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1. Utilizare preconizata

Se utilizeaza pentru diagnosticare in vitro. Testul RIDA®UNITY EHEC/EPEC,
efectuat pe platforma RIDAPUNITY, este un test PCR multiplex in timp real pentru
detectarea calitativa directa a ADN-ului pentru factorii de virulenta ai EHEC, STEC,
EPEC si EIEC/Shigella spp. in probe coprologice umane netratate si in probe de
cultura de la persoane cu semne si simptome de gastroenterita acuta.

Testul RIDA®UNITY EHEC/EPEC este conceput sa sustina diagnosticul diferential al
infectiilor cu E. coli (EHEC, EPEC, STEC si EIEC/Shigella spp.) la pacientii care
prezinta simptome de gastroenterita, impreuna cu alte constatari clinice si de
laborator.

Rezultatele negative nu exclud infectarea cu E. coli (EHEC, EPEC, STEC, or
EIEC/Shigella spp.) si nu trebuie folosite ca baza unica de diagnosticare.

Produsul este destinat doar utilizarii profesionale.

2. Scurta prezentare si explicare a testului

Bolile diareice constituie probleme de sanatate importanta, in lume inregistrandu-se
anual circa 1,7 miliarde de cazuri in randul copiilor.(") Potrivit Organizatiei Mondiale a
Sanatatii (OMS), aceste boli, soldate anual cu aproximativ 525.000 de decese,
reprezinta cea de-a doua cauza a decesului la copiii sub varsta de 5 ani, mai ales in
tarile in curs de dezvoltare.(Y) Escherichia coli reprezinta unul dintre cei mai comuni
agenti patogeni bacterieni ai bolilor diareice.?®

E. coli este o bacterie Gram-negativa, cu fermentare a lactozei, cu motilitate si care
apartine familiei Enterobacteriaceae. Este un organism care locuieste ih mod normal
in tractul gastrointestinal, dar poate provoca si boli diareice cu morbiditate si
mortalitate ridicata la copii, in special in tarile in curs de dezvoltare. Pe baza
caracteristicilor de virulenta, a epidemiologiei si a manifestarilor clinice ale bacteriei,
au fost identificate urmatoarele clase de E. coli diareice: E. coli enteropatogena
(EPEC), E. coli enterotoxigena (ETEC), E. coli enterohemoragica (EHEC), E. coli
enteroinvaziva (EIEC) si E. coli enteroagreganta (EAEC). Toate aceste patotipuri
diareagene de E. coli pot fi transmise pe cale fecala-orala.®®

Dintre E. coli patogene intestinale, E. coli enterohemoragice (EHEC) au capatat o
importanta deosebita. Reprezinta un subgrup al E. coli producatoare de toxina Shiga
sau verotoxina (STEC sau VTEC, respectiv). Patogenitatea bacteriilor STEC poate fi
urmarita dupa capacitatea lor de a coloniza intestinul prin aderarea la celulele
epiteliale intestinale. Dupa colonizare, bacteriile pot produce doua citotoxine,
verotoxina 1 si 2. Datorita asemanarii verotoxinelor cu toxina Shiga a Shigella
dysenteriae, VTEC sunt denumite si STEC. Alti factori importanti de diagnosticare a
patogenitatii EHEC nu sunt doar stx1/stx2 (genele toxinei Shiga), ci si gena eae
(gena de atasare si eliminare a E. coli), care codifica intimina, proteina membranara.
Aceasta proteina membranara este responsabila de aderarea agentului patogen la
celulele epiteliale intestinale.) Simptomele clinice care pot fi cauzate de
EHEC/STEC la om variaza de la diaree cu sange pana la sindrom hemolitic uremic
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(HUS).2 9 Sursele de infectie sunt in principal alimentele contaminate, in timp ce mai
putin de 1000 de bacterii sunt suficiente pentru a provoca o infectie EHEC/STEC. Cel
mai grav focar alimentar cauzat de STEC in Germania pana in prezent s-a inregistrat
in 2011. Acest focar a provocat 3816 infectii STEC identificate si 54 de decese,
dintre care 32 au fost asociate cu HUS.®

E. coli enteropatogena (EPEC) este cunoscuta ca o cauza a bolilor diareice
pediatrice, in special in tarile in curs de dezvoltare.® EPEC se deosebeste de EHEC
prin absenta toxinelor Shiga.® Cele mai frecvente simptome asociate cu o infectie cu
EPEC sunt diareea apoasa, durerile abdominale, greata, varsaturile si febra, in timp
ce doza infectioasa la adultii sénatosi este de aproximativ 108 organisme.®)

E. coli enteroinvaziv (EIEC) si Shigella spp. provoaca, de asemenea, boli diareice in
intreaga lume, in special in tarile in curs de dezvoltare. Ambele sunt bacterii
Gram-negative care sunt strans legate intre ele din punct de vedere biochimic si
genetic.®) Patogenitatea EIEC si Shigella spp. se bazeaza pe invazia intermediata de
plasmide in celulele epiteliale intestinale si pe distrugerea acestora. Produsii genei
antigenului plasmidic de invazie H (ijpaH) sunt responsabili pentru acest proces.
Aceasta gena este relevanta pentru detectia EIEC/Shigella spp., ceea ce face
posibila deosebirea acestui patogen de EHEC. Se considera ca focarele de infectii
cu EIEC/Shigella spp. sunt cauzate in principal de alimente si se manifesta prin
diaree, dureri abdominale, greata si febra.®)

3. Principiul testului

RIDA®PUNITY EHEC/EPEC este un PCR multiplex in timp real pentru detectarea
calitativa directa si diferentierea genelor pentru factorii de virulenta ai EHEC, STEC,
EPEC si EIEC/Shigella spp. in probe coprologice umane sau de cultura.

Procesarea cu sistemul RIDAPUNITY este complet automata. in primul rand, acizii
nucleici sunt extrasi cu ajutorul RIDAPUNITY Universal Extraction Kit si Internal
Control Kit.

Secventa tinta este detectata intotdeauna intr-un format RT-PCR in timp real intr-un
singur pas (chiar si in cazul testelor ADN), adica transcriptia inversa (RT) si, ulterior,
PCR au loc in acelasi flacon de reactie. in cadrul acestui proces, ARN-ul izolat (daca
exista) este transcris in ADNc cu ajutorul transcriptazei inverse. Fragmentele
genetice specifice ale factorilor de virulenta stx1/stx2, eae si ipaH sunt apoi
amplificate prin PCR in timp real.

Secventele tinta amplificate sunt detectate folosindu-se probe de hidrolizéa marcate
cu un stingator la un capat si cu un raportor colorant fluorescent (fluorofor) la celalalt.
Probele hibridizeaza la amplicon in prezenta unei secvente tinta. Tn timpul extensiei,
polimeraza Taq separa raportorul de stingator. Raportorul emite un semnal
fluorescent, care este detectat de unitatea optica a unui instrument PCR in timp real.
Semnalul fluorescent creste odata cu cantitatea de ampliconi formati. RIDA®UNITY
Internal Control Kit trebuie utilizat simultan, pentru a putea sa verifice pregatirea
probei si/sau eventuala inhibare a PCR.
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4. Reactivi furnizati

Reactivii din trusa sunt suficienti pentru 96 de determinari*.

Tab. 1:  Reactivi furnizati

- - galben, gata de
UNZ2205RM | [Reaction Mix| 1935 pL | 95000
UNZ2205EM | |Enzyme Mix | 1 x 350 pL | rosu, gata de utilizare
— albastru, gata de
UNZ2205PC | [Bositive Control| 1 x 200 L | silizare
UNZ2205NC | | Negative Control | 1% 450 pL | alb, gata de utilizare

*In cazul utilizarii repetate si al seriilor mai mici, numé&rul maxim de reactii poate fi mai mic.

5. Instructiuni de depozitare

- Va rugam sa urmati instructiunile de manipulare din Tabelul 2 si sa pastrati trusa
dupa utilizare conform informatiilor specificate.

- Toti reactivii trebuie pastrati intr-un loc ferit de lumina, la o temperatura intre -16 °C
si -28 °C. Daca ambalajul nu a fost deschis, pot fi utilizati pana la data expirarii
imprimata pe eticheta. Garantia de calitate nu mai este valabila dupa data expirarii.

- Toti reactivii trebuie decongelati cu atentie inainte de utilizare (de exemplu, intr-un
frigider, la 2 - 8 °C).

- Congelarea si decongelarea repetata de pana la 8 ori nu afecteaza proprietatile
testului.

Tab. 2:  Conditii si informatii pentru depozitare

Temperatura de L .
. Durata maxima de depozitare
depozitare

nedeschis 116 °C la -28 °C Se poate utiliza c.lova.r. pana la data
expirarii
8 de cicluri de

deschis -16 °Cla -28 °C
congelare-decongelare
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6. Reactivi necesari care nu sunt furnizati

Testul RIDAPUNITY EHEC/EPEC multiplex real-time RT-PCR este destinat exclusiv
utilizarii cu sistemul RIDA®UNITY. Pentru utilizarea corecta, sunt absolut necesare
urmatoarele produse:

6.1 Reactivi

Pentru efectuarea testului RIDAPUNITY EHEC/EPEC, sunt necesari urmatorii
reactivi:

Reactivi Numarul articolului

RIDAPUNITY Universal Extraction Kit (R-Biopharm AG) UN0001
RIDA®UNITY Internal Control Kit (R-Biopharm AG) UNO0O010

6.2 Echipamente de laborator

Pentru efectuarea testului RIDA®PUNITY EHEC/EPEC, sunt necesare urmatoarele
echipamente:

Sistemul RIDAPUNITY; numar articol: ZUNITY (R-Biopharm AG)

Consumabile RIDA®PUNITY (varfuri, placi, flacoane de reactie, pelicule).
Consultati instructiunile de utilizare pentru sistemul RIDAPUNITY si informatiile
pentru comandarea consumabilelor.

Agitator
Centrifuga de masa

Manusi de unica folosinta, fara pudra de talc

Ciclor extern (posibila imbunatatire a sistemului)

CFX96™ Dx (Bio-Rad)

Kitul RIDA®UNITY EHEC/EPEC poate fi utilizat impreuna cu alte cicloare
compatibile. Instrumentele PCR in timp real alternative trebuie verificate/validate de
catre utilizator. Pentru verificarea compatibilitatii, contactati R-Biopharm AG la
pcr@r-biopharm.de.
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7. Avertismente si masuri de precautie pentru utilizatori

Se utilizeaza pentru diagnosticare in vitro.

Acest test trebuie efectuat doar de personal de laborator calificat. Trebuie respectate
regulile de lucru ale laboratoarelor medicale.

Respectati intotdeauna cu strictete manualul de utilizare atunci cand efectuati acest
test.

Nu picurati cu pipeta probe sau reactivi folosind gura. Evitati contactul cu leziuni ale
pielii si mucoase.

Purtati echipament de protectie personala (manusi adecvate, halat de laborator,
ochelari de protectie) cand manipulati reactivii si probele. Spalati-va pe méini dupa
finalizarea testului.

Nu fumati, nu mancati si nu beti in zonele in care sunt manipulate probele.

Evitati contaminarea probelor si a componentelor trusei cu microbi si nucleaze
(deoxiribonucleaza/ribonucleaza).

Probele clinice trebuie considerate ca potential infectioase si trebuie aruncate ih mod
corespunzator, la fel ca toti reactivii si materialele care vin in contact cu probele
potential infectioase.

Nu schimbati sau amestecati componentele (Reaction Mix, Enzyme Mix,

Positive Control, Negative Control) unui kit dintr-un lot cu componente ale altui lot.
Kitul de testare poate fi utilizat timp de 8 saptamani de la prima deschidere (kitul
poate fi reincarcat de pana la 6 ori). Nu utilizati trusa de testare dupa data expirarii.
Aceste specificatii sunt verificate si de sistemul RIDAPUNITY.

Utilizatorii sunt responsabili pentru eliminarea corecta a tuturor reactivilor si
materialelor dupa utilizare. Respectati reglementarile nationale privind aruncarea
deseurilor.

Mai multe detalii despre Fisa cu date de securitate (Safety Data Sheet, SDS) pot fi
gasite sub numarul articolului la https://clinical.r-biopharm.com/search/.

Pentru utilizatorii din Uniunea Europeana: Raportati toate evenimentele adverse
grave asociate produsului catre R-Biopharm AG si autoritatile nationale competente.

Rezumatul normelor de siguranta si performanta (SSP) pentru acest produs va fi
disponibil pe https://ec.europa.eu/tools/eudamed cand va fi creata Baza de date
europeand a dispozitivelor medicale (EUDAMED). in aceasta baza de date, cautati
dispozitivul dupa codul UDI-DI, aflat pe ambalajul exterior.
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8. Colectarea si stocarea probelor

Pentru obtinerea unei performante optime a testului RIDA®UNITY EHEC/EPEC, se
recomanda utilizarea unei probe proaspat colectate.
Evitati sa congelati si sa decongelati proba in mod repetat.

Nu colectati probele coprologice in recipiente de transport care contin medii de
transport cu conservanti sau fixatori, seruri animale, ioni de metale, agenti oxidanti
sau detergenti, deoarece astfel de substante pot interfera cu testele RIDA®UNITY.

Se recomanda producerea unor alicote din probe, pentru a se evita decongelarea si
recongelarea repetata a probelor. Probele congelate trebuie decongelate imediat
inainte de extractie, pentru a se evita degradarea acizilor nucleici.

Urmati instructiunile de stocare a probelor din Tabelele 3 pana la 6.

Tab. 3:  Stocare probe - detectie EHEC

Probe originale - coprologice

20-25°C 2-8°C -20°C/-80 °C
<7 zile <7 zile <6 luni
Probe originale - cultura |
20-25°C 2-8°C -20°C/-80 °C
<11z <1z -
in eluat (din scaun sau cultura)
30 °C 2-8°C -20 °C
<24 ore < 36 ore <7 zile

Daca proba coprologica este pastrata la -20 °C / -80 °C, congelarea/decongelarea sa
repetata de cel mult 5 ori nu afecteaza proprietatile testului.

Daca eluatul (din scaun sau cultura) se pastreaza la -20 °C,
congelarea/decongelarea sa repetata de 3 ori nu afecteaza proprietatile testului.

Nu cresteti culturi din probe coprologice congelate anterior, deoarece congelarea
afecteaza grav caracteristicile de crestere ale agentilor patogeni si acest lucru poate
provoca rezultate fals-negative.
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Tab. 4: Stocare probe - detectie STEC

Probe originale - coprologice

20-25°C 2-8°C -20°C/-80°C
<7 zile <7 zile <6 luni
Probe originale - cultura |
20-25°C 2-8°C -20°C/-80 °C
<1z <1z -
in eluat (din scaun sau cultura)
30 °C 2-8°C -20 °C
<24 ore < 36 ore <7 zile

Daca proba coprologica este pastrata la -20 °C / -80 °C, congelarea/decongelarea sa
repetata de cel mult 5 ori nu afecteaza proprietatile testului.

Daca eluatul (din scaun sau cultura) se pastreaza la -20 °C,
congelarea/decongelarea sa repetata de 3 ori nu afecteaza proprietatile testului.

Nu cresteti culturi din probe coprologice congelate anterior, deoarece congelarea
afecteaza grav caracteristicile de crestere ale agentilor patogeni si acest lucru poate
provoca rezultate fals-negative.
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Tab. 5: Stocare probe - detectie EPEC

Probe originale - coprologice

20-25°C 2-8°C -20°C/-80 °C
<7 zile <7 zile < 6 luni

Probe originale - cultura

20-25°C 2-8°C -20°C/-80°C
<1z <1z -
in eluat (din scaun sau cultura)
30 °C 2-8°C -20 °C
<24 ore < 36 ore <7 zile

Daca proba coprologica este pastrata la -20 °C / -80 °C, congelarea/decongelarea sa
repetata de cel mult 5 ori nu afecteaza proprietatile testului.

Daca eluatul (din scaun sau cultura) se pastreaza la -20 °C,
congelarea/decongelarea sa repetata de 3 ori nu afecteaza proprietatile testului.

Nu cresteti culturi din probe coprologice congelate anterior, deoarece congelarea
afecteaza grav caracteristicile de crestere ale agentilor patogeni si acest lucru poate
provoca rezultate fals-negative.

Tab. 6:  Stocare probe - detectie EIEC/Shigella spp.

Probe originale - coprologice

20-25°C 2-8°C -20°C/-80 °C
<1z <7 zile < 6 luni

Probe originale - cultura

20-25°C 2-8°C -20°C/-80°C
- <1z -
in eluat (din scaun sau cultura)
30 °C 2-8°C -20 °C
<24 ore < 36 ore <7 zile

Daca proba coprologica este pastrata la -20 °C / -80 °C, congelarea/decongelarea sa
repetata de cel mult 5 ori nu afecteaza proprietatile testului.

Daca eluatul (din scaun sau cultura) se pastreaza la -20 °C,
congelarea/decongelarea sa repetata de 3 ori nu afecteaza proprietatile testului.
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Nu cresteti culturi din probe coprologice congelate anterior, deoarece congelarea
afecteaza grav caracteristicile de crestere ale agentilor patogeni si acest lucru poate
provoca rezultate fals-negative.

8.1 Pregatirea ADN-ului din probele coprologice si de cultura

Pentru izolarea ADN-ului din probe coprologice si de culturd, utilizati RIDAPUNITY
Universal Extraction Kit. Urmati procedurile directe din instructiunile de utilizare
pentru RIDAPUNITY Universal Extraction Kit (Sectiunea: Pregatirea acidului nucleic
din probele coprologice; Sectiunea: Pregatirea acidului nucleic din probele de
cultura).

9. Procedura de testare

Pentru a incepe, plasati atat probele, cat si reactivii din kitul RIDAPUNITY
EHEC/EPEC pe sistemul RIDAPUNITY.

In prealabil, amestecati bine | Reaction Mix |, | Negative Control | si

| Positive Control | cu ajutorul unui agitator. Nu amestecati si | Enzyme Mix |. Apoi,
centrifugati pentru scurt timp toate componentele.

Tuburile PCR pentru probele care urmeaza sa fie examinate trebuie pozitionate in
prealabil in ciclorul PCR integrat.

Sunt disponibile suporturi pentru incarcarea corecta a sistemului cu reactivi si
consumabile. Pentru procesul de incarcare, urmati instructiunile privind sistemul
RIDAPUNITY. Respectati sectiunile relevante din manualul sistemului RIDA®UNITY
(Sectiunea: Efectuarea unei testari).

Testul RIDAPUNITY EHEC/EPEC poate fi utilizat doar impreuna cu RIDA®UNITY
Internal Control Kit. Astfel, este posibila detectarea din timp a eventualei inhibari a
PCR, verificarea integritatii reactivilor si confirmarea extractiei acidului nucleic.
Procedura este descrisa in instructiunile de utilizare a RIDA®PUNITY Internal Control
Kit (Sectiunea: Procedura de testare).

Procesarea automata este descrisa in manualul sistemului RIDAPUNITY (Sectiunea:
Efectuarea unei testari).
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9.1 Setarile dispozitivului

9.1.1 Profilul universal al PCR in timp real

Pentru armonizarea testelor RIDA®UNITY, testul RIDAPUNITY EHEC/EPEC a fost
verificat exclusiv in profilul universal. Acest lucru face posibila combinarea testelor
ADN si ARN intre ele. In general, transcrierea inversa are loc prima in profilul
universal.

Tab. 7:  Profilul universal PCR in timp real pentru RIDAPUNITY

Transcriere inversa 10 min., 58 °C
Denaturare initiala 1 min., 95 °C
Cicluri 45 de cicluri
PCR Denaturare 10s,95 °C
Revenire/extensie 15,60 °C

Rata de tranzitie a temperaturii/

rata de crestere Durata de depozitare

Nota: Revenirea si extensia au loc in aceeasi etapa.

Tab. 8:  Profilul universal al PCR in timp real pentru CFX96™ Dx

Transcriere inversa 10 min., 58 °C
Denaturare initiala 1 min., 95 °C
Cicluri 45 de cicluri
PCR Denaturare 155,95 °C
Revenire/extensie 30s,60°C

Rata de tranzitie a temperaturii/

rata de crestere Durata de depozitare

Nota: Revenirea si extensia au loc in aceeasi etapa.
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9.2 Setarea canalului de detectie

Tab.9: Selectarea canalelor de detectie adecvate

Instrument PCR Detectie Canal detectie Nota
in timp real

Stx1/stx2 SEEK canal stx
R-Biopharm Martor intern HEX SEEK canal ICD
RIDAUNITY ipaH ROX SEEK canal ipaH
eae Cy5 SEEK canal eae
stx1/stx2 FAM SEEK canal stx
Bio-Rad Martor intern VIC SEEK canal ICD
CFX96™ Dx ipaH ROX SEEK canal ipaH
eae Cy5 SEEK canal eae
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10. Controlul calitatii - indicarea instabilitatii sau expirarii reactivilor

Probele sunt evaluate cu ajutorul software-ului de analiza RIDA®SEEK al sistemului
RIDA®UNITY. | Negative Control | si | Positive Control | trebuie sa arate rezultatele
corecte (consultati Tab. 9).

| Positive Control | este disponibil intr-o concentratie de 103 exemplare/pL. Se
utilizeaza intr-o cantitate totala de 5 x 103 exemplare la fiecare serie PCR.

| Negative Control | contine deja RIDAPUNITY Internal Control. intrucat martorii nu
contin un sablon, nu trebuie sa se anticipeze semnale in canalele tinta. Semnalele
pozitive in canalul IC cu care este detectat martorul intern sunt esentiale (consultati
Tab. 10).

Tab.10: O testare PCR valida trebuie sa indeplineasca urmatoarele conditi:

Proba Rezultat CtiC Ct gena tinta

Martor pozitiv + Nu se aplica* | Consultati Certificate of
Analysis

Martor negativ - Ct>20 0

*In anumite circumstante, canalul IC poate avea un semnal pozitiv pentru martorul pozitiv si, prin
urmare, nu trebuie evaluat.

Daca martorul pozitiv nu este in intervalul Ct specificat, dar martorul negativ este
valid, este necesara reanalizarea in PCR a tuturor reactiilor, inclusiv a martorilor.

Daca martorul negativ nu este negativ, dar martorul pozitiv este valid, este necesara
reanalizarea in PCR a tuturor reactiilor, inclusiv a martorilor.

Daca valorile specificate nu sunt atinse, verificati urmatoarele aspecte inainte de a
repeta testul:

- Data expirarii reactivilor utilizati;
- Functionalitatea echipamentului utilizat;
- Corectitudinea procedurii de testare;

Daca, dupa repetarea testului, conditiile tot nu sunt indeplinite, adresati-va
producatorului sau distribuitorului R-Biopharm local.
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11. Evaluare si interpretare

Evaluarea si interpretarea probei se efectueaza cu ajutorul software-ului de analiza a
sistemului RIDA®UNITY, RIDA®SEEK.

Nu exista in prezent o metoda de referinta recunoscuta la nivel international sau un
material de referintd pentru standardizare. Materialele de control pot fi urmarite
metrologic in comparatie cu standardele interne R-Biopharm AG cu ajutorul unor
ampliconi ADN specifici.

Pentru informatii suplimentare despre trasabilitatea metrologica, va rugam sa
contactati R-Biopharm AG.

Valorile specificate, fluctuatiile si alte detalii pot fi gasite in Certificatul de analiza
(Certificate of Analysis, CoA).

Tab.11: Interpretarea rezultatului*

stx1/stx2 ipaH eae IC  Rezultat
+ - - +/- | STEC (EHEC) detectabila
- + - +/- | EIEC/Shigella spp. detectabila
- - + +/- | EPEC detectabila
+ + i +/- STEC(EHEC) si EIEC/Shigella spp.
detectabile
+ - + +/- | EHEC detectabila
- + + +/- | EIEC/Shigella spp. EPEC detectabile
+ + + - EHEC si _EIECIShigeIIa spp-
detectabile
- - - + | Genele tinta nedetectabile
- - - - | Nevalid
*i= pozitiv
- = negativ

Legea privind protectia impotriva infectiilor (IfSG) descrie EHEC ca fiind E. coli
producatoare de toxina Shiga (STEC), care reprezinta agenti patogeni pentru om.
Deoarece in acest moment nu se poate stabili o definitie exacta a STEC patogene
pentru om, fiecare STEC este considerata o potentiala ECEH.®)

O proba este considerata pozitiva daca ADN-ul acesteia si | Internal Control | arata un
semnal de amplificare in sistemul de detectie.

O proba este, de asemenea, pozitiva daca ADN-ul acesteia arata un semnal de
amplificare, dar nu poate fi vazut niciun semnal de amplificare
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pentru | Internal Control | in sistemul de detectie. Detectia | Internal Control | nu este
necesara in acest caz, deoarece concentratiile mari de amplicon pot produce un
semnal slab sau absent de la | Internal Control |.

O proba este considerata negativa daca ADN-ul acesteia nu arata un semnal de
amplificare, dar se vede un semnal de amplificare pentru | Internal Control | in
sistemul de detectie. Inhibarea reactiei PCR si a extractie anterioare poate fi exclusa
prin detectia de | Internal Control |.

O proba este nevalida daca ADN-ul acesteia si  Internal Control | nu arata niciun
semnal de amplificare in sistemul de detectie. Inhibitorii sunt prezenti in proba sau a
aparut o eroare in timpul procesului de extractie.
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Limitari ale metodei

Testul RIDA®UNITY EHEC/EPEC detecteaza ADN-ul pentru factorii de virulenta
ai EHEC, STEC, EPEC si EIEC/Shigella spp. in probe coprologice umane
netratate si in probe de culturd. Nu inseamna, insa, ca exista o corelatie intre
valoarea Ct determinata si aparitia simptomelor clinice severe. Rezultatele
obtinute trebuie interpretate intotdeauna in combinatie cu simptomele clinice
complete.

Diagnosticul nu trebuie sa se bazeze doar pe rezultatul analizei biologice
moleculare, ci trebuie sa ia intotdeauna in considerare istoricul medical si
simptomele pacientului.

Acest test este aprobat doar pentru procesarea automata cu ajutorul sistemului
RIDA®PUNITY.

Acest test este verificat doar pentru probe coprologice si de cultura.

Atunci cand se utilizeaza matricea de cultura, nu transferati mediul de cultura in
reactia PCR, deoarece acest lucru poate duce la posibile interferente.
Prelevarea, transportul, depozitarea si manipularea necorespunzatoare sau o
cantitate de patogen prea mica pentru sensibilitatea analitica a testului pot
determina rezultate fals negative.

Prezenta inhibitorilor PCR poate duce la rezultate fals negative sau nevalide.
Ca n cazul tuturor testelor de diagnosticare in vitro bazate pe PCR, pot fi
detectate concentratii extrem de scazute ale secventelor tinta, aflate sub limita
de detectie (LoD 95 %). Rezultatele obtinute nu sunt intotdeauna reproductibile.

Mutatiile sau polimorfismele din locurile de pregatire a amestecului sau a probei
pot impiedica detectia unor variante noi sau necunoscute si pot determina
rezultate fals negative ale RIDA®UNITY EHEC/EPEC.

Un rezultat pozitiv al testului nu indica neaparat prezenta unor organisme viabile.
Un rezultat pozitiv semnaleaza prezenta genelor tinta (EHEC, stx1/2, eae; STEC,
stx1/2;, EPEC, eae; si EIEC/Shigella spp., ipaH).

Acest test trebuie efectuat in conformitate cu regulamentul privind bunele practici
de laborator (BPL). Utilizatorii trebuie sa urmeze cu strictete instructiunile
producatorului atunci cand efectueaza testul.
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13. Caracteristici de performanta

13.1  Caracteristici de performanta clinica

RIDA®PUNITY EHEC/EPEC multiplex real-time PCR a fost comparat intr-un laborator
extern cu un test de referintd marcat CE pe baza a 276 de probe coprologice de la
pacienti cu simptome de infectie gastrointestinala.

Rezultatele arata o sensibilitate si o specificitate foarte ridicate in ceea ce priveste
detectarea factorilor de virulenta ai EHEC, STEC, EPEC si EIEC/Shigella spp. cu
ajutorul kitului RIDA®UNITY EHEC/EPEC.

Tab. 12: Detectia stx1/2 - probe coprologice

PCR referinta

Pozitiv | Negativ | Total
Pozitiv 122 0 122
RIDA®PUNITY EHEC/EPEC - stx1/2
Negativ | 5 149 154
Total 127 149 276

Sensibilitate relativs (95 % Cl) 96,1 % (91,1 % - 98,7 %)
Specificitate relativs (95 % CI) 100 % (97,6 % - 100 %)

Tab. 13: Detectia ipaH - probe coprologice

PCR referinta

Pozitiv | Negativ | Total
Pozitiv 65 0 65
RIDA®PUNITY EHEC/EPEC - ipaH
Negativ 0 211 211
Total 65 211 276

Sensibilitate relativa (95 % ClI) 100 % (94,5 % - 100 %)
Specificitate relativa (95 % ClI) 100 % (98,3 % - 100 %)
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Tab. 14: Detectia eae - probe coprologice

PCR referinta

Pozitiv | Negativ | Total

Pozitiv 179 0 179
RIDA®PUNITY EHEC/EPEC - eae

Negativ 4 93 97

Total 183 93 276

Sensibilitate relativa (95 % ClI) 97,8 % (94,5 % - 100 %)
Specificitate relativa (95 % ClI) 100 % (96,1 % - 100 %)

13.2 Caracteristici de performanta analitica
13.2.1 Limita de detectie (LoD 95 %)

Pentru determinarea LoD, a fost masurata o proba de control pozitiva (probe
coprologice negative, cu varfuri sau folosind o proba de cultura) in cinci pasi de
dilutie (la intervale de 0,25) pentru fiecare tinta cu 20 de replici per pas in acelasi lot.
Apoi, a urmat o analiza probit. Apoi, LoD calculata a fost confirmata cu 20 de replici
per tintad pentru etapa/concentratia de dilutie calculata.

Pentru testare, au fost folosite urmatoarele tulpini:

» stx1/stx2: Escherichia coli D3509 (LoD pentru stx2 a fost determinata deoarece
stx2 este asociat cu sindromul hemolitic uremic.)

* paH: Escherichia coli Fr1368

* eae: Escherichia coli DSM8695

Pentru detectarea ADN-ului EHEC, STEC, EPEC si EIEC/Shigella spp. cu ajutorul
testului RIDAPUNITY EHEC/EPEC pe sistemul UNITY, au fost stabilite urmatoarele
limite de detectie (LoD).

Rezultatele acestor masuratori sunt prezentate in Tabelul 15.

Tab. 15: Rezultatele limitei de detectie a testului RIDAPUNITY EHEC/EPEC pentru
tintele stx1/2, ipaH si eae.

Proba | 476,000 CFU/mL
LoD coprologica

5.300 CFU/mL 125.000 CFU/mL

Culturs 2.130 CFU/mL | 798 CFU/mL | 2.890 CFU/mL

*CFU: Colony Forming Units (Unitati formare colonie)

LoD stabilita pentru stx7/2 din probele coprologice a fost de 476.000 CFU/mL.
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LoD stabilita pentru ipaH din probele coprologice a fost de 5.300 CFU/mL.
LoD stabilita pentru eae din probele coprologice a fost de 125.000 CFU/mL.
LoD stabilita pentru stx7/2 din probele de cultura a fost de 2.130 CFU/mL.
LoD stabilita pentru ipaH din probele de cultura a fost de 798 CFU/mL.

LoD stabilita pentru eae din probele de cultura a fost de 2.890 CFU/mL.

Pentru fluxul de lucru imbunatatit care utilizeazd CFX96™ Dx, aceste valori LoD au
fost confirmate in ipoteza in care ne mentinem intr-un interval LoD dublu sau triplu.

13.2.2 Specificitatea analitica
Substante interferente

Prezenta inhibitorilor PCR si a substantelor interferente poate conduce la rezultate
fals negative sau nevalide. Prin urmare, au fost investigate posibilele efecte ale mai
multor substante, avand in vedere frecventa utilizarii lor in cazul infectiilor
gastrointestinale sau a aparitiei lor in probele prelevate.

Substantele care ar putea influenta semnificativ rezultatele testului au fost examinate
initial la concentratii mari (triplul dozei zilnice sau simularea celui mai rau caz) intr-un
ecran de interferenta.

Nu a fost gasita nicio interferenta pentru substantele mentionate in Tabelul 16.

Tab. 16: Substante potential interferente

Substante potential interferente

,(O;lzzi:[t:;c;rr]r;c\{i(;i{r;:;ratiopharm® 500 mg, comprimate filmate 0,75 % [WiV]
Sulfat de bariu 18,5 % [v/V]
Indulcitor lichid Cologran® (zaharina + ciclamat) 1,3 % [wiv]
Séange 5 % [viv]
Carbune medicinal, comprimate, 250 mg (carbune) 6 % [w/v]
Loperamid-ratiopharm® akut (loperamid) 0,02 % [v/v]
Mucine 5 % [wiv]
Acid stearic/palmitic 40 % [wiv]
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Reactii incrucisate

Au fost investigate diferite organisme (bacterii, paraziti, fungi si virusuri) care se pot
gasi, in mod obisnuit, in matricea coprologica. Microorganismele investigate pentru
acest test au fost alese deoarece fie apar in mod obisnuit in probele coprologice, fie
provoaca simptome corespunzatoare patogenilor gastrointestinali. Pentru analize,
s-au folosit culturi bacteriene (intre 106 si 10° CFU/mL), culturi fungice sau de
virusuri, supernatanti din culturi de virusuri, izolati, si standarde LGC pentru
organismele respective.

Testul RIDA®PUNITY EHEC/EPEC multiplex real-time PCR este specific pentru
EHEC, STEC, EPEC si EIEC/Shigella spp. Nu au fost detectate reactii incrucisate cu
urmatoarele specii (a se vedea Tab. 17):

Tab. 17: Organisme potential reactive incrucisat.

Rezultat test*
stx1/2 ipaH eae

Arcobacter butzleri - - -
Adenovirus 40 - - -
Adenovirus 41, uman, tulpina Tak - - -
Aeromonas hydrophila - - -
Astrovirus 2 - - -
Bacillus cereus - - -
Bacteroides fragilis - - -
Campylobacter coli - - -
Campylobacter fetus subsp. fetus - - -
Campylobacter jejuni - - -
Campylobacter lari subsp. lari - - -
Campylobacter upsaliensis - - -
Candida albicans - - -
Citrobacter freundii - - -
Clostridium bifermentans - - -
Clostridium difficile - - -
Clostridium novyi - - -
Clostridium perfringens - - -
Clostridium septicum - - -
Clostridium sordellii - - -
Clostridium sporogenes - - -

Cryptosporidium muris - - -

Cryptosporidium parvum - - -

20 2022-06-14 RIDA®UNITY EHEC/EPEC



E. coli (O6)

Entamoeba histolytica
Enterobacter cloacae
Enterococcus faecalis

Giardia intestinalis** Portland 1
Giardia intestinalis** WB Clona C6
Giardia lamblia**

Klebsiella oxytoca

Norovirus Gl

Norovirus GlI

Proteus vulgaris
Pseudomonas aeruginosa

Rotavirus

Salmonella enterica (serotip Enteritidis)

Salmonella enterica (serotip Typhimurium)

Serratia liquefaciens
Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis
Vibrio parahaemolyticus
Yersinia enterocolitica

* - = negativ

** Giardia intestinalis si Giardia lamblia sunt acelasi organism.

RIDA®UNITY EHEC/EPEC

2022-06-14

21



13.2.3 Precizie

Precizia testului RIDA®UNITY EHEC/EPEC real-time PCR a fost stabilitd pentru
nivelurile prezentate in continuare.

Precizia Intra-test: Testarea a 5 probe de control, de cate 20 de ori, pe RIDAPUNITY,
in conditii identice.

Precizia Inter-teste: Testarea a 5 probe de control in 20 de serii, in dublu exemplar,
in 10 zile lucratoare (2 testari pe zi), efectuata de diferiti tehnicieni, in conditii
reproductibile.

Testarea pentru stabilirea preciziei intra- si inter-test a fost efectuata folosindu-se trei
loturi.

Coeficientii de variatie obtinuti pentru fiecare masurare folosind testul RIDA®UNITY
EHEC/EPEC real-time PCR pe RIDA®UNITY si pe CFX96™ Dx au fost de 4,29 %.

Tab. 18: Rezultatele preciziei testului RIDAPUNITY EHEC/EPEC pentru stx1/2 din
probele coprologice (sistemul RIDAPUNITY).

Inter-test Inter-lot

Ct Intra-test

Va'O_are Lot kit Lotkit Lotkit Lotkit Lotkit Lotkit Loturi
medie/CV 1 2 3 1 2 3 kit 1-3
Ct 27.8 27,7 27 .4 27.8 27,7 27.6 27,7
1
CV (%) | 1,02% | 1,19% | 1,11% | 3,25% | 3,19% | 3,18 % | 3,21 %
Ct 29.6 295 29,2 30,0 29.8 29,8 29,8
2
CV (%) | 1,07% | 0,87% | 085% | 2,93% | 2,66% | 253% | 2,71 %
Ct 29,2 29.0 28,9 30,2 30,0 30,1 30,1
3
CV (%) | 1,72% | 1,35% | 1,46 % | 3,29% | 2,85% | 3,15% | 3,10 %
Ct - - - 32,0 31,7 31,6 31,8
4
oV (%) | Nuse | Nuse | Nuse |, no | 5039 | 226% | 2.28%
aplica aplica aplica
Ct 32,5 31,9 32,1 - - - -
5
CV (%) | 234% | 205% | 243 | Nuse | Nuse | Nuse | Nuse
aplica aplica aplica aplica
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Tab. 19: Rezultatele preciziei testului RIDA®UNITY EHEC/EPEC pentru depistarea
stx1/2 din probele coprologice (CFX96™ Dx).

Ct

Intra-test

Inter-test

Inter-lot

Valoare Lotkit Lotkit Lotkit Lotkit Lotkit Lotkit Loturi
medie/CV 1 2 3 1 2 3 kit 1-3
Ct 272 | 271 | 269 | 261 | 260 | 260 | 260
1 CV (%) | 082% | 1,04% | 0,76 % | 3,12% | 2,61% | 2,64 % | 2,80 %
Ct 276 | 272 | 271 | 281 | 275 | 215 | 277
N c %) | 1,91% | 0,95% | 0,71% | 4,03% | 3,02% | 2,86 % | 3,50 %
Ct 2717 | 272 | 272 | 281 | 277 | 216 | 27.8
° CV (%) | 234% | 0,74% | 0,95% | 4,29% | 3,11 % | 2,91% | 3,54 %
Ct ; ; ; 202 | 287 | 286 | 289
) CV (%) 2;‘“2: '::”22 g:"zg 296% | 2,90% | 2,76 % | 3,04 %
Ct 206 | 205 | 296 ; i . i
© ovim | e | 1se% |asan | Juse | s | Buse | Buce
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Tab. 20: Rezultatele preciziei testului RIDA®UNITY EHEC/EPEC pentru depistarea
ipaH din probele coprologice (sistemul RIDAPUNITY).

Inter-test Inter-lot

Ct Intra-test

Valoare Lot kit Lotkit Lotkit Lotkit Lotkit Lotkit Loturi
medie/CV 1 2 3 1 2 3 kit 1-3
Ct 25,0 24.8 24,6 253 251 251 252

CV (%) | 102% [ 1,11% | 1,09% | 1,84 % | 1,73 % 1,83 1,80 %

Ct 262 | 261 | 260 | 263 | 261 | 262 | 262
N c (%) | 0,81% | 089% | 0,90% | 1,49% | 1,39% | 1,37 % | 1,40 %
Ct 255 | 253 | 254 | 262 | 261 | 2641 | 26,1
° CV (%) | 0,96% | 0,99% | 087% | 1,72% | 1,57% | 1,53% | 1,61 %
Ct ; ; ; 271 | 270 | 270 | 270
) CV (%) g:llzz '::”2: ::”ig 1,44% | 1,34% | 1.45% | 1,42 %
Ct 274 | 274 | 273 ; i ; i
5

Nu se Nu se Nu se Nu se

CV (%) | 0,88% | 0,77 % | 0,69 % . i L .
aplica aplica aplica aplica
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Tab. 21: Rezultatele preciziei testului RIDA®UNITY EHEC/EPEC pentru depistarea
ipaH din probele coprologice (CFX96™ Dx).

Ct

Intra-test

Inter-test

Inter-lot

Valoare Lotkit Lotkit Lotkit Lotkit Lotkit Lotkit Loturi
medie/CV 1 2 3 1 2 3 kit 1-3
Ct 25,1 250 | 24,8 24,4 24,4 24,4 24,4
1 CV(%) | 1,15% | 1,25% | 1,06% | 1,49% | 1,79% | 1,70% | 1,67 %
Ct 25,2 252 | 2572 25,4 25,3 25,4 25,4
. CV(%) | 085% | 1,03% | 1,01% | 1,11% [ 1,21% | 1.21% | 1,17 %
Ct 25,2 250 | 25,0 25,4 25,4 25,3 25,4
° CV (%) | 1,04% | 1,09% | 1,14% | 1,29% | 1,46% | 1,53% | 1,43 %
Ct - - - 26,2 26,1 26,1 26,2
) CV (%) ;‘)‘“2: '::”: g:"zg 127% | 1,45% | 1,36 % | 1,36 %
Ct 26,9 26,8 | 26,7 - - - -
" cveo | omn [osan | ozow | Mo | Nese | Nose | s
RIDA®UNITY EHEC/EPEC 2022-06-14 25



Tab. 22: Rezultatele preciziei testului RIDA®UNITY EHEC/EPEC pentru depistarea
eae din probele coprologice (sistemul RIDAPUNITY).

Ct Intra-test Inter-test Inter-lot

Valoare Lot kit Lotkit Lotkit Lotkit Lotkit Lotkit Loturi
medie/CV 1 2 3 1 2 3 kit 1-3
Ct 26,2 26,3 26,0 26,4 26,5 26,5 26,5
1
CV (%) | 093% | 0,86% | 085% | 1,92% | 1,95% | 2,03% | 1,97 %
Ct 27,7 27,9 27,7 27,9 28,0 28,0 27,9
2
CV (%) | 086% | 092% | 0,77% | 1,85% | 1,76 % | 1,75% | 1,78 %
Ct 27,0 27,0 27,2 27,8 27,9 27,9 27,9
3
CV (%) | 1,05% | 0,86% | 0,99% | 2,03% | 1,84% | 1,80% | 1,89 %
Ct - - - 28,9 29,1 29,1 29,0
4
cv (%) | Nuse | Nuse | Nuse |\ g0 | 1789 | 1.81% | 1,80 %
aplica aplica aplica
Ct 29,1 29,4 29,4 ; ; _ )
5
oV (%) | 1.24% | 078% | 1,189 | Nuse | Nuse | Nuse | Nuse
aplica aplica aplica aplica
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Tab. 23: Rezultatele preciziei testului RIDA®UNITY EHEC/EPEC pentru depistarea
eae din probele coprologice (CFX96™ Dx).

Ct Intra-test Inter-test Inter-lot

Valoare Lot kit Lotkit Lotkit Lotkit Lotkit Lotkit Loturi
medie/CV 1 2 3 1 2 3 kit 1-3
Ct 26,5 26,6 26,5 26,3 26,4 26,4 26,4
1
CV(%)| 054% | 069% | 058% | 1,76 % | 1,86 % | 1,88% | 1,84 %
Ct 27,3 27,5 27,5 27,6 27,7 27,8 27,7
2
CV (%) | 068% | 0,68% | 065% | 1,49% | 1,70% | 1,51 % | 1,59 %
Ct 27,3 27,4 27,4 27,6 27,8 27,8 27,7
3
CV (%) | 088% | 0,74% | 0,79% | 1,66% | 1,78 % | 1,85% | 1,77 %
Ct - - - 28,5 28,7 28,6 28,6
4
cv (%) | Nuse | Nuse | Nuse | 40 | 1589 | 148% | 1,47 %
aplica aplica aplica
Ct 29,1 29,3 29,2 - - - -
5
N
cv) | 073% | 055% | 06g o | NuSe | Nuse | Nuse | Nuse
aplica aplica aplica aplica
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13.2.4 Reactivitate analitica

Reactivitatea testului RIDA®UNITY EHEC/EPEC multiplex real-time PCR a fost
testata pe un set definit de tulpini de E. coli si Shigella (a se vedea Tab. 24).

Tab. 24: Testarea reactivitatii analitice

. Rezultat*
Tulpina

stx1/2 ipaH eae

coli (stx1c, stx2b)

coli (stx1a, stx2c, eae)
coli (stx1d)

coli (stx2a, eae)

coli (stx2d)

coli (stx2e)

- +

coli (stx2f, eae)

+ + + + + + + o+

coli (stx2g)

coli O127:H6 (eae alpha)

. coli O157:H7 (eae gamma)
Shigella boydii (ipaH)
Shigella dysenteriae (ipaH) -

m m m m mmmmmm

Shigella flexneri (ipaH) -

+ + + +

Shigella sonnei (ipaH) -

*+ = pozitiv (cel putin 2 din 3 replici pozitive)
- = negativ
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14. Istoricul versiunilor

Numarul versiunii | Sectiune si denumire

2022-06-14 | Versiunea

15. Explicatia simbolurilor

Simboluri generale

Se utilizeaza pentru diagnosticare in vitro
Respectati instructiunile de utilizare
Numarul lotului

A se utiliza inainte de

Temperatura de depozitare

Numarul articolului

Numar de teste

Data producerii

LL<g~"B5 8

Producatorul

Simboluri specifice testului

| Reaction Mix | Amestec de reactie

| Enzyme Mix | Amestec de enzime

| Negative Control|  Martor negativ

| Positive Control|  Martor pozitiv

RIDA®UNITY EHEC/EPEC 2022-06-14

29



16.

1.

30

Referinte

Aziz FAA, Ahmad NA, Razak MAA, Omar M, Kasim NM, Yusof M, et al.
Prevalence of and factors associated with diarrhoeal diseases among children
under five in Malaysia: a cross-sectional study 2016. BMC Public Health.
2018;18(1):1363.

Allocati N, Masulli M, Alexeyev MF, Di llio C. Escherichia coli in Europe: an
overview. Int J Environ Res Public Health. 2013;10(12):6235-54.

Schuetz AN. Emerging agents of gastroenteritis: Aeromonas, Plesiomonas, and
the diarrheagenic pathotypes of Escherichia coli. Semin Diagn Pathol.
2019;36(3):187-92.

Newell DG, La Ragione RM. Enterohaemorrhagic and other Shiga toxin-
producing Escherichia coli (STEC): Where are we now regarding diagnostics and
control strategies? Transbound Emerg Dis. 2018;65 Suppl 1:49-71.

Yang SC, Lin CH, Aljuffali IA, Fang JY. Current pathogenic Escherichia coli
foodborne outbreak cases and therapy development. Arch Microbiol.
2017;199(6):811-25.

Lagerqvist N, Lof E, Enkirch T, Nilsson P, Roth A, Jernberg C. Outbreak of
gastroenteritis highlighting the diagnostic and epidemiological challenges of
enteroinvasive Escherichia coli, County of Halland, Sweden, November 2017.
Euro Surveill. 2020;25(9).

2022-06-14 RIDA®UNITY EHEC/EPEC



