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Apenas para utilizacdo com CE-IVD
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Bem-vindos à apresentação de formação sobre o Xpert MTB/RIF Ultra
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— Analise dos resultados

« Discussao
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Durante a apresentação, iremos debruçar-nos sobre:
A utilização clínica do Xpert MTB/RIF Ultra 
Os reagentes que são fornecidose os itens necessários para efetuar o teste
A correta colheita e conservação das amostras
Manuseamento e conservação do kit
e também a preparação do cartucho Xpert MTB/RIF Ultra

Vamos também ver:
Como analisar os possíveis resultados que pode obter
E as funcionalidades incluídas neste ensaio para garantir a qualidade dos resultados


E]
Objetivos da formacao

- No final da formacao, o utilizador sera capaz de:

— Conservar e manusear devidamente o kit do cartucho Xpert MTB/RIF Ultra.
— Cumprir as devidas precaucdes de seguranga no laboratorio.

— Colher e transportar as amostras apropriadas.

— Preparar um cartucho e executar o ensaio.

— Comunicar os varios resultados gerados pelo software.

— Compreender a estratégia de controlo do ensaio.

A

Cepheid.
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Assim que tivermos concluído esta formação, deverão também ser capazes de:

Conservar e manusear devidamente o kit do cartucho Xpert MTB/RIF Ultra.
Cumprir as devidas precauções de segurança no laboratório.
         Colher os tipos apropriados de amostra
         Transportar a amostra de forma correta
Preparar um cartucho e executar o ensaio.
         Gerar e comunicar os possíveis resultados
         E compreender os controlos de qualidade incluídos neste teste


E]
A solucao Cepheid

Detecao simultanea
— O complexo MTB e as mutagdes associadas a resisténcia a rifampicina
» Controlos internos integrados para cada amostra

" p— — Controlo de verificacdo da sonda
Xpert® MTB/RIF Ultra (PCC — Probe Check Control)

— Controlo de processamento da amostra
(SPC — Sample Processing)

» Resultados em aproximadamente:
— 65 minutos para um NEGATIVO
— 77 minutos para um POSITIVO
» O sistema de cartucho fechado minimiza o risco de contaminagao
» Resultados a pedido
» Acesso aleatoério
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Neste ensaio detetamos simultaneamente a presença de MTB e a resistência à rifampicina. 
Temos controlos integrados no ensaio para gerar resultados com qualidade garantida. 
Existem dois controlos integrados incluídos no cartucho que são:
     1. o controlo de verificação da sonda 
     2. e o controlo de processamento da amostra
Estes controlos serão explicados mais detalhadamente mais adiante nesta apresentação. 
O tempo de execução deste ensaio é de:
65 minutos para um resultado Negativo 
e de 77 minutos para um resultado Positivo
Devido ao design de cartucho fechado e à presença de todos os reagentes de teste integrados a probabilidade de contaminação de amostras e amplicões é minimizada.
Cada módulo funciona como um sistema de PCR independente. 
Não há necessidade de aguardar que as amostras se acumulem para analisar um lote. 
Os testes podem ser iniciados a qualquer momento, proporcionando resultados laboratoriais a pedido 24 horas por dia, 7 dias por semana.
O GeneXpert proporciona a flexibilidade de executar diferentes tipos de teste em simultâneo.
Isto significa que podem executar um teste para VIH, HCV, TB ou qualquer outra combinação em simultâneo em módulos diferentes, dando acesso aleatório ao sistema.


B

Utilizacao prevista

O ensaio Xpert MTB/RIF Ultra é um teste de diagndstico in vitro de reacao em cadeia
da polimerase (PCR) em tempo real “nested” semiquantitativo para a detecao de
ADN do complexo Mycobacterium tuberculosis (MTB) em amostras de expetoracao
nao processadas ou em sedimentos concentrados preparados a partir de
expetoracao induzida ou espontéanea.

Em amostras positivas para MTB também deteta mutacoes associadas a resisténcia
a rifampicina do gene rpoB.

O ensaio Xpert MTB/RIF Ultra destina-se a ser utilizado com amostras de pacientes
nao tratados com suspeita clinica de tuberculose (TB) e que nao tenham recebido
terapéutica antituberculose ou com menos de 3 dias de terapéutica nos ultimos
6 meses.

O teste destina-se a servir como auxiliar do diagndstico da tuberculose pulmonar
quando utilizado em conjunto com resultados clinicos e outros resultados
laboratoriais.
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O ensaio Xpert MTB/RIF Ultra é um PCR em tempo real “nested” semiquantitativo. 
É um teste de diagnóstico in vitro para a deteção de ADN do complexo Mycobacterium tuberculosis (MTB)
em amostras de expetoração não processadas ou em sedimentos concentrados preparados a partir de expetoração induzida ou espontânea. 

Em amostras positivas para MTB também deteta mutações associadas à resistência à rifampicina do gene rpoB. 

Os tipos de amostra validados pela Cepheid são:
Expetoração não processada
e sedimentos de expetoração

O ensaio Xpert MTB/RIF Ultra destina-se a ser utilizado com amostras de pacientes não tratados com suspeita clínica de tuberculose 
E é um auxiliar do diagnóstico de tuberculose pulmonar quando utilizado em conjunto com resultados clínicos e outros resultados laboratoriais.
O paciente NÃO pode ter recebido qualquer terapêutica antituberculose.
Se o doente tiver recebido tratamento, tem de ter sido durante menos de 3 dias nos últimos 6 meses. 



Alvos e sondas

Alvos

— 151081 e IS6110 (sequéncias-alvo do elemento de insercao multicdpia presentes na maioria das
estirpes de TB clinica)

— Regiao determinante da resisténcia a rifampicina (RRDR) do gene rpoB (81 pares de bases)

Sondas
— 1 sonda para SPC (controlo de processamento da amostra)

— 2 sondas que se ligam a IS1081-1S6110
— 4 sondas que se ligam a mutagdes associadas a resisténcia a rifampicina dorpoB

A analise de fusao com 4 sondas para o rpoB diferencia entre a sequéncia conservada do tipo
selvagem e mutacoes associadas a resisténcia a RIF.
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Vamos agora ver os alvos e as sondas que foram concebidos para este teste.
O teste deteta os seguintes alvos:
As sequências de inserção IS1081 e IS6110 que são alvos multicópia presentes na maioria das estirpes de tuberculose
e a região determinante da resistência à rifampicina do gene rpoB 
Temos 1 sonda concebida para o SPC/controlo de processamento da amostra,
2 sondas concebidas para se ligarem às nossas sequências de inserção (reparem que estas 2 sondas são detetadas no mesmo canal)
4 sondas concebidas para abranger toda a região determinante da resistência à rifampicina do gene rpoB
A determinação da resistência à rifampicina com o Xpert MTB/RIF Ultra depende de uma tecnologia molecular mais avançada, chamada análise da curva de fusão. 
Por outras palavras, a temperatura de fusão de uma sonda quando está ligada ao seu alvo vai mudar se existir uma mutação.


B

Requisitos do ensaio

Sistemas GeneXpert®

 Software GeneXpert Dx v4.7b ou superior
» Software Xpertise™ v6.4b ou superior

Kits de teste (CE-IVD)
« GXMTB/RIF-Ultra-10 e GXMTB/RIF-Ultra-50

Colheita da amostra
» Recipientes de colheita estanques, estéreis e de tampa roscada

Outros materiais
» Equipamento de protecao individual (EPI)
 Lixivia 1:10
» Etanol ou etanol desnaturado a 70%
Opcional

» Unidade de alimentacgéo ininterrupta (UPS)/Protetor de sobretensao
» Impressora
» Vortex
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Para executar o Xpert MTB/RIF Ultra, a versão do software GeneXpert tem de ser 4.7b ou superior 
Ou para os utilizadores do GX Infinity, a versão do Xpertise tem de ser 6.4b ou superior 
Os cartuchos estão disponíveis no formato de 10 ou 50 cartuchos
Os dispositivos de colheita de amostras devem ser recipientes de colheita estanques, estéreis e de tampa roscada

Outros materiais a não esquecer são:
Equipamento de proteção individual - que inclui luvas e batas
Solução de lixívia 1:10 e etanol a 70% para limpar e desinfetar os módulos em caso de derrame
A utilização de uma UPS com protetor de sobretensão é fortemente recomendada para evitar cortes de alimentação que iriam interromper o ensaio
A impressora e o vórtex são opcionais, dependendo da forma como o laboratório trabalha


Boas Praticas de Laboratério

Equipamento de

protecao individual
(EPI) + Trocar de luvas entre processamentos de amostras

» Usar batas limpas e luvas

Limpar as superficies de trabalho a intervalos regulares com:
: v' Lixivia de uso domestico diluida 1:10
Arealggot::rgr?ga de v Solucao de etanol a 70%

Depois de limpar, certificar-se de que as superficies de

trabalhos estéo secas

Conservacao de Conservar as amostras longe do kit para prevenir a
amostras e kits contaminacao

Utilizar ponteiras com filtro, quando recomendado

Equipamento(s) Sequir os requisitos do fabricante relativamente a
calibragcao e manutencao do(s) equipamento(s)
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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
EPI - usar EPI apropriado e garantir que as luvas são trocadas depois de processar cada amostra, antes de iniciar um novo processamento
Área da bancada de laboratório - devem haver áreas separadas para trabalho limpo e sujo e as superfícies devem ser limpas regularmente com solução de lixívia 1:10 ou solução de etanol a 70%
Amostras - as amostras deve ser conservadas separadas dos reagentes e...
Equipamento - certifiquem-se de que o equipamento de laboratório (tal como, pipetas e vórtex) é calibrado a intervalos regulares

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

Conteudo do kit Xpert MTB/RIF Ultra

Numero de cataloqo GXMTB/RIF-Ultra-10
d GXMTB/RIF-Ultra-50

Cartuchos por kit 10 ou 50
Frascos de reagentes 10 ou 50
12 ou 60

Pipetas de transferéncia
Ficheiro de definicdo do ensaio
(ADF — assay definition file)

CD do kit Instrugdes de importagdo do ensaio
Folheto informativo (PDF)
Conservacao 2°C-28°C

Os cartuchos contém substancias quimicas perigosas - consultar o folheto
informativo e a ficha de dados de seguranca para obter informacao mais

detalhada.
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Lembrem-se que o ensaio Xpert MTB/RIF Ultra está disponível em dois formatos – embalagens de 10 ou 50 cartuchos

Existem pipetas de transferência adicionais incluídas e estas podem ser utilizadas, se necessário

Para um laboratório que nunca utilizou o ensaio Xpert MTB/Rif Ultra será necessário carregar o ficheiro de definição do ensaio ou ADF no software. Assim que o ADF tiver sido carregado, o software vai poder reconhecer o cartucho após o ler.

O CD fornecido no kit contém o ADF e as instruções para o carregar no software GX

O ADF é carregado uma só vez e é válido até ser disponibilizada uma nova versão do kit

O kit tem de ser conservado a 2°C-28°C





=l Conservacao e manuseamento do kit de ensaio
Xpert MTB/RIF Ultra

» Conserve os cartuchos e reagentes do Xpert MTB/RIF Ultra entre 2°C e 28 C -

« Siga os procedimentos de seguranca da sua instituicdo para trabalhar com produtos quimicos e
manusear amostras biologicas

» Na&o utilize tubos de colheita de reagente nao validados pela Cepheid

« Abra a tampa do cartucho do ensaio apenas para adicionar a amostra, feche a tampa e prossiga com
0 processamento

N\

Cepheid.
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Existem algumas advertências e precauções que é importante levar em consideração.
Ajudam-vos a preservar a integridade e a funcionalidade do kit e a evitar erros.

Conservem os cartuchos e reagentes do Xpert MTB/RIF Ultra à temperatura recomendada 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
Abram a tampa do cartucho do ensaio apenas para adicionar a amostra, fechem a tampa e prossigam com os passos seguintes

 



Adverténcias e precaucoes

* Nao agite o cartucho.
« Nao utilize um cartucho que...:

¢

R

— pareca humido, com fugas ou se o0 selo da tampa parecer estar partido a
— pareca danificado

— tenha caido depois de o ter retirado da embalagem

— tenha caido ou sido agitado depois de |he ter adicionado a amostra

— tenha um tubo de reacao danificado

— tenha sido utilizado: cada cartucho € de utilizacdo Unica para processamento de um teste
— tenha ultrapassado o prazo de validade

— Nao reutilize pipetas descartaveis usadas.
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Existem mais advertências e precauções relacionadas com o cartucho:
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 infecciosos.
Os frascos de reagente de amostra devem ser considerados resíduos químicos



E]
Adverténcias e precaucoes

» As amostras bioldgicas, os dispositivos de transferéncia e os cartuchos usados devem
ser considerados como sendo capazes de transmitir agentes infecciosos, exigindo
precaucoes padrao.

« Sigam os procedimentos relativos a residuos ambientais da vossa instituicdo
relativamente a eliminacdo correta de cartuchos usados e reagentes nao usados. Estes
materiais podem apresentar caracteristicas de residuos quimicos perigosos que eX|gem
procedimentos de eliminag&o nacionais ou regionais especificos.

« Se as regulamentagbes nacionais ou regionais nao disponibilizarem uma indicagcao
clara sobre a eliminacao correta, as amostras biolégicas e os cartuchos usados devem
ser eliminados de acordo com as diretrizes relativas ao manuseamento e a eliminacao de
residuos médicos da OMS (Organizacdo Mundial da Saude).
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As amostras biológicas, os dispositivos de transferência e os cartuchos usados devem ser considerados como sendo capazes de transmitir agentes infecciosos, exigindo precauções padrão.  

Sigam os procedimentos relativos a resíduos ambientais da vossa instituição relativamente à eliminação correta de cartuchos usados e reagentes não usados. Estes materiais podem apresentar características de resíduos químicos perigosos que exigem procedimentos de eliminação nacionais ou regionais específicos. 

Se as regulamentações nacionais ou regionais não disponibilizarem uma indicação clara sobre a eliminação correta, as amostras biológicas e os cartuchos usados devem ser eliminados de acordo com as diretrizes relativas ao manuseamento e à eliminação de resíduos médicos da OMS (Organização Mundial da Saúde).




=]
Limitacoes do ensaio Xpert MTB/RIF Ultra

O ensaio Xpert MTB/RIF Ultra foi validado apenas com expetoracao e sedimento de
expetoracaoutilizando o procedimento recomendado da Cepheid segundo o folheto
informativo.

« Um resultado positivo nao indica necessariamente a presenga de organismos viaveis.
E, contudo, presuntivo quanto a presenca de MTB e de resisténcia a rifampicina.

» Mutacbes ou polimorfismos nas regides de ligacao do iniciador ou da sonda podem
afetar a detecao de estirpes novas ou desconhecidas de MTB multirresistentes ou
resistentes a rifampicina, originando resultados falsos negativos.

» O ensaio Xpert MTB/RIF Ultra foi avaliado apenas em pacientes com > 18 anos de
idade.

Para obter informagéo detalhada, consultar o folheto informativo em vigor
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Vamos agora ver algumas das limitações do ensaio Xpert MTB/Rif Ultra:
Para obter informação mais detalhada, queiram consultar o folheto informativo, este diapositivo é um resumo:
O ensaio Xpert MTB/RIF Ultra foi validado apenas com expetoração espontânea e induzida, segundo o procedimento descrito no folheto informativo. 
Um resultado positivo não indica necessariamente a presença de organismos viáveis. É, contudo, presuntivo quanto à presença de MTB e de resistência à rifampicina.  
Mutações ou polimorfismos nas regiões de ligação do iniciador ou da sonda podem afetar a deteção de estirpes novas ou desconhecidas de MTB multirresistentes ou resistentes à rifampicina, originando resultados falsos negativos.
O ensaio Xpert MTB/RIF Ultra Assay foi validado apenas com pacientes com idade superior a 18 anos.



Colheita, conservacao e
transporte das amostras

v
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Vamos agora ver a colheita, conservação e transporte das amostras



B

Colheita de amostras de expetoracao

* O individuo tem de estar sentado ou em pé

» Lavar a boca do paciente duas vezes com agua

« Explicar ao doente como:

abrir e fechar o dispositivo de colheita

produzir boa expetoracao (colheita de verdadeira expetoracdo e nao de saliva)
inspirar profundamente 2/3 vezes e expirar com forga de cada vez, tossindo
profundamente do peito

evitar a contaminacao do exterior do recipiente (expetorando cuidadosamente e
fechando o recipiente)

colher e entregar em segurancga a expetoracao no laboratério

manter a melhor amostra

A expetoracdo é normalmente espessa e mucosa.

Pode ser fluida e conter pedacos de material purulento (pus). A cor varia entre
branco opaco e verde. As amostras sanguinolentas podem parecer
avermelhadas ou castanhas.

Saliva limpida ou corrimento nasal nao sdo adequados como amostras de TB.

Fonte: http.//www.stoptb.org/wg/gli/assets/documents/TBLabDiagnosisSputum%20Microscopy Handbook.pdf-(Imagens cortesia de A. Van Deun) /C‘ heid
~ Cepheid.
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Existe um procedimento de colheita recomendado para se colherem amostras de boa qualidade
Podem obter mais informação se seguirem a hiperligação Stop TB fornecida no diapositivo
Resumindo:
O paciente tem de estar sentado ou em pé.
Tem de lavar a boca duas vezes com água para remover resíduos de alimentos ou qualquer outra coisa que possa estar na boca
Assim que a amostra for colhida, é importante garantir que o recipiente de colheita é selado para evitar fugas.


Colheita, transporte e conservacao de amostras
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expetoracao

Tipo de amostra Volume Transporte Condicoes de conservacao
ﬂﬁs
°C até 3 dias
Expet 40 na o
xpetoracao nao 14 ml ’@H/:B
processada C JH/TB
28°C  dodia4ao 10
Sedimento de JH/:B +8
0,5-2,5ml =g°C 2foc  até7dias

Proceda a colheita de expetoracédo ou de expetoracao induzida seguindo os

procedimentos padrao da sua instituigao.

Nao aceite amostras que contenham particulas de alimentos visiveis ou outras

particulas sélidas.

//C‘epheid.



Assim que a expetoração tiver sido colhida, é importante prestar atenção às condições de transporte e conservação:
Para expetoração não processada, o volume de colheita mínimo é de 1 ml e o máximo de 4 ml. 
As amostras devem ser conservadas a 2°C–8°C sempre que possível, incluindo durante o transporte para o laboratório
As amostras podem ser mantidas a 35°C durante um máximo de 3 dias. Se o teste não puder ser efetuado no prazo de 3 dias, a amostra pode ser mantida estável a 4°C durante 4 a 10 dias
Para sedimento de expetoração, o volume mínimo é de 0,5 ml e o máximo de 2,5 ml.
As amostras devem ser conservadas a 2°C–8°C sempre que possível, incluindo durante o transporte para o laboratório
As amostras podem ser mantidas estáveis a 4°C durante um máximo de 7 dias
Não é recomendado que o laboratório aceite amostras que contenham partículas de alimentos visíveis ou outras partículas sólidas





Preparacao do cartuchc
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Vamos agora ver os passos da preparação do cartucho


E]
Preparacao do cartucho — Expetoracao nao processada

[1] 2] 3
Obtenha um cartucho Xpert, reagente Calcule o volume da expetoragéo. » Agite* vigorosamente 10 a 20 vezes ou leve ao voértex durante, pelo
de amostra (SR) e um recipiente de Adicione 2 volumes de SR a 1 menos, 10 segundos.
colheita de expetoragdo para cada volume de expetoracdo. Coloque as * Incube a temperatura ambiente durante 10 minutos.
amostra. tampas do recipiente. « Agite ou leve ao vértex, de novo, vigorosamente 10 a 20 vezes.

Nota: o volume minimo de expetoragdo para um teste * Incube durante mais 5 minutos **Ver Nota a seguir.
éde 1ml *Um movimento para tras e para a frente equivale a uma agitacdo

** Agite e incube durante 5 minutos adicionais, se a amostra ndo estiver totalmente liquefeita

4 [5] 6 7]
Aguarde até que o cartucho atinja a Aspire a amostra liquefeita Deite a amostra lentamente Feche a tampa com firmeza.
temperatura ambiente. Escreva na até imediatamente acima da na camara da amostra do Inicie o teste dentro do prazo
parte lateral do cartucho ou coloque linha da pipeta. cartucho. indicado no folheto informativo.

um rétulo de identificagdo. Abra a

tampa do cartucho.
19 © Cepheid Adaptado de 301-7000.
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Este primeiro procedimento é para expetoração:

Se aplicável, deixem os cartuchos e os reagentes atingir a temperatura ambiente antes de iniciar os passos de preparação

Obtenham 1 cartucho, 1 frasco de reagente de amostra e a amostra do paciente pretendida
Calculem a olho o volume de expetoração e adicionem 2 volumes de reagente de amostra a 1 volume de expetoração
Voltem a colocar as tampas e certifiquem-se de que estão bem fechadas
Agitem vigorosamente o recipiente de colheita de expetoração 10 a 20 vezes (ter em atenção que um movimento para trás e para a frente equivale a uma agitação) OU
Levem ao vórtex durante, pelo menos, 10 segundos
Incubem à temperatura ambiente durante 10 minutos
Voltem a agitar vigorosamente o recipiente da expetoração 10 a 20 vezes
Incubem durante mais 5 minutos
Se no final da incubação total a amostra não estiver totalmente liquefeita, agitem e incubem durante 5 minutos adicionais



E]
Preparacao do cartucho — Sedimento de expetoracao

O sedimento de expetoracdo preparado de acordo com o método de Kent e Kubica* é ressuspendido em tampao fosfato/H20 67 mM.

[

Obtenha um cartucho Xpert, Colha, pelo menos, 0,5 ml de sedimento*. * Agite vigorosamente 10 a 20 vezes ou leve ao vortex durante, pelo menos,
reagente de amostra (SR) e um Para volumes = 0,7 ml, adicione 2 volumes 10 segundos.

recipiente de colheita de de reagente. O volume total tem de ser de, * Incube a temperatura ambiente durante 10 minutos.

sedimento para cada amostra. pelo menos, 2 ml. « Agite ou leve ao vértex, de novo, vigorosamente 10 a 20 vezes.

* Incube durante mais 5 minutos **Ver Nota a seguir.

* Para um volume de ~0,5-0,7 ml, adicione 3 volumes ** Agite e incube durante 5 minutos adicionais, se a amostra ndo estiver totalmente liquefeita
de reagente de amostra ao sedimento.

5] 6 7
Linha-
limite
Aguarde até que o cartucho atinja a Aspire a amostra liquefeita Deite a amostra lentamente Feche a tampa com firmeza.
temperatura ambiente. Escreva na parte até imediatamente acima da na camara da amostra do Inicie o teste dentro do prazo
lateral do cartucho ou coloque um rétulo de linha da pipeta. cartucho. indicado no folheto informativo.

identificagao. Abra a tampa do cartucho.
20 © Gepheid Adaptado de 301-7001. Z Cepheid.



Este procedimento é para sedimento de expetoração que foi preparado segundo o método de Kent e Kubica.

Se aplicável, deixem os cartuchos e os reagentes atingir a temperatura ambiente antes de iniciar os passos de preparação

Obtenham 1 cartucho, 1 frasco de reagente de amostra e um sedimento de expetoração preparado
Colham, pelo menos, 0,5 ml de sedimento
Para volumes superiores a 0,7 ml, adicionem 2 volumes de reagente de amostra. O volume total após adicionar o SR ao sedimento de expetoração tem de ser de, pelo menos, 2 ml
Para volumes de sedimento de expetoração entre 0,5 ml e 0,7 ml, adicionem 3 volumes de reagente de amostra ao sedimento. Voltem a colocar as tampas e certifiquem-se de que estão bem fechadas.
Agitem vigorosamente o recipiente de sedimento de expetoração 10 a 20 vezes (ter em atenção que um movimento para trás e para a frente equivale a uma agitação) OU
Levem ao vórtex durante, pelo menos, 10 segundos
Incubem à temperatura ambiente durante 10 minutos
Voltem a agitar vigorosamente o recipiente de sedimento de expetoração 10 a 20 vezes
Incubem durante mais 5 minutos
Se no final da incubação total a amostra não estiver totalmente liquefeita, agitem e incubem durante 5 minutos adicionais




B

Executar um teste

1 | Criar teste

£

GeneXpert

Create Test

Inicie o teste dentro de 4 horas apés
a adicdo da amostra ao

2| Leia as mensagens de cédigo de

barras: ID do cartucho/paciente e/ou
amostra  [Ese s =]

Please scan cartridge barcode.

[ womaemey | [ conce

Por predefinicdo, ndo clique em
Entrada manual (Manual Entry) ou Cancelar

Leia o cartucho

cartucho (Cancel)
Order Test - Assay
Scan Cartridge Barcode
Cartridge barcode is successfully scanned when you hear
GeneXpert feDene:
Infinity

Coloque o cartucho na correia
transportadora  dentro  de
30 minutos apds a adi¢do da

amostra.
Para detalhes completos sobre como executar um teste, consultar o folheto informativo e os manual do utilizador do GeneXpert Dx ou do Xpertise Dx. / .
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Vamos agora ver como criar e iniciar o teste nos sistemas GeneXpert e Infinity

No software GeneXpert 
cliquem em Criar teste (Create Test) 
e sigam a mensagem no ecrã para ler o código de barras do cartucho

No software Infinity 
cliquem em Encomendar teste (ORDER test) 
e sigam as instruções do ecrã antes de colocar o cartucho na correia transportadora


É assim que se inicia o teste no aparelho
Iniciem o teste dentro de 4 horas após a adição da amostra ao cartucho. Contudo, no caso do sistema Infinity, coloquem o cartucho na correia transportadora dentro de 30 minutos após adicionar a amostra. 
Na janela do software GeneXpert, cliquem em Criar teste (Create Test) ou em Encomendar teste (ORDER test) no software Xpertise Infinity.
Leiam o código de barras do cartucho



B

Criar um teste no software GeneXpert Dx

Preencha os campos, conforme
necessario

v

O protocolo do ensaio ¢ selecionado
automaticamente

@ O modulo é selecionado
automaticamente

NAO O ALTERE!!!

v

PatientID |

sample D |

PatientiD 2 |

Last Name |

Select Assay l Xpert MTB/RIF Ultra

Select Module | A3 v

Reagent Lot ID* __15119

Test Type | Specimen

Smlﬂﬁ"‘ﬂ'ﬁ | Other

Expratonater [

-.-| Other S

v

Clique em Iniciar teste
(Start Test)

Uma luz verde vai piscar no modulo
Coloque o cartucho no modulo e feche a porta

22 © Cepheid
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O ecrã pede-lhes para introduzir informação adicional.
Se for necessário, introduzam pormenores relevantes, tal como indicado no diapositivo.
O ensaio é selecionado automaticamente
O módulo é selecionado pelo software. Não o alterem
Para prosseguir, cliquem no botão Iniciar teste (START TEST) e, em seguida
Coloquem o cartucho no módulo com o LED verde a piscar
Fechem completamente a porta e o teste irá ser iniciado
O ecrã vai mudar e dar a indicação do tempo que falta



E]
Criar um teste no software Xpertise

Order Test - Test Information

Patient ID E
patientid

Preencha os campos, conforme =" smpew

sampleid

susmIT

necessario Last Name First Name

patient il

O protocolo do ensaio é 4’[ S TR

selecionado automaticamente Reagant Lot D" cartridgs SN

12102 282769448
Expiration Date* Priority
2018/11/04 Normal

[6] Clique em ENVIAR (SUBMIT) R

sample Type Other Sample Type
[ctnes |~

Coloque o cartucho na correia
transportadora

A
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Para o software Xpertise,
O ecrã pede-lhes para introduzir informação adicional 
Se for necessário, introduzam a informação relevante, tal como indicado no diapositivo.
O ensaio é selecionado automaticamente
O módulo é selecionado pelo software. Não o alterem
Para prosseguir, cliquem em ENVIAR (SUBMIT)
E coloquem o cartucho na correia transportadora


B
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Protocolo Xpert automatizado

Os acidos

Os 4acidos nucleicos
nucleicos sdo purificados sdo
purificados misturados com

os reagentes

O cartucho é .OcorArenma
simultanea de

colocado no ltanea
sistema il : amplificacéao e
GeneXpert detegéo

Xpert® MTB/RIF Ultra

0303456789012345
12345678

A amostra é Os resultados
1 adicionada ao estdo prontos 6
cartucho para serem

visualizados

A\
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Vamos agora analisar um protocolo geral, do ponto de vista da preparação do cartucho.
O utilizador adiciona a amostra ao cartucho
e o cartucho é colocado no sistema
Os ácidos nucleicos são purificados e, em seguida, misturados com os reagentes de PCR
Temos o processo de PCR em tempo real 
E, por fim, os resultados estão prontos para serem visualizado no software




Controlos de qualidade



Vamos ver os controlos de qualidade 



Estratégia de controlo da Cepheid

« Controlo do sistema — verificacao do estado

— O controlo do sistema verifica o sistema 6tico, a temperatura do médulo e a integridade
mecénica de cada cartucho.

— Se os controlos do sistema falharem, ha indicacdo de ERRO (ERROR) para o resultado
do teste.
Controlos de qualidade do ensaio
« (Cada cartucho Xpert constitui um dispositivo de teste autbnomo

» A Cepheid concebeu métodos moleculares especificos de modo a incluir controlos
internos que permitem ao sistema detetar modos de falha especificos em cada
cartucho.

— Controlo de processamento da amostra (SPC — Sample Processing)

— Controlos de verificagcao da sonda (PCC — Probe Check Controls)

A

Cepheid.
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A estratégia de controlo da Cepheid envolve controlos em 2 níveis diferentes:

Controlo do sistema – verificação do estado
O controlo do sistema verifica o sistema ótico, a temperatura do módulo e a integridade mecânica de cada cartucho. 
Se os controlos do sistema falharem, há indicação de ERRO (ERROR). 

Controlos de qualidade do ensaio 
Cada cartucho Xpert constitui um dispositivo de teste autónomo
Cada cartucho contém controlos internos que permitem ao sistema detetar modos de falha específicos 
Para o Xpert MTB/RIF Ultra, cada cartucho contém
Um controlo de processamento da amostra ou SPC
E um controlo de verificação da sonda ou PCC


E]
Controlos de qualidade internos

» Controlos de verificacao da sonda (PCC — Probe Check Controls)
» Antes do passo de PCR, o sinal de fluorescéncia é medido em todas as sondas e
comparado com as predefinicdes de fabrica para monitorizar
— areidratacao das esferas — a integridade da sonda
— 0 enchimento do tubo de reagdo — a estabilidade do corante

« Controlos de processamento da amostra (SPC — Sample Processing
Controls)

— Esporos nao infecciosos em cada cartucho
— Verificam o processamento adequado da amostra
— Verificam a lise, a presenca do organismo e detetam a inibicdo do PCR
— Deve ser positivo numa amostra negativa
— Pode ser negativo ou positivo numa amostra positiva

N\
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Vamos agora estudar melhor os 2 controlos que estão incluídos neste teste:

Controlo de verificação da sonda (PCC — Probe Check Control) 
Esta verificação ocorre antes do passo de PCR
O sinal de fluorescência é medido em todas as sondas e comparado com as predefinições de fábrica 
Isto ajuda-nos a verificar o seguinte:
A reidratação das esferas de reagentes
O enchimento do tubo de reação do cartucho 
A integridade das sondas
E a estabilidade do corante

Controlo de processamento da amostra (SPC – Sample Processing Control)
Para este teste, o SPC é ADN genómico de Bacillus globigii 
O objetivo do SPC é:
Verificar o processamento adequado da amostra
Verificar a lise, a presença do organismo e também deteta a inibição do PCR
O que é importante para a interpretação dos resultados é que o SPC, 
Deve ser positivo numa amostra negativa 
Mas pode ser negativo ou positivo numa amostra positiva


B

Controlos externos disponiveis no mercado

:;l:tré:z;oode Descricao Configuracao Conservacao
Controlo externo para MTB/RIF Ultra fabricado pela SmartSpots
Controlo positivo SmartSpots .
DCS-5 (especifico para HBDC) 4 spots secos Temperatura ambiente
Conjunto de controlo externo para MTB/RIF Ultra fabricado pela MMQCI para a Cepheid :/wwmnmaccom/gemii4.0h
TBWT-04 . .
(Sem mutagdes/ WT H37v) S5x1ml 2C8C
CTRL-M114-5
N . TBMDR1-04 N
f\/’;{]‘] Zi;')da MMQCI: (mutagdes em: rpoB, inhA, katG) Sx1m 2C8°¢C
TB NEG (controlo negativo: Sem ADN de TB, 5x1ml 5°C—8°C

sem células)

Para os controlos DCS-5, sequir as instrugées do fabricante SmartSpot: http.//www.tbgxmonitor.com/
Para os controlos CRTL-M114-5, sequir as instru¢ées do fabricante MMQCI: http.//www.mmaqci.com/qc-m114.php

- Estao igualmente disponiveis outros fornecedores de material de controlo de qualidade, para além do acima citado.
- Devem ser utilizados controlos externos de acordo com as exigéncias de organizacées de acreditacao locais, estatais, conforme aplicavel.
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Embora já tenhamos incluído controlos em cada cartucho, o laboratório poderá querer executar os vossos controlos externos, talvez por causa da acreditação
Os controlos externos validados podem ser obtidos junto dos fornecedores externos indicados no ecrã


http://www.tbgxmonitor.com/
http://www.mmqci.com/qc-m114.php
http://www.mmqci.com/qc-m114.php
http://www.mmqci.com/qc-m114.php
http://www.mmqci.com/qc-m114.php
http://www.mmqci.com/qc-m114.php
http://www.mmqci.com/qc-m114.php

Interpretacao dos resultados
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Vamos agora ver a interpretação dos resultados


B

Algoritmo de interpretacao dos resultados

0 ou 1 sonda
Positiva

—

Concentragao de bacilos
demasiado baixa

\

Resisténcia a RIF
INDETERMINADA (RIF
Resistance

1S1081/IS6110 <« Aprovado —— Controlo de verificacdo da Falhou —>{ ERRO (ERROR) |
| sonda (PCC) :
Positivo Negativo
v \
SPC —— Negativo ———»  INVALIDO
RpobB  positias ° (INVALID) ||

Detetados todos os 4
picos do tipo selvagem

NAO DETETADA
resisténcia a RIF
(RIF Resistance NOT

INDETERMINATE)

ANALISE DA CURVA DE FUSAO

Detetado pelo menos um pico
de fusdao MUT

Positivo

.

< 4 picos de fusdo validos
detetados

Resisténcia a RIF
INDETERMINADA
(RIF Resistance
INDETERMINATE)

DETEGCAO DE

MTB (MTB
DETECTION)

DETERMINACAO
DA RESISTENCIA
A RIFAMPICINA
(RIFAMPICIN
RESISTANCE
DETERMINATION)

RESULTADO

Teste (NO RESULT)

interrompido

‘ SEM
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Vamos analisar o algoritmo do teste. É como o software vai analisar e comunicar os resultados.
Como discutido anteriormente, o controlo de verificação da sonda (PCC) verifica se determinados processos são satisfatórios antes de começar o PCR.
Se o controlo de verificação da sonda falhar, o teste para e é comunicado um erro. Se os valores da fluorescência do controlo de verificação da sonda estiverem dentro do intervalo esperado, é aprovado e o PCR irá começar. 
O passo seguinte é verificar a presença das sequências de inserção. 
Se ambas as sondas para as sequências de inserção foram negativas, o software vai verificar o resultado obtido com o SPC. 
Se o resultado da sonda para SPC for positivo, o software vai confirmar o resultado como sendo MTB NÃO DETETADO (MTB NOT DETECTED). 
Se a sonda para SPC for negativa, o resultado será Inválido (Invalid). 
Se as sondas para as sequências de inserção foram positivas, o software vai verificar quantas sondas para rpoB são positivas. 
Se 2, 3 ou 4 sondas para rpoB forem positivas, é detetado MTB
A análise semiquantitativa será comunicada como ALTO (HIGH), MÉDIO (MEDIUM), BAIXO (LOW) ou MUITO BAIXO (Very LOW), baseado no primeiro limiar do ciclo das sondas para rpoB. 
Como é detetado MTB, é efetuada uma análise da curva de fusão para determinar a resistência à rifampicina:
Se todos os 4 picos do tipo selvagem estiverem dentro do intervalo, o resultado será MTB detetado (MTB Detected) e RESISTÊNCIA À rifampicina NÃO DETETADA (Rifampicin RESISTANCE NOT DETECTED)
Se um ou mais picos não estiverem dentro do intervalo do tipo selvagem, o resultado será MTB detetado (MTB Detected) e RESISTÊNCIA À rifampicina DETETADA (Rifampicin RESISTANCE DETECTED)
Se existiram menos de 4 picos de fusão válidos detetados, o resultado será MTB detetado (MTB detected) e Resistência à rifampicina indeterminada (Rifampicin resistance Indeterminate)
Se 1 ou nenhuma das sondas para rpoB for positiva, o resultado será DETETADOS SINAIS DE MTB (MTB TRACE DETECTED) e RESISTÊNCIA À rifampicina INDETERMINADA (Rifampicin RESISTANCE INDETERMINATE) devido a uma concentração baixa de bacilos
Se a comunicação entre o GX e o computador for interrompida, por exemplo, devido a uma falha de eletricidade, o teste vai parar e surgirá SEM RESULTADO (“NO RESULT”)


B

Ensaio Xpert MTB/RIF Ultra — Todos os resultados possiveis

1S1081/1S6110 rpoB 1/2/3/4 Analise de fusao efetuada Resultados de TB Resultados de RIF

+
+

+

+

+

FALHOU (FAIL)
FALHOU (FAIL)

FALHOU (FAIL)
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2 e mais +
Todas +
2 e mais +
2 e mais +
Todas +
2 e mais +
2 e mais +
Todas +
2 e mais +
2 e mais +
Todas +
2 e mais +
Ooult+

0,1Tou2+
FALHOU (FAIL)

FALHOU (FAIL)

Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim

Sim

Resisténcia & RIF INDETERMINADA (RIF Resistance INDETERMINATE)

Resisténcia & RIF INDETERMINADA (RIF Resistance INDETERMINATE)

Resisténcia a RIF INDETERMINADA (RIF Resistance INDETERMINATE)

Resisténcia a RIF INDETERMINADA (RIF Resistance INDETERMINATE)

Resisténcia a RIF INDETERMINADA (RIF Resistance INDETERMINATE)

INVALIDO (INVALID)

INVALIDO (INVALID)

//C‘epheid.


Esta tabela mostra os resultados possíveis que podem ser obtidos com o Xpert MTB/RIF Ultra
Quando as sequências de inserção são detetadas e 2 ou mais sondas para rpoB são detetadas, é detetado MTB e, subsequentemente, é realizada a análise de fusão para se determinar a resistência à rifampicina.
Como mencionado anteriormente, a resistência à rifampicina pode ser classificada como detetada, não detetada ou indeterminada.

Quando as sequências de inserção são detetadas mas 1 ou nenhuma das sondas para rpoB é detetada, são detetados SINAIS de MTB (MTB TRACE) e a análise de fusão não é efetuada. 
Por conseguinte, a resistência à rifampicina é indeterminada.

Quando não são detetadas sequências de inserção, não é detetado MTB

Finalmente, quando nenhum dos alvos é detetado, incluindo o SPC, o resultado é inválido.
 



B

DETETADO MTB MEDIO; DETETADA Resisténcia & RIF
(MTB DETECTED MEDIUM; RIF Resistance DETECTED)

Analyte Result
Analyte Ct EndPt Analyte Probe
Marre Result Check
Result
SPC 25.5 120 [A, PASS
IS1081-156110 17.7 425 e PASS
rpoB1 281 111 FOS FASS
rpoB2 21.6 1458 FOS PASS
IpoB3 254 a3 FOS FASS
rpoB4 23.0 124 POS PASS
Legend
0 V1 [/] SPC; Primary =]
] |Z 1S1081-1S6110; Primary
" 400 [¥] |Z rpoB1; Primary
2 ¥ 7| rpoB2; Primary
2 300 ¥l [ | rpoB3; Primary
g ¥ [,/] rpoB4; Primary
2 00
i
100
0
10 20 a0 an
Cycles
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MTB DETECTED MEDIUM;

RIF Resistance DETECTED

O alvo de MTB esta presente dentro da amostra:

— Foi detetada, pelo menos, uma mutagao rpoB.

— SPC: NA (nao aplicavel). Nao é necessario um sinal
do SPC pois a amplificacdo do MTB pode competir
com este controlo.

— Verificacao da sonda: APROVADO (PASS)

Analyte Melt Melt
Mame FPeak Peak
Temperature Height

rpoB1 melt
rpoB2 melt
rpoB3 melt
rpoB4 melt B7.3 4.5
rpoB1 Mut melt 634 678
rpoB2 Mut melt 635 103.3
rpoB3 Mut melt 716 651
rpoB4 hut melt A
rpoB4 Mut melt B

A

Cepheid.


Vamos agora ver alguns exemplos e como são apresentados no software GX.

Sob o separador Resultado do analito ("Analyte Result") vemos os alvos do rpoB que foram amplificados e detetados e o software irá reportar o MTB como detetado
Os alvos do SPC e sequência de inserção são comunicados como não aplicável porque os alvos do rpoB foram detetados

Quando clicamos no separador Picos de fusão ("Melt Peaks") para obter mais informação, vemos que 3 mutações rpoB foram detetadas e é por esse motivo que o resultado é comunicado e é detetada resistência à rifampicina



DETETADO MTB MEDIO; NAO DETETADA Resisténcia a RIF
(MTB DETECTED MEDIUM; RIF Resistance NOT DETECTED)

Ahalyte ct EndPt Analyte Prohe
Mame Result Check
Result
SPC 259 117 [4A PASS
151081-156110 17.4 426 A FASS
rpaB1 201 344 FOS PASS
rpoB2 19.2 295 FOS FASS
rpoB3 211 160 FOS FASS
rpoB4 227 111 FOS PASS
Legend
500 [¥l 7] SPC; Primary =
¥l [./] 1S1081-1S6110; Primary
o 400 ¥ || rpoB1; Primary
2 [ IZ rpoB2; Primary
§ 300 [¥l [ | rpoB3; Primary
£ ¥ [,#| rpoB4; Primary
S 200
o
100
0
10 20 an 40
Cycles
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MTB DETECTED MEDIUNM,
RIF Resistance NOT DETECTED

O alvo de MTB esté presente dentro da amostra:

— Nao foi detetada qualquer mutacao na sequéncia-
alvo do gene rpoB.

— SPC: NA (ndo aplicavel) Nao € necessario um SPC
pois a amplificagdo do MTB pode competir com este

controlo

— Verificacao da sonda: APROVADO (PASS)

Analyte lelt helt
MNarme Feak Feak
| Ternperature 11 Height
rpoB1 melt 692 673
rpoB2 melt T3 103.3
rpoB 3 melt 7a.8 ar.y
rpoBd melt 67.4 774
rpoB1 Mut melt
rpoB2 Mut melt
rpoB3 Mut melt
rpoB4 Mut melt A
rpoE4 Mut melt B
//Cepheid.



Os alvos do rpoB foram amplificados e detetados e o software irá reportar o MTB como detetado
Os alvos do SPC e sequência de inserção são comunicados como não aplicável porque os alvos do rpoB foram detetados
Quando clicamos no separador Picos de fusão ("Melt Peaks") para obter mais informação, vemos que não foi detetada qualquer mutação rpoB e é por esse motivo que o resultado é comunicado e NÃO é detetada resistência à rifampicina



DETETADO MTB BAIXO, Resisténcia a RIF INDETERMINADA
(MTB DETECTED LOW,; RIF Resistance INDETERMINATE)
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Analys ct EndPt Analyte Probe
Mame Result Check
Result
SPC 23.8 1549 (A PASE
I51081-156110 57 41 PASS
tpoB1 272 53 POS PASS
poB2 291 35 FOS FASS
rpoB3 0.0 24 MEG FASS
rpoB4 0.0 27 MEG FASS
Legend
a0n vl |#| SPC; Primary
[wl ,Z 1S1081-1S6110; Primary
[¥i ] rpoB1; Primary
[vl 7] rpoB2; Primary
[l [ | rpoB3; Primary
[¥l 7] rpoB4; Primary
200
@
2
]
@
2
=
=
[
100
1]
10 30
Cyeles

MTB DETECTED LOWV,

RIF Resistance INDETERMINATE

O alvo de MTB esté presente dentro da amostra:

— Osinal de IS1081/1S6110 é detetado

— A resisténcia a RIF ndo pode ser determinada devido

a insuficiente detecao do sinal

— SPC: NA (nao aplicavel). Nao é necessario um sinal

do SPC pois a amplificagdo do MTB pode competir
com este controlo.

— Verificacao da sonda: APROVADO (PASS)

Analyte el Melt
Marme Feak Peak
Temperature Height
rpoB1 melt
rpoB2 melt
rpoB3 melt
rpoB4 melt

rpoB1 Mut melt
rpoB2 Mut melt
rpoB 3 Mut melt
rpoBd Mut melt A
rpoBd Mut melt B

A
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Os alvos do rpoB foram amplificados e detetados e o software irá reportar o MTB como detetado mas, desta vez, BAIXO (LOW)
Os alvos do SPC e sequência de inserção são comunicados como não aplicável porque os alvos do rpoB foram detetados
Neste caso, não foi efetuada a análise de fusão devido à insuficiente deteção do sinal
A resistência à rifampicina é comunicada como indeterminada



B

DETETADOS SINAIS DE MTB (MTB Trace DETECTED)

sult | Analyte Result | Detall | Melt Peaks | Errors | History | Support

Analyte

Analyte
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Lt Prohe
Marne Result Check
Fesult
SPCT 254 108 - Baze PASS
IS1081-186110 6.2 395 | |Pass PASE
rpoB1 0.0 5 MEG PASS
0Bz 0.0 3 MEG FASS
rpoB3 0.0 2 MEG PASS
rpoB4 0.0 2 MEG PASS
Legend
ail vl [£] SPC; Primary =
¥ [/] 1S1081.1S6110; Primary
. 400 A vl [ ] rpoB1; Primary
= v v [~] rpoB2; Primary
§ 300 / ¥l [_] rpoB3; Primary
] vl IZ rpoB4; Primary
‘g 200 J
(VN
10 20 20 40
Cycles

ol

MTB Trace DETECTED;

RIF Resistance INDETERMINATE

O alvo de MTB esta presente dentro da amostra:

O sinal de 1S1081/1S6110 é detetado.

A resisténcia a RIF ndo pode ser determinada
devido a insuficiente detecao do sinal.

SPC: NA (néo aplicavel). Nao é necessario um
sinal do SPC pois a amplificagdo do MTB pode
competir com este controlo.

Verificacdo da sonda: APROVADO (PASS)

Um resultado SINAL (TRACE) significa que sao
detetados niveis baixos de MTB, mas nao foi
detetado qualquer resultado de resisténcia a RIF.

Um resultado SINAIS (TRACE) é sempre

Resisténcia a RIF INDETERMINADA (RIF
Resistance INDETERMINATE)

//C‘epheid.



Os alvos de rpoB NÃO foram amplificados 
Como os alvos do rpoB não são detetados, os alvos do SPC e sequência de inserção são levados em consideração �e comunicados como APROVADO (PASS) para confirmar um resultado válido
O software vai comunicar o MTB como detetado mas SINAIS (TRACE)
Não é efetuada a análise de fusão devido à insuficiente deteção do sinal
A resistência à rifampicina é comunicada como indeterminada



B

MTB NAO DETETADO (MTB NOT DETECTED)

MTB NOT DETECTED

TestResut Aoyt Rosut Dol | WetPesks | rors  testory | Suppor |

O alvo de MTB NAO é detetado dentro da amostra:

— Arresisténcia a RIF ndo pode ser determinada

devido a insuficiente detecao do sinal.

— SPC: APROVADO (PASS). O SPC preenche os

critérios de aceitagéo.

— Verificacdo da sonda: APROVADO (PASS)

Analyte Ct EndPt Analyte Probe
MName Result Check
Result
SPC 6.4 100 PACE PASS
151081-156110 0.0 13 CFAL PASS
rpoB1 0.0 4 INvALIL PASS
rpoB2 0o 5 INWALID PASS
rpoB3 0.0 3 INVALID PASS
rpoB4 0o 10 INWALID PASS
Legend
200 vl [/] SPC; Primary B
¥l [ /] 151081-1S6110; Primary
) 160 ¥l || rpoB1; Primary
z [vl[/| rpoB2; Primary
% 120 ¥/ ] rpoB3; Primary
2 a1 /| /] rpoB4; Primary
=
40
1]
20 40
Cycles
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Os alvos do rpoB NÃO foram amplificados e detetados e o software irá reportar o MTB como NÃO detetado
As sequências de inserção não foram amplificadas ou detetadas
O alvo do SPC é levado em consideração e comunicado como APROVADO (PASS) para confirmar um resultado válido
A análise de fusão não é efetuada
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E]
Factores que afetam negativamente os resultados

» Colheita incorreta da amostra
— A carga bacteriana na amostra € inferior ao limite de detecao do teste
— O desempenho com tipos de amostras nao pulmonares nao foi avaliado

« Transporte ou conservacgao incorretos da amostra colhida
— As condicdes de transporte e conservacao sao especificas para cada amostra
— Consultar o folheto informativo para obter as instrugcdes de manuseamento correto

» Procedimento de analise incorreto
— A modificacao dos procedimentos de analise pode alterar o desempenho do teste

— Para se evitarem resultados erroneos, € necessaria uma cuidadosa conformidade com as
instrucdes do folheto informativo /
Z Cepheid.
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Temos aqui listados os fatores que afetam negativamente os resultados.
É importante seguir as instruções, tal como descritas no folheto informativo e
Prestar atenção à colheita das amostras e aos dispositivos de colheita
Ao transporte, à conservação e ao manuseamento
E ao procedimento de análise
 


B

Resultado INVALIDO (INVALID)

("Test Result | An sult |

|Assay Name. (pert WMTE-RIF Ultra

Version 1

| TestResult |jnp) i

: IFarIn Vitro Diag_n_ﬁstic.l;ls&e _Dn_h,r.

Legend
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vl [/] SPC; Primary

v [ ] 151081456110 Primary
[ || rpoB1; Primary

¥l [£] rnoB2; Primary

¥l || rpoB3; Primary

v [7] rpoB4; Primary

INVALID

Nao foi possivel determinar a presenca ou

auséncia do alvo de MTB

— SPC: FALHOU (FAIL). O SPC nao preenche

os critérios de aceitagao.

— Verificacao da sonda: APROVADO (PASS)

— Causa possivel

—  Colheita incorreta da amostra
— Preparagéo incorreta da amostra
— Conservagao incorreta dos cartuchos

—  Processamento ineficiente da amostra no cartucho

— A auséncia de esferas de iniciador/sonda ou enzima

— Presenga de substancias interferente na amostra

— Solucéao

— Repetir o teste com um cartucho novo e uma amostra

nova.

//C‘epheid.


Vamos agora ver alguns exemplos em que é necessária a resolução de problemas e como são apresentados no software GX.

Um resultado INVÁLIDO (INVALID) indica que o SPC falhou.
Existem diversas causas para um resultado inválido, tal como apresentado acima
Recomenda-se repetir o teste com um cartucho novo e uma amostra nova


=]
Interferéncias do ensaio

« Substancias potencialmente interferentes em amostras de

expetoracao
As substancia endogenas potencialmente interferentes abaixo mencionadas foram avaliadas e
demonstraram nao ter impacto na detecdo de MTB e da resisténcia a RIF

— Sangue, pus (glébulos brancos)

— Células do trato respiratério

— Mucina

— ADN humano

— Acido gastrico do estémago

Outras substancias potencialmente interferentes

Anestésicos, antibidticos, antibacterianos, farmacos antituberculose, antivirais, broncodilatadores, broncodilatadores
inalados, vacina intranasal viva do virus da gripe, elixir bucal germicida, reagentes de processamento de amostras,
medicamentos homeopaticos para alivio das alergias, corticosteroides nasais, geles nasais, sprays nasais, anestésicos
orais, expetorantes orais, tampdes neutralizantes e o tabaco.

40 oceprea Fara obter informagéo detalhada, consultar o folheto informativo em vigor //cephejd,



É importante considerar substâncias que podem potencialmente interferir com o ensaio
Aqui estão listadas as substâncias que foram avaliadas e que demonstraram não ter impacto �na deteção de MTB e na deteção da resistência à rifampicina
Neste diapositivo também estão listadas outras substâncias potencialmente interferentes
Para obter informação detalhada, queiram consultar o folheto informativo
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Resultado INVALIDO (INVALID)

INVALID

— Nao foi possivel determinar a presencga ou

auséncia de MTB
Troubleshoot
* Description Dretail Tirme
1 Faost-run Errar 5004 Failed to verify valid amplification curve far analyte [rpoB2]. The  [0203M 7 : n% n$|
analysis error mormanzed sum of errors of 2.8 was above the maximurm of 1.5 01:34:58 Error 5002:) | Error 5003 | Error 5004
Fost-run Error 5004; Failed to verify walid amplification curve for analyte [rpoB4]. The  [02/02017
analysis error [normalized sum of errors of 5.3 was above the maximum of 1.5 01:34:49 Error 5001 | Error 500 5
Legend
2001 vl [ /] SPC; Primary -]
1807 v /| 151081-1S6110; Primary
1607 ¥l || rpoB1; Primary
] vl [/] rpoB2; Primary
@ 1407 e
= 130 vl | | rpoB3; Primary — Causa
z ] vl [~] rpoB4; Primary _ )
@ 100 — Defeito no tubo de reacao
()
801 , .
i~ 1 — Fraco contacto térmico entre o tubo de
0] reacao e as placas térmicas do instrumento
401
20
0 — Solucao
10 20 a0 40
Cycles — Repetir o teste com um cartucho novo
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Este novo formato de resultado INVÁLIDO (INVALID) aparece a azul
Ao clicar no separador Erros ("Errors") surge uma descrição e detalhes dos erros
Este resultado INVÁLIDO (INVALID) azul é causado por:
Um defeito no tubo de reação OU
Fraco contacto térmico entre o tubo de reação e as placas térmicas
Se este erro ocorrer, repetir o teste com um cartucho novo


ERRO (ERROR) o

Nao foi possivel determinar a presenga ou auséncia
de MTB

TestResult | Al

‘| Assay Name_ eHMTE-RIF Ula  Version
TEE{RESIHEI ERROR

MTB: SEM RESULTADO (NO RESULT).

SPC: SEM RESULTADO (NO RESULT).

Far In Vitra Diagnostic Use Only.

— Se a verificagado da sonda: FALHOU (FAIL)

Causa possivel
___________________________________________________________________________________________________________________________________________ — Colheita incorreta da amostra

{ — Volume de amostra incorreto adicionado ao
cartucho

— Se a verificagao da sonda: APROVADO (PASS)

<No Data Available> Causa
— Verificar o médulo do sistema GeneXpert

— Solucao
— Repetir o teste com um cartucho novo
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Quando surge um erro, indica que não foi possível determinar a presença ou ausência de MTB
As causas das mensagens de erro estão listadas acima 
É importante verificar se o erro está relacionado com a verificação da sonda
E repetir o teste com um cartucho novo.


SEM RESULTADO (NO RESULT)

Assay Name Xpert MTB-RIF Ultya Version 1

TestResur | [T

— N&o foi possivel determinar a presenca ou
auséncia do MTB.

— MTB: SEM RESULTADO (NO RESULT)
— SPC: SEM RESULTADO (NO RESULT)

— Verificacdo da sonda: NA (nao aplicavel)

For In Witro Diagnostic Use Qnly,

— Causa possivel

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

— Teste interrompido com o botao Parar teste
(Stop test)

— Falha elétrica

— Solucao
<No Data Available> . -
— Assegurar a alimentacao

— Repetir o teste com um cartucho novo

//C‘epheid.
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SEM RESULTADO (NO RESULT) indica que os dados recolhidos foram insuficientes. 
Não foi possível determinar a presença ou ausência do MTB. 
É importante verificar a causa deste erro
E repetir o teste com um cartucho novo.
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Procedimento de repeticao do teste

Elimine o cartucho usado

Siga as orientagées de
seguranga da sua instituicdo
para a eliminagdo dos
cartuchos

44 © Cepheid
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Obtenha a amostra residual,
misture de acordo com o
folheto informativo

Se o volume da amostra que sobrou
for insuficiente ou a repeticao do
teste continuar a apresentar um
resultado INVALIDO, ERRO ou SEM
RESULTADO, colha uma amostra
nova

Obtenha um cartucho
novo

Rotule apropriadamente
como repeticao do teste
no cartucho novo

Processe a amostra de
acordo com o folheto
informativo

Execute o teste no
sistema

//Cepheid.



O procedimento de repetição do teste tem de ser respeitado tal como detalhado neste diapositivo.
Em primeiro lugar, eliminem os cartuchos usados de acordo com a política da vossa instituição
Para um resultado inválido, terão de colher uma amostra nova antes de analisar um cartucho novo
Se for um tipo de erro diferente, podem utilizar a amostra tratada/preservada residual para o cartucho novo

Para a preparação do cartucho:
Obtenham o que sobrou da amostra ou uma amostra fresca e um cartucho novo, por abrir
Preparem o cartucho conforme indicado no folheto informativo
Repitam a análise da amostra como é habitual no sistema GX ou Infinity
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Assisténcia Técnica

» Antes de contactar a Assisténcia Técnica da Cepheid, relna as seguintes informagdes:

Nome do produto
Numero de lote
Numero de série do sistema
Mensagens de erro (se houver alguma)
Versao de software e, caso se aplique, numero de Service Tag (etiqueta de servigo) do Computador

» Registe a sua reclamacéao online através da hiperligagao seguinte hitp:/www.cepheid.com/us/support:
Criar um caso de assisténcia (Create a Support Case)
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Regiao

S
>

Austrdlia e Nova Zelandia

Brasil e América Latina
China

Franca

Alemanha

india, Bangladeche, Butéo,

Italia

Japao
Africa do Sul
Reino Unido

Bélgica e Paises Baixos

Nepal e Sri Lanka

Outros paises da Europa, do Médio Oriente

e de Africa

+ 1 888 838 3222

+ 1800 107 884 (AU)
+ 0800 001 028 (NZ)
+ 55 11 3524 8373
+ 86 021 5406 5387
+ 33 563 825 319
+49 69 710 480 480
+91 11 48353010
+ 39 800 902 567
+0120 95 4886
+27 8612276 35
+44 3303 332 533
+33 563 825 3319
+ 33563 825 319
+9714 253 3218

E-mail para assisténcia
Telefone L
técnica

techsupport@cepheid.com

techsupportANZ@cepheid.com

latamsupport@cepheid.com

techsupportchina@cepheid.com

support@cepheideurope.com
support@cepheideurope.com

techsupportindia@cepheid.com

support@cepheideurope.com
support@japan.cepheid.com
support@cepheideurope.com
support@cepheideurope.com
support@cepheideurope.com

support@cepheideurope.com
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Antes de contactar a equipa de assistência técnica da Cepheid, certifique-se de que tem todas as informações listadas neste diapositivo
Os endereços e os números de telefone 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/us/support

.Cepheid.com



Obrigado por ter assistido a esta apresentação!
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