Formacao sobre o ensaio:
Xpert® Breast Cancer STRAT4

Formacé&o tecnica apenas
para produtos CE-IVD
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Agenda da formacao

« Xpert Breast Cancer STRAT4 Formacao

— Aplicagao clinica

— Reagentes Xpert® Breast Cancer STRAT4

— Conservacao e manuseamento do kit

12345678

— Precaucoes

0303456789012345

— Preparacao da amostra

— Preparagao do cartucho

— Controlo de qualidade

— Analise dos resultados
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Durante a apresentação, iremos estudar e discutir:
Utilização clínica do Xpert Assay Name
Reagentes fornecidos/necessários para este Assay Name
Colheita e conservação corretos da amostra
Manuseamento e conservação do kit
Preparação do cartucho Xpert Assay

Vamos também ver:
Como ler os resultados e os diferentes resultados que pode obter
As funcionalidades incluídas neste ensaio para garantir a qualidade dos resultados

No final, iremos esclarecer as suas dúvidas e responder às suas questões
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Obijetivos da formacao

No final da formacao, o utilizador sera capaz de:

— Conservar e manusear o kit do cartucho Xpert Breast Cancer STRAT4
— Conservar e manusear o Xpert FFPE Lysis Kit

— Cumprir as devidas precaugdes de segurancga no laboratério

— Processar e transportar amostras

— Realizar a preparagao do cartucho e executar o ensaio

— Comunicar os varios resultados gerados pelo software

— Compreender a estratégia de controlo do ensaio
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Assim que tivermos concluído esta formação, deverão também ser capazes de:

Conservar e manusear devidamente o kit do cartucho Xpert® Assay
Cumprir as devidas precauções de segurança no laboratório
Colher e transportar as amostras apropriadas
Preparar um cartucho e executar o ensaio Breast Cancer
Comunicar os vários resultados gerados pelo software
Compreender a estratégia de controlo do ensaio



da mailnd
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Factos sobre o cancro da mama:

O cancro da mama é um dos cancros mais comuns em mulheres a nivel
mundial.

E a causa mais frequente de mortalidade por cancro em mulheres nos
paises em vias de desenvolvimento.

E a segunda causa mais frequente de mortalidade por cancro (a seguir
ao cancro do pulmao) em mulheres em paises desenvolvidos.

A mortalidade por cancro da mama diminuiu 34% desde 1990 em grande
parte devido a melhoria do tratamento e a detecao precoce.

Referéncias

American Cancer Society, Cancer Facts and Figures 2015. Atlanta, GA: American Cancer Society, 2015.

International Agency for Research on Cancer (IARC) and World Health Organization (WHO). GLOBOCAN 2012:
Estimated cancer incidence, mortality and prevalence worldwide in 2012 http://globocan.iarc.fr/old/FactSheets/cancers/
breast-new.asp.

American Cancer Society, Breast Cancer Facts and Figures 2013-2014, Atlanta, GA: American Cancer Society, 2013.
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O que € o cancro da mama?

» O cancro da mama ocorre principalmente nos ductos e glébulos mamarios

« O cancro da mama pode ser classificado em quatro subtipos moleculares intrinsecos que fornecem
informacodes preditivas e de prognéstico

— Luminal A, Luminal B, HER2-enriquecido e Triplo Negativo (Basal)
» A selecao do primeiro regime terapéutico € determinada pela expressao de quatro biomarcadores

— Recetor de estrogénio (ER [proteina] ou ESR1 [ARNmM]), recetor de progesterona (PR [proteina] ou
PGR [ARNm]), recetor do fator de crescimento epidérmico humano (HER2 [proteina] ou ERBB2
[ARNm]), marcador de proliferacao Ki-67 (Ki67 [proteina] ou MKi67 [ARNm])

— Procedimentos padrédo para a caracterizacdo inicial de todas as doentes com cancro da mama
— Os biomarcadores sao fatores preditivos e de progndstico

» Os atuais métodos de medicao de biomarcadores incluem:
— Imuno-histoquimica (IHC) para avaliar a expressao de proteinas

— Hibridacao fluorescente in situ (FISH) para detetar a amplificacado de gene (apenas HER?2)
Referéncias
de Matos LL, Trufelli DC, Luongo de Matos MG, da Silva Pinhal MA. Immunohistochemistry as an Important Tool in Biomarkers
Detection and Clinical Practice. Biomarker Insights 2010:5, 9-20.
//Cepheid.
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A necessidade:

» Tempo de retorno (TAT) mais rapido

— Atualmente, o tempo de retorno dos resultados é de dias. A reducao do tempo de espera até ao inicio do
tratamento em mulheres recentemente diagnosticadas com cancro da mama é uma vantagem para o GX.

* Um procedimento mais padronizado, menos subjetivo e muito mais facil de realizar

— Os resultados de imuno-histoquimica (IHC) e a coloracao por hibridacao fluorescente in situ (FISH) podem ser
subjetivos e dificeis de padronizar nos varios laboratoérios. Para a IHC, nem todos os anticorpos séao criados
iguais.

» Alternativa mais econdémica
— O equipamento e os reagentes de coloracdo podem ser dispendiosos
» Melhoria das opg¢des para o tratamento das doentes
— Permite a realizacao de testes laboratoriais mais préximos do doente e a obtencéo de resultados mais rapidos

— Permite aos patologistas controlar diversos aspetos dos testes, ao mesmo tempo que reduz a necessidade de
testes em laboratérios de referéncia

— E provavel que represente a (inica solugdo viavel para as doentes de paises em desenvolvimento, onde a IHC é
um procedimento muito dificil e dispendioso. A FISH nao esta disponivel em todos os doentes de paises em
desenvolvimento.

//C‘epheid.
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A Solucao:

» Capacita o patologista
— Otimizagéo da equipa do laboratério - altamente reproduzivel, utilizagédo e formacao faceis
— O ensaio pode ser realizado em laboratérios clinicos ou de histologia
» Menor subjetividade em comparacao com a IHC
— Excelente concordancia com padrdes reconhecidos — 90% de concordancia global em todos os 4 marcadores.
— Producao continua sem resultados ambiguos
— Resultados faceis de interpretar
» Possivel melhoria do fluxo de trabalho
— Resultados uteis — TAT mais rapido, em ~2 horas
— Acesso aleatério efetivo
» Procedimento de lise simplificado para FFPE

— Um kit convenientemente embalado e facil de utilizar

» Controlos externos disponiveis no mercado*

A
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A solucao Cepheid

« Medicao de quatro ARNm-alvos (ESR1, PGR, ERBB2 e MKi67).

- O gene de referéncia da proteina 1 citoplasmatica de interacao
' com FMR1 (CYFIP1) funciona como controlo de adequacao da
Xpert® Breast Cancer STRAT4 amostra, sendo utilizado para normalizar os niveis de expressao

- 7.

12345678

;_;' _; de ARNm.
; % . Simples e facil de utilizar

O sistema de cartucho fechado minimiza o risco de contaminacao

0303456789012345
[ ]

3 controlos internos para cada amostra

— Controlo de verificacdo da sonda (PCC — Probe Check
Control)

— Controlo interno da Cepheid (CIC)
— Controlo de adequacéo da amostra (SAC)
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Xpert® Breast Cancer STRAT4
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Utilizacao prevista®

O Xpert Breast Cancer STRAT4 é um ensaio semiquantitativo baseado na reacdo em cadeia da polimerase com
valores de cut-off qualitativos para os ARNm do recetor de estrogénio (ESR1), do recetor de progesterona (PGR),
do recetor 2 do fator de crescimento epidérmico humano (ERBB2) e do marcador de proliferacéo Ki-67 (MKi67)
isolados de tecido de cancro da mama invasivo fixado com formalina e embebido em parafina (FFPE). O ARN é
extraido de uma area enriquecida com tumor a partir de um corte de tecido microscopico, conforme identificado
por um patologista. O teste destina-se a ser utilizado juntamente com outros dados clinicos e laboratoriais para
classificar tecidos de cancro mamario quanto ao estado do recetor de hormonas, o estado do recetor HER2 e o
estado do marcador de proliferagcédo. O teste destina-se a ser utilizado com o sistema GeneXpert®, que inclui o
isolamento de ARN a partir de tecidos FFPE, assim como a amplificacdo e a detecao de sequéncias-alvo dentro
do cartucho.

O ensaio Xpert Breast Cancer STRAT4 nao se destina a ser:

« um fator de previsédo da gravidade da doenca

« um dispositivo autbnomo de teste de diagnéstico do cancro da mama

« um fator de prognéstico para recidiva da doenca

Indicagdes de utilizacdo: O teste destina-se a ser utilizado na avaliagao dos niveis de ARNm de ESR1, PGR,
ERBB2 e MKi67 em tecidos de cancro mamario invasivo provenientes de doentes e preparados como amostras
de FFPE, e a auxiliar na avaliacéo clinica juntamente com outros dados laboratoriais.

*CE-IVD. Dispositivo médico para utilizagao in vitro. / )
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Requisitos do sistema e de reagentes

Sistemas GeneXpert

* Instrumento GeneXpert de 6 cores
« Software GeneXpert versdo 4.7b ou posterior
 Software Xpertise versao 6.4b ou posterior

Kits de teste (CE-IVD)
» GXBCSTRAT4-CE-10

Materiais necessarios, mas nao fornecidos

« Kit de lise Xpert® FFPE, Referéncia GXFFPE-LYSIS-CE-10

 Etanol = 95%

* Agitador de vortice

* Pipetas e pontas de pipeta com filtro para aerossdis para pipetar 5, 20, 260, 520 e 1200 pL
* Bloco de aquecimento a 80 °C que acomoda tubos de microcentrifuga de 1,5 mL

* Microcentrifuga para centrifugar tubos de microcentrifuga de 1,5 mL
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Componentes do kit Xpert Breast Cancer STRAT4

- Xpert Breast Cancer
STRAT4

MO CE GXBCSTRAT4-CE-10
catalogo
Xpert® Breast Cancer SrTi‘R"\T"
Testes por kit 10 O
Conteudo por SHEREDEE reagferlte e GenaXpert
cartucho de teste Reagentes de eluicdo e Sout BrmsCancrSTRATS
enxaguamento T
Ficheiro de definicdo do ensaio (ADF)
- .gxa
Instrugdes de importagdo do ensaio
CD do kit . _
Folheto informativo (PDF)
Ficheiro de relatério do software

ONCore - .onc

Conservacao 2°C28°C Os cartuchos contém substdncias quimicas perigosas - consultar o

folheto informativo e a ficha de dados de sequranca para obter
informagdo mais detalhada.
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Apesar de o kit incluir todos os reagentes/materiais necessários, poderão ser necessários materiais adicionais.
Requisitos do sistema: Sistema GeneXpert com software GeneXpert versão xx ou superior - Xpertise versão xx ou superior (as versões inferiores poderão não executar o teste Ultra)
Kit de teste – kit de configuração do xx ou xx
Recipiente de amostra: Recipientes de colheita estanques, estéreis e de tampa roscada

Opcional:
Equipamento de proteção individual (EPI).
1.  
Etanol a 70% para limpar e desinfetar os módulos e durante o procedimento de manutenção

A utilização de uma UPS com protetor de sobretensão é fortemente recomendada (durante a PCR em tempo real, um breve corte de alimentação interrompe o ensaio)
Pode ser utilizada uma impressora para imprimir os relatórios de resultados
O agitador de vórtice é opcional para os passos de preparação da amostra



Componentes do Xpert FFPE Lysis Kit

- Xpert FFPE Lysis Kit

MDD L2 GXFFPE-LYSIS-CE-10
catalogo
Testes por kit 10
Tubos de lise \ o
(1,5 mL) 1o S err FPE LSS K
’ R X - m,i‘pi.wsls-ﬁ"“ ; :
Frascos de 10 >
amostra (5 mL)
Reagente de
lise FFPE 19 mi
Proteinase K (PK) 250 pL
Conservacao 2°C-28°C

Os kits contém substdncias quimicas perigosas - consultar o folheto
informativo e a ficha de dados de seguranca para obter informagdo
mais detalhada.

14 © Cepheid CE-IVD. Para utilizagio em diagnéstico in vitro. //C‘ephefd.




Boas Praticas de Laboratorio

- ~ » Preparacdo do cartucho/reagente (Cartridge/
Configuracao do reagent preparation) > Adi¢ao da amostra
CLIJEICITRC RGO (Sample addition) > Detegao (Detection)

Conservacao de  Conserve as amostras separadamente dos
amostras e reagentes para impedir a contaminacao do
reagentes reagente.
« Utilize pontas de pipeta com filtro, quando
_ necessario.
Equipamento - Seguir a recomendagéo do fabricante

relativamente a calibragdo e manutencao do
equipamento de laboratério.
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Boas Praticas de Laboratério (cont.)

* Limpe as superficies de trabalho com uma dilui¢ao
1:10 de lixivia* doméstica em agua, seguida de uma
solucao de etanol a 70%. Secar completamente as
superficies de trabalho com um pano.

Limpeza

Usar batas limpas e luvas.

Pessoal Trocar de luvas entre o processamento de amostras.

Area da bancada
de laboratorio

* A concentracdo de cloro ativo final deve ser de 0,5%, independentemente da concentracdo da lixivia doméstica usada no seu pais

Limpar a area da bancada de laboratoério por rotina.
Manter a parte traseira do instrumento sem poé.

//C‘epheid.
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Embora o GeneXpert não precise de configuração e práticas estritas, como nos laboratórios de biologia molecular, é importante seguir sempre as Boas Práticas de Laboratório de acordo com a formação disponibilizada a laboratórios de biologia molecular
Certifique-se de que o equipamento (pipetas, agitador de vórtice, etc.) é sujeito a controlo.

Consulte o manual de biossegurança da OMS ou CDC para procedimentos de segurança detalhados. 




E Conservacao e manuseamento do Xpert Breast
Cancer STRAT4 e do Kit de lise FFPE

« Conservar os kits de teste entre 2 °'C e 28 °C.
« Nao utilizar cartuchos fora do prazo de validade.
« Cada cartucho de utilizacao Unica é utilizado para processar um teste. Nao reutilizar cartuchos processados.
» Nao abrir um cartucho até que esteja pronto para testar.
— Iniciar o teste dentro de 30 minutos apds a adicao da amostra ao cartucho.
— A estabilidade no instrumento Infinity € de 6 horas.
» A contaminagdo cruzada durante as etapas de manuseamento de amostras deve ser evitada.
— Trocar de luvas entre as amostras.
» Nao utilize um cartucho que tenha caido ou sido agitado.
— Agitar ou deixar cair o cartucho apés a abertura da respetiva tampa pode produzir resultados invalidos.

« Nao utilizar um cartucho que tenha um tubo de reagao danificado.
» N&o utilizar um cartucho com fuga.
* Nao substitua por outros reagentes.

» Nao utilize um cartucho cujo conteudo tenha ficado turvo ou descolorado.
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Tal como todos os produtos biológicos, é necessário tomar precauções durante o manuseamento para manter a integridade e funcionalidade do kit:

Conserve os cartuchos e reagentes do ensaio Xpert entre 2 °C e 28 °C
Siga os procedimentos de segurança da sua instituição para trabalhar com produtos químicos e manusear amostras biológicas
Não utilize tubos de colheita de reagente não validados pela Cepheid
Abra a tampa do cartucho do ensaio apenas para adicionar a amostra, feche a tampa e prossiga com o seguinte



B
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Adverténcias e precaucoes:

Manuseie todas as amostras e kits de reagentes empregando técnicas adequadas para
prevenir ou minimizar contaminacao com RNase e/ou DNase.

N&o reutilize ldminas para macrodisseccao, pontas de pipeta ou tubos/frascos para evitar
contaminacao cruzada durante 0 manuseamento da amostra.

A remocao incompleta (raspagem) da area do tumor da lamina para preparacao do lisado
de FFPE pode resultar em material insuficiente para o ensaio e, por conseguinte, uma
taxa indeterminada/INVALIDA (INVALID) superior ao previsto.

Trate todas as amostras bioldgicas, incluindo cartuchos usados, com as precaucoes
normais.

O tecido FFPE tem de ser tratado com o Xpert FFPE Lysis Kit.

Use luvas de protecédo descartaveis, batas e protecao ocular durante o0 manuseamento de
amostras e reagentes.

Siga os procedimentos de segurancga da sua instituicio para trabalhar com produtos
quimicos e manusear amostras biologicas.
//C‘epheid.



Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories, 5th Edition. PG 146: São necessários práticas e procedimentos, equipamento de contenção e instalação de nível BSL-2 para manipulações de amostras clínicas sem produção de aerossóis, como a preparação de esfregaços de bacilos álcool-ácido-resistentes. Todas as atividades produtoras de aerossóis têm de ser executadas numa câmara de segurança biológica (BSC). A liquefação e a concentração de expetoração para bacilos álcool-ácido-resistentes pode ser realizada em segurança numa bancada sem proteção, tratando primeiro a amostra numa câmara de segurança biológica com um volume igual de solução de hipoclorito de sódio a 5% (lixívia doméstica não diluída) e aguardando 15 minutos antes do processamento.
Não agite o cartucho
Não utilize um cartucho que...:
pareça húmido, com fugas ou se o selo da tampa parecer estar partido
pareça danificado
tenha caído depois de o ter retirado da embalagem
tenha caído ou sido agitado depois de lhe ter adicionado a amostra
tenha um tubo de reação danificado
tenha sido utilizado: cada cartucho é de utilização única para processamento de um teste tenha ultrapassado o prazo de validade
Não reutilize pipetas descartáveis usadas

Os cartuchos não utilizados podem ser eliminados como resíduos químicos e os cartuchos usados como resíduos biológicos infeciosos. Os frascos de reagente de amostra devem ser considerados resíduos químicos


Preparacao de amostra
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Requisitos de tecido FFPE

+ Podem ser utilizadas secc¢des de tecido FFPE ou tiras de tecido ndo coradas.
+ Siga as orientagdes ASCO/CAP para preparacao de tecido FFPE.
» As amostras devem ter sido fixadas apenas em formalina tamponada neutra (NBF) a 10% durante 6 a 72 horas.

* O lisado de FFPE deve preparar-se a partir do bloco de tumor FFPE com a maior area de carcinoma mamario
adequado (um minimo de 30% de celularidade do tumor).

+ Se for necesséaria macrodissecg¢ao, utilize uma lamina corada com H&E adjacente proveniente do bloco do tumor
FFPE como guia para marcar a lamina ndo corada.

« Para amostras de tumor com menos de 10 mm? com menos de 30% de tumor, pode ser necessario utilizar o
procedimento de lisado concentrado ou mais do que um corte de 4 um-5 um para resultados validos.

» Alguns tecidos FFPE com idade superior a 10 anos poderao nao ter qualidade suficiente para analise com
GeneXpert (0 ARN degrada-se ao longo do tempo, mesmo em tecidos FFPE).

//C‘epheid.
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Preparacao da lamina/tira (cont.)

1. Corte duas seccoes de tecido e coloque

i , Tecido FFPE
cada uma em laminas de vidro separadas.

2. Realize a coloragcao de uma lamina com
H&E.

3. O patologista examina a lamina com H&E
para demarcar areas tumorais e nao
tumorais.

TR
wyleleais

Imagem de
~ | Thomas Sherwood

4. Se existirem areas tumorais (>30% e sem
DCIS), pode ser utilizada a totalidade da
seccao da segunda lamina. Em alternativa,
pode ser macrodissecada para remover
areas especificas para serem testadas.

Imagem de Cepheid
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Instrucoes de raspagem

Rotule um tubo de lise de 1,5 mL (fornecido) para cada amostra que sera processada.
» Se nao for necesséaria macrodissecc¢ao:

Utilizando uma lamina de corte nova ou um bisturi novo para cada amostra de tecido que sera processada, retire (raspe)
completamente da lamina a secg¢ao de tecido do tumor invasivo e transfira para o tubo de lise de 1,5 mL rotulado.

« Se for necessaria macrodisseccao:

Examine a lamina corada com H&E (patologista).

Identifique (e delimite) a area do tumor selecionada para testar. Consulte o folheto informativo do ensaio Xpert relativamente ao
namero necessario de laminas ou ao requisito minimo de celularidade do tumor.

Delimite a area do tumor que sera utilizada para o ensaio na parte de tras da(s) lamina(s) nao corada(s), alinhando-a com a lamina
corada com H&E correspondente e transpondo a area delineada.

Realize a macrodisseccéao (patologista ou técnico).

Utilizando uma lamina de corte nova ou um bisturi novo para cada amostra de tecido que sera processada, retire (raspe)
completamente da lamina o tecido delimitado do tumor invasivo (veja a Figura 1) e transfira para o tubo de lise de 1,5 mL rotulado.

Figura 1: Exemplos de remocao correta (recomendada) e incorreta (nio recomendada) de tecido da lamina

22 © Cepheid CE-IVD. Para utilizagdo em diagnéstico in vitro.

Lamina corada com Nao recomendada (remocao Recomendada
H&E para referéncia de tecido insuficiente)

e ™ Y

‘| Imagens de Cepheid
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Cartao de preparacao de lisado Xpert FFPE

Prepara(;éo do lisado Xpert® FFPE* *FFpE - fixado em formalina e embebido em parafina

Consulte as Instrugdes Para obter uma cipia Assisténcia Técnica da Capheid »
detathadas, procalfqﬁas daFDS, visze Filiaf nos ELWA / Ceph EId.
e adverténclas no folheto  www.cephsid.com ou (BE8) 8383222, opgdo 2 A better way.
Informative, hei sanal, com techsupporti@eepheid.com
Detegagdo na Ewopa
+33563 825318
suppon@cepheideurcpe.com
1 Raspe uma seccio :) Transfira o tecido para o '_1’ Adicione 1,2 mL de 4 Adicione 20 ul de r:} Agite em vortex numa 8 Microcentrifugue
de tecido ou efetue Wwbo de 1,5 mL fernecido. ' reagente de lise FFPE preteinase K (FK) 2o ' definigBo maxima durante * brevemente o lubo
uma macrodisseccio actubo de 1,5 mL que mesmoe tubo de 1.5mL. 5 segundes, para remaver oliquido
da lamina. contém o tecido FFPE. Feche a tampa da lampa.

7 Proceda & incubagio da E-} Agite em vértex numa Merocentifugue 1 O Transfira todo o conteddo 1 1 Adicione 1.2 mL de etanci “) Aperte a tampa ¢ agite
amostra 2 80 °C durante definigio maxima “' brevemente o ubc para para um frasco de amostra 2 95% ao mesme frasco = em vértex a amosira
30 minutos. durante § segundos. remover oliquide da tampa. de 5 mL fornecido. de amostra de 5 mL. numa definigio maxima

durante 15 segundos.

NOTA: 0 lisado preparade, com etanol, & estavel entre 2 °C e 8 °C, durante 1 semana, no maximo. E a £ -20 °C d 4 no

DT Caprs HHTTSSE R A TR de ST

//C‘epheid.
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Leia o protocolo do Cartão correspondente. A compreensão prévia do Protocolo ajudará o formador a explicar facilmente o cartão.


Processamento de tecido FFPE

Pré-aqueca o bloco de aquecimento a 80 °C.
Adicione 1,2 mL de reagente de lise FFPE ao tubo de 1,5 mL que contém a seccéao/
tira FFPE.
Adicione 20 pL de proteinase K (PK) ao mesmo tubo de lise de 1,5 mL.
Feche a tampa.
Agite em vortex a amostra continuamente numa definicdo maxima durante 5 segundos.
Microcentrifugue brevemente o tubo para remover o liquido da tampa.
Proceda a incubacao do tubo de lise de 1,5 mL contendo a amostra e o reagente de lise
num bloco de aquecimento a 80 ‘C durante 30 minutos.
Agite em vortex a amostra continuamente numa definicdo maxima durante 5 segundos.
Microcentrifugue brevemente o tubo para remover o liquido da tampa.

. Utilizando uma pipeta, transfira todo o conteudo (~1,2 mL) para um frasco de amostra
de 5 mL fornecido.

. Rotule o frasco para cada amostra que sera processada.

. Adicione 1,2 mL de etanol = 95% ao mesmo frasco de amostra de 5 mL.

. Aperte a tampa e agite em vortex a amostra continuamente numa definicdo maxima
durante 15 segundos.

—©® Noosrow P

—_ -
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Transporte e conservacao de amostras do Xpert
Breast Cancer STRAT4

Temperatura de transporte Tempo de
e conservacao (°C) conservacao

Tira, em tubo de 1,5 mL 2°C-8°C
Secc¢ao da lamina 2°C-8°C
Secc¢des macrodissecadas, em tubo om oo
2°C-8°C
de 1,5 mL
2°C-8°C
Lisado preparado, com etanol <.20°C
-80 °C

25 © Cepheid CE-IVD. Para utilizagdo em diagnéstico in vitro.

2 semanas
1 més
2 semanas

1 semana
1 més

Longo prazo
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Cartao de preparacao do cartucho Xpert Breast
Cancer STRAT4

Preparagéo do cartucho Xpert® Breast Cancer STRAT4 /
Seinihmton, prigtos: ST B om /Cephefd.

e adverténcias no folheto  www cepheid com oy (ABB) B3R-3222 opclo 2 A betrer way.
informativo. w cephesdini sechsupp h

Dedagachs na Eurcpa

+33563 6263 18

suppori@oephesdauicpe com

NOTA: Se a preparacao do lisado de FFPE, como descrita no verso deste cartdo, acabou de ser concluida,
o Passo 2 das instrugfes que se seguem podem ser ignoradas,

*] Obtenha um carucho 2 Agite am virtex o lisado de 3 Abra a tampa do 4 Pipate 520 pL do lisado 5 Feche a tampa do 6 Inicie o ensaio dentro do
e um lisado de FFPE FFPE durante 15 segundos. cartucho Xpert. preparado do frasco de cartucho Xperl prazo indicado no folhete
preparada para cada 5mL e transfira para a informativo,
amastra a ser testada,

camara da amostra

]

& 27 Copraid

S0L-TI% P Rew & margs de 2T /
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Procedimento do ensaio — Preparacao do
cartucho

Em caso de

U|[P2Te=lol [SHE B« Inicie o teste no prazo de 30 minutos
instrumento apos a adicao da amostra ao cartucho.

GeneXpert Dx

Em caso de - Faca o pedido do teste e coloque o cartucho no

=ps = tapete rolante no prazo de 30 minutos apods a
Utlllzagao de um adicao da amostra preparada ao cartucho.

instrumento * A estabilidade restante no interior do instrumento
é controlada pelo software Xpertise® de modo a
que os testes sejam executados antes do fim do

GeneXpert

|nfinity periodo de 6 horas no instrumento.

//Cepheid.
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El Passos automaticos do teste Xpert Breast Cancer
STRAT4

Os acidos
nucleicos
purificados s&o
misturados com
0s reagentes
de PCR

O cartucho é Ocorréncia
e : - simultanea de

CO|Ocad0 L GeneXpert |f -
sistema amplificacao

Xpert® Breast Cancer STRAT4 e detegéo

Os acidos
nucleicos sao
purificados

ThaN:
%ﬂl—r

0303456789012345
12345678
» s -
ko -?ﬁ._.,-ﬂi‘
b .

A amostra é Os resultados
[of 30 pron
adicionada ao estao prontos 6
cartucho para serem

visualizados

N\

Cepheid.
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Segue-se um protocolo geral para operação do cartucho
A amostra é adicionada ao cartucho
O cartucho é colocado no sistema
Os ácidos nucleicos são purificados
Os ácidos nucleicos purificados são misturados com os reagentes de PCR
É efetuada a PCR em tempo real
Os resultados estão prontos para serem visualizados


B

Eliminacao de residuos

» As amostras bioldgicas, os dispositivos de transferéncia e os cartuchos

usados devem ser considerados como sendo capazes de transmitir agentes
infeciosos, exigindo precaugdes padrao.

Sigam os procedimentos relativos a residuos ambientais da vossa instituicao
relativamente a eliminagao correta de cartuchos usados e reagentes nao
usados. Estes materiais podem apresentar caracteristicas de residuos
quimicos perigosos que exigem procedimentos de eliminacdo nacionais ou
regionais especificos.

Se as regulamentacdes nacionais ou regionais nao disponibilizarem uma
indicacao clara sobre a eliminagao correta, as amostras biologicas e os
cartuchos usados devem ser eliminados de acordo com as diretrizes
relativas ao manuseamento e a eliminacdo de residuos médicos da OMS
(Organizacao Mundial da Saude).
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Os controlos estão disponíveis no mercado. Siga as orientações da sua instituição relativamente à frequência do CQ. 


Controlo de qualidade

Consulte os detalhes completos
no folheto informativo

"
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Controlo do sistema do instrumento —
Estado da verificacao

» O controlo do sistema do instrumento verifica o sistema o6tico, a
temperatura do mdédulo e a integridade mecénica de cada cartucho.

— Se os controlos do sistema falharem, ha indicacao de ERRO (ERROR) para o
resultado do teste.

A

Cepheid.
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Estratégia de controlo do ensaio Cepheid

» Cada cartucho Xpert constitui um dispositivo de teste autbnomo.

— A Cepheid preparou controlos internos que permitem ao sistema detetar
modos de falha especificos em cada cartucho.

— Controlo dos reagentes: Controlo de verificacao da sonda (PCC —
Probe Check Control)

— Controlo de adequacao da amostra: Gene de referencia (CYFIP1)
— Controlo interno da Cepheid: Armored RNA (CIC)

A

Cepheid.
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Controlos de qualidade do Assay Name 
Cada cartucho Xpert constitui um dispositivo de teste autónomo
A Cepheid concebeu métodos moleculares específicos de modo a incluir controlos internos que permitem ao sistema detetar modos de falha específicos em cada cartucho 
Controlo de processamento da amostra (SPC — Sample Processing)
 Controlos de verificação da sonda (PCC — Probe Check Controls) 

Para o FAS: consulte o documento 301-4868 Funcionalidades de Controlo de Qualidade GeneXpert para ensaios Cepheid Xpert



=l Controlo de verificacao da sonda — PCC (Probe
Check Control)

* Apds a preparagao da amostra, a reconstituicdo das esferas e o enchimento dos
tubos (antes da termociclagem), sdo efetuadas multiplas leituras da fluorescéncia
a diferentes temperaturas.

» As leituras sdo comparadas com os valores predefinidos estabelecidos pela Cepheid.

« A verificacao da sonda controla:

— A auséncia de esferas de reagente especifico para o alvo (TSR) e/ou de reagente
enzimatico, que contém todos os iniciadores, sondas e modelos de controlo interno

— A reconstituicao incompleta do reagente
— O enchimento incompleto do tubo de reacao

— A degradacao da sonda

» Se a verificacdo da sonda falhar, surge a indicacdo de ERRO (ERROR) para o
resultado do teste.

33 © Cepheid CE-IVD. Para utilizagdo em diagnéstico in vitro.
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Controlos de verificação da sonda (PCC — Probe Check Controls) 
Antes do passo de PCR, o sinal de fluorescência é medido em todas as sondas e comparado com as predefinições de fábrica para monitorizar
a reidratação das esferas
o enchimento do tubo de reação
a integridade da sonda
a estabilidade do corante



Controlo de adequacao da amostra — SAC

» O controlo de adequacao da amostra (SAC) verifica se foram adicionados a camara de

34 © Cepheid

amostra células humanas e ARN humano. O SAC é aprovado se cumprir 0s critérios
de aceitacao validados.

Controlo CYFIP1: Proteina 1 citoplasmatica de interagcdo com FMR1

— Este gene de referéncia é utilizado para normalizar os niveis de expressao para o
ESR1, PGR, ERBB2, e MKi67.

— Também serve como controlo de adequacao da amostra (SAC), assegurando que a
amostra contém ARN suficiente.

E necessario um sinal de CYFIP1 minimo para se obter um resultado de teste valido.
Um SAC negativo pode dever-se a:
— ARN insuficiente -Colheita incorreta da amostra

— Lise ineficiente da amostra -Mistura insuficiente da amostra

Se o SAC falhar numa amostra negativa para o analito, surge a indicacao de
INVALIDO (INVALID) para o resultado do teste.

CE-IVD. Para utilizagéo em diagnéstico in vitro. //C‘epheid.




Controlo interno da Cepheid — CIC

« O controlo interno da Cepheid (CIC) assegura que a amostra foi
corretamente processada.

« O CIC consiste em Armored RNA®.
« Verifica se a reacao de RT-PCR prosseguiu com inibicao minima.

A

Cepheid.

35 © Cepheid CE-IVD. Para utilizagdo em diagnéstico in vitro.




B

Controlos externos STRAT4*

Fornecedor

Nome do
controlo

Descricao

configuracao

Temp. de
conservacao

Horizon DX**

www.horizondiscovery.com

STRAT4 FFPE | ESR1 POSIT. (ESR1 POS) Laminas com 4°C
Control A PGR POSIT. (PGR POS) seccao

ERBB2 NEGAT. (ERBB2 NEG)

MKi67 POSIT. (MKi67 POS)
STRAT4 FFPE | ESR1 POSIT./NEGAT. (ESR1 POS/NEG) Laminas com 4°C
Control B PGR POSIT. (PGR POS) secgao

ERBB2 POSIT. (ERBB2 PQOS)

MKi67 POSIT./NEGAT. (MKi67 POS/NEG)
STRAT4A FFPE | ESR1 NEGAT. (ESR1 NEG) Laminas com 4°C
Control C PGR NEGAT. (PGR NEG) secgao

ERBB2 NEGAT. (ERBB2 NEG)

MKi67 POSIT./NEGAT. (MKi67 POS/NEG)

*Ainda estao a ser desenvolvidos controlos externos.

** Fornecedor alternativo: ATCC )
Tenha em atencao que no caso de amostras negativas, a auséncia de células humanas resultara em INVALIDO (INVALID)

Devem ser utilizados controlos externos de acordo com as exigéncias de organizacGes de acreditagdo locais, estaduais e federais, conforme aplicavel

36 © Cepheid
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Embora já tenhamos incluído controlos em cada cartucho para garantir a qualidade dos resultados, se desejar executar os seus próprios controlos externos – pode adquiri-los junto de um fornecedor externo como indicado no ecrã. 
Não é necessário ler o diapositivo completo – basta dar uma ideia e deixar que os formandos leiam o conteúdo, se necessário. 




http://www.horizondiscovery.com/

Configuracao do controlo externo FFPE STRAT 4

O controlo Xpert Breast Cancer STRAT4 FFPE
AIVOS STRAT4 FFPE STRAT4 FFPE STRAT4 FFPE
Control A Control B Control C
. posit. (préximo da definicdo de
ESR1 posit. (pos) cut-off) (pos [close to cutoff]) negat. (neg)
PGR posit. (pos) posit. (pos) negat. (neg)
ERBB2 negat. (neg) posit. (pos) negat. (neg)
. . posit. (préximo da definigdo de .
MKi67 posit. (pos) cut-off) (pos [close to cutoff]) posit. (pos)
STRAT4 STRAT4
FFPE FFPE
Control A Control B
Embalagem:

Controlos FFPE, Instrucoes, Certificado de analise

37 © Cepheid
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STRAT4
FFPE
Control C
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Imagem de Cepheid
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Resultados

« O Xpert Breast Cancer STRAT4 apresenta um resultado de teste
POSITIVO (POSITIVE) ou NEGATIVO (NEGATIVE) para cada alvo.

» O relatorio final apresenta o resultado individual de cada alvo.

« Um alvo é considerado positivo quando apresenta sobre-expressao do
ARNmM em relacado ao gene de referéncia.

» Para obter um resultado valido de ESR1 e ERBB2, o controlo CYFIP1
tem de indicar APROVADO (PASS).

» Para obter um resultado valido de PGR e MKi67, o controlo CYFIP1 tem
de indicar APROVADO (PASS) e o CYFIP1 alternativo tem de indicar
POSITIVO (PQOS).

« Se o CYFIP1 alternativo for NEGATIVO (NEG), o resultado de PGR e
MKi67 sera Indeterminado (Indeterminate).

//C‘epheid.
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Sumario dos resultados

Resultado apresentado

ESR1 POSITIVO (ESR1 POSITIVE)

CYFIP1

APROVADO (PASS)

CYFIP1 alternativo

POSIT./NEGAT. (POS/NEG)

CIC

POSIT./NEGAT. (POS/NEG)

ESR1 NEGATIVO (ESR1 NEGATIVE)

APROVADO (PASS)

POSIT./NEGAT. (POS/NEG)

POSIT./NEGAT. (POS/NEG)

PGR POSITIVO (PGR POSITIVE)

APROVADO (PASS)

POSIT./NEGAT. (POS/NEG)

POSIT./NEGAT. (POS/NEG)

PGR NEGATIVO (PGR NEGATIVE)

APROVADO (PASS)

POSIT. (POS)

POSIT./NEGAT. (POS/NEG)

ERBB2 POSITIVO (ERBB2 POSITIVE)

APROVADO (PASS)

POSIT./NEGAT. (POS/NEG)

POSIT./NEGAT. (POS/NEG)

ERBB2 NEGATIVO (ERBB2 NEGATIVE)

APROVADO (PASS)

POSIT./NEGAT. (POS/NEG)

POSIT./NEGAT. (POS/NEG)

MKi67 POSITIVO (MKi67 POSITIVE)

APROVADO (PASS)

POSIT./NEGAT. (POS/NEG)

POSIT./NEGAT. (POS/NEG)

MKi67 NEGATIVO (MKi67 NEGATIVE) APROVADO (PASS) POSIT. (POS) POSIT./NEGAT. (POS/NEG)
PGR INDETERMINADO

(PGR INDETERMINATD) APROVADO (PASS) NEGAT. (NEG) POSIT./NEGAT. (POS/NEG)

MKi67 INDETERMINADO APROVADO (PASS) NEGAT. (NEG) POSIT./NEGAT. (POS/NEG)

(MKi67 INDETERMINATE)

REPETIR TESTE (REPEAT TEST)

APROVADO (PASS)

POSIT./NEGAT. (POS/NEG)

NEGAT. (NEG)

INVALIDO (INVALID)

ERRO (ERROR)

SEM RESULTADO (NO RESULT)

40 © Cepheid

FALHOU (FAIL) NEGAT. (NEG) POSIT./NEGAT. (POS/NEG)
SEM RESULTADO SEM RESULTADO SEM RESULTADO
(NO RESULT) (NO RESULT) (NO RESULT)
SEM RESULTADO SEM RESULTADO SEM RESULTADO
(NO RESULT) (NO RESULT) (NO RESULT)

CE-IVD. Para utilizagao em diagnoéstico in vitro.
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Por conseguinte, se fosse o software, como iria interpretar estes resultados?


POSITIVO (POSITIVE)

41 © Cepheid

O transcrito de ARNm-alvo
apresenta sobre-expressao e
tem um delta Ct acima da
definicao de cut-off

CYFIP1 APROVADO (CYFIP1
PASS); o transcrito de ARNm
tem um Ct dentro do intervalo
valido e um endpoint superior
ao limiar

PCC APROVADO (PCC PASS);
todos os resultados de
verificacao da sonda sao
aprovados

CE-IVD. Para utilizagao em diagnoéstico in vitro.

Test Result

//C‘epheid.

ESR1 POSITIVE;
PGR POSITIVE;
ERBB2 POSITIVE;
MKiGT POSITIVE
)| TestResult | Analyte Result | Detall | Errors | History | Support |
Analyte ct EndPt Analyte Probe Target
: Mame Result Check Delta Ct
: y. Result
{|CYFIPA 208 247 . PASS PASS Wz
{|ESRA 248 563 POS PASS 5.0
||Per 245 1079 POS PASS 5.4
|[ErBB2 271 347 POS PASS 28
{IMKisT 26.8 244 POS PASS 3.1
{lcic 312 119 POS PASS N
{lcYFIP1 atternate [29.8 247 N\ |Pos 4 PASS
P~ Py e e e |_ ..............................
N i egend
: 1200 ¥ [7] CYFIP1; Primary -]
' O [v] /] ESR1; Primary
[¥ | PGR; Primary
2 gnp [¥ /| ERBB2; Primary
= [¥] [ | MKi67; Primary
2 60D v [7] cic; Primary
E 400 [¥ ] CYFIP1 alternate; Primary
L
200
0
10 20 20 40
Cycles

l




TestResult | Fspq NEGATIVE:

NEGATIVO (NEGATIVE) FRb52 NEGATIVE

MKI6¥ NEGATIVE
[ TestResuit | Analyte Resuit | Detail | Errors | History | Support |
« O transcrito de ARNm-alvo nao | I “ Endrt R Crone =il
apresenta sobre-expressao e tem levem s — e\ Sreetl
um delta Ct abaixo da defini¢gao =5 99 o = S
de cut-off. |[ErBB2 0.0 3 NEG PASS
{MKIB7 0.0 5 NEG PASS
lcie 30.1 165 \ POS / PASS
J{[CYFIP alt te |26.5 530 POS PASS
- CYFIP APROVADO (CYFIP PASS):; r \ &
o transcrito de ARNm tem um Ct :
dentro do intervalo vdlidoe um  @EEmmFYXmmmm—0— 7 o H ' " V?+—-—--»--->>-»>»-»>->»>>>->->>"~
: L L —
endpoint superior a definicao s TS =
do limiar. [l [“] ESR1; Primary
[l [ | PGR; Primary
S a00 vl |./] ERBB2; Primary
- PCC APROVADO (PCC PASS); 2 ] e primary
todos os resultados de verificacdo 2 00 I¢1[] CYFIP1 altenats; Primary
da sonda sao aprovados

10 20 30 40
Cycles

<]
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Resultados mistos

43 © Cepheid

O alvo é positivo ou negativo para a
sobre-expressdo do ARNm em relacéo
ao gene de referéncia.

O transcrito de ARNm do CYFIP1 tem
um Ct dentro do intervalo valido e um
endpoint superior ao limiar

PCC APROVADO (PCC PASS); todos
os resultados de verificacao da sonda
sao aprovados

CE-IVD. Para utilizagao em diagnoéstico in vitro.

Test Result

ESR1 POSITIVE;
PGR POSITIVE;
ERBB2 NEGATIVE;
MKi&T POSITIVE

| Target
Mame Result Check Delta Ct
Y Result
CYFIP1 268 360 J PES5 \ PASS N
[lESR1 243 717 POS PASS 25
{fPGR 259 668 POS PASS 0.3
|[ERBB2 285 214 MNEG PASS 17
([MKiET 7.4 206 POS PASS 07
e 299 152 POS PASS
CYFIP1 alternate 26.8 360 A VEESY 4 PASS
p g
. Legend
i vl 7] CYFIPT; Primary B
i vl /] ESR1; Primary

B0 [vi [.-] PGR; Primary

. i1 Pt Py

@ Tt IEE MKi67; Prim nary

S ¥l [/] €IC; Primary ,

- [¥][.7] CYFIPA alternate; Primary

200
0 : ==
10 20
Cycles
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Software ONCore

* O software OnCore é instalado no / Xoer Breast Cancer STRATA. 1 e
computador do Gx = Z Cepheid.
— e s oo
« Transforma os resultados do GxDx ou e sz
Xpertise num relatorio.
 Apresenta uma representagao grafica o o
dos dados. S
» Mostra a proximidade do resultado de o2 05
cada alvo em relacao a definicao de
cut-off. camets
» Requer um ficheiro .onc exclusivo que
esta localizado no disco ADF do ensaio =
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Motivos para repetir o ensaio com lisado
concentrado

* Um resultado INDETERMINADO (INDETERMINATE) indica que a amostra ndao
continha material suficiente para a analise de resultados de PGR e/ou MKIi67.

 Um resultado INVALIDO (INVALID) indica que o controlo de referéncia
falhou.

— A amostra nao foi processada adequadamente
— PCR foi inibida
— A qualidade do ARN do tumor obtido era inadequada

* Em ambos os casos, repita o teste com um lisado de FFPE mais concentrado.

//C‘epheid.
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Motivos para repetir o ensaio
Um resultado INVALID (INVÁLIDO) indica que o controlo de processamento da amostra (SPC — Specimen Processing Control) falhou. A amostra não foi processada adequadamente ou a PCR foi inibida.
Um resultado de ERRO (ERROR) indica que o controlo de verificação da sonda falhou e que o ensaio foi interrompido possivelmente devido ao facto de um tubo de reação estar
incorretamente cheio, a ter-se detetado um problema de integridade da sonda de reagente ou porque o limite máximo da pressão foi excedido.
SEM RESULTADO (NO RESULT) indica que foram colhidos dados insuficientes. Por exemplo, o utilizador parou um teste que estava a decorrer.



TestResult | Espq NEGATIVE:

INDETERMINADO (INDETERMINATE)

Nao € possivel determinar os niveis
de expressao do ARNm de PGR e/ou
MKi67.

« CYFIP1 alternativo — NEGATIVO
(NEG); o limiar de ciclo (Ct) nao
estava dentro do intervalo valido
nem o endpoint estava abaixo da
definicao de limiar

« PCC APROVADO (PCC PASS);
todos os resultados de verificacao
da sonda sao aprovados

46 © Cepheid CE-IVD. Para utilizagdo em diagnéstico in vitro.

5 Analyte Result

PGR INDETERMINATE;

ERBB2 NEGATIVE;
MKi&7 INDETERMINATE

Analyte ct EndPt Analyte Probe Target

Name Result Check Delta Ct
: N Result
|[cYFIPA 3.4 237  PAss PASS
I|ESR1 0.0 = NEG PASS
|lPer 0.0 2 NEG PASS
||ERBB2 0.0 3 NEG PASS
{MKis7 0.0 0 NEG PASS
lcic 315 141 POS PASS
||CYFIP1 alternate [31.4 237 . NEG PASS
i L
N egend
5 300 ¥ [/] CYFIP1; Primary B
; ¥ [/] ESR1; Primary

[ || PGR; Primary

£ 2m vl [ /] ERBBZ; Primary

3 [i7] | | MKi67; Primary

@ ¥ [/] cIc; Primary

§ 100 ¥ 7] CYFIP1 alternate; Primary

o
10 20 30 40
Cycles

heid.
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INVALIDO (INVALID)

Test Result INVALID

|| TestResult | Anayi Resut | Deta | Emors | tistoy | Support |
Os niveis de expressao dos mARN- | “ TR | e | oo
alvo nao podem ser determinados. - - /T\ Zis
- CYFIP1 —FALHOU (FAIL) —o limiar [ 2 =\ / o=
de ciclo (Ct) ndo estava dentro do | o
intervalo valido nem o endpoint ~ ——w
estava abaixo da definicao de limiar. o= B
- CYFIP1 alternativo - NEGATIVO o
(NEG) o
uE: a0 ¥ /] CYFIP1 alternate; Primary
- PCC APROVADO (PCC PASS); | o
todos os resultados de verificacao T e "
da sonda sdo aprovados =
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Procedimento de repeticao do teste Xpert Breast Cancer
STRAT4 - para resultados Indeterminados ou Invalidos

Xpert® Breast Cancer STRAT4 PROCEDIMENTO DE REPETIGAO DO TESTE
para resultados Indeterminados (Indeterminate) ou Invalidos (Invalid) — Preparagéo do lisado de FFPE concentrado //Ce 0 heid.

Consulte as instrugoes Para cloter umra oopia Assisténcia Tecmes da Cepheid
detalhadas, precaugbes da FDS, visite Fiial nos EUA A better way.
@ adverténcias no folheto  wwwospheid.com ou [848) 638-3222; opelo 2
infermative. wwcepheidiniernabional com techsupport@eephed com
Delagegao ne Ewops

+33 553825318
suppartiicepheidairope cam

-I Raspe umna secao ? Transfira ¢ tecido 3 Adicione 260 pl de 4 Adicicne 5 pL de 5 Agite eim varkex murma [ Microcentrifugue
de tecide ou efetue - para o tubo de 1.5 mL reagente de lise FFPE " proteirese K (FK) ao defirg@o maxims durante brevemente o tubo
uma i £ fornecid: ao tubo de 1,5 ml que mesmo fubo de 1.5 mlL 5 segundos. para remaver o ffiguido
da lamina. contém o lecido FFPE Fache a tampa da fempa

7 Proceda & incubagso da 8 Agite em vardex ruma 9 Microsentrifugue 1 O Adiclone 260 pL de -1 1 Feche a tampa e agite 1 2 Microcentrifugue
amostra a 80 °C duranta definigdo maxima brevemente o tubo etancl = 95% a0 mesmo e virtex a amostra brevemerita o ubo
30 minutos. durante 5 segundos. para remover o tubo de lise de 1,5 mlL numa definigde méxima para remever o

fiquido da tampa. durarie 15 segundos. liguicka da tarmpa.
L
«%ﬁ y
e

NOTA: 0 lisado preparado, com etanol, & estivel entre 2 °C e 8 °C, durante 1 no maximo. E a 5 -20 °C durante 4 no

A

L D
R T CEIT
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Motivos para repetir o ensaio com lisado guardado

* Um resultado REPETIR TESTE (REPEAT TEST) indica que o controlo
interno (CIC) falhou. A amostra ndo foi processada adequadamente.

* Um resultado ERRO (ERROR) indica que o controlo de verificacdo da sonda
falhou, possivelmente devido ao tubo de reacdo nao ter sido adequadamente
enchido, a detecdo de um problema de integridade da sonda de reagente, a terem
sido excedidos os limites de pressao maxima, ou ter sido detetado um erro de
posicionamento da valvula.

« SEM RESULTADO (NO RESULT) indica que foram colhidos dados
insuficientes. Por exemplo, o operador parou um teste que estava em curso ou a
alimentagao elétrica falhou.

» Nestes casos, repita o teste utilizando uma nova aliquota de 520 uLL do mesmo
lisado de FFPE guardado.
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Motivos para repetir o ensaio
Um resultado INVALID (INVÁLIDO) indica que o controlo de processamento da amostra (SPC — Specimen Processing Control) falhou. A amostra não foi processada adequadamente ou a PCR foi inibida.
Um resultado de ERRO (ERROR) indica que o controlo de verificação da sonda falhou e que o ensaio foi interrompido possivelmente devido ao facto de um tubo de reação estar
incorretamente cheio, a ter-se detetado um problema de integridade da sonda de reagente ou porque o limite máximo da pressão foi excedido.
SEM RESULTADO (NO RESULT) indica que foram colhidos dados insuficientes. Por exemplo, o utilizador parou um teste que estava a decorrer.
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» Os niveis de expressao dos

MARN-alvo nao podem ser
determinados.

. CIC NEGAT. (CIC NEG); 0

controlo interno tem um limiar de
ciclo (Ct) fora do intervalo valido.

CE-IVD. Para utilizagao em diagnoéstico in vitro.

Analyte [ EndPt: " Probe Target
MName Check Delta Ct
Result Lo
CYFIP1 375 PASS y AR\
ESR 44 PASS 0.9
PGR 60 PASS 20
ERBB2 113 PASS 14
MKIB7 17 PASS 11
cic 131 PASS
CYFIPA alternate 375 PASS N
_ Legend
500 “[vi [/] cYFIP1; Primary
i vl [./] ESR; Primary
o v || PGR; Primary
5 a00 i /| ERBBZ; Primary
ol ¥ [ ] MKi67; Primary
S vl ccomay
& Iv][7] CYFIP1 alternate; Primary
100
0-

o
Cycles

Z.

4

epheid.



ERRO (ERROR) resnt. e

Errors
1 1 ~ Troubleshoot
* Os niveis de expressao dos mARN- [oLbiesho? _
~ . # Description Detail Time
| Post-run Error 5004 Failed to verify valid amplification curve for analyte [ERBB2]. The [06/24/15
a VO nao pOdem Ser determ I nados " ! analysis error |normalized sum of errors of 2320.7 was above the maximum of 25.0 15:30:07

 Verificacao da sonda FALHOU
(FAIL)*; todos ou um dos resultados
de verificagcao da sonda falharam.

2 oo
* Se a verificacdo da sonda foi o ] exts o
aprovada, o erro foi causado porque S e
o limite maximo da presséo excedeu aRL:
o intervalo aceitavel, houve um erro — %

de ajuste da curva ou uma falha de
um componente do sistema.

1]
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SEM RESULTADO (NO RESULT)

d Analyte Result

* Os niveis de expressao dos
mARN-alvo nao podem ser
determinados.

« SEM RESULTADO (NO
RESULT) indica que os dados
colhidos foram insuficientes.

— Por exemplo, o utilizador
parou um teste que estava a
decorrer.

« PCC NA (ndo aplicavel)

52 © Cepheid CE-IVD. Para utilizagdo em diagnéstico in vitro.

Test Result |TRY:TEI0TE

\

\

N\

Analyte Ct EndPt Analyte Probe Target
Mame Result Check Delta Ct
: Result
|lcYFIPA 0.0 0 MORESULT = |NA
||ESR1 0.0 0 NO RESULT MNA
|lPGR 0.0 0 NO RESULT MNA
||[ErRBB2 0.0 0 NO RESULT MNA
|ImKisT 0.0 0 NO RESULT NA
Jlcic 0.0 0 NO RESULT MNA
||CYFIP1 alternate |0.0 0 NDRESULT ~  |NA
q
i
<No Data Available>

Cepheid.




Procedimento de repeticao do teste Xpert Breast Cancer
STRAT4 - para resultados Sem Resultado, Repetir teste ou Erro

para resultados Sem Resultado (No Result), Repetir teste (Repeat Test) ou Erro (Error)

Xpert® Breast Cancer STRAT4 PROCEDIMENTO DE REPETI(}KO DO TESTE /
7 Cepheid.

o, ” A better way.
Consulte as instrugdes Para obter uma copla da F05 Assisténcia Técnica da Cephesd
detalhadas, precaugdes visile Filial nog EUA
e adverténcias no folheto  www oepheidcom ou {838) B38-3222 epcan
informativa. W CEf iechsupp phed com
Delegacho na Ewopa
+33 563825319
supporificepheideurcpe com
1 Obtenha um novo ) Agite emvértex o lsadode 3 Abraa tampa do £| Plpete 520 pl do lisado 5 Feche atampa do Inicle o ensaio dentro do
cartucha € o lisado de FFPE durante 15 segundos. cartucho Xpert quardada do frasco de ™ cartucho Xpert, prazo indicado no fothete
FFPE guardado para & mL e transfira para a informativo.
cada amostra a ser camara da amostra.

novamente testada

BT Copheid 301-S035F, Rev A mirgo & 2017
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Fatores que afetam negativamente os resultados

* Processamento incorreto da amostra ou do lisado de FFPE
— Consulte o folheto informativo para obter informacdes de preparacao do lisado.
— No caso de ensaios que contenham um controlo SAC, uma amostra que nao contenha células humanas origina um
resultado invalido se o analito for negativo.

+ Transporte ou conservacao incorretos da amostra colhida ou do lisado de FFPE
— As condicbes de transporte e conservacao sao especificas para cada amostra.
— Consultar o folheto informativo para obter as instru¢cdes de manuseamento corretas.

* Procedimento de analise incorreto
— A modificagcao dos procedimentos de andlise pode alterar o desempenho do teste.
— Erros técnicos ou a troca de amostras podem afetar os resultados do teste.

— Para se evitarem resultados incorretos, € necessaria uma cuidadosa conformidade com as instrugdes do folheto informativo.

e Substancia interferente

— Podem observar-se resultados falso negativos ou resultados invalidos no ensaio na presenga de substancias que interferem.

« Numero insuficiente de células humanas ou conteudo tumoral na amostra
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leia o diapositivo em voz alta – não é necessário alongar-se. 


Limitacoes

« Consulte no folheto informativo uma lista completa das limitacoes.

A

Cepheid.
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Assisténcia técnica

» A Cepheid presta assisténcia técnica no local e por telefone, fax e e-mail.

« As informacodes de contacto para outros escritérios da Cepheid estédo
disponiveis em http://www.cepheid.com/support
« Selecione a opcao Contacte-nos (Contact Us) para obter as
informacodes de contacto
« Preencha o formulario online para criar um caso de assisténcia
(Create a Support Case)

» Antes de contactar a Assisténcia Técnica da Cepheid, reuna as seguintes informagdes:
Nome do produto
Numero de lote
Numero de série do instrumento
Mensagens de erro (se houver alguma)
Versao de software e, caso se aplique, nimero de etiqueta de servigo (Service Tag) do

Computador /
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Antes de contactar a Assistência Técnica da Cepheid, reúna as seguintes informações: 
Os endereços da assistência técnica global podem ser encontrados na lista.

Para os especialistas de aplicação no local: Orientem o cliente e mostrem como registar um caso: clicar na hiperligação e selecionar o idioma.


http://www.cepheid.com/support
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