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Utilizacao

O teste cobas® Cdiff no sistema cobas® 4800 é um teste automatizado, qualitativo, de diagndstico in vitro,
que utiliza reacgéo de polimerizagdo em cadeia (PCR) em tempo real, para a detecc¢ado directa do gene
toxina B (tcdB) do Clostridioides difficile (C. difficile) toxigénico em amostras fecais sem forma (liquidas

ou moles) obtidas de doentes dos quais se suspeita terem contraido a infec¢éo por C. difficile (CDI).

O teste cobas® Cdiff destina-se a ser utilizado como auxiliar no diagndstico da CDI em seres humanos
em conjunto com factores de risco clinico e epidemioldgico.

Resumo e explicacao do teste / Principio do procedimento

Fundamentos: Rastreio do C. difficile

O C. difficile ¢ um bacilo Gram positivo, anaerébio, formador de esporos, que no final da década de 1970
foi identificado como um agente etiolégico da colite pseudomembranosa associada aos antibidticos.'?

E supostamente responséavel por 15 a 20% dos casos de diarreia relacionados com antibioticos e quase
todos os casos de colite pseudomembranosa associada aos antibiéticos.® Na tltima década, a incidéncia
de infecgdo associada ao C. difficile (CDI) tem aumentado progressivamente e tornou-se agora num
problema clinico significativo nos paises desenvolvidos. Apesar das taxas de incidéncia terem variado
entre 30 e 40 casos por 100.000 habitantes em hospitais de cuidados intensivos nos Estados Unidos, a
incidéncia aumentou para mais de 80 por 100.000 habitantes em 2005.* Ja foram observados no passado
surtos de CDI.° O custo directo associado a CDI era de $6.326 por caso nos EUA.®

Os aumentos na incidéncia tém sido parcialmente atribuidos ao surgimento de uma estirpe aparentemente
hipervirulenta, classificada como ribotipo 027/pulsotipo 1 norteamericano (NAP1) e toxinotipo lll. As
estirpes toxigénicas do C. difficile produzem normalmente duas toxinas: toxina A (uma enterotoxina)

e toxina B (uma citotoxina).” Uma pequena percentagem das estirpes apenas produz toxina B.2

Recentemente tem sido observado um aumento de viruléncia com estirpes que produzem outra toxina,
designada toxina binéria e portadora de uma delecc¢éo no gene regulador negativo tcdC.>'° Estas Ultimas
estirpes foram consideradas mais virulentas in vitro e parecem causar mais morbilidade e mortalidade nos
seres humanos.'"'?

Apds colonizagdo com C. difficile toxigénico, os individuos poderdo tornar-se portadores assintomaticos ou
contrair uma doenca no célon. As caracteristicas clinicas da CDI poderao variar entre diarreia moderada a
colite pseudomembranosa que pode colocar a vida em risco, caracterizada por dores abdominais, diarreia

abundante e sintomas sistémicos tais como febre, anorexia, ndusea e indisposigéo.

O diagndstico da CDI é geralmente estabelecido pela demonstracdo da presenga das toxinas A e/ou B
em amostras fecais. A demonstragéo do efeito citopatico numa monocamada de células, pela accéo da
toxina B, é considerada por muitos como uma “norma de ouro”.’®> ' A demonstracéo do efeito citopatico
pode ser obtida por incubacéo directa de sobrenadante fecal na monocamada de células; alternativa-
mente, isolados do C. difficile podem ser cultivados em caldo selectivo e o sobrenadante obtido é
posteriormente incubado na monocamada celular (cultura toxigénica)."”® Ambas as técnicas exigem um
minimo de 48 a 72 horas para um resultado final. SGo amplamente utilizados imunoensaios para a
deteccdo das toxinas A e B, porque proporcionam resultados positivos em menos de 4 horas; contudo,

a sensibilidade é significativamente menor quando comparado com culturas de tecidos.'® Comparado
com critérios clinicos que suportam a CDI, foi observado que a PCR tinha valores de sensibilidade,
especificidade e valores preditivos positivos e negativos de respectivamente 93,3%, 97,4%, 75,5% e 99,4%,
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com um tempo de resposta inferior a 4 horas.’ A PCR € considerada o teste ideal, tinico e rdpido para a
deteccéo de toxinas do C. difficile.'”-2° Apesar do drastico aumento da incidéncia e gravidade da CDI, o
metronidazol ou a vancomicina continua a ser o tratamento médico preferido para episddios agudos e
infeccdes recorrentes.?!

As medidas de controlo da infec¢do incluem a utilizagéo prudente de agentes antimicrobianos, a
prevencdo de infecgdo cruzada e a vigilancia activa dos casos.?? Ndo é aconselhdavel a repeticdo de “testes
de cura”, uma vez que as toxinas poderdo estar presentes por longos periodos de tempo sem sintomas
clinicos.

Assim, ha uma grande necessidade de uma deteccdo rapida, automatizada e de alta sensibilidade do

C. difficile. Os métodos moleculares oferecem a possibilidade de reduzir significativamente o tempo de
deteccéo, permitindo assim a iniciagéo imediata de tratamento antimicrobiano e a implementacdo imediata
de medidas de controlo da infecg&o.'”-2°

Explicacéo do teste

O teste cobas® Cdiff contém dois processos principais: (1) preparacdo automatizada de amostras para
extrair acidos nucleicos de amostras fecais sem forma; (2) amplificacdo por PCR de sequéncias do ADN
alvo usando iniciadores especificos do C. difficile e deteccdo em tempo real de sondas de deteccdo
oligonucleotidicas especificas do C. difficile marcadas com corante fluorescente e clivadas. Antes da
preparacédo automatizada de amostras, é adicionado a todas as amostras um Controlo Interno contendo
uma sequéncia aleatodria ndo relacionada de ADN, e é amplificado e detectado simultaneamente com cada
amostra para monitorizar o processo inteiro.

Principios do Procedimento

Preparacédo de amostras

A preparagéo de amostras para o teste cobas® Cdiff é automatizada com a utilizagio do equipamento
cobas® x 480. Os organismos s#o lisados com agente caotrdpico, proteinase K e reagentes SDS. Os &cidos
nucleicos libertados, juntamente com o ADN do Controlo Interno adicionado, séo ligados por particulas
magnéticas de vidro. Sdo lavados e depois eluidos num pequeno volume de tampé&o. O equipamento retira
entdo uma aliquota do material eluido e prepara a reac¢do PCR com uma Mistura Principal activada.

Amplificacéo por PCR e detecgido no TagMan®

Os passos PCR de amplificagéo e detecgdo do sinal do alvo ocorrem no analisador cobas® z 480. O reagente
de Mistura Principal contém pares de iniciadores e sondas para dois alvos: toxina B e Controlo Interno. Se
estiverem presentes as sequéncias de acido nucleico-alvo, a amplificagcdo com os iniciadores
correspondentes ocorrera através de uma polimerase do ADN termoestavel, gerando produtos da PCR
(amplicon). Estes produtos sdo detectados por sondas TagMan especificas contendo um corante
fluorescente e um supressor. Geralmente o supressor suprime a fluorescéncia do corante. No entanto, se o
produto da PCR estiver presente, a sonda hibridiza-se com o produto e € clivada pela actividade da nuclease
5'a 3' da polimerase. Esta reacgcdo permite que seja emitida fluorescéncia do corante, e o sinal é registado
em tempo real durante cada ciclo da PCR pelo analisador cobas® z 480. O sinal ¢ interpretado pelo software
do sistema cobas® 4800 e reportado como resultado final.

06979394001-08PT
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Amplificacédo selectiva

No teste cobas® Cdiff, a amplificagdo selectiva do acido nucleico alvo da amostra é conseguida com

a utilizacdo de uma enzima AmpErase (uracil-N-glicosilase) e de trifosfato de desoxiuridina (dUTP).

A enzima AmpErase reconhece e catalisa a destruicdo de cadeias de ADN que contém desoxiuridina®,
mas ndo o ADN que contém desoxitimidina. A desoxiuridina ndo se encontra no ADN natural, mas esta
sempre presente no amplicon, devido ao uso de trifosfato de desoxiuridina em vez de trifosfato de timidina
como um dos dNTPs no reagente de Mistura Principal; por conseguinte, somente o amplicon contém
desoxiuridina. A desoxiuridina torna o amplicon contaminante susceptivel a destruicio pela enzima
AmpErase antes da amplificacdo do ADN alvo. A enzima AmpErase, que estd incluida no reagente de
Mistura Principal, catalisa a clivagem de ADN contendo desoxiuridina em residuos de desoxiuridina, ao abrir
a cadeia de desoxiribose na posi¢do C1. Quando aquecida no primeiro passo de amplificagdo térmica, no pH
alcalino da Mistura Principal, a cadeia de ADN do amplicon quebra-se na posicdo da desoxiuridina, tornando
assim o ADN ndo amplificavel. A enzima AmpErase é inactiva a temperaturas acima dos 55 °C, ou seja,
durante os passos de amplificagdo térmica, pelo que ndo destréi o amplicon alvo. O teste cobas® Cdiff
demonstrou inactivar pelo menos 1000 c6pias de amplicon C. difficile contendo desoxiuridina, por PCR.

06979394001-08PT
Doc. Rev. 8.0 6




cobas® Cdiff Test

Materiais, reagentes e amostras

Materiais e reagentes fornecidos

0,09% de azida sdédica

. Componentes e ingredientes Quantidade |Simbolo e Adverténcia de seguranca
Kit/Cassetes ¢
reagentes por teste
PERIGO
H225 Liquido e vapor facilmente inflaméaveis.

MGP H319 Provoca irritagdo ocular grave.

H336 Pode provocar sonoléncia ou vertigens.

(Particulas Magnéticas de Vidro P ! g i
cobas® 4800 System do sistema cobas® 4800) 10 x 45 mi P210 Manter afastado do calor, superficies quentes, faisca,
Sample Preparation Kit Particulas Magnéticas de Vidro chama aberta e ou.tr?s fontes de ignicéo. Ndo fumar.

(Kit de Preparacéo de ) P233 Manter o recipiente bem fechado.

i 93% de isopropanol . . . .

Amostras do sistema P261 Evitar respirar as poeiras/fumos/gases/névoas/

cobas® 4800) vapores/aerossois.

240 testes P280 Usar luvas de protecgéo/protecgdo ocular/protecgéo

(P/N: 05235782190) facial.
P303 + P361 + P353 SE ENTRAR EM CONTACTO COM
A PELE (ou o cabelo): retirar imediatamente toda a roupa
contaminada. Enxaguar a pele com dgua/tomar um duche.
P370 + P378 Em caso de incéndio: utilizar areia seca, pé
quimico ou espuma resistente ao &lcool para a extincéo.

EB N/A

(Tampéo de Eluicdo do sistema

cobas® 4800) 10 x 18 ml

Tampdo Tris

06979394001-08PT
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Tampdo Tris
0,09% de azida sdédica

. omponentes e ingredientes uantidade |Simbolo e Adverténcia de seguranca
Kit/Cassetes c - di Q idade | Simbolo e Ad éncia d ¢
reagentes por teste
PERIGO
H225 Liquido e vapor facilmente inflaméaveis.

MGP H319 Provoca irritagdo ocular grave.

H336 Pode provocar sonoléncia ou vertigens.

(Particulas Magnéticas de Vidro P ! g i
cobas® 4800 System do sistema cobas® 4800) 10 x 135 mil P210 Manter afastado do calor, superficies quentes, faisca,
Sample Preparation Kit Particulas Magnéticas de Vidro chama aberta e ou.tr?s fontes de ignicéo. Ndo fumar.

(Kit de Preparacéo de ) P233 Manter o recipiente bem fechado.

i 93% de isopropanol . . . .

Amostras do sistema P261 Evitar respirar as poeiras/fumos/gases/névoas/

cobas® 4800) vapores/aerossois.

960 testes P280 Usar luvas de protecgéo/protecgdo ocular/protecgédo

(P/N: 05235804190) facial.
P303 + P361 + P353 SE ENTRAR EM CONTACTO COM
A PELE (ou o cabelo): retirar imediatamente toda a roupa
contaminada. Enxaguar a pele com dgua/tomar um duche.
P370 + P378 Em caso de incéndio: utilizar areia seca, p6
quimico ou espuma resistente ao alcool para a extingéo.

EB N/A

(Tampéo de Eluicdo do sistema

cobas® 4800) 10 x 18 ml

06979394001-08PT
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Tampéo Tris
Dodecil sulfato de sédio
0,09% de azida de sédio

. Componentes e ingredientes Quantidade |Simbolo e Adverténcia de seguranca
Kit/Cassetes
reagentes por teste
PERIGO
H302: Nocivo por ingestéo.
H314: Provoca queimaduras na pele e lesdes oculares graves.
H411: Téxico para os organismos aquéticos com efeitos duradouros.
EUH032: Em contacto com 4cidos liberta gases muito téxicos.
EUHO071: Corrosivo para as vias respiratorias.
LYS-1 P273: Evitar a libertacdo para o ambiente.
(Tamp#o de lise 1 do P280: Usar luvas de protegéo/vestudrio de protecdo/protegéo
cobas® 4800 System) ocular/protecéo facial/prote¢éo auditiva.
. P P303 + P361 + P353: SE ENTRAR EM CONTACTO COM A PELE
Citrato de sdédio 10 x 10 ml STt )
(ou o cabelo): retirar imediatamente toda a roupa contaminada.
5% de polidocanol Enxaguar a pele com 4gua.
42,6% tiocianato de guanidina P304 + P340 + P310: EM CASO DE INALAGAO: retirar a pessoa
Ditiotreitol para uma zona ao ar livre e manté-la numa posi¢do que ndo
dificulte a respirag&o. Contacte imediatamente um CENTRO DE
INFORMAGAO ANTIVENENOS/médico.
P305 + P351 + P338 + P310: SE ENTRAR EM CONTACTO COM
OS OLHOS: enxaguar cuidadosamente com dgua durante varios
minutos. Se usar lentes de contacto, retire-as, se tal lhe for possivel.
Continue a enxaguar. Contacte imediatamente um CENTRO DE
INFORMAGAO ANTIVENENOS/médico.
cobas® 4800 System P391: Recolher o produto derramado.
A 593-84-0 Tiocianato de guanidina
Lysis Kit 1 9002-92-0 Polidocanol
240 testes 3483-12-3 (R*,R*)-1,4-dimercaptobutano-2,3-diol
(P/N: 06768253190)
PK PERIGO
(Protease K do cobas® 4800 H317: Pode proyocar uma reagéo aIérgif:a cutanea. .
System) H334: Qua.n.do inalado, per pr(?vocar sintomas de alergia ou de
. . asma ou dificuldades respiratérias.
Tampéo Tris P261: Evitar respirar as névoas ou vapores.
EDTA 10 x 0,9 ml | pago: Usar luvas de protegéo.
Cloreto de calcio P284: Usar protegéo respiratdria.
Acetato de célcio P304 + P340: EM CASO DE INALAGAO: retirar a pessoa para
< 2,0% de proteinase K uma zona ao ar livre e manté-la numa posi¢éo que néo dificulte
Glicerina a respiragdo.
P333 + P313: Em caso de irritagdo ou erupgdo cutanea: consulte
um médico.
P342 + P311: Em caso de sintomas respiratérios: contacte um
CENTRO DE INFORMAGAO ANTIVENENOS/médico.
39450-01-6 Proteinase, Tritirachium album serine
SDS
(Reagente SDS do cobas® 4800
System)
10 x 3 ml N/A

06979394001-08PT
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Kit/C " Componentes e ingredientes Quantidade |Simbolo e Adverténcia de seguranca
! assetes reagentes por teste
PERIGO
H302: Nocivo por ingestéo.
H314: Provoca queimaduras na pele e lesdes oculares graves.
H411: Téxico para os organismos aquéticos com efeitos duradouros.
EUH032: Em contacto com 4cidos liberta gases muito téxicos.
EUHO071: Corrosivo para as vias respiratorias.
LYS-1 P273: Evitar a libertacdo para o ambiente.
(Tamp#o de lise 1 do P280: Usar luvas de protegéo/vestudrio de protecéo/protegéo
cobas® 4800 System) ocular/protecéo facial/prote¢éo auditiva.
. P P303 + P361 + P353: SE ENTRAR EM CONTACTO COM A PELE
Citrato de sdédio 10 x 36 ml STt .
) (ou o cabelo): retirar imediatamente toda a roupa contaminada.
5% de polidocanol Enxaguar a pele com agua.
42,6% tiocianato de guanidina P304 + P340 + P310: EM CASO DE INALAGAO: retirar a pessoa
Ditiotreitol para uma zona ao ar livre e manté-la numa posi¢do que ndo
dificulte a respirag&o. Contacte imediatamente um CENTRO DE
INFORMAGAO ANTIVENENOS/médico.
P305 + P351 + P338 + P310: SE ENTRAR EM CONTACTO COM
OS OLHOS: enxaguar cuidadosamente com dgua durante vérios
minutos. Se usar lentes de contacto, retire-as, se tal lhe for possivel.
Continue a enxaguar. Contacte imediatamente um CENTRO DE
INFORMAGAO ANTIVENENOS/médico.
cobas® 4800 System P391: Recolher o produto derramado.
A 593-84-0 Tiocianato de guanidina
Lysis Kit 1 9002-92-0 Polidocanol
960 testes 3483-12-3 (R*,R*)-1,4-dimercaptobutano-2,3-diol
(P/N: 06768270190)
PK PERIGO
(Protease K do cobas® 4800 H317: Pode provocar uma reagéo alérgica cutanea.
System) H334: Quando inalado, pode provocar sintomas de alergia ou de
. . asma ou dificuldades respiratérias.
Tampéo Tris P261: Evitar respirar as névoas ou vapores.
EDTA 20 x 1,2 ml | p2go: Usar luvas de protegéo.
Cloreto de calcio P284: Usar protegéo respiratdria.
Acetato de célcio P304 + P340: EM CASO DE INALAGAO: retirar a pessoa para
< 2,0% de proteinase K uma zona ao ar livre e manté-la numa posi¢éo que néo dificulte
Glicerina a respiragdo.
P333 + P313: Em caso de irritagdo ou erupgdo cutanea: consulte
um médico.
P342 + P311: Em caso de sintomas respiratérios: contacte um
CENTRO DE INFORMAGAO ANTIVENENOS/médico.
39450-01-6 Proteinase, Tritirachium album serine
SDS
(Reagente SDS do cobas® 4800
System)
10 x 9 ml N/A

Tampéo Tris
Dodecil sulfato de sédio
0,09% de azida de sédio
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(P/N: 06768237190)

e de Controlo Interno de marcagédo
fluorescente

< 0,01% de aptamero
oligonucleotidico

< 0,01% de polimerase do ADN
Z05 (de origem microbiana)

< 0,02% de enzima de AmpErase
(uracil-N-glicosilase) (de origem
microbiana)

0,09% de azida sédica

. Componentes e ingredientes Quantidade |Simbolo e Adverténcia de seguranca
Kit/Cassetes
reagentes por teste
cobas® 4800 System N/A
Wash Buffer Kit WB
(Kit de Tampéo de (Tampéo de Lavagem do sistema
Lavagem do sistema cobas® 4800) 10 x 55 ml
cobas® 4800) Citrato de s6dio desidratado
240 testes 0,05% de N-Metilisotiazolona-HCI
(P/N: 05235863190)
cobas® 4800 System N/A
Wash Buffer Kit wB
(Kit de Tampéo de (Tampéo de Lavagem do sistema
Lavagem do sistema cobas® 4800) 10 x 200 ml
cobas® 4800) Citrato de sddio desidratado
960 testes 0,05% de N-Metilisotiazolona-HCI
(P/N: 05235871190)
IC-1 N/A
(IC-1 do cobas® 4800)
cobas® 4800 System Tampdo Tris
Internal Control Kit 1 EDTA
(Kit de Controlo Interno 1 | < 0:01% de ARN de Poli rA
do sistema cobas® 4800) | (Sintético) 20 x 0.5 ml
. 0,05% de azida sddica
20 corridas
(P/N: 06768318190) < 0,01% de ADN nao infeccioso e
sintético do Controlo Interno,
encapsulado em proteina coberta
de bacteriéfago Lambda
Cdiff MMX N/A
(Mistura Principal cobas® Cdiff)
Tampdo de tricina
EDTA
DMSO
Acetato de potéssio
Hidréxido de potéssio
Tween 20
cobas® 4800 Cdiff < 0,19% de dATP, dCTP, dGTP,
Amplification/Detection | qUTP
Kit < 0,01% de iniciadores do
(Kit de Amplificagéo/ C. difficile e do Controlo Interno 10 x 0.3 ml
N ® ,
Detecgdo cobas™ 4800 |4 jusante e a montante
Cdiff) < 0,01% de sondas de C. difficile
80 testes
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Componentes e ingredientes Quantidade |Simbolo e Adverténcia de seguranca
reagentes por teste

Cdiff (+) C N/A
(Controlo Positivo cobas® Cdiff)
Tampéo Tris

EDTA

< 0,01% de ARN de Poli rA
(sintético)

0,05% de azida sddica

< 0,01% de ADN de plasmideo ndo
infeccioso (de origem microbiana)
contendo sequéncia de C. difficile

cobas® 4800 Cdiff =)C N/A
Controls and Cofactor Kit [(Controlo Negativo do sistema
(Kit de Controlos e Co- cobas® 4800)

factor cobas® 4800 Cdiff) | Tampao Tris

10 Corridas EDTA

(P/N: 06768300190) 0,05% de azida sédica

< 0,01% de ARN de Poli rA
(sintético)

Cofactor-3 N/A
(Co-factor 3 do cobas® 4800)
Acetato de manganés

Acetato de magnésio

Albumina sérica bovina de plasma
bovino originado nos Estados
Unidos

0,09% de azida sddica

Kit/Cassetes

10 x 0,5 ml

10 x 0,5 ml

10 x 1,7 ml

Armazenamento e manuseamento de reagentes

Reagente Temperatura de Tempo de armazenamento
armazenamento
;Z?Z:@Pf:sgrjggzag]eS:nTcF))slfr:;e dp;;?;(:r;:i::oba@ 4800) 2a8°C Estavel até ao fim do prazo de validade indicado
;Z:)Z:C@Lf(;o? jgsst?s::arl;:toﬁ;l@ 4800) 2a8°C Estavel até ao fim do prazo de validade indicado
F}Z:)Z:@)Cii??olsgfrtsgr:ztfrgsls?s(t)z:;zl:(i)tb1as® 4800) 2a8°C Estdvel até ao fim do prazo de validade indicado
F}z?::i[:jsl(i)ﬁi:g;(I)A/EZLZL?;;E)ZL?)Z[segL%%:)(Ediff) 2a8°C Estavel até ao fim do prazo de validade indicado
?}g?::(@Cii(z?oliii: gg?}};ﬁi?gif::gczg; (}; lct: dif) 2a8°C Estavel até ao fim do prazo de validade indicado
F}Z:’g:@fr:ﬁ?s;yj;elg \\//:algzr%Bduc:f:irst}fai:na cobas® 4800) 15a25°C Estavel até ao fim do prazo de validade indicado

Nota: Ndo congelar os reagentes.

A data de validade do reagente baseia-se no Tempo Universal Coordenado (UTC). A hora local do prazo de validade do reagente
pode ser ajustada para mais ou menos 12 horas, consoante o fuso hordrio local em relagdo ao UTC.

06979394001-08PT
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Materiais adicionais necessarios

Materiais P/N
Pontas CORE, 1000 pl, rack de 96 04639642001
Reservatdrio de reagente de 50 ml 05232732001
Reservatério de reagente de 200 ml 05232759001

Placa de extracgéo (pogos fundos) do sistema cobas® 4800 | 05232716001

Placa AD (microplaca) de 0,3 ml e Pelicula vedante do

sistema cobas® 4800 05232724001

Aplicador de pelicula vedante 04900383001

Suporte de 24 posicdes 04639502001

Saco de desperdicios sélidos 05530873001 (pequeno) ou 04691989001 (grande)
Manga de Plastico Hamilton STAR 04639669001

cobas® PCR Media and Swab Sample Kit 07051891190

cobas® PCR Media Uni Swab Sample Kit 07958030190

Luvas descartdveis, sem p6 Sao aceitdveis quaisquer luvas descartaveis sem po.
Misturador de agitacdo forte (tubo unico) E aceitavel qualquer misturador de agitagéo forte.

Centrifuga equipada com um rotor de cestos oscilantes com

um minimo de 1500 RCF E aceitdvel qualquer centrifuga apropriada.

Para mais informagdes relativamente a materiais vendidos em separado, contacte o representante local da Roche.

Materiais opcionais

Materiais P/N

Tampas de selagem ou tampa de placa de pocgos fundos Roche 04789288001 ou Hamilton 6474-01

Tampas, cor neutra (para tapar os tubos apds execugdo de [Roche P/N 07958056190; para tapar os tubos de base
amostras) redonda de 13 ml apds execugdo de amostras

Para mais informagdes relativamente a materiais opcionais, contacte o representante local da Roche.

Equipamentos e software necessarios mas nao fornecidos

Equipamentos e software necessarios, nao fornecidos

Sistema cobas® 4800
Equipamento cobas® x 480
Analisador cobas® z 480
Unidade de controlo

Software de AP cobas® Cdiff do sistema cobas® 4800, vers&o 1.0.1 ou superior

Software de Aplicagéo (Core) do sistema cobas® 4800, versdo 2.2.0 ou superior

Para mais informagdes relativamente a materiais vendidos em separado,
contacte o representante local da Roche.

06979394001-08PT
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Precaucades e requisitos de manuseamento

Adverténcias e precaucoes

A semelhanca do que sucede com qualquer procedimento de teste, boas praticas laboratoriais séo
essenciais para um desempenho adequado deste ensaio. Em virtude da elevada sensibilidade analitica
deste teste, deverdo ser tomadas as devidas precauc¢des para manter os reagentes, as amostras e as
misturas de amplificacéo isentas de contaminacéo.

Nota:

Apenas para diagnastico /n vitro.
Evitar a contaminacé&o dos reagentes e amostras por micrébios e ADN.

Estéo disponiveis Folhas de Dados de Seguranca (SDS, Safety Data Sheets) que podem ser
solicitadas ao representante local da Roche.

O reagente LYS-1 contém tiocianato de guanidina. Ndo permita o contacto directo entre o
tiocianato de guanidina e o hipoclorito de sddio (lixivia) ou outros reagentes altamente reactivos
tais como acidos ou bases. Essas misturas podem libertar gases nocivos.

O MGP contém isopropanol e é facilmente inflamdavel. Manter afastado de chamas e ambientes
propicios a producéo de faiscas.

Evite a exposi¢cdo de MGP a fontes de campos magnéticos.

Os EB, Cdiff MMX, SDS, Cofactor-3, (-)C, Cdiff (+)C e IC-1 contém azida sddica.

Para outras adverténcias, precaucdes e procedimentos para reduzir o risco de contaminagcéo no
cobas® x 480 instrument ou no cobas® z 480 analyzer, consulte a Assisténcia ao utilizador do
cobas® 4800 System. Se houver suspeita de contaminacéo, efetue a limpeza e a manutengéo
semanal, conforme descrito na Assisténcia ao utilizador do cobas® 4800 System.

Informe as autoridades competentes locais e o fabricante sobre quaisquer incidentes graves que
possam ocorrer ao utilizar este ensaio.

Para instrucdes especificas, consulte “Colheita, transporte e armazenamento de
amostras”.

Boas praticas laboratoriais

N&o efectue pipetagem com a boca.
Nao comer, beber ou fumar em areas de trabalho laboratorial.
Lave muito bem as méos depois de manusear amostras e reagentes do Kit.

Ao manusear quaisquer reagentes, usar sempre proteccdo para os olhos, bata de laboratdrio e
luvas descartaveis. Evitar o contacto destes materiais com a pele, olhos ou membranas mucosas.
Se ocorrer contacto, lavar imediatamente com agua em abundancia. Caso néo seja efectuado
tratamento, podem surgir queimaduras. Se ocorrer derrame, diluir com dgua antes de secar.

Limpe e desinfecte cuidadosamente todas as superficies de trabalho do laboratério com uma
solucéo preparada de fresco de hipoclorito de sddio a 0,5% em agua desionizada ou destilada

(diluir lixivia doméstica a 1:10). Em seguida esfregue a superficie com um pano com etanol a 70%.

06979394001-08PT
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Contaminacéao

Para evitar contaminacdo, devem ser usadas luvas que devem ser trocadas entre 0 manuseamento
de amostras e de reagentes do cobas® Cdiff. Evite contaminar as luvas quando manusear amostras
e controlos. Use luvas de laboratorio, bata de laboratorio e protec¢cdo ocular quando manusear
amostras e reagentes do Kit.

Evite a contaminagdo microbiana e por ribonuclease dos reagentes.

Poderdo ocorrer resultados falsos-positivos se o carryover de amostras ndo for impedido durante
a manipula¢do das amostras.

As amostras deverdo ser manuseadas como se fossem infecciosas, utilizando procedimentos
de laboratdrio seguros, tais como os descritos em Biosafety in Microbiological and Biomedical
Laboratories* e no Documento M29-A4 do CLSI.?®

Integridade

Nao utilizar kits fora dos prazos de validade.

N&o misturar reagentes.

N&o utilizar produtos descartdveis que tiverem ultrapassado o respectivo prazo de validade.
N&o utilizar reagentes ou tubos que estdo visivelmente danificados ou mostra sinais de fuga.
Todos os itens descartaveis sdo para uma unica utilizacdo. Ndo reutilizar.

Todos os equipamentos devem ser mantidos adequadamente, de acordo com as instrugcdes do
fabricante.

Eliminacéao

Nota:

Os reagentes do sistema cobas® 4800 e os reagentes especificos do teste cobas® Cdiff contém
azida sodica (consultar “Adverténcias e precaucoes”). A azida sodica pode reagir com tubagens
de chumbo e de cobre, produzindo azidas metélicas altamente explosivas. Quando eliminar
solugdes contendo azida sodica nos lavatdrios do laboratorio, lave os canos com um grande volume
de agua fria para impedir a formacéo de azidas.

Eliminar os reagentes n&o utilizados e os desperdicios em conformidade com as regulamentacgdes
nacionais e locais.

Para a eliminacéo de residuos liquidos, consulte a Assisténcia ao utilizador do
cobas® 4800 System.

Derrames e limpeza

O reagente LYS-1 contém tiocianato de guanidina. Caso ocorra derramamento de liquido que
contenha tiocianato de guanidina, limpar com detergente laboratorial adequado e dgua. Se o
liquido derramado contiver agentes potencialmente infecciosos, limpar PRIMEIRO a drea afectada
com detergente laboratorial e agua e em seguida com hipoclorito de sédio a 0,5%.

Se o derramamento ocorrer no cobas® 4800 instrument, siga as instrucdes de limpeza
apresentadas na Assisténcia ao utilizador do cobas® 4800 System.

Nao utilize solugéo de hipoclorito de sddio (lixivia) para a limpeza do cobas® x 480 instrument
ou do cobas® z 480 analyzer. Limpe o cobas® x 480 instrument ou o cobas® z 480 analyzer de
acordo com os procedimentos descritos na Assisténcia ao utilizador do cobas® 4800 System.

06979394001-08PT
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Colheita, transporte e armazenamento de amostras

Nota: Manusear todas as amostras tendo em conta a possibilidade de transmitirem agentes
infecciosos.

Colheita de amostras

Efectue a colheita de amostras fecais sem forma para um recipiente esterilizado. As amostras deverdo ser
colhidas seguindo o procedimento descrito nos procedimentos operacionais standard da sua institui¢éo.

Armazenamento e estabilidade das amostras durante o transporte

As amostras fecais sem forma mantém-se estéveis entre 2 e 30 °C durante 2 dias, ou entre 2 e 8 °C
durante 7 dias e a -20 °C durante 60 dias antes de serem testadas no sistema cobas® 4800 (isto foi
demonstrado testando amostras depois de armazenamentos consecutivos a 30 °C £ 1 °C durante 2 dias,
seguido de armazenamento entre 2 e 8 °C durante 5 dias, seguido de armazenamento a -20 °C durante
60 dias).

As amostras fecais misturadas com o cobas® PCR Media mantém-se estéveis entre 2 e 8 °C durante
60 dias ou a 30 °C durante 7 dias antes de serem testadas no sistema cobas® 4800.

O transporte de amostras de C. difficile deve obedecer as regulamentacdes nacionais, federais, estaduais
e locais relativas ao transporte de agentes etioldgicos.

Procedimento de teste
Execucéo do teste

Fluxo de trabalho

Figura 1:  Fluxo de trabalho do cobas® Cdiff

1 Iniciar o sistema.

2 Executar a manutengdo do equipamento.

3 Retirar as amostras e os reagentes do armazenamento.
4 Iniciar corrida:

. Carregar suportes com amostras.

5 Com LIS: confirmar ordem de trabalho
Sem LIS: criar ordem de trabalho

6 Carregar consumiveis (placa de pogos fundos, microplaca, racks de pontas) e reagentes
7 Iniciar corrida de preparacdo de amostras

8 Descarregar e selar microplaca

9 Retirar amostras, reagentes usados e placa de pocos fundos.

10 Carregar microplaca no analisador

11 Examinar resultados

12 Com LIS: enviar resultados para o LIS

13 Descarregar analisador

06979394001-08PT
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Instrucdes de Utilizacdo

Todos os reagentes excepto a Cdiff MMX e o Co-factor 3 devem estar a temperatura ambiente antes
de serem carregados no equipamento cobas® x 480. Os reagentes Cdiff MMX e Co-factor 3 podem

ser retirados directamente do armazenamento entre 2 e 8 °C, porque na altura que forem usados no

processo a bordo do equipamento cobas® x 480, ja estardo a temperatura ambiente.

Nota: Para instrucoes de operacéao detalhadas, consulte a Assisténcia ao utilizador do
cobas® 4800 System.

Tamanho da corrida

O sistema cobas® 4800 foi concebido para fazer corridas mistas de testes cobas® MRSA/SA,

cobas® Cdiff e cobas® HSV 1 e 2. O kit genérico de Preparagio de Amostras do sistema cobas® 4800,

o kit genérico de Lise 1 do sistema cobas® 4800 e o kit genérico de Tamp&o de Lavagem do sistema
cobas® 4800 estdo disponiveis em dois tamanhos de kit, cada um suficiente para 10 corridas de até

24 ou até 96 amostras, incluindo os controlos e amostras para todos os ensaios a executar. O kit de
Amplificagdo/Detegéo cobas® 4800 Cdiff € suficiente para testar até 80 amostras, incluindo os controlos
e amostras Cdiff a executar. Podem ser utilizados varios frascos do reagente de Mistura Principal do
cobas® 4800 Cdiff, conforme for apropriado numa corrida, desde que tenham o mesmo tamanho de Kkit.
O kit genérico de Controlo Interno 1 do sistema cobas® 4800 e o kit de Controlos e Co-factor

cobas® 4800 Cdiff estéo disponiveis num tnico tamanho de kit, e podem suportar todas as configuragdes
de corridas. Para cada corrida contendo amostras C. difficile, tem de ser utilizado um Controlo Positivo
cobas® 4800 Cdiff e um Controlo Negativo do sistema cobas® 4800 (consultar “Controlo de qualidade”).
Para uma unica corrida de teste, 0 nimero maximo permitido de amostras é 94 amostras e 2 controlos.

Nota: Embora ndo tenha um uso ideal de reagentes, um reagente genérico para 96 testes pode
ser utilizado para uma corrida contendo um total de 1 a 22 amostras. No entanto, ndo
podem ser misturados tamanhos diferentes do kit de Tampéao de Lavagem do sistema
cobas® 4800, do kit de Preparacio de Amostras do sistema cobas® 4800 e do kit de Lise 1
do sistema cobas® 4800. Por exemplo, se no inicio da corrida for registado um frasco de
reagente de Tampéao de Lavagem para 96 testes, devem ser usados também reagentes
para 96 testes dos outros dois kits.

Fluxo de trabalho

O teste cobas® Cdiff é executado utilizando o fluxo de trabalho “Full workflow” (fluxo de trabalho
Completo) no software cobas® 4800. Este fluxo de trabalho consiste na preparagéo de amostra no
cobas® x 480 instrument, seguida de amplificagéo/detecéo no cobas® z 480 analyzer. A corrida pode
ser sO de Cdiff, ou pode ser misturada com o teste cobas® MRSA/SA e/ou teste cobas® HSV 1 e 2.
Para obter detalhes, consulte a Assisténcia ao utilizador do cobas® 4800 System.

Transferir amostra para tubo cobas® PCR Media

1. Utilize uma zaragatoa de poliéster para transferir a amostra fecal para o tubo cobas® PCR Media -
ignore a segunda zaragatoa que vem embalada no pacote (se aplicavel). Sem tocar na parede lateral do
recipiente onde se encontra a amostra fecal, mergulhe a ponta da zaragatoa totalmente na amostra fecal
até ao fim da secc¢éo conica, e depois retire sem demora a zaragatoa inoculada e coloque-a no tubo
cobas® PCR Media. N&o teste a amostra se esta néo tiver quantidade suficiente para submergir
totalmente a ponta da zaragatoa.
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2. Quebre a haste da zaragatoa pela marca a cinzento, fazendo pressdo contra o lado do tubo. Tape o tubo
e misture com agitacdo forte durante pelo menos 5 segundos. Destape o(s) tubo(s) e coloque-o(s) em
rack(s) de amostras de 24 posi¢cdes, para processamento. Elimine as tampas.

Nota:

Nota:

Nota:

Nota:

Nota:

O teste cobas® Cdiff foi validado para ser utilizado com o cobas® PCR Media Kit,
cobas® PCR Media Uni Swab Sample Kit e o cobas® PCR Media Dual Swab Sample Kit.
Nao utilize outros dispositivos ou outros tipos de meios.

Utilize apenas uma zaragatoa de poliéster para transferir matéria fecal. Excesso de
matéria fecal transferida para o Meio cobas® PCR podera causar coalhos e/ou resultados
invalidos.

As amostras fecais devem ser transferidas para tubos de Meio cobas® PCR rotulados
com um caédigo de barras adequado, para processamento no equipamento cobas® x 480.
Consulte a Assisténcia ao utilizador do cobas® 4800 System para os procedimentos de
colocacéo apropriada de cdédigos de barras e para a lista de cédigos de barras que sédo
aceites pelo cobas® 4800 System.

Para evitar contaminacéo cruzada de suspensdes de amostra fecal em cobas® PCR Media,
deverdo ser utilizadas novas tampas de cor diferente (neutra; consultar “Materiais
opcionais™) para tapar os tubos de amostras em cobas® PCR Media apés o
processamento.

O cobas® PCR Media contém volume suficiente para analisar varias vezes a suspenséo
fecal no sistema cobas® 4800. O volume minimo de suspenséo fecal para executar uma
corrida cobas® Cdiff é 3 ml num tubo cobas® PCR Media.

Execucéo de um teste cobas® Cdiff

Nota:

Podem ser executadas corridas mistas entre o teste cobas® MRSA/SA e o teste
cobas® Cdiff e/ou o teste cobas® HSV 1 e 2. Para mais informacées, consulte
a Assisténcia ao utilizador do cobas® 4800 System.

1. Efetue o arranque do sistema e os procedimentos de manutencéo, seguindo as instrugcdes da
Assisténcia ao utilizador do cobas® 4800 System.

2. Reuna todos os reagentes e consumiveis necessarios. Os reagentes devem estar a temperatura
ambiente na altura em que a corrida € iniciada, a excepgéo dos reagentes cobas® Cdiff MIMX
e Cofactor-3.

Nota:

Todos os reagentes e reservatorios de reagentes tém cddigos de barras e foram
concebidos para serem utilizados uma so6 vez. O software cobas® 4800 detecta a
utilizacdo dos reagentes e dos reservatdrios de reagentes e rejeita os reagentes ou
reservatorios de reagentes utilizados anteriormente.

3. Inicie uma nova corrida definindo a ordem de trabalho da corrida. Existem trés maneiras de criar
uma ordem de trabalho:

Utilizando o editor de amostras antes de carregar a rack de amostras no equipamento
cobas® x 480 (botéo “Editor” a direita do menu principal). As ordens de trabalho podem
ser guardadas, editadas e recarregadas, se necessario.

Seguindo o assistente do software para a nova corrida e carregando as amostras no equipamento
cobas® x 480 quando o sistema solicitar. Os codigos de barras das amostras serdo automatica-
mente lidos e sdo registados os testes pretendidos para cada amostra.

Utilizando o sistema LIS da sua instituicéo.
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Para mais detalhes, consulte a Assisténcia ao utilizador do cobas® 4800 System. Quando seleccionar
os resultados pretendidos, marque “Cdiff”.

4. Carregue amostras e defina/seleccione a ordem de trabalho ou utilize o LIS, conforme apropriado.
A opcéo “Unload sample carriers after transferring to deep well plate” estd seleccionada por
predefinicdo. Isto permite ao operador obter as amostras restantes de suspensodes fecais o mais
rapidamente possivel, depois de serem divididas em aliquotas para processamento pelo equipamento
cobas® x 480. Os recipientes de suspensdes fecais devem ser tapados com novas tampas
(ver “Materiais opcionais”), caso seja necessdario armazena-los.

5. Siga as indicagdes do assistente do software para carregar consumiveis. N&o coloque ou retire pontas
individuais de uma rack de pontas parcialmente usada, uma vez que o software regista o nimero de
pontas que sobra. Se ndo houver pontas suficientes para executar a corrida, o software alerta o utilizador.

6. Carregue os reagentes de preparacédo de amostras nos reservatérios de reagentes com cddigos de
barras. Os reservatérios de reagentes estdo disponiveis em dois tamanhos: 200 ml e 50 ml. Siga as
indicacdes do assistente do software para seleccionar o tamanho correcto do reservatdrio de reagente.
Os cddigos de barras dos reservatdrios de reagentes devem estar virados para a direita do suporte.
Utilize o método “ler-ler-verter-colocar” para carregar os reagentes de preparagcio de amostras:

. Faca a leitura do cddigo de barras do frasco de reagente

. Faca a leitura do cddigo de barras do reservatdrio de reagente

. Verta o reagente no reservatorio

« Coloque o reservatério de reagente cheio no suporte de reagentes na posicdo designada

Nota: O sistema cobas® 4800 dispoe de um relégio interno para monitorizar o intervalo de
tempo que os reagentes estdo a bordo do equipamento. Uma vez lido o WB, dispde de
1 hora para concluir o processo de carregamento e clicar no botdo “Start”. Aparece um
temporizador de contagem decrescente no separador “Workplace”. O sistema nao
permite que a corrida se inicie se tiver expirado o tempo a bordo do equipamento.

Nota: Para garantir a precisao da transferéncia do MGP, agite vigorosamente o frasco de MGP
imediatamente antes de o dispensar no reservatdrio de reagente.

7. Carregue os reagentes de amplificacdo/deteccdo (Cdiff MMX e Co-factor 3), o Proteinase K (PK)
e os controlos [Cdiff (+) C, IC e (-) C] directamente no suporte de reagentes. De modo a evitar
contaminacao, € necessario trocar as luvas depois de manusear controlos positivos.

Nota: O assistente do software calcula o niimero e o tamanho ideal de reagente cobas® Cdiff
MMX a utilizar. Isto sera indicado na coluna “Kit size” do ecra de carregamento de MMX
e Co-factor. Para usar um tamanho diferente de reagente cobas® Cdiff MMX, clique no
botdo “Change kit size”.

8. Inicie a preparagdo de amostras clicando em “Start Run”.

9. Depois de concluida com éxito a corrida de preparacdo de amostras, ficam disponiveis os botdes
“Sample Preparation results” e “Unload”. Se desejar examinar os resultados, selecione o botédo
“Sample Preparation results” e depois selecione “Unload” para descarregar os suportes de placas.
Alternativamente, selecione “Unload” para descarregar o suporte de placas sem examinar os
resultados. Consulte a Assisténcia ao utilizador do cobas® 4800 System.

10. Siga as instrugdes da Assisténcia ao utilizador do cobas® 4800 System para selar a microplaca,
transportar a placa para o cobas® z 480 analyzer e iniciar a corrida de amplificagéo e detegéo.
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Nota: O sistema cobas® 4800 dispoe de um relégio interno para monitorizar o intervalo de
tempo apés a adicdo da mistura principal as amostras preparadas. A amplificacdo
e detecéo deverao ser iniciadas o mais cedo possivel, mas nunca depois de 90 minutos
apés o final da corrida no cobas® x 480 instrument. Aparece um temporizador de
contagem decrescente no separador “Workplace”. O sistema cancela a corrida se tiver
expirado o tempo a bordo do equipamento.

11. Quando a corrida de amplificacdo e detecdo estiver concluida, descarregue a microplaca do
cobas® z 480 analyzer.

12. Para conferir e aceitar resultados, siga as instrugdes da Assisténcia ao utilizador do cobas® 4800
System.

Resultados

Controlo de qualidade e validade dos resultados

Numa corrida é incluido sempre um conjunto de Controlos Negativo e Positivo do teste cobas® Cdiff. Em
qualquer corrida, para apresentar os resultados do teste cobas® Cdiff dessa corrida, tém de ser obtidos
resultados validos para ambos os Controlos Positivo e Negativo do software cobas® 4800.

Controlo positivo

O Controlo Cdiff (+) contém ADN de plasmideos nao infecciosos do C. difficile. O Controlo Cdiff (+)
monitoriza os passos de extrac¢do, amplificacdo e deteccdo de uma determinada corrida do teste.

O resultado do Controlo Cdiff (+) deve ser “Valid”. Se os resultados do Controlo Cdiff (+) forem, de forma
consistente, “Invalid”, contacte o representante local da Roche, para obter assisténcia técnica.

Controlo negativo
O resultado do Controlo (-) deve ser “Valid”. Se os resultados do Controlo (-) forem, de forma consistente,
“Invalid”, contacte o representante local da Roche, para obter assisténcia técnica.

Controlo Interno

O Controlo Interno é um recombinante bacteriéfago lambda que contém alvos e sequéncias aleatérias de
sondas e iniciadores especificos do controlo interno. O Controlo Interno é adicionado a todas as amostras
e aos Controlos Positivo e Negativo durante a preparagéo de amostras no equipamento cobas® x 480.

O Controlo Interno monitoriza os passos de extrac¢éo, amplificacdo e deteccdo de 4cido nucleico de uma
determinada amostra. O Controlo Interno também é necessério para a validagdo dos controlos da corrida.
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Interpretacéo dos resultados

Nota: A validacéo de todos os ensaios e corridas é determinada pelo software cobas® 4800.

Nota: Uma corrida valida podera incluir resultados de amostras validos e invalidos.

Para uma corrida valida, os resultados de amostra sdo interpretados conforme indicado na Tabela 1.

Tabela 1 Interpretagéo de resultados do teste cobas® Cdiff

Teste cobas® Cdiff

Relatério e Interpretacédo de Resultados

POS Cdiff

Positivo para o Cdiff
A amostra é positiva para a presenca de ADN de C. difficile.

NEG Cdiff

Negativo para o Cdiff*
Nao foi detectado ADN do C. difficile, caso presente.

Invalid

Invalido

O resultado € invalido. A amostra original deverd ser novamente testada para obter um
resultado vélido. Cologue uma nova tampa no tubo que contém a suspensao fecal que
obteve um resultado invélido e misture com agitacdo forte durante pelo menos 5 segundos.
Adicione 0,5 ml da suspensdo fecal que foi sujeita a agitagéo forte a um novo tubo
contendo cobas® PCR Media. Tape o tubo diluido e misture com agitagéo forte durante
pelo menos 5 segundos. Destape e coloque o tubo diluido na rack de amostras de

24 posicdes para processamento.

Failed

Nenhum resultado para a amostra

Para instrug6es sobre como analisar alarmes de corridas e as agdes recomendadas,
consulte a Assisténcia ao utilizador do cobas® 4800 System. Em raros casos, quando
ocorre um erro de pipetagem (por ex., um coagulo ou outra obstrugéo), o tubo com

a suspensdo fecal original devera ser fechado com uma nova tampa e colocado numa
centrifuga. Acelere para 1800 RCF (ou 1800 x g) e depois pare. Certifique-se de que
o frasco n&o é sacudido ou misturado depois da centrifugagdo. Destape o tubo

e coloque-o na rack de amostras de 24 posicdes, para processamento.

*Um resultado negativo ndo exclui a presenca de ADN de C. difficile, porque os resultados dependem de uma colheita de
amostra adequada, da auséncia de inibidores e de ADN suficiente para poder ser detectado.

Poderdo ser obtidos resultados invélidos se as amostras contiverem matéria fecal em excesso ou substancias inibidoras
que impecgam a extracgdo do dcido nucleico alvo e/ou a sua amplificagéo e deteccéo. Para as substancias interferentes
conhecidas, consulte a sec¢do “Limitagdes do procedimento”.

Nota: O volume minimo de suspenséo fecal necessaria para o teste cobas® Cdiff ¢ 3 ml.
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Lista de alarmes de resultados

A tabela que se segue apresenta uma lista dos alarmes que sdo relevantes para a interpretacdo de

resultados.
Tabela 2 Lista de alarmes do teste cobas® Cdiff
Teste cobas® Cdiff Teste cobas® Cdiff Relatério e interpretagéo de resultados
R20 O controlo positivo € invélido. | Um controlo externo € invalido.
1. Repita a corrida inteira com novos reagentes.
2. Se o problema persistir, contacte a assisténcia da Roche.
R21 O controlo negativo Um controlo externo € invalido.
é invalido. 1. Repita a corrida inteira com novos reagentes.
2. Se o problema persistir, contacte a assisténcia da Roche.

X3 Erro: Foi detetado um Certifique-se de que as amostras foram manuseadas de
coagulo. A amostra n&o foi |acordo com a descri¢cdo do fluxo de trabalho.
processada. 1. Verifique a amostra quanto a coagulos.

2. Execute novamente a amostra.

X4 Erro: ocorreu um erro de O motivo mais provavel deverd ser um volume de amostra
pipetagem. A amostra nao foi | insuficiente ou um erro mecanico durante a pipetagem.
processada. 1. Assegure-se de que ha volume de amostra suficiente.

2. Verifique se a placa de ejegdo de pontas esta colocada
corretamente.
3. Execute novamente a amostra.

Limitagoes do procedimento

1.

O teste cobas® Cdiff sé foi validado para ser utilizado com amostras fecais sem forma que tenham sido
transferidas para o cobas® PCR Media de acordo com este documento de instrugdes de utilizagao.

A obtencdo de resultados fidveis estéa dependente da colheita, transporte, armazenamento

e processamento adequados das amostras. Siga os procedimentos deste documento de instrugdes
de utilizacdo (também designado como um folheto informativo) e a Assisténcia ao utilizador do
cobas® 4800 System.

A deteccdo de ADN do C. difficile depende do numero de organismos presentes na amostra e podera
ser afectada pelos métodos de colheita/processamento das amostras, o historico de hospitalizagoes,
o regime de tratamento antibidtico e as estirpes de C. difficile.

Devido a interferéncia de varias substancias, poderédo ocorrer resultados falsos-negativos ou invalidos.
O Controlo Interno estd incluido no teste cobas® Cdiff para ajudar a identificar as amostras que
contém substéncias passiveis de interferir com o isolamento do &cido nucleico e a amplificagéo por
PCR. As substancias interferentes conhecidas incluem, mas podem nao se limitar, as seguintes:

. As amostras que contém mais do que 25% (peso/volume) de mucina podem gerar resultados
falsos-negativos.

Um resultado positivo é indicativo da presenca de ADN do C. difficile, mas ndo necessariamente de
organismos vidveis. Por conseguinte, um resultado positivo ndo significa necessariamente a falha do
tratamento de erradicacao.
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6. Mutacdes ou polimorfismos em regides de ligacdo do iniciador ou da sonda poder&o afectar a
deteccdo de variantes novas ou desconhecidas, originando um resultado falso-negativo com o teste
cobas® Cdiff.

7. O valor previsto de um ensaio depende da prevaléncia da doenca numa determinada populacéo.

8. A adicdo de enzima AmpErase a Mistura Principal cobas® 4800 Cdiff permite a amplificacdo selectiva
do ADN alvo; no entanto, para evitar a contaminacio dos reagentes e das misturas de amplificacéo, é
necessario observar boas praticas laboratoriais e cumprir cuidadosamente os procedimentos
especificados neste documento de instrugdes de utilizago.

9. A utilizagdo deste produto deve estar limitada a pessoal com formacdo em técnicas de PCR e na
utilizagéo do sistema cobas® 4800.

10. Apenas o equipamento cobas® x 480 e o analisador cobas® z 480 foram validados para utilizagdo com
este produto. Nenhum outro equipamento de preparacdo de amostras ou Sistema de PCR pode ser
utilizado com este produto.

11. Devido a diferencas basicas entre tecnologias, recomenda-se que, antes de mudar de uma tecnologia
para outra, os utilizadores realizem estudos de correlagdo de métodos nos seus laboratorios, para
identificar as diferencas tecnoldgicas e verificar o novo procedimento. Ndo se prevé uma concordancia
de cem por cento entre os resultados, devido as diferengas anteriormente referidas entre tecnologias.

12. A contaminag&o cruzada pode causar resultados falsos-positivos. O sistema cobas® 4800 é um
equipamento de PCR automético em tempo real concebido para minimizar o risco de contaminagdo
cruzada durante o processamento de amostras, extrac¢éo, amplificacéo e deteccdo do acido nucleico.
Para desafiar a robustez do sistema, foi executado um estudo tipo "xadrez" simulado, ndo-clinico num
painel de amostras artificiais alternadas altamente positivas e negativas para avaliar uma taxa de
contaminacéo cruzada tedrica do sistema. As amostras altamente positivas apresentavam valores Ct
antes do observado em 95% dos doentes infectados na populacéo de utilizacdo pretendida. A taxa de
contaminagéo cruzada determinada neste estudo tipo "xadrez" foi de 0,24% (1/423). As taxas de
contaminacéo cruzada em cenadrios clinicos dependem da propor¢céo de amostras altamente positivas
e da prevaléncia da doenca. Espera-se que as taxas de contaminacdo cruzada clinicas de rotina sejam
muito mais baixas do que foi observado neste estudo e devem ser avaliadas nas definigdes do utilizador.
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Avaliacao do desempenho néao clinico

Sensibilidade analitica

A sensibilidade analitica (Limite de Deteccéo ou LOD) do teste cobas® Cdiff foi determinada por anélise
quantificada de culturas do C. difficile diluidas a véarios niveis de concentragdo, numa suspensdo de fundo
fecal negativo em cobas® PCR Media. Todos os niveis foram testados utilizando o teste cobas® Cdiff com
trés lotes diferentes de reagentes do teste cobas® Cdiff. Em cada nivel, foram testadas pelo menos

21 réplicas por lote de reagente. O LOD para este teste é definido como a concentragdo do alvo que pode
ser detectada como positiva em = 95% das réplicas testadas, com base nos resultados gerados pelo lote
de reagente de pior desempenho.

A Tabela 3 apresenta as 7 estirpes do C. difficile testadas no estudo de sensibilidade analitica.

Tabela 3 Limite de Detecgéo (LOD) do teste cobas® Cdiff

Tipo | Tipo LOD (CFU/zaragatoa)
ID da estirpe Toxinotipo R(Ii;\ . p(::‘:; . Ribotipo Fenétipo bor taxa de por andlise

positivos Probit
ATCC 43255 (VP! 10463) 0 N/A N/A 087 A+B+CDT- 113 90
ATCC BAA-1382 (630) 0 R 23 N/A 012 A+B+CDT- 81 83
CDC 204118 n BI 8 NAP1 027 A+B+CDT+ 54 42
R12087 (CD196) M BI NAP1 027 A+B+CDT+ 54 54
2748-06 v N/A N/A 078 N/A 54 45
ATCC 43598 (VP! 1470) Vil N/A N/A 017 A-B+ 225 130
F15 Xl N/A N/A N/A N/A 54 59

*Andlise de restrigdo com endonucleases; 'Gel de campo pulsado

Deteccéo de gendétipos do C. difficile

Foi verificado o limite de detecgéo do teste cobas® Cdiff em 28 estirpes toxigénicas representando
toxinotipos adicionais, testando 40 réplicas por nivel, a varios niveis. Foram preparadas dilui¢cdes e
amostras de teste de uma maneira semelhante & descrita atrads no estudo do Limite de Detecgéo (LOD).

A Tabela 4 apresenta o nivel mais baixo em que se observou uma taxa de positividade de pelo menos 95%.

Todas as 28 estirpes toxigénicas (Tabela 4) foram detectadas como positivas em = 950% das réplicas
testadas a concentragbes que variavam entre 77,9 CFU/zaragatoa e 460 CFU/zaragatoa.
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Tabela 4 Resumo dos resultados da verificagcdo toxigénica do C. difficile
Estirpe Toxinotipo | Ribotipo (CFU /‘:::‘:g;atoa) ::sxi?i::s
EX 623 | 102 77.9 95,0%
AC 008 Il 103 779 95,0%
SE 844 llla 080 234 100,0%
556767 v 023 77.9 100,0%
SE 881 \Y 045 234 100,0%
51377 Vi N/A 234 100,0%
57267 Vi 063 779 97,5%
51680 IX 019 77.9 100,0%
8864 X 036 77.9 97,5%
R 9367 Xl 070 77,9 97.,5%
R 10870 XIV 111 234 100,0%
R 9385 XV 122 234 100,0%
SUC36 XVi 078 234 100,0%
J9965 XV N/A 460 97,5%
K095 XVl 014 234 95,0%
TR13 XIX N/A 234 97,5%
TR14 XX N/A 77.9 100,0%
CH6223 XXI N/A 234 100,0%
CD07-468 XXII N/A 234 100,0%
8785 XXI N/A 234 95,0%
597B XXIV 131 234 97,5%
7325 XXV 027 234 100,0%
7459 XXVI N/A 234 95,0%
KK2443-2006 XXVII N/A 234 100,0%
CD08-070 XXVII 126 234 97,5%
CD07-140 XXIX 056 234 97.,5%
ES 130 XXX N/A 234 100,0%
WA 151 XXXI N/A 460 100,0%
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Precisao

Foi realizado um estudo de precisdo interno utilizando um painel composto por culturas de C. difficile
diluidas numa suspenséo fecal negativa em cobas® PCR Media, para niveis de concentragéo abaixo do
Limite de Detecgéo (LOD), perto do LOD e acima do LOD do teste cobas® Cdiff. Também foi testado um
nivel negativo composto apenas da suspenséo fecal em cobas® PCR Media. O estudo utilizou 3 lotes de
reagentes exclusivos do teste cobas® Cdiff e 3 equipamentos, para um total de 36 corridas num periodo
de tempo de 12 dias. A Tabela 5 apresenta uma descri¢cdo dos painéis de precisdo e o resumo do estudo.
A andlise dos componentes de variacdo (Tabela 6) sugeriu que grande parte da variabilidade dos

valores Ct alvo se deve a factores dentro da corrida (aleatérios) e lote para lote (60,0% e 25,3%, respectiva-
mente) para um nivel de concentragdo a nivel ou proximo do LOD. Para um nivel de concentragéo superior
ao LOD, grande parte da variabilidade do valor se deve a factores dentro da corrida (aleatérios) e de
instrumento para instrumento (72,5% e 24,7%, respectivamente). Os resultados (Tabela 7) indicam que os
valores Ct alvo apresentam um CV geral (%) de 1,5% para um nivel de concentracdo no LOD e 1,1% para
um nivel de concentracdo superior ao LOD.

Tabela 5 Estudo de preciséo interno com anadlise de taxa de positividade
Membro do LC de 95%
. N.° testados N.° positivos Taxa de positivos
Painel Inferior Superior
Negativo 72 0 0,0% 0,0% 5,0%
< 1xLOD 72 21 29,2% 19,0% 41,1%
~1xLOD 72 72 100,0% 95,0% 100,0%
~3xLOD 72 72 100,0% 95,0% 100,0%

LOD = Limite de detecgéo

Tabela 6 Andlise dos componentes de variagdo dos membros do painel de precisdo
Componentes de variacdo / Percentagem de contribuicéo do total
Nivel Média Total
Lote Equipamento | Tamanho do kit Dia Aleatério
0,0789 0,0189 0,0001 0,0270 0,1875 0,3123
~1xL0OD 38,5
25,25% 6,04% 0,03% 8,65% 60,03% 100,00%
0,0047 0,0404 0,0000 0,0000 0,1188 0,1638
~3xL0OD 37,5
2,84% 24,65% 0,00% 0,00% 72,51% 100,00%
LOD = Limite de detecgéo
Tabela 7 Andlise dos desvios padréo e coeficientes de variagdo (%) dos membros do painel de precisdo
Componentes do DP/CV (%)
Nivel Média Total
Lote Equipamento | Tamanho do kit Dia Aleatério
0,28 0,14 0,01 0,16 0,43 0,56
~1xL0OD 38,5
0,73% 0,36% 0,03% 0,43% 1,12% 1,45%
0,07 0,20 0,00 0,00 0,34 0,40
~3xL0OD 375
0,18% 0,54% 0,00% 0,00% 0,92% 1,08%

LOD = Limite de detecgdo

06979394001-08PT

Doc. Rev. 8.0

26



cobas® Cdiff Test

Especificidade analitica

Para avaliar a especificidade analitica do teste cobas® Cdiff, foram testados os seguintes painéis de
organismos: 1) 103 bactérias, fungos e virus que podem ser encontrados em amostras fecais e uma célula
humana (Tabela 8); 2) 28 organismos do género Clostridiaceae, incluindo o C. difficile ndo toxigénico

(* citomegalovirus (HHV5) foi adicionado a 2,0 x 10° PFU/ml, adenovirus humano tipo 40 adicionado

a 2,2 x 10° PFU/ml e o rotavirus humano adicionado a 9,8 x 10° PFU/ml para testes - Tabela 9).

Todas as bactérias e células humanas foram adicionadas numa concentracgéo de 1 x 10® Unidades*/ml e
todos os virus foram adicionados a 1 x 10° Unidades*/ml, excepto o citomegalovirus (HHV5), adenovirus
tipo 40 e o rotavirus humano, que foram adicionados a uma concentragdo mais baixa devido a limitacdes
de concentragdo de stock. Os testes foram executados com os organismos sozinhos ou com dois isolados
do C. difficile presentes individualmente a 3 x o Limite de Detecgéo (LOD) do teste cobas® Cdiff. Os
resultados indicaram que nenhum destes organismos interferia com a detec¢éo dos alvos Cdiff
pretendidos. Nenhum produziu resultados falsos-positivos quando ndo estavam presentes quaisquer

dos alvos C. difficile pretendidos.

A especificidade analitica do Clostridium botulinum foi confirmada utilizando o programa BLAST em
comparagéo com a base de dados de sequéncias de nucledticos GenBank para imitar o passo de geracdo
de amplicons da PCR.

* As bactérias foram quantificadas em unidades formadoras de coldénias (CFU)/ml, as células humanas
em células/ml e os virus foram quantificados em unidades formadoras de placas (PFU)/ml, excepto os

seguintes microorganismos. O Chlamydia trachomatis foi quantificado como corpo elementar (EB)/ml.

Citomegalovirus, ecovirus humano e enterovirus humano foram quantificados como Ul/ml.
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Tabela8 Microorganismos e células humanas

Abiotrofia defectiva

Acinetobacter baumannii

Acinetobacter Iwoffii

Aeromonas hydrophila

Alcaligenes faecalis subsp. faecalis

Anaerococcus tetradius

Bacillus cereus ATCC 11778

Bacillus cereus ATCC 13472

Bacteroides caccae

Bacteroides merdae

Bacteroides stercoris

Bifidobacterium adolescentis

Bifidobacterium longum

Campylobacter coli

Campylobacter jejuni

Candida albicans

Candida catenulata

Cedecea davisae

Chlamydia trachomatis Serovar L2

Citrobacter amalonaticus

Citrobacter freundii

Citrobacter koseri

Citrobacter sedlakii

Collinsella aerofaciens

Corynebacterium genitalium

Desulfovibrio piger

Edwardsiella tarda

Eggerthella lenta

Enterobacter aerogenes

Enterobacter cloacae

Enterococcus casseliflavus

Enterococcus cecorum

Enterococcus dispar

Enterococcus faecalis

Enterococcus faecium vanA

Enterococcus gallinarum vanC

Enterococcus hirae

Enterococcus raffinosus

Escherichia coli ATCC 11775

Escherichia coli ATCC 25922

Escherichia fergusonii

Escherichia hermannii

Fusobacterium varium

Gardnerella vaginalis

Gemella morbillorum

Hafnia alvei

Células humanas HCT-15

Helicobacter fennelliae

Helicobacter pylori

Klebsiella oxytoca

Klebsiella pneumoniae subespécie
pneumoniae

Lactobacillus acidophilus

Lactobacillus reuteri

Lactococcus lactis

Leminorella grimontii

Listeria grayi

Listeria innocua

Listeria monocytogenes

Mitsuokella multacida

Mobiluncus curtisii

Moellerella wisconsensis

Morganella morganii

Neisseria gonorrhoeae

Peptoniphilus asaccharolyticus

Peptostreptococcus anaerobius

Plesiomonas shigelloides

Porphyromonas asaccharolytica

Prevotella melaninogenica

Proteus mirabilis

Proteus penneri

Providencia alcalifaciens

Providencia rettgeri

Providencia stuartii

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas putida

Ruminococcus bromii

Salmonella choleraesuis subespécie
choleraesuis

Salmonella enterica subsp. arizonae (f.k.a.

Salmonella choleraesuis subsp. arizonae)

Salmonella enterica subespécie enterica
serovar Choleraesuis

Serratia liquefaciens

Serratia marcescens

Shigella boydii

Shigella dysenteriae

Shigella sonnei

Staphylococcus aureus

Staphylococcus epidermidis

Stenotrophomonas maltophilia

Streptococcus agalactiae

Streptococcus dysgalactiae

Streptococcus intermedius

Streptococcus uberis

Trabulsiella guamensis

Veillonella parvula

Vibrio cholerae

Vibrio parahaemolyticus

Yersinia bercovieri

Yersinia rohdei

Citomegalovirus (HHV5)*

Adenovirus humano tipo 40*

Coxsackievirus humano A10

Enterovirus humano 11

Enterovirus humano 71

Rotavirus humano*

Norovirus Gl

*0 citomegalovirus (HHV5) foi adicionado a 2,0 x 10° PFU/m, o adenovirus humano tipo 40 a 2,2 x 10° PFU/ml e o rotavirus humano a

9,8 x 10% PFU/m para os testes.
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Tabela9 Organismos do género Clostridiaceae, incluindo o C. difficile ndo toxigénico

Clostridium beijerinckii

Clostridium bifermentans

Clostridium bolteae

Clostridium botulinum*

Clostridium butyricum

Clostridium chauvoei

Clostridioides difficile Serogrupo B
(ndo toxigénico)

Clostridioides difficile Serogrupo |
(n&o toxigénica)

Clostridium fallax

Clostridium haemolyticum

Clostridium histolyticum

Clostridium innocuum

Clostridium methylpentosum

Clostridium nexile

Clostridium novyi

Clostridium orbiscindens
(novo nome: Flavonifractor plautii)

Clostridium paraputrificum

Clostridium perfringens

Clostridium ramosum

Clostridium scindens

Clostridium septicum

Clostridium sordellii

Clostridium sphenoides

Clostridium spiroforme

Clostridium sporogenes

Clostridium symbiosum

Clostridium tertium

Clostridium tetani

*Basedo no programa BLAST.

Interferéncia

Foram testados 26 medicamentos frequentemente utilizados, assim como gordura fecal, sangue total e
mucina, relativamente aos efeitos de uma possivel interferéncia com o teste cobas® Cdiff. Todas as
substancias foram testadas a niveis acima do que seria razoavelmente esperado de ser colhido numa
zaragatoa de uma amostra fecal. A quantidade de substancia interferente é expressa como a concentragdo
na amostra fecal primdria. Foram adicionados 2 isolados de C. difficile a uma concentra¢édo de 3 x o Limite
de Detecgéo (LOD) do teste cobas® Cdiff e usados como alvos nos testes. Ndo foi observada qualquer
interferéncia para as substancias exdgenas. Para a gordura fecal, ndo foi observada qualquer interferéncia
até 28%; para sangue total, ndo foi observada qualquer interferéncia até 50% e, para mucina, nao foi

observada qualquer interferéncia até 25%. Estes resultados estdo indicados na Tabela 10.
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Tabela 10 Resultados de testes com substancias interferentes

Substancia

Concentracéo

Resultados

Gordura fecal

4 ~ 28% (p/V)

Sem interferéncia

Sangue total

25, 50% (v/v)

Sem interferéncia

Mucina 25, 50% (p/v) Sem interferéncia até 25% (p/v)
Tums 10% (p/v) Sem interferéncia
Vancomicina 1% (p/v) Sem interferéncia

Metronidazole

10% (p/v)

Sem interferéncia

Imodium AD®

10% (p/v)

Sem interferéncia

Amolecedor de fezes

10% (p/v)

Sem interferéncia

Pepto-Bismol® (Procter & Gamble)

10% (v/v)

Sem interferéncia

Pomada Nystatin USP

10% (p/v)

Sem interferéncia

Preparagdo H® com creme Bio-Dyne® (Wyeth)

10% (p/v)

Sem interferéncia

GYNOL I

10% (p/v)

Sem interferéncia

Creme anti-prurido Vagisil®

10% (p/v)

Sem interferéncia

Anusol® Plus

10% (p/v)

Sem interferéncia

Protector solar

1% (p/v)

Sem interferéncia

Monistat® 7

10% (p/v)

Sem interferéncia

Vaseline™

10% (p/v)

Sem interferéncia

Supositérios SAB-Dimenhydrinate® (SABEX®)

10% (p/v)

Sem interferéncia

Oleo mineral

10% (v/v)

Sem interferéncia

Laxante vegetal natural Equate

10% (p/v)

Sem interferéncia

Dulcolax®

10% (p/v)

Sem interferéncia

Fleet® (CB Fleet Company)

10% (p/v)

Sem interferéncia

Gel K-Y/Gelée® (McNeil-PPC)

1% (p/v)

Sem interferéncia

Spray nasal original Afrin

10% (v/v)

Sem interferéncia

Hamamélide

Liquido de
1 zaragatoa

Sem interferéncia

Sulfato de bério de alta densidade E-Z-HD™ para suspensdo
(Canadé E-Z-EM)

20% (p/v)

Sem interferéncia

Acido palmitico

10% (p/v)

Sem interferéncia

Acido estedrico

10% (p/v)

Sem interferéncia

Aleve

10% (p/v)

Sem interferéncia
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Desempenho clinico com amostras clinicas

O desempenho do teste cobas® Cdiff foi comparado a um teste de acidos nucleicos (NAT), comparavel

e “State-of-the-Art”, de marca CE e aprovado pela FDA, utilizando como método de referéncia testes de
cultura de tecido para citotoxicidade em isolados do C. difficile de cultura directa. Amostras fecais colhidas
em 3 centros médicos/hospitais foram testadas pelo teste cobas® Cdiff e pelo teste de dcidos nucleicos
(NAT) comparavel e enviadas para um laboratério de referéncia para testes de cultura de tecido para
citotoxicidade.

O teste cobas® Cdiff e o teste NAT comparavel e “State-of-the-Art” foram executados de acordo com

as instrucdes do fabricante. O teste de cultura de tecido para citotoxicidade foi executado utilizando um
procedimento de cultura directa. Cada amostra fecal foi inoculada para uma agar de cicloserina-
cefoxitina-frutose pré-reduzida (CCFA-HT). As coldnias suspeitas foram identificadas como C. difficile pela
coloracdo de Gram, pela aero-intolerancia e pelo teste Pro-Disk e foram inoculadas para um caldo de
carne moida anaerdbico. Os sobrenadantes obtidos do caldo de carne moida anaerdbico foram entéo
processados para a deteccéo de toxina B do C. difficile, utilizando o teste de cultura de tecido para
citotoxicidade (teste C. DIFFICILE TOX-B, Techlab).

Um total de 1.434 individuos foram registados a partir de 5 localiza¢des. Foram excluidos 156 individuos
devido a resultados incompletos. Foram encontradas 152 amostras positivas para o C. difficile por cultura
directa (prevaléncia: 11,9%). O desempenho do teste cobas® Cdiff e do teste comparavel de dcidos
nucleicos (NAT), relativamente a cultura directa é apresentado na Tabela 11 e Tabela 12.

Tabela 11 Teste cobas® Cdiff relativamente a cultura directa

Cultura directa
Positivo Negativo Total
Positivo 147 30 177
Teste cobas® -
Cdiff Negativo 5 1.096 1.101
Total 152 1.126 1.278

Sensibilidade e Especificidade

A sensibilidade e a especificidade do teste cobas® Cdiff relativamente a cultura directa séo, respectiva-
mente, 96,7% (intervalo de confianga bilateral de 95%: 92,5 a 98,6%) e 97,3% (intervalo de confianca
bilateral de 95%: 96,2 a 98,1%).
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Valor preditivo positivo e negativo

Os valores preditivos observados positivos e negativos do teste cobas® Cdiff para as amostras do estudo
séo, respectivamente, 83,1% (intervalo de confianca bilateral de 95%: 76,7 a 88,3%) e 99,5% (intervalo de
confianca bilateral de 95%: 98,9 a 99,9%).

Tabela 12 Teste comparavel de dcidos nucleicos (NAT) relativamente a cultura directa

Cultura directa
Positivo Negativo Total
Positivo 147 29 176
NAT comparavel Negativo 5 1.097 1.102
Total 152 1.126 1.278

Sensibilidade e Especificidade

A sensibilidade e a especificidade do teste comparavel NAT relativamente a cultura directa sdo,
respectivamente, 96,7% (intervalo de confianca bilateral de 95% 92,5 a 98,6%) e 97,4% (intervalo de
confianca bilateral de 95%: 96,3 a 98,200).

Correlacéo para o teste comparavel NAT

A Tabela 13 apresenta o desempenho do teste cobas® Cdiff em comparacgéo directa com um teste
de 4cidos nucleicos (NAT), comparavel e “State-of-the-Art”, de marca CE e aprovado pela FDA.

Tabela 13 Teste cobas® Cdiff em comparagéo com teste comparavel de acidos nucleicos (NAT)

NAT comparavel
Positivo Negativo Total
Positivo 167 10 177
Teste cobas®
N ti 9 1.092 1.101
Cdiff egativo
Total 176 1.102 1.278

Concordancia na percentagem positiva e concordancia na percentagem negativa

A concordancia na percentagem positiva e a concordancia na percentagem negativa do teste
cobas® Cdiff sdo, respectivamente, 94,9% (intervalo de confianga bilateral de 95%: 90,6 a 97,3%)
e 99,1% (intervalo de confianca bilateral de 95%: 98,3 a 99,5%).
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Informacdes adicionais

Caracteristicas principais do ensaio

Tipo de amostra

Quantidade de amostra necessaria

Duracéo do teste
Sensibilidade analitica

Especificidade

Inclusividade

06979394001-08PT

Amostras fecais sem forma

Para um teste cobas® Cdiff, é necessario um minimo de 3 ml de amostra em 4,3 ml
de cobas® PCR Media num frasco primério.

Os resultados ficam disponiveis no prazo de 2,5 horas apds o carregamento da
amostra no sistema (1 a 22 amostras).

De 54 a 460 CFU/zaragatoa, consoante o isolado.

Nenhuma reactividade cruzada com 125 organismos estreitamente relacionados ou
organismos geralmente presentes em amostras fecais.

Todos os C. difficile conhecidos (toxinotipos 0 ~ XXXI, excepto os toxinotipos Xl ndo
toxigénicos) incluindo a estirpe epidémica hipervirulenta NAP1/BI/027.
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Simbolos

Os seguintes simbolos s&o utilizados em todas as etiquetas de produtos de diagndstico por PCR da Roche.

Tabela 14

sw

| Assigned Range [copies/mL] |

| Assigned Range [1U/mL] |

[EC|REP

[ERERRRRRRND]
BARCODE

LOT

REF

3

Collect Date

N

1 )

4

CONTENT

£

’

* A1

‘\ Dispositivo para autotestes |QS copies/ PCR |
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Idade ou data de
nascimento

Software auxiliar

Intervalo atribuido
(cépias/ml)

Intervalo atribuido
(Ul/mp)

Representante autorizado
na Comunidade Europeia

Folha de dados de cédigos
de barras

Numero do lote

Risco bioldgico

Referéncia de catdlogo

Marcagéo de conformidade CE;

este dispositivo estd em
conformidade com os
requisitos aplicaveis para
marcacéo CE de um dispositivo
médico de diagndstico in vitro

Data da colheita

Consulte as instrugdes
de utilizagéo
Conteudo suficiente
para <n> testes

Contetdo do kit

Controlo

Data do fabrico

Dispositivo para testes
efetuados préximo dos
pacientes

Simbolos utilizados em etiquetas de produtos de diagnéstico por PCR da Roche

Dispositivo ndo para testes
efetuados préximo dos
pacientes

)

Dispositivo ndo para
autotestes

Distribuidor

(Nota: o pais/regido aplicavel
poderd estar indicado por baixo
do simbolo.)

Nao reutilizar
Mulher

Apenas para avaliacdo
do desempenho IVD

Global Trade Item Number

GTIN

Importador

&

Dispositivo médico para
diagnéstico in vitro

IVD

Limite inferior do intervalo

L I' R atribuido

& Homem
“ Fabricante

Controlo negativo

Nao esterilizado

*? Nome do paciente

*# Numero do paciente
4

Abra aqui
<4

Controlo positivo

UI QS por reagéo PCR,
utilize as Unidades

O_S |U/PCR Internacionais QS (UD
por reagéo PCR no célculo
dos resultados.

Numero de série

SN

Site

Centro

| Procedure | Standard | Procedimento padréo

Esterilizado com éxido
de etileno

[STERILE [EO

Armazenar no escuro

Limite de temperatura

Ficheiro de definicédo
de teste

Este lado para cima

=[el~@

| Procedure | UltraSensitive | Procedimento ultrassensivel

Identificagdo exclusiva do
equipamento

UDI
Limite superior do intervalo

ULR atribuido
N — Linha d hi 1
Urine Fill Line| ;'""@ ¢e enchimento
da urina

Apenas nos EUA: a Lei
federal dos Estados Unidos

profissional licenciado ou
a pedido deste.

g Prazo de validade

Copias QS por reagédo PCR, utilize as cépias QS
por reacéo PCR no célculo dos resultados.
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Apoio técnico
Para apoio técnico (assisténcia), entre em contacto com a sua filial local:
https://www.roche.com/about/business/roche worldwide.htm

Fabricante e importador

Tabela 15  Fabricante e importador

Roche Molecular Systems, Inc.
1080 US Highway 202 South
Branchburg, NJ 08876 USA
www.roche.com

Fabricado nos EUA

Roche Diagnostics GmbH
Sandhofer Strasse 116
68305 Mannheim
Alemanha

Marcas comerciais e patentes
Consulte https://diagnostics.roche.com/us/en/about-us/patents

Direitos de autor
©2024 Roche Molecular Systems, Inc.

Roche Diagnostics GmbH
EC|REP| sandhofer st 116 c €

68305 Mannheim
Germany 2797
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Informacdes de revisdo do documento

Informacdes de revisdo do documento

Doc Rev 7.0
04/2023

Alteracdo de Clostridium para Clostridioides em todo o documento.

Remocdo de todas as referéncias ao kit do teste Cdiff 240T devido a obsolescéncia.
Atualizaco da seccdo Precaucdes e requisitos de manuseamento para aconselhar o utilizador a entrar em
contacto com a autoridade local competente.

Adicdo de aviso “dano/fuga” a secc¢éo Integridade.

Seccédo Correlagdo renomeada para Desempenho clinico com amostras clinicas.
Weblink adicionado ao resumo do relatério de seguranca e de desempenho.

Adigéo de simbolo de marca CE com nimero do organismo notificado.

Atualizada a pdgina de simbolos harmonizados.

Atualizagéo para os atuais Operadores Econdmicos.

Seccdo Marcas comerciais e patentes atualizada, incluindo o link.

Simbolo “Rx Only” inserido na primeira pégina.

Adicionada indicacéo do local de fabrico.

Seccéo de Apoio técnico adicionada.

Marca cobas® atualizada.

Se tiver quaisquer questdes, por favor contacte o representante local da Roche.

Doc Rev 8.0
02/2024

Atualizadas as informacdes sobre perigos dos kits Lysis Kit 1.
Marca cobas® atualizada.
Se tiver quaisquer questdes, por favor contacte o representante local da Roche.

O resumo de relatorio de seguranca e de desempenho pode ser encontrado utilizando o seguinte link:

https://ec.europa.eu/tools/eudamed
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