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1. Uso previsto

Para diagnéstico in vitro. O teste RIDAPUNITY Bacterial Stool Panel, realizado na
plataforma RIDAPUNITY, ¢ uma PCR multiplex em tempo real para detecgéo e
diferenciacao qualitativa direta de DNA de Campylobacter spp. (C. coli, C. lari,

C. jejuni), Salmonella spp. e Yersinia enterocolitica em amostras de fezes humanas
nao tratadas de pessoas com sinais e sintomas de gastroenterite aguda.

O teste RIDAPUNITY Bacterial Stool Panel destina-se a oferecer suporte ao
diagnostico de infecgdes bacterianas (Campylobacter spp. (C. coli, C. lari, C. jejuni),
Salmonella spp. e Yersinia enterocolitica) em pacientes com sintomas de
gastroenterite em conjunto com outros achados clinicos e laboratoriais.

Resultados negativos ndo descartam a infecgao por Campylobacter spp. (C. coli,

C. lari, C. jejuni), Salmonella spp. ou Yersinia enterocolitica e nao devem ser usados
como unica base para o diagnodstico.

O produto é destinado ao uso profissional.

2. Sumario e explicacao do teste

As doencas diarreicas sdo um problema de saude significativo e causam
aproximadamente 1,7 bilhdes de casos por ano em criangas em todo o mundo.("
Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), com aproximadamente

525.000 mortes por ano, elas s&o a segunda principal causa de morte em criangas
menores de 5 anos, especialmente em paises em desenvolvimento.(!) Infecgdes por
Campylobacter spp., Salmonella spp. e Yersinia enterocolitica sdo causas
frequentes de casos de diarreia bacteriana.@

Em nivel mundial, as espécies de Campylobacter sdo uma das quatro causas mais
frequentes de diarreia bacteriana.® Nos EUA, estes patdégenos causam
aproximadamente 1,5 milhdo de casos (campilobacteriose) por ano. De acordo
com o Instituto Robert Koch (RKI), a incidéncia na Alemanha é de 80 a 90 casos por
100.000 pessoas.® A esmagadora maioria das infecgdes por Campylobacter
relatadas é causada por C. jejuni , cuja incidéncia mundial supera até mesmo a da
E. coli.?3) A C. coli é também uma espécie importante dentro do género e é
responsavel por 1 a 25 % de todos os casos de diarreia induzida por
Campylobacter.® As infecgdes por Campylobacter em humanos s&o principalmente
relacionadas com alimentos. A principal via de transmissao €&, portanto, o consumo
de carne contaminada, mal cozida, bem como de leite cru e agua contaminada. Uma
dose infecciosa é relativamente baixa a 500 bactérias.(® O periodo tipico de
incubacgédo da Campylobacter spp. € de 1 a 7 dias com diversos sintomas de doenca.
Os sintomas caracteristicos da campilobacteriose s&o diarreia com fezes aquosas a
sangrentas, febre, fraqueza e dor de estomago. %

As espécies de Salmonella sao também uma das principais causas de gastroenterite
bacteriana em todo o mundo. O género Salmonella esta dividido em 2 espécies,

S. enterica e S. bongori, e atualmente inclui aproximadamente 2.500 serotipos. A
salmonella pode causar trés formas de salmonelose: ndo invasiva e nao tifoide,
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invasiva e n3o tifoide, e febre tifoide.?) De acordo com os Centros de Controle e
Prevengao de Doengas (CDC), ha aproximadamente 1,35 milhdo de casos de
salmonelose por ano nos EUA, com mais de 26.500 internacdes hospitalares e

420 mortes.® A maioria dos casos de salmonelose é causada por S. typhimurium e
S. enteritidis. Em contraste, o tifo € causado por S. typhi e S. paratyphi A, B, ou
C.MEm todo o mundo, ha quase 22 milhdes de casos de tifo por ano, com

200.000 mortes.® A salmonella é transmitida através do consumo de ovos ou
produtos que contenham ovos mal preparados, carne crua, agua contaminada ou
contato com animais infectados.”) Uma dosagem infecciosa de salmonella varia de 1
a 1.000 bactérias. A salmonelose aparece ap6s um periodo de incubacéo de 6 a
72 horas com sintomas clinicos como nauseas, vomitos, cdlicas estomacais,
diarreia, febre e dor de cabeca.?® ")As pessoas com tifo sofrem de dor de cabecga,
dores nos membros, febre alta (de 39 °C a 41 °C) , e queixas abdominais em 2 a

3 dias.®

Yersinia enterocolitica € uma das trés espécies de Yersinia (Y. pestis,

Y. pseudotuberculose) do género Yersinia. Y. enterocolitica e Y. pseudotuberculose
podem causar yersiniose intestinal. De acordo com o CDC, nos EUA ocorrem quase
117.000 casos de Y. enterocolitica por ano, com 640 internacdes hospitalares e

35 mortes.® Uma infecgéo por Y. enterocolitica é oriunda de alimentos
contaminados, especialmente carne de porco crua ou mal cozida, ou agua
contaminada.('® Apds um periodo de incubacao de 3 a 7 dias, as pessoas com
yersiniose sofrem de diarreia, vémitos e dores de estdbmago. Os sintomas podem
durar até 3 semanas.(1% 11

RIDA®UNITY Bacterial Stool Panel 2022-04-28 3



3. Principio do teste

O teste RIDAPUNITY Bacterial Stool Panel € uma PCR multiplex em tempo real para
a detecgéao qualitativa direta de Campylobacter spp. (C. coli, C. lari, C. jejuni),
Salmonella spp. e Yersinia enterocolitica em amostras de fezes humanas.

O processamento é totalmente automatizado com o sistema RIDAPUNITY. Primeiro,
os acidos nucleicos sdo extraidos usando o RIDA®PUNITY Universal Extraction Kit e o
Kit de Controle Interno.

A sequéncia-alvo é detectada em um formato de RT-PCR em tempo real de uma
etapa, ou seja, a transcri¢ao reversa (RT) e a PCR subsequente sao realizadas em
um tubo de ensaio. No processo, o RNA isolado é transcrito para o cDNA com ajuda
de uma transcriptase reversa. Os fragmentos de genes especificos para
Campylobacter spp. (16S rDNA), Salmonella spp. (ttr), e Yersinia enterocolitica
(ystA/ystB) sdo entdo amplificados usando a PCR em tempo real.

As sequéncias-alvo amplificadas de Campylobacter spp., Salmonella spp. e

Y. enterocolitica sdo detectadas usando sondas de hidrolise que s&o rotuladas com
um supressor em uma extremidade e um corante indicador fluorescente (fluoréforo)
na outra. As sondas hibridam com o fragmento amplificado na presen¢a de uma
sequéncia-alvo. Durante a extensao, a Taq polimerase separa o marcador do
supressor. O reporter emite um sinal fluorescente que € detectado pela unidade
optica de um instrumento de PCR em tempo real. O sinal fluorescente aumenta com
a quantidade de fragmentos de amplicons formados. O RIDAPUNITY Internal Control
Kit deve ser usado ao mesmo tempo para que seja possivel verificar a preparagao
da amostra e/ou a potencial inibicao da PCR.

4. Reagentes fornecidos

Os reagentes do kit s&o suficientes para 96 determinagdes.*

Tab. 1: Reagentes fornecidos

Quantidade | Cor da tampa

| Reaction Mix| 1 x | 1935 yL | amarelo, pronto para uso

| Enzyme Mix | 1x | 350 uL | vermelho, pronto para uso
| Positive Control | 1 x 200 pL | azul, pronto para uso

| Negative Control | 1 x 450 pL | branco, pronto para uso

*Com o uso repetido e em séries menores, 0 nimero de reagdes pode ser reduzido.
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5. Instrugdes de armazenamento

- Siga as orientagdes de manuseio da Tabela 2 e guarde o kit diretamente apds a
utilizacdo, de acordo com as informacdes especificadas.

- Todos os reagentes devem ser armazenados longe da luz de -16 °C a -28 °C e, se
nao abertos, podem ser usados até a data de validade impressa no rotulo. A
garantia de qualidade néo é valida apds a data de validade.

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

- O congelamento/descongelamento repetido até 8 vezes nao afeta as propriedades
do teste.

- Tab. 2: Condi¢des de armazenamento e informacéao

Temperatura de o
Tempo maximo de armazenamento
armazenamento

fechado 16 °C 3 -28 °C Pode ser usad(? até a data de
validade impressa
8 ciclos de

aberto -16 °Ca-28 °C
congelamento-descongelamento
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6. Reagentes necessarios, mas nao fornecidos

O teste de RIDAPUNITY Bacterial Stool Panel multiplex real-time RT-PCR é
destinado exclusivamente para utilizagdo com o sistema RIDA®UNITY. Os seguintes
produtos sdo absolutamente necessarios para utilizagao correta.

6.1 Reagentes

Os seguintes reagentes sdo necessarios para realizar o teste RIDAPUNITY Bacterial
Stool Panel:

RIDA®UNITY Universal Extraction Kit (R-Biopharm AG) UNOO0O1
RIDA®PUNITY Internal Control Kit (R-Biopharm AG) UNO0010

6.2 Equipamentos de laboratoério

Os seguintes equipamentos sdo necessarios para realizar o teste RIDAPUNITY
Bacterial Stool Panel:

Equipamentos

Sistema RIDAPUNITY (R-Biopharm)

Consumiveis RIDAPUNITY

(pontas, placas, frascos de reacgao, filmes). Consultar as instrugbes de
utilizagdo do sistema RIDA®PUNITY, solicitando informagdes sobre consumiveis.
Vortexer

Centrifuga de bancada

Luvas descartaveis sem po

O kit RIDA®PUNITY Bacterial Stool Panel pode ser usado em conjunto com outros
cicladores compativeis. Os instrumentos alternativos de PCR em tempo real devem
ser verificados/validados pelo usuario. Por favor, entre em contato com a
R-Biopharm AG em pcr@r-biopharm.de para verificagdo de compatibilidade.
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7. Avisos e medidas preventivas para os usuarios

Para diagnéstico in vitro.

Esse teste deve ser realizado apenas por pessoal de laboratoério qualificado. Devem
ser observadas as diretrizes para trabalho em laboratérios médicos.

Ao realizar este teste, sempre siga estritamente o manual de operagao.

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

Utilize equipamentos de seguranga 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.
Evite contaminar as amostras e componentes do kit com micrébios e nucleases
(DNase/RNase).

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.

Nao substitua ou combine os componentes (Reaction Mix, Enzyme Mix,

Positive Control, Negative Control) de um lote de um kit com os componentes de
outro lote.

O kit de teste pode ser usado dentro de 4 semanas apos a primeira abertura e nao
deve ser usado apds a data de validade. Estas especificacbes também sao
verificadas pelo sistema RIDA®UNITY.

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

Mais detalhes sobre as Folhas de Dados de Seguranga (Safety Data Sheet, SDS)
podem ser encontrados sob o numero do item em
https://clinical.r-biopharm.com/search/.

Para usuarios na Unido Europeia: Comunicar todos os eventos adversos graves
associados ao produto a R-Biopharm AG e as autoridades nacionais competentes.

O resumo de segurancga e desempenho (SSP) deste produto estara disponivel em
https://ec.europa.eu/tools/eudamed assim que a Base de Dados Europeia de
Dispositivos Médicos (EUDAMED) for iniciada. Na base de dados, procure o
dispositivo usando o UDI-DI localizado na embalagem externa do dispositivo.
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8. Coleta e armazenamento de amostra

Recomenda-se a utilizagdo de material de amostra fresca para obter o melhor
desempenho possivel do ensaio RIDAPUNITY Bacterial Stool Panel.

Evite congelar e descongelar repetidamente a amostra.

Nao colete as amostras de fezes em recipientes de transporte que contenham meios
de transporte com conservantes, soros animais, ions metalicos, agentes oxidantes
ou detergentes, pois tais substancias podem interferir com os testes RIDAPUNITY.

Recomenda-se produzir aliquotas das amostras para evitar o descongelamento e o
congelamento repetidos. As amostras congeladas devem ser descongeladas
imediatamente antes da extragao para evitar a degradagéo dos acidos nucleicos.

Siga as especificagbes de armazenamento das amostras na Tabela 3, Tabela 4 e
Tabela 5.

Tab. 3: Armazenamento de amostras - detec¢gao de Campylobacter spp. (C. coli,
C. lari, C. jejuni)

Amostras nativas - fezes

20-25°C 2-8°C -20°C/-80°C

< 7 dias < 7 dias <3 meses/ <6 meses
+30 °C +4 °C -20 °C

< 24 horas < 36 horas <7 dias

A uma temperatura de armazenamento de -20 °C /-80 °C, o
congelamento/descongelamento repetido do eluato por até 3 vezes nao afeta as
propriedades do teste.

Tab.4: Armazenamento de amostras - detecgdo de Salmonella spp.

Amostras nativas - fezes

20-25°C 2-8°C -20°C/-80 °C
<1 dia < 7 dias < 6 meses
+30 °C +4 °C -20 °C

< 24 horas < 36 horas <7 dias

A uma temperatura de armazenamento de -20 °C /-80 °C, o
congelamento/descongelamento repetido das amostras/eluatos por até 3 vezes nao
afeta as propriedades do teste.
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Tab. 5: Armazenamento de amostras - deteccio de Yersinia enterocolitica

Amostras nativas - fezes

20-25°C 2-8°C -20°C/-80°C
- < 7 dias < 6 meses
+30 °C +4 °C -20 °C

< 24 horas < 36 horas <7 dias

A uma temperatura de armazenamento de -20 °C /-80 °C, o
congelamento/descongelamento repetido das amostras/eluatos por até 3 vezes nao
afeta as propriedades do teste.

8.1 Preparacao de DNA a partir de amostras de fezes

Para isolar o DNA das amostras de fezes, use o RIDAPUNITY Universal Extraction
Kit (UNOOO1). Siga os procedimentos especificos de uso das instru¢des de utilizagdo
do RIDA®PUNITY Universal Extraction Kit (Segdo: Preparagdo de acido nucleico a
partir de amostras de fezes).

9. Realizagao do teste

Coloque tanto as amostras como os reagentes do kit RIDA®UNITY Bacterial Stool
Panel no sistema RIDAPUNITY no inicio da utilizacao.

Antes, misture adequadamente a | Reaction Mix |, | Negative Control | e
| Positive Control | usando um agitador vortex. Nao agite a | Enzyme Mix|. Em
seguida, centrifugue brevemente todos os componentes.

Os tubos de PCR das amostras a serem examinadas devem ser posicionados
antecipadamente no ciclador de PCR integrado.

Os processadores estao configurados para carregar corretamente o sistema com
reagentes e consumiveis. Para o processo de abastecimento, siga as instrugdes do
sistema RIDA®PUNITY. Observe as secdes relevantes no manual do sistema
RIDA®PUNITY (Secao: Realizagdo da execugdo).

O teste RIDAPUNITY Bacterial Stool Panel pode ser usado apenas em combinagao
com o RIDA®PUNITY Internal Control Kit. Isto permite o reconhecimento antecipado
da potencial inibicdo da PCR, verificagdo da integridade do reagente e confirmacgéao
da extragcao bem-sucedida do acido nucleico. O procedimento esta descrito nas
instrugdes de utilizagdo do RIDA®PUNITY Internal Control Kit (Segdo: Realizagdo do
teste).
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O processamento automatizado é descrito no manual do sistema RIDA®UNITY
(Secéo: Realizagdo da execugéo).

9.1 Configuragoes do dispositivo

9.1.1 Perfil de PCR em tempo real universal

Para harmonizar os ensaios RIDA®GENE, o ensaio RIDA®PUNITY Bacterial Stool
Panel é verificado exclusivamente no perfil universal. Isto torna possivel combinar os
ensaios de DNA e RNA um com o outro. De maneira geral, a transcri¢cao reversa,
portanto, vem em primeiro lugar no perfil universal.

Tab. 6:  Perfil universal de PCR em tempo real para o RIDAPUNITY

Transcric&o reversa 10 min, 58 °C
Desnaturacgéo inicial 1 min, 95 °C
Ciclos 45 ciclos
PCR Desnaturagao 10s,95°C
Recozimento/extensédo 15,60 °C

indice da temperatura de transicao/

indice de subida Tempo méaximo

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

9.2 Configuragao do canal de detecgao

Tab.7: Selecio dos canais de deteccdo adequados

Instrumento de PCR | Deteccao Canal de Indicagao
em tempo real deteccao

Salmonella spp. SEEK canal Sal
R-Biopharm Controle Interno HEX SEEK canal ICD
RIDAUNITY Yersinia enterocolitica ROX SEEK canal Yers

Campylobacter spp. Cy5 SEEK canal Campy
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10. Controle de qualidade - indicagao de instabilidade ou expiragao de
reagentes

As amostras s&o avaliadas usando o software analitico RIDA®SEEK do sistema
RIDA®UNITY. O | Negative Control | e o | Positive Control | devem mostrar os
resultados corretos (ver Tab. 8).

O | Positive Control | esta presente em uma concentracdo de 103 copias/pL. E usado
em uma quantidade total de 5 x 103 copias em cada execucgdo de PCR.

O | Negative Control | ja contém o RIDAPUNITY Internal Control. Uma vez que os
controles ndo contém um modelo, nenhum sinal deve ser antecipado nos canais-
alvo. Os sinais positivos no canal IC com o qual o controle interno é detectado séo
essenciais (ver Tab. 8).

Tab. 8: Uma execucgdo de PCR valida deve atender as seguintes condigdes:

Amostra Resultado IC Ct Gene-alvo Ct
Controle positivo + n/a* Ver Certificate of

Analysis
Controle negativo - Ct>20 0

*Um valor de Ct para o IC ndo é necessério para obter um resultado positivo do controle positivo.

Se o controle positivo n&o estiver dentro da faixa Ct especificada, mas o controle
negativo for valido, todas as reagdes, incluindo os controles, precisam ser
reanalisadas na PCR.

Se o controle negativo nao for negativo, mas o controle positivo for valido, todas as
reacdes, incluindo os controles, precisam ser reanalisadas na PCR.

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

- Data de validade dos reagentes utilizados
- Funcionalidade do equipamento que esta sendo utilizado
- Execucgéo correta do teste

Se as condi¢des ainda nao forem cumpridas apds repetir o teste, consulte o
fabricante ou seu distribuidor local R-Biopharm.
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11. Avaliagao e interpretagao

A avaliagdo e interpretacdo das amostras sao feitas usando o software analitico do
sistema RIDA®PUNITY, o RIDA®SEEK.

Neste momento, ndo existe nenhum método de referéncia reconhecido
internacionalmente ou material de referéncia para a padronizagao. Os materiais de
controle séo rastreaveis metrologicamente até o padrao interno da R-Biopharm AG
com base em fragmentos amplificados de DNA especificos.

Para obter mais informagdes sobre rastreabilidade metroldgica, entre em contato
com a R-Biopharm AG.

Os valores especificados, intervalos e outros detalhes podem ser encontrados no
Certificado de Analise (Certificate of Analysis, CoA) anexo.

Tab. 9: Interpretagdo dos resultados™

T

Salmonella Yersinia Campylobacter IC

i Resultado
spp. enterocolitica spp.

+ - - +/- | Salmonella spp. detectavel

- + - +/- | Yersinia enterocolitica detectavel

- - + +/- | Campylobacter spp. detectavel

+ + ) +/- Salmonella spp. e Yersinia
enterocolitica detectaveis

+ ) + +- Salmonella spp. e Campylobacter
spp. detectaveis

i + + +- Yersinia enterocolitica e
Campylobacter spp. detectaveis
Salmonella spp., Yersinia

+ + + +/- | enterocolitica e Campylobacter
spp. detectaveis

- - - + | Gene-alvo nao detectavel

- - - - | Invalido

* + = positivo
- = negativo

Uma amostra é positiva se a amostra de DNA e o Internal Control | mostrarem um
sinal de amplificagao no sistema de deteccéo.

A amostra também é positiva se 0 DNA da amostra mostrar um sinal de
amplificagdo, mas nenhum sinal de amplificacdo puder ser visto para

o | Internal Control | no sistema de detecgdo. A deteccdo do | Internal Control | ndo é
necessaria neste caso, porque as altas concentragdes de fragmentos amplificados
podem causar um sinal fraco ou ausente do | Internal Control |.
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Uma amostra € negativa se a amostra de DNA n&o mostrar um sinal de
amplificacdo, mas um sinal de amplificacéo for visivel para o | Internal Control | no
sistema de detecc¢ao. A inibicdo da reacao de PCR pode ser excluida através da
deteccdo do | Internal Control |.

Uma amostra é invalida se o DNA da amostra e o | Internal Control | ndo mostrarem
um sinal de amplificacao no sistema de deteccio. Os inibidores de PCR estao
presentes na amostra ou ocorreu um erro durante o processo de extracao.

12. Limitagoes do método

1. O teste RIDAPUNITY Bacterial Stool Panel detecta o DNA de Campylobacter
spp. (C. coli, C. lari, C. jejuni), Salmonella spp. e Yersinia enterocolitica de
amostras de fezes humanas n&o tratadas. Uma conex&o entre o nivel do valor
Ct determinado e a ocorréncia de sintomas clinicos graves nao pode ser
derivada disso. Os resultados obtidos sempre devem ser interpretados em
combinagao com os sintomas clinicos como um todo.

2. O diagndstico ndo deve ser baseado apenas no resultado da analise biolégica
molecular, mas deve sempre levar em conta a histéria médica e os sintomas do
paciente.

3. Este teste somente é aprovado para processamento automatizado usando o
sistema RIDA®UNITY.

4. Este teste somente é validado para amostras de fezes.

5. Amostragem, transporte, armazenamento e manuseio inadequado ou carga de
patégenos abaixo da sensibilidade analitica do teste podem levar a resultados
falso-negativos.

6. A presenca de inibidores de PCR pode levar a resultados falsos negativos ou
invalidos.

7. Como em todos os testes de diagnostico in vitro baseados em PCR,
concentracdes extremamente baixas das sequéncias-alvo que estdo abaixo do
limite de detecgéo (LoD 95 %) podem ser detectadas. Os resultados obtidos
nem sempre sao reproduziveis.

8. Mutagdes ou polimorfismos nos locais de ligagédo do iniciador ou da sonda
podem interferir na detecgao de variantes novas ou desconhecidas e podem
levar a resultados falso-negativos usando o teste RIDAPUNITY Bacterial Stool
Panel.

9. Um resultado positivo nos testes ndo indica necessariamente a presencga de
organismos viaveis. Um resultado positivo indica que os genes-alvo (Salmonella
spp. (ttr), Yersinia enterocolitica (ystAlystB), Campylobacter spp. (16S rDNA,
apenas C. coli, C. lari, C. jejuni)) estdo presentes.

10. Este ensaio deve ser realizado em conformidade com o regulamento sobre Boas
Praticas Laboratoriais (BPL). Os usuarios devem seguir as instrugdes do
fabricante com precisao ao realizar o teste.
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13. Caracteristicas de desempenho

13.1  Caracteristicas de desempenho clinico

O teste RIDAPUNITY Bacterial Stool Panel multiplex real-time PCR foi comparado
num laboratério externo com um teste de referéncia com marcacgao CE.

Um total de 405 amostras de fezes de pacientes com sintomas clinicos de infecgao
gastrointestinal, que foram pré-testados positivos ou negativos para Campylobacter
spp., Salmonella spp. e Yersinia enterocolitica, foram analisados usando o
RIDA®PUNITY Bacterial Stool Panel e o teste de referéncia com marcacéao CE.

Os resultados dos patégenos individuais sdo mostrados nas Tabelas 10 a 12:

Tab. 10: Deteccao de Campylobacter spp. (C. coli, C. lari, C. jejuni)

PCR de referéncia

Positivo | Negativo | Total

RIDA®PUNITY Bacterial Stool Panel - Positivo | 118 0 118
Campylobacter spp. -
(C. coli, C. lari, C. jejuni) Negativo| 11 276 287

Total 129 276 405

Sensibilidade relativa (IC 95 %) 91,5 % (85,3 % - 95,7 %)
Especificidade relativa (IC 95 %) 100 % (98,7 % - 100 %)

Tab. 11: Deteccao de Salmonella spp.

PCR de referéncia

Positivo | Negativo | Total

RIDA®UNITY Bacterial Stool Panel - S0 IUKEE 1 119
Salmonella spp. Negativo| 18 268 286

Total 136 269 405

Sensibilidade relativa (IC 95 %) 86,8 % (79,9 % - 92,0 %)
Especificidade relativa (IC 95 %) 99,6 % (97,9 % - 100 %)
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Tab. 12: Deteccéao de Yersinia enterocolitica

PCR de referéncia

Positivo | Negativo | Total

RIDACPUNITY Bacterial Stool Panel - [T BCE2, 0 94
Yersinia enterocolitica Negativo| 8 303 311

Total 102 303 405

Sensibilidade relativa (IC 95 %) 92,2 % (85,1 % - 96,6 %)
Especificidade relativa (IC 95 %) 100 % (98,8 % - 100 %)

13.2 Caracteristicas de desempenho clinico
13.2.1 Limite de deteccao (LoD 95 %)

Uma amostra de controle positivo (amostras negativas de fezes, fortificadas) foi
medida em cinco etapas de diluicdo (em etapas de 0,25-log) para cada alvo e matriz
com 20 réplicas por etapa em um lote para determinar o LoD. Isto foi seguido por
uma analise de probit. Em seguida, o LoD calculado foi confirmado com 20 réplicas
por alvo e matriz para a etapa/concentracao da diluicdo calculada.

Para os testes foram utilizadas as seguintes estirpes:

Salmonella typhimurium: ATCC® 14028™
Yersinia enterocolitica: DSM 13030
Campylobacter jejuni: ATCC® 33291™
Campylobacter coli: ATCC® 43478™
Campylobacter lari: DSM 11375

Para detectar o DNA de Campylobacter spp. (C. coli, C. lari, C. jejuni), Salmonella
spp. e Yersinia enterocolitica usando o teste RIDAPUNITY Bacterial Stool Panel,
foram identificados os seguintes limites de detecg&o (LoD) no sistema RIDA®UNITY.
Os resultados dessas medigdes sao mostrados na Tabela 13.
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Tab. 13: Limite dos resultados de detecgdo do teste RIDAPUNITY Bacterial Stool
Panel para os parametros Campylobacter spp. (C. coli, C. lari, C. jejuni),
Salmonella spp. e Yersinia enterocolitica.

Yersinia
Campylobacter spp. Salmonella spp. »
enterocolitica

e Campylobacter coli:
14.028 CFU*/mL

e Campylobacter jejuni:
8.128 CFU*/mL

o Campylobacter lari:
2.762 CFU*/mL

LoD 144.212 CFU/mL 102.565 CFU/mL

*CFU: Colony Forming Units

O LoD para o parametro Campylobacter coli em amostras de fezes foi determinado
em 14.028 CFU/mL.

O LoD para o parametro Campylobacter jejuni em amostras de fezes foi determinado
em 8.128 CFU/mL.

O LoD para o parametro Campylobacter lari em amostras de fezes foi determinado
em 2.762 CFU/mL.

O LoD para o paréametro Salmonella spp. em amostras de fezes foi determinado
em 144.212 CFU/mL.

O LoD para o parametro Yersinia enterocolitica em amostras de fezes foi
determinado em 102.565 CFU/mL.
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13.2.2 Especificidade analitica
Substancias interferentes

A presenca de inibidores de RT-PCR e de substéncias interferentes pode levar a
resultados falso-negativos ou invalidos. Portanto, foram investigados os efeitos de
varias substancias que podem existir devido ao seu amplo uso para infecgdes
gastrointestinais ou ocorréncia generalizada nas amostras correspondentes.

As substancias que poderiam influenciar significativamente os resultados dos testes
foram primeiramente examinadas em uma tela de interferéncia. Varias substancias
que poderiam estar presentes como residuos da extragéo, seja devido ao uso
disseminado em infec¢des gastrointestinais (medicamentos farmacéuticos ou de
prescri¢ao) ou devido a ocorréncia disseminada nas amostras de controle
correspondentes (por exemplo, mucinas na superficie das membranas mucosas ou
sangue), foram previamente examinadas em altas concentracdes (trés vezes a dose
diaria ou simulagao do pior caso).

Nao foi encontrada nenhuma interferéncia para as substancias listadas na

Tabela 14.

Tab. 14: Substancias potencialmente interferentes

Substancia potencialmente interferente

Mucina 5 % (viv)
Sangue humano/hemoglobina 5 % (viv)
Acido palmitico/esteérico 40 % (viv)

Comprimidos revestidos por pelicula de

Azithromycin-ratiopharm® 500 mg (azitromicina) 84 mg/mL (p/v)

Comprimidos de carvao 6,0 % (p/v)
Etanol 5 %com base no eluato
Cloreto de guanidinio 5 %com base no eluato
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Reatividade cruzada

Foram investigados varios organismos (bactérias, parasitas, fungos e virus) que sao
comumente encontrados na matriz das fezes. Os micro-organismos a serem
investigados para este ensaio foram escolhidos porque ou eles ocorrem
naturalmente em amostras de fezes, ou causam sintomas correspondentes como
patégenos gastrointestinais. Para as analises foram usadas culturas bacterianas
(entre 10% e 10° CFU/mI) ou culturas fangicas, sobrenadantes de culturas virais,
isoladas ou padrdes LGC para os organismos em questéo.

A RIDA®PUNITY Bacterial Stool Panel multiplex real-time PCR é especifica para
Campylobacter spp. (C. coli, C. lari, C. jejuni), Salmonella spp. e Yersinia
enterocolitica. Nao foram detectadas reatividades cruzadas com as seguintes

espécies (ver Tab. 15):

Tab. 15: Organismos potencialmente reativos cruzados

Resultado do teste*

Organismo

Adenovirus 40, humano, estirpe
Dugan

Adenovirus 41, humano, estirpe
Tak

Aeromonas hydrophila
Arcobacter butzleri

Astrovirus Tipo 2

Bacillus cereus

Bacteroides fragilis
Campylobacter fetus subespécie
fetus

Campylobacter upsaliensis
Candida albicans

Citrobacter freundii

Clostridium bifermentans
Clostridium difficile

Clostridium novyi

Clostridium perfringens
Clostridium septicum
Clostridium sordellii

Clostridium sporogenes
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C. lari, C. jejuni)
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enterocolitica

Salmonella
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Cryptosporidium muris
Cryptosporidium parvum

E. coli (O157:H7)

E. coli (026:H-)

E. coli (O6)

Entamoeba histolytica HK-9
Enterobacter cloacae
Enterococcus faecalis
Giardia lamblia

Klebsiella oxytoca
Norovirus Gl

Norovirus GlI

Proteus vulgaris
Pseudomonas aeruginosa
Estirpe de rotavirus Wa
Serratia liquefaciens
Shigella flexneri
Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis
Vibrio parahaemolyticus

* - = negativo

RIDA®UNITY Bacterial Stool Panel
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13.2.4 Precisao

A precisdo do teste RIDAPUNITY Bacterial Stool Panel real-time PCR foi
determinada para os seguintes niveis de consideragéo.

Precisao Intraensaio: Determinacao de 5 amostras de controle usando 20 réplicas
cada uma no RIDA®PUNITY sob condic¢des idénticas.

Precisao Interensaio: Determinacdo de 5 amostras de controle em 20 execugdes em
duplicado em 10 dias de trabalho (2 execugdes por dia) realizadas por técnicos
diferentes em condi¢des reprodutiveis.

Os testes de precisao intra e interensaio foram realizados utilizando trés lotes
diferentes.

Os dados de precisao foram obtidos utilizando cinco amostras de controle, bem
como o0 PTC e o NTC pertencentes ao ensaio.

Os coeficientes de variagcao obtidos de cada medida usando o teste PCR em tempo
real do RIDA®PUNITY Bacterial Stool Panel no RIDAPUNITY foram inferiores a
4,19 %.

Tab. 16: Resultados de precisdo do teste RIDAPUNITY Bacterial Stool Panel para
Campylobacter spp. (C. coli, C. lari, C. jejuni).

Interlote
Lote 3 Lotes 1-3

Interensaio
Lote 2

Intraensaio
Lote 2

Lote 1

Lote 1 Lote 3

ULCLILVER'E do kit dokit dokit dokit dokit do kit do kit
Ct 24,31 25,0 24,3 23,4 23,4 24,3 23,4
1 CV (%) 0,95 0,43 0,35 1,86 1,81 1,90 1,86
Ct 31,3 31,2 31,4 27,9 27,9 27,9 27,9
. CV (%) 0,77 0,59 0,74 4,19 3,82 3,84 3,96
Ct 30,8 30,6 30,5 30,4 30,1 30,2 30,3
° CV (%) 0,49 0,67 0,84 1,73 2,44 1,73 2,00
Ct 29,0 28,9 29,3 29,1 28,9 29,0 29,0
) CV (%) 0,41 0,30 0,80 3,08 2,99 3,01 3,03
Ct - - - - - - -
5
CV (%) n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a
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Tab. 17: Resultados para precisdo do teste RIDAPUNITY Bacterial Stool Panel
para Salmonella spp.

Interlote
Lote 3 Lotes 1-3

Interensaio
Lote 2

Ct Intraensaio
Valor Lote1 Lote2

Lote3 Lote1

WELILPRAAS dokit dokit dokit dokit dokit dokit  do kit
Ct 23,6 23,7 23,7 23,6 23,7 23,6 23,7
1 CV (%) | 0,86 0,41 0,39 1,34 1,32 1,44 1,37
Ct 30,4 30,4 30,4 27,0 26,9 27,0 27,0
‘ CV (%) | 0,71 0,58 0,74 1,31 1,24 1,29 1,27
Ct 30,3 30,3 30,1 30,2 30,2 30,2 30,2
° CV (%) | 0,38 0,65 0,74 1,02 1,03 1,20 1,09
Ct 27,3 27,2 27,3 27,9 27,8 27,8 27,9
) CV (%) | 0,54 0,54 0,60 1,30 1,22 1,21 1,24
Ct - - - - - - -
5
CV (%) n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a
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Tab. 18: Resultados de precisdo do teste RIDAPUNITY Bacterial Stool Panel para
Yersinia enterocolitica.

Interlote
Lote 3 Lotes 1-3

Ct Intraensaio Interensaio

Valor Lote1 Lote2

Lote3 Lote1 Lote

WELILPRAS dokit dokit dokit dokit dokit2 dokit  do kit
Ct 25,1 26,1 25,2 24,4 24,4 24 4 24,4
1 CV (%) | 0,84 0,36 0,58 1,61 1,61 1,70 1,64
Ct 32,6 32,5 32,4 28,6 28,5 28,4 28,5
‘ CV (%) 1,63 1,15 1,31 1,51 1,45 1,78 1,58
Ct 31,9 31,8 31,8 31,5 31,4 31,4 31,4
° CV (%) | 0,81 0,91 1,08 1,60 1,58 1,45 1,54
Ct 29,1 29,0 29,2 29,7 29,6 29,7 29,7
) CV (%) | 0,63 0,54 0,59 2,22 2,22 2,19 2,21
Ct - - - - - - -
5
CV (%) n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a
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13.2.5 Reatividade analitica

A reatividade do RIDA®PUNITY Bacterial Stool Panel multiplex real-time PCR foi
examinada com diversos sorotipos de Salmonella, espécies de Campylobacter e
subespécie de Yersinia enterocolitica (ver Tab. 19).

Tab. 19: Testes de reatividade analitica

Resultado*

Estirpe ol el Campylobacter

. Salmonella Yersinia
spp. (C. coli s enterocolitica
C. lari, C. jejuni) PP

Campylobacter coli 6,5 x 102 CFU/mL + -
Campylobacter jejuni 1,5 x 10 CFU/mL + -
Campylobacter lari ssp. 1,04 x 102 CFU/ML + )
lari
S. en.terlca SSP. enterica 1.49 x 10* CFU/mL i +
serotipo Typhi
S. en.ter/ca Ssp. en.ter/ca 7.7 x 10° CFU/mL i +
serotipo Typhimurium
S. en.ter/ca ss;?..e.nter/ca 3.3 x 10* CFU/mL i +
serotipo Enteritidis
S. en.terlca Ssp. el?terlca 1.75 x 10¢ CEU/mL i +
serotipo Paratyphi A
S. en.ter/ca Ssp. er7ter/ca 2.08 x 10* CFU/mL i +
serotipo Paratyphi B
S. enterica ssp. enterica 4

- +
serotipo Paratyphi C 1,1 %107 CFU/mL
S. en.terlca ssp. enterica 3.1 x 10* CEU/mL i +
serotipo Newport
S. en.terlca SSp. enterica 5.9 x 10° CFU/mL i +
serotipo Heidelberg
S. en.ter/ca Ssp. enterica 179 x 10 CFU/ML i +
serotipo Javiana
S. en.ter/ca Ssp. enterica 2.88 x 10* CFU/mL i +
serotipo Dublin
S. en.terlca ssp. enterica 1.91 x 10 CEU/mL i +
serotipo Agona
S. en.ter/ca Ssp. ente.r/ca 9.6 x 10° CFU/mL i +
serotipo Choleraesuis
S. en.ter/ca Ssp. enterica 1.3 x 10 CFU/mL i +
serotipo Infantis
S. en.terlca Ssp. fanterlca 8.4 x 10° CFU/mL ) +
serotipo Montevideo
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S. enterica ssp. enterica
serotipo Anatum

S. enterica ssp. enterica
serotipo Mississippi

S. enterica ssp. enterica
serotipo Bareily
Yersinia enterocolitica
ssp. enterocolitica
Yersinia enterocolitica
ssp. palearctica

2,38 x 10* CFU/mL

2,27 x 10* CFU/mL

1,43 x 10* CFU/mL

4,2 x 10° CFU/mL

4,9 x 10° CFU/mL

*+ = positivo (pelo menos 2 de 3 réplicas positivas)

- = negativo
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14. Histoérico de versoes

Numero da versao| Sec¢ao e designacgao

2022-04-28 | Versao da edigio

15. Explicagdo dos simbolos

Simbolos gerais

Diagnéstico in vitro

Siga as instrug¢des de uso
Numero do lote

Data de validade

Temperatura de armazenamento
Numero do item

Numero de testes

Data de fabricagao

LL<g~"85H

Fabricante

Simbolos especificos do teste

| Reaction Mix| Mistura de reagao

| Enzyme Mix | Mistura de enzimas
| Negative Control | Controle negativo

| Positive Control | Controle positivo
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