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INSTRUCOES DE UTILIZACAO

O157 E. COLICARD

TESTE IMUNOCROMATOGRAFICO RAPIDO PARA A DETEGAO QUALITATIVA DE E. coLI O157 EM AMOSTRAS DE FEZES HUMANAS, DE ALIMENTOS E EM COLONIAS SUSPEITAS

1 - SIGNIFICADO CLINICO E utilizagdo PRETENDIDA Apenas para diagnostico in vitro
A infegdo com Escherichia coli 0157:H7 (Escherichia coli enterohemorragica, EHEC) apresenta um amplo espectro de manifestagdes clinicas, incluindo portador
assintomatico, diarreia ndo sanguinea, colite hemorrégica, sindrome hemolitico-urémico (HUS) e purpura trombocitopénica trombdtica (TTP). Ndo sé a
Escherichia coli 0157:H7 é um agente importante para a colite hemorragica, como também é uma das principais causas de diarreia bacteriana.

A transmissdo de Escherichia coli 0157:H7 é principalmente de origem alimentar. A carne mal cozinhada é o culpado mais comum, os produtos lacteos e a
propagacdo secunddria de pessoa para pessoa sdo também importantes. O organismo produz pelo menos duas toxinas semelhantes a Shiga. Pensa-se que estas
toxinas tém um significado patogénico direto na infegdo por Escherichia coli 0157:H7. Esta infecdo é geralmente diagnosticada a partir de uma cultura positiva
de fezes, a partir da presenga de toxinas Shiga, ou ambas. A recolha atempada (dentro de 7 dias ap6s o inicio da doenga) de uma amostra de fezes para cultura
é indispensavel para uma alta taxa de recuperagdo.

0O 0157 E. COLI CARD é um teste imunocromatografico rapido manual para a detegdo qualitativa de Escherichia coli 0157:H7 em alimentos e em amostras de
fezes humanas, para auxiliar no diagndstico de infeges por E. coli. E possivel detetar a E. coli 0157:H7 a partir de coldnias suspeitas em cultura de fezes. O teste
oferece um ensaio de rastreio simples e altamente sensivel para fazer um diagndstico presuntivo da infe¢do por Escherichia coli 0157:H7 e pode ser utilizado
para identificar isolados suspeitos de E. coli 0157:H7 a partir de meios seletivos.

2 - PRINCIPIO DO METODO

0 0157 E. COLI CARD é um método imunocromatografico ndo invasivo, simples de executar, rapido e muito preciso para a determinacdo de Escherichia coli
0157:H7 em amostras de alimentos, de fezes e em coldnias suspeitas de E. coli 0157:H7 em cultura de fezes.

A tira consiste numa membrana de nitrocelulose pré-revestida com anticorpos na linha de teste (T), na janela de resultados, contra Escherichia coli 0157:H7 e
com anticorpos policlonais de coelho na linha de controlo (C), contra uma proteina especifica. O pogo da amostra absorvente é pulverizado com solugdo de
teste (anticorpos anti-Escherichia coli 0157:H7) conjugada com latex de poliestireno vermelho e solugdo de controlo (proteina de ligagdo especifica) conjugada
com latex de poliestireno verde, formando complexos conjugados coloridos.

Se a amostra for positiva para Escherichia coli 0157:H7, os antigénios da amostra diluida reagem com o complexo conjugado de cor vermelha (microesferas de
poliestireno vermelho anti-Escherichia coli 0157:H7) que foi previamente pré-seco no pogo absorvente. A mistura move-se entdo para cima sobre a membrana
por agdo capilar. A medida que a amostra flui através da membrana de teste, os complexos conjugados de ligagdo migram. Os anticorpos anti-Escherichia coli
0157:H7 presentes na membrana (linha de teste) capturam o conjugado colorido e a linha vermelha sera visivel. Esta banda é utilizada para interpretar o
resultado.

Se a amostra for negativa, ndo hd presenca do antigénio Escherichia coli 0157:H7 e ainda assim, os antigénios podem estar presentes numa concentragdo
inferior ao valor limite de detec¢do, para o qual a reagdo ndo tera lugar com o complexo conjugado de cor vermelha. Os anticorpos anti-Escherichia coli 0157:H7
presentes na membrana (linha de teste) ndo capturardo o complexo conjugado de cor vermelha do antigénio (ndo formado), razdo pela qual a linha vermelha
ndo aparecerd. Quer a amostra seja positiva ou ndo, a mistura continua a mover-se através da membrana para os anticorpos especificos imobilizados colocados
na linha de controlo. Os anticorpos proteicos especificos presentes na membrana irdo capturar o complexo conjugado verde de controlo e a linha de controlo
ird aparecer sempre. A presenca desta linha verde serve como: 1) verificagdo de que é adicionado volume suficiente, 2) que é obtido um fluxo adequado e 3)
um controlo interno para os reagentes.

3 - MATERIAIS FORNECIDOS - EMBALAGEM

Produto Tipo REF. Contetdo
0157 E. COLI CARD Teste VC1010 25 cassetes num involucro de aluminio selado, com exsicante.
CND: W0105011501; imunocromatografico (25 testes) 1 frasco de plastico com ponta conta-gotas contendo o liquido de extracdo (1 x 20 mL).

EDMA: 15.01.15.01;

RDM: 1465288/R 5 pipetas de pldastico.

Embalagem secundaria: caixa de cartdo.

4 - MATERIAIS NECESSARIOS MAS NAO FORNECIDOS
Recipiente de recolha de amostras, tubos para teste, luvas descartdveis, crondmetro, estufas +37°C + 1°C e dgua purificada.
Meio enriquecido para 0157 E.COLI: ECBroth (Ref. Biolife 551425), Bagmixer 1 (Ref. Biolife 7221230), Sorbitol MacConkey Agar (Biolife Ref. 541669S).

5 - PRECAUGOES E AVISOS

® Todas as operagdes ligadas a utilizagdo do teste devem ser realizadas em conformidade com as Boas Préticas de Laboratério.

e 0157 E. COLI CARD é um kit qualitativo apenas para diagndstico in vitro, para uso profissional; deve ser utilizado por pessoal de laboratério adequadamente
treinado e qualificado.

Este produto ndo é classificado como perigoso de acordo com a legislagdo em vigor.

Evitar tocar com os dedos na membrana de nitrocelulose.

Todas as amostras devem ser consideradas potencialmente perigosas e manuseadas da mesma forma que um agente infecioso.

Cada cassete de teste é apenas para uso Unico.

Nunca utilizar reagentes de outro lote.

O teste deve permanecer no invélucro selado até a sua utilizagdo, e o teste deve ser realizado no prazo de 2 horas apds a abertura do invélucro selado.

N&o utilizar o teste se o invélucro estiver danificado.

A presenca de linhas amarelas na janela de resultados (zona de linha de controlo e de teste) que sdo visiveis antes da utilizagdo do teste sdo completamente
normais. Isto ndo significa falha na funcionalidade do teste.

Usar luvas ao manusear a amostra.

Colocar as luvas descartaveis, tampdo de extragdo, tubos de ensaio, e dispositivos usados num recipiente de risco bioldgico proprio.

® A qualidade dos reagentes ndo pode ser garantida depois da sua data de validade ou se os reagentes forem armazenados em condi¢des inadequadas.

Os Certificados de Analise e a Ficha de Dados de Seguranga do produto estdo disponiveis no website.

Se o dispositivo contiver matérias-primas de origem animal, a matéria-prima utilizada é derivada de animais que foram abatidos num matadouro autorizado
e, na sequéncia de uma inspegdo antemortem, que ndo mostraram qualquer sinal de doenga transmissivel a seres humanos ou animais. Em qualquer caso,
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recomenda-se que o kit seja tratado como potencialmente infecioso, e manuseado observando as precaugdes especificas habituais: ndo ingerir, inalar, ou
deixar entrar em contacto com a pele, olhos, membranas mucosas.

As informagdes fornecidas neste documento foram definidas com o melhor dos nossos conhecimentos e capacidades e representam uma orientagdo para a
utilizagdo adequada do produto, mas sem obrigagdo ou responsabilidade. Em todo o caso, o utilizador final deve respeitar as leis, regulamentos e
procedimentos locais para o teste de amostras colhidas de diferentes origens humanas e animais, amostras ambientais e para produtos destinados ao
consumo humano ou animal. As nossas informagdes ndo isentam os nossos clientes da sua responsabilidade de verificar a adequacgdo do nosso produto para
o fim pretendido.

Notificar a Mascia Brunelli Spa e as autoridades competentes de quaisquer incidentes graves que ocorram relacionados com o dispositivo de diagndstico in
vitro. complaint@masciabrunelli.it.

6 - CONDICOES DE ARMAZENAMENTO E PRAZO DE VALIDADE

ApOs recegdo, armazenar o kit na sua embalagem original a temperatura refrigerada ou ambiente (2-30°C/36-89°F). Se for devidamente armazenado, o kit pode
ser utilizado até ao fim da data de validade. A cassete de teste deve permanecer no invélucro selado até a sua utilizagdo. Ndo utilizar a cassete de teste apos 2
horas de abertura do invdlucro selado. Ndo congelar.

7 - COLHEITA DE AMOSTRAS E PROCEDIMENTO PARA AMOSTRAS DE FEZES

Amostras fecais: As amostras de fezes devem ser colhidas em recipientes limpos e secos. As amostras podem ser armazenadas no frigorifico (2-8°C) durante 1-
2 dias antes de serem testadas. Para periodos mais longos, méximo de 1 ano, a amostra deve ser mantida congelada a -20°C. Neste caso, a amostra sera
totalmente descongelada e deixada a atingir a temperatura ambiente antes de ser testada. Homogeneizar a amostra de fezes e proceder a preparagdo assim
que possivel. Os ciclos de congelagdo e descongelacdo ndo sdo recomendados.

Preparagdo das amostras

Utilizar uma zaragatoa ou vareta, conta-gotas e tubo ou frasco de teste em separado para cada amostra. Dispensar 0,7 mL (ou 14 gotas) do tampdo de extragdo
para um tubo de teste. Recolher a amostra de fezes com uma vareta, mergulhando em quatro locais diferentes da mesma amostra de fezes. Transferir uma
pequena porgdo de fezes (aprox. 125 mg). Colocar a vareta no tubo de ensaio de plastico. Agitar o tubo de extragdo a fim de obter uma solugdo homogénea.
Repetir as operagdes apenas se necessario para obter uma solugdo castanha-amarelada escura.

A transferéncia de fezes demasiado pequenas, ou a ndo mistura e suspensao total das fezes no tubo de extragdo pode resultar num resultado de teste falso-
negativo. Deve ter-se o cuidado de transferir ndo menos e ndo mais do que a quantidade indicada. A amostra deve ser completamente misturada num vortex
antes de ser testada. A adi¢do de uma quantidade excessiva de fezes pode causar resultados invalidos devido a restrigdo do fluxo da amostra. Para amostras
liquidas ou semi-sélidas, utilizando uma pipeta em separado, retirar as fezes da prépria amostra. Distribuir aproximadamente 125 plL de cada amostra de fezes
num tubo de ensaio contendo o tampdo de extracdo (0,7 mL ou 14 gotas). Fechar o tubo com o diluente e a amostra de fezes. Agitar o tubo de modo a assegurar
uma boa dispersdo da amostra.

Procedimento do teste

Deixar que os testes, amostras de fezes e tamp3o atinjam a temperatura ambiente (15-30°C/59-86°F) antes de serem testados. Ndo abrir os invélucros até estar
tudo pronto para realizar o teste.

1. Retirar a cassete de teste do invdlucro de protegdo. Identificar a cassete de plastico com os dados do doente.

2. Utilizar uma cassete em separado para cada amostra. Pipetar algum liquido da parte superior do tubo contendo a amostra e o liquido de extragdo.

3. Dispensar 4 gotas no pogo da amostra. Iniciar o crondmetro.

4. Ler o resultado 10 minutos apds a distribuigdo da amostra. Ndo exceder os 10 minutos.

Se o teste ndo correr devido a particulas sélidas, agitar a amostra adicionada na janela da amostra (S) com a vareta. Se ndo funcionar, dispensar uma gota de
diluente até ver o liquido a correr através da zona de reagédo.

8 - COLHEITA DE AMOSTRAS E PROCEDIMENTO PARA AMOSTRAS ALIMENTARES

As amostras de alimentos devem ser colhidas em recipientes limpos e o teste deve ser feito logo apds a colheita. As amostras podem ser armazenadas no
frigorifico (2-4°C) durante 1-2 dias antes de serem testadas. Para um armazenamento prolongado, a amostra deve ser mantida congelada a -20°C. Neste caso,
a amostra sera totalmente descongelada e deixada atingir a temperatura ambiente antes de ser testada. Assegurar que apenas a quantidade necessaria é
descongelada devido aos ciclos de congelagdo e descongelagdo ndo sdo recomendados. Homogeneizar completamente a amostra antes da preparagdo.
Enriquecimento da amostra:

Misturar 25 g de amostra sélida ou 25 mL de amostra liquida com 225 mL de meio de enriquecimento. Meio de enriquecimento: ECBroth, se necessario,
homogeneizar com um homogeneizador durante 2 min. (Bagmixer 1).

Incubar durante 18-24 horas a 37°C + 1°C.

Procedimento de teste

Deixar que os testes, amostras e tamp3o atinjam a temperatura ambiente (15-30°C/59-86°F) antes de serem testados. N3o abrir os invdlucros até estar tudo
pronto para realizar o teste.

1. Colocar 1 ou 2 mL de amostras de enriquecimento num tubo de ensaio e tapa-lo. Deixar a temperatura ambiente apenas o nimero de testes necessarios para
a realizagdo do ensaio antes de os abrir.

2. Utilizar uma cassete para cada amostra em separado. Pipetar algum liquido da parte superior e distribuir 150 pL para o pogo da amostra. Iniciar o cronémetro.
3. Ler o resultado 5 minutos apds a distribui¢do da amostra.

8 — PROCEDIMENTO PARA CULTURA EM PLACA

Suspeita de coldnias de E. coli 0157:H7 em cultura de fezes. O Sorbitol MacConkey Agar (Biolife Ref. 541669S) é o método de escolha para o isolamento de
E.coli 0157:H7 (atmosfera aerdbica, 24 horas/37°C). Apds 24 horas de incubagdo no meio seletivo, as coldnias tipicas de E. coli 0157:H7 serdo incolores.

1. Examinar as placas ap6s 1 dia de incubagdo. Selecionar as coldnias tipicas de E. coli 0157:H7. Dispensar 0,7 mL (ou 14 gotas) de tampao de extragdo num tubo
de colheita. Utilizar uma ansa para recolher 3 ou 4 coldnias suspeitas de E. coli 0157:H7 e adiciona-las ao tubo de colheita.

2. Fechar o tubo com o tampdo de extragdo e as coldnias suspeitas. Agitar o tubo a fim de assegurar uma boa dispersdo da amostra.

Procedimento do teste

Deixar que os testes e o tamp3o atinjam a temperatura ambiente (15-30°C/59-86°F) antes dos testes. Ndo abrir os invélucros até estar tudo pronto para realizar
o teste.

1. Retirar a cassete de teste do invdlucro de protegdo. Identificar a cassete de plastico com os dados do doente.

2. Utilizar uma cassete em separado para cada amostra. Pipetar algum liquido da parte superior do tubo.

3. Dispensar 4 gotas no pogo da amostra. Iniciar o cronometro.

4. Ler o resultado 10 minutos apds a distribuigdo da amostra. Ndo exceder os 10 minutos.
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10 - LEITURA E INTERPRETAGAO
Interpretar os resultados da seguinte forma:

Positivo Negativo Invalido
E. coli 0157:H7 Interpretagdo de resultados
1. - - . . o « . )
VERDE N&o esta presente E. coli 0157:H. No existe infegdo causada por E. coli 0157:H7. Resultado negativo.
2. + Estd presente E. coli 0157:H7. Existe uma infegdo por E. coli 0157:H7, presente com um amplo espectro de manifestagdes clinicas,
VERMELHO-VERDE incluindo portador assintomatico, diarreia ndo hemorragica, colite hemorragica, sindrome hemolitico-urémico (HUS) e a purpura
trombocitopénica (TTP).
3. OUTRO RESULTADO | Resultado Invalido, é recomendado repetir o teste utilizando a mesma amostra com outra cassete.

INVALIDO: auséncia total de qualquer linha colorida de controlo (VERDE) independentemente da aparéncia ou no das linhas de teste (VERMELHO). As principais
raz0es para a falha das linhas de controlo sdo na sua maioria, volume insuficiente de amostra, procedimento incorreto ou deterioragdo dos reagentes. Rever o
procedimento e repetir o ensaio com um novo teste. Se os sintomas ou situagdo ainda persistirem, interromper a utilizagdo do kit de teste e contactar o seu
distribuidor local.

NOTAS DE INTERPRETAGAO DOS RESULTADOS
A intensidade da banda de cor vermelha na linha de teste (T) na janela de resultados varia dependendo da concentragdo de antigénios presentes na amostra.
No entanto, nem o valor quantitativo nem a taxa de aumento dos antigénios podem ser determinados por este teste qualitativo.

11 - CONTROLO DE QUALIDADE INTERNO
O procedimento de Controlo de Qualidade Interno esta incluido no teste. A linha que aparece na regido de controlo (C) é um controlo interno. Confirma que foi
adicionado volume suficiente de amostra e seguido o procedimento corretamente.

12 - VALORES ESPERADOS

Escherichia coli 0157:H7 causa anualmente 73.000 doengas nos Estados Unidos. Isso significa 8.598 casos, 17% requerem hospitalizagdes, 4% casos de sindrome
hemolitico urémico e 0,5% de mortes. As principais vias de transmissdo sdo: 52% de origem alimentar, 21% desconhecidas, 14% de pessoa para pessoa, 31% de
origem hidrica, 3% de contacto com animais e 0,3% relacionadas com laboratdrio.

13 — CARACTERISTICAS DO DESEMPENHO
Sensibilidade analitica (limite de deteg&o)
Valor de Limite de Deteg¢do do E.COLI 0157 CARD é 1,87x10* CFU/mL.

Sensibilidade e especificidade clinicas

E.COLI 0157 CARD foi avaliado para determinar a sensibilidade em amostras e culturas de enriquecimento seletivo, especificidade com organismos produtores
de toxinas Shiga, produtores de toxinas ndo-Shiga e outras espécies de Enterobacteriaceae (Laboratério de Referéncia para Escherichia coli - LREC).

14 estirpes STEC (antigénio 0157:H7); 4 estirpes ndo STEC (0157); 9 estirpes STEC (ndo 0157); 4 outras Enterobacteriaceae spp.

Os resultados mostram: >99% de sensibilidade, 85% de especificidade, PPV 70% e VNP >99%.

Reagdo cruzada e Interferéncias

Foi realizada uma avaliagdo para determinar as reag8es cruzadas de E.COLI 0157 CARD. N3o hd reagSes cruzadas contra os agentes patogénicos gastrointestinais
ocasionalmente presentes nas fezes: Campylobacter coli, Campylobacter jejuni; Citrobacter freundii; C. difficile; E. coli 022:H8, 091:H-, 0103:H2, 0111:H21,
0145:H-, 0171:H2, 0174:H8; Klebsiella pneumoniae; H. pylori; Listeria monocytogenes; Morganelle morganii; Proteus mirabilis; Salmonella enteritidis, paratyphi,
typhi, typhimurium; Shigella boydii, dysenteriae, flexneri, sonnei; Staphylococcus aureus; Yersinia enterocolitica.

14 - LIMITACOES DO METODO

e Um excesso de amostra pode causar resultados errados (aparecem bandas castanhas). Diluir a amostra com o liquido de extragdo e repetir o teste.

® E.COLI 0157 CARD s6 deve ser utilizado em amostras de fezes humanas. A utilizagdo de outras amostras ainda ndo foi testada. A qualidade do teste depende
da qualidade da amostra; devendo ser obtidas amostras de fezes adequadas.

e Um resultado positivo determina a presenca de E. coli 0157:H7 na amostra (determinagdo qualitativa); no entanto, um resultado positivo deve ser
acompanhado de técnicas laboratoriais adicionais (método bioquimico ou por PCR) para confirmar os resultados. A confirmagdo da infegdo so6 deve ser feita
pelo médico apds avaliagdo de todos os resultados clinicos e laboratoriais e deve ser baseada na correlagdo dos resultados com observagdes clinicas adicionais.

e Um resultado negativo pode ndo ter significado porque é possivel que a concentragdo de antigénios na amostra de fezes seja inferior ao valor limite de
detegdo. Se os sintomas ou situagdo ainda persistirem, uma determinacdo de E. coli 0157:H7 deve ser realizada numa amostra de uma cultura de
enriquecimento.
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TABELA DE SIMBOLOS APLICAVEIS

Dispositivo para Cédigo do lote g Identificador
Diagnéstico in vitro /Y Limites de temperatura (DXXX) “ Fabricante T Conservar seco dnico do
dispositivo
5 Numero de Fragil, manipular SN
[jil ConstIJIItar ejs Instrugdes g Data do prazo de Catslogo ® Nio reutilizar ! Com cuidado /:{\ Manter afastado
de utilizagdo validade da luz solar
HISTORICO DE REVISAO
Versdo Descrigdo das alteragbes Data
Instrugdes de Utilizagdo (IFU) - Revisdo 5 Esquema e conteudo atualizados 2023/03

Nota: pequenas alteragdes tipograficas, gramaticais, e de formatagdo néo estdo incluidas no histdrico de revisdes.
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