes do método

1.

2.

14

O resultado da analise molecular ndo deve levar ao diagndstico, mas sim ser
sempre considerado no contexto do histérico médico e dos sintomas do paciente.
Este teste somente é validado para material de bidpsias.

A coleta, o transporte, 0 armazenamento e o processamento inadequados da
amostra ou uma carga patogénica na amostra inferior a sensibilidade analitica
podem resultar em resultados falso negativos.

A presencga de inibidores de PCR pode causar resultados invalidos.

Mutagdes ou polimorfismos na primeira coleta ou regides de ligagcao de sonda
podem afetar a deteccédo de novas variantes, acarretando em um resultado falso
negativo com o ensaio RIDA®GENE Helicobacter pylori.

Do mesmo modo que em todos os testes de diagndstico in vitro com base em
PCR, é possivel detectar os niveis de alvo extremamente baixos, inferiores ao
limite de detecgéo (LoD), mas os resultados podem néo ser reproduziveis.

Um resultado positivo nos testes néo indica necessariamente a presenca de
organismos viaveis. No entanto, um resultado positivo indica a presencga dos
genes alvo (16S rRNA, 23S rRNA).

Em casos individuais, pode ocorrer fraca reatividade cruzada no canal de
claritromicina na presenga de organismos que também carregam o genoma do
tipo selvagem da claritromicina, mas que n&o sao Helicobacter pylori.

Em casos individuais, a reatividade cruzada pode ocorrer no canal H. pylori na
presenca de Helicobacter felis, embora o H.pylori ndo esteja presente na amostra
(reatividade cruzada).
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13. Caracteristicas de desempenho

13.1. Desempenho clinico

Em um estudo clinico de validagao retrospectiva, analisamos 225 e 139 amostras
clinicas humanas com o ensaio RIDA®GENE Helicobacter pylor em comparagéo
com culturas e um segundo método de PCR comercial em um instituto na Alemanha.

Tab. 12: Correlagdo da Helicobacter pylori e dos resultados da resisténcia a
claritromicina com o RIDA®GENE Helicobacter pylori multiplex real-time
PCR e o método de referéncia.

Padrao de
referéncia

Positivo Negativo Total

Helicobacter pylori:

)]3S Positivo 115 2 117 Sensibilidade: 100 %

Helicobacter
pylori Negativo 0 108 108 Especificidade: 98 %

Total 115 110 225

Resisténcia a claritromicina:

Padrao de
referéncia

Positivo Negativo Total

H{[p): el S Positivo 78 2 80 Sensibilidade: 96 %
Helicobacter
pylori Negativo

w

56 59 Especificidade: 97 %

Total 81 58 139
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13.2 Sensibilidade analitica

O RIDA®GENE Helicobacter pylori multiplex real-time PCR tem um limite de
deteccao de = 10 copias de DNA por reacao.

As seguintes figuras 3 e 4 apresentam uma série de diluigdo de Helicobacter pylori e
de resisténcia a claritromicina (10° - 10" copias de DNA cada por uL) no
LightCycler® 480ll.

Amplification Curves
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Fig. 3: Séries de diluigdo de H. pylori (10° - 10" cépias de DNA por uL) no
LightCycler® 480l
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Amplification Curves
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Fig. 4: Séries de diluicdo de resisténcia a claritromicina (10° - 10" copias de DNA
por uL) no LightCycler® 480lI

O limite de detecgao de todo o procedimento depende da matriz da amostra, da
extracao de DNA e da concentracdo de DNA.
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13.3 Especificidade analitica

A especificidade analitica do RIDA®GENE Helicobacter pylori multiplex real-time
PCR é especifica para Helicobacter pylori de amostras de bidpsias humanas. Nao foi
detectada nenhuma reagao cruzada em relagao as seguintes espécies (ver Tab. 13):

Tab. 13: Testes de reatividade cruzada

18

2018-11-12

Adenovirus 40’ Campylobacter Enterobacter Pseudomonas

humano, estirpe A .

D upsaliensis cloacae aeruginosa

ugan

Adenovirus ‘.“ ’ Candida Enterococcus .

humano, estirpe . . Rotavirus
albicans faecalis

Tak

Aeromonas Citrobacter G/ar d{a . Salmonella

hydrophila freundi intestinalis enteritidis

yarop Portland 1
Arcobacter Clostridium G/ar d{a . Salmonella
butzeri difficile intestinalis WB | - | 4 piurium
Clone C6
. Clostridium Klebsiella Serratia

Astrovirus : . .
perfringens oxytoca liquefaciens

Bacillus cereus C/ostr/q/um Ll Shigella flexneri
sordellii monocytogenes

Bac{grmdes Cryptosporidium Norovirus GGl Staphylococcus

fragilis parvum aureus

Campylobacter E. coli ] Vibrio

coli (O157:H7) Norovirus GGl parahaemolyticus

Campylobacter | | g o/ (026:H-) | - | Proteus vuigaris | - | Yersina

Jejuni enterocolitica

Campylobacter | | £ . (06)

lari subsp. lari
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