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A better way.

Formazione tecnica sul saggio
Xpert® MTB/RIF Ulira

Esclusivamente per l'utilizzo secondo la Direttiva Europea
sui dispositivi medico-diagnostici in vitro (CE-I1VD)

c£ In Vitro Diagnostic Medical Device
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Benvenuti alla presentazione del programma di formazione Xpert MTB/RIF Ultra



B
Programma di formazione

« Xpert MTB/RIF Ultra
— Utilita clinica

— Reagenti Xpert® MTB/RIF Ultra

— Prelievo del campione

0303456789012345
12345678

— Conservazione e manipolazione dei kit

— Preparazione della cartuccia

— Controlli qualita

— Analisi dei risultati

- Discussione
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Durante la presentazione verranno trattati i seguenti argomenti:
L’uso clinico di Xpert MTB/RIF Ultra 
I reagenti forniti e gli elementi necessari per l’esecuzione del test 
La raccolta e la conservazione adeguate dei campioni
La manipolazione e la conservazione del kit e la preparazione della cartuccia Xpert MTB/RIF Ultra

La presentazione riguarderà anche quanto segue:
La modalità di analisi dei possibili risultati che si possono ottenere
Le funzioni incluse in questo saggio per garantire la qualità dei risultati


E]
Obiettivi del programma di formazione

- Al termine della formazione, I’'operatore sara in grado di:

— Conservare e manipolare correttamente il kit della cartuccia Xpert MTB/RIF Ultra
— Seguire le adeguate precauzioni di sicurezza del laboratorio

— Raccogliere e trasportare i campioni di analisi adeguati

— Preparare una cartuccia ed eseguire il saggio

— Refertare i vari risultati generati dal software

— Comprendere la strategia di controllo del saggio

A
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Dopo aver completato il presente programma di formazione, si sarà in grado di eseguire quanto segue:

Conservare e manipolare correttamente il kit della cartuccia Xpert MTB/RIF Ultra.
Seguire le adeguate precauzioni di sicurezza del laboratorio
         Raccogliere i tipi di campioni di analisi adeguati
         Trasportare correttamente i campioni di analisi
Preparare una cartuccia ed eseguire il saggio
         Generare e refertare i possibili risultati
         Comprendere i controlli di qualità inclusi in questo test


E]
La soluzione Cepheid

Rilevamento simultaneo

— Complesso MTB e mutazioni associate alla resistenza alla
rifampicina

» Controlli interni a bordo per ciascun campione
— Controllo per la verifica della sonda (PCC)

ﬁ%%ﬁ% — Controllo del trattamento dei campioni (SPC)
?hﬁﬂ - | risultati saranno disponibili approssimativamente in:

— 65 minuti per un campione NEGATIVO
— 77 minuti per un campione POSITIVO

» Sistema a cartuccia chiusa per ridurre al minimo il
rischio di contaminazione

* Risultati on-demand
* Accesso casuale
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In questo saggio si rileva al contempo la presenza di MTB e la resistenza alla rifampicina. 
I controlli integrati nel saggio generano risultati generano risultati con garanzia di qualità. 
Nella cartuccia sono inclusi due controlli a bordo:
     1. Il controllo per la verifica della sonda 
     2. Il controllo del trattamento dei campioni
Tali controlli verranno descritti più in dettaglio nel corso di questa presentazione. 
Il tempo di completamento di questo saggio è:
65 minuti per un risultato negativo 
77 minuti per un risultato positivo
Grazie al design a cartuccia chiusa e della presenza di tutti i reagenti del test a bordo,
le possibilità di contaminazione del campione e degli ampliconi sono ridotte al minimo.
Ciascun modulo funziona come un sistema PCR indipendente. 
Non occorre attendere l’accumulo dei campioni per eseguire un batch. 
I test possono essere iniziati in qualsiasi momento, fornendo al laboratorio i risultati on-demand 24 ore al giorno, 7 giorni su 7.
GeneXpert fornisce la flessibilità necessaria per eseguire nello stesso tempo tipi differenti di test, il che significa che è possibile eseguire un test per HIV, HCV, TB o qualsiasi altra combinazione contemporaneamente in moduli diversi con accesso casuale al sistema.


B
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Uso previsto

Il saggio Xpert MTB/RIF Ultra e un test diagnostico in vitro nested-PCR (reazione a
catena della polimerasi) in fempo reale, semiquantitativo, per il rilevamento del DNA
del complesso Mycobacterium tuberculosis (MTB) in campioni di espettorato non
trattato o sedimenti concentrati preparati da espettorato indotto o spontaneo.

In campioni di analisi MTB positivi, rileva anche le mutazioni del gene rpoB associate
alla resistenza alla rifampicina.

Il saggio Xpert MTB/RIF Ultra é indicato per 'uso con campioni di analisi prelevati da
pazienti non sottoposti a trattamento con sospetto clinico di tubercolosi (TB) e che
non sono stati sottoposti a terapie anti TB o hanno ricevuto meno di 3 giorni di
terapia negli ultimi 6 mesi.

Questo test serve come ausilio diagnostico per la tubercolosi polmonare quando
usato insieme a risultati clinici e ad altri esami di laboratorio.
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Il saggio Xpert MTB/RIF Ultra è un nested-PCR (reazione a catena della polimerasi) in tempo reale semiquantitativo ed è un test diagnostico in vitro per il rilevamento del DNA del complesso Mycobacterium tuberculosis (MTB) da campioni di espettorato non trattato o sedimenti concentrati preparati da espettorato indotto o spontaneo. 

In campioni di analisi MTB positivi, rileva anche le mutazioni del gene rpoB associate alla resistenza alla rifampicina. 

I tipi di campioni di analisi convalidati da Cepheid sono i seguenti:
Espettorato non trattato
Espettorato sedimentato

Il test Xpert MTB/RIF Ultra è previsto per l’uso con campioni di analisi di pazienti non sottoposti a trattamento con sospetto clinico di tubercolosi ed è un ausilio diagnostico per la tubercolosi polmonare quando usato insieme a risultati clinici e ad altri esami di laboratorio.
Il paziente NON deve essere stato sottoposto a terapie antitubercolari.

Se i pazienti hanno ricevuto il trattamento, deve essere stato di meno di 3 giorni negli ultimi 6 mesi.


Bersagli e sonde

Bersagli

— 151081 e I1S6110 (bersaglio degli elementi di inserimento multi-copia presente nella maggior parte
dei ceppi di TB clinica)

— Regione determinante per la resistenza alla rifampicina (RRDR) del gene rpoB (81 coppie di basi)

Sonde
— 1 sonda per SPC (controllo per il trattamento dei campioni)
— 2 sonde si legano a IS1081-1S6110
— 4 sonde si legano alle mutazioni del gene rpoB resistenti alla rifampicina

L’analisi di fusione eseguita con 4 sonde rpoB é in grado di distinguere tra la sequenza tipo
selvatico conservata e le mutazioni associate alla resistenza alla RIF.
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Diamo ora un’occhiata ai bersagli e alle sonde progettate per questo test.
Il test rileva i seguenti bersagli:
Le sequenze di inserimento IS1081 e IS6110 che sono bersagli multi-copia presenti nella maggior parte dei ceppi di tubercolosi
La regione determinante per la resistenza alla rifampicina del gene rpoB 
Abbiamo:
- 1 sonda progettata per l’SPC (controllo per il trattamento dei campioni)
- 2 sonde progettate per legarsi alle sequenze di inserimento (Notare che queste due sonde vengono rilevate nello stesso canale)
- 4 sonde sono progettate per coprire l’intera regione di determinazione della resistenza alla rifampicina del gene rpoB
La determinazione della resistenza alla rifampicina in Xpert MTB/RIF Ultra dipende da una tecnologia molecolare più avanzata denominata analisi della curva di fusione. 
Semplificando, la temperatura di fusione di una sonda quando è legata al suo bersaglio cambia se è presente una mutazione.


E]
Requisiti del saggio

Sistemi GeneXpert®

» Software GeneXpert Dx versione 4.7b o successiva
» Software Xpertise™ versione 6.4b 0 successiva

Kit di test (CE-IVD)

+ GXMTB/RIF-Ultra-10 e GXMTB/RIF-Ultra-50

Prelievo del campione
» Contenitori di raccolta sterili a tenuta stagna con tappo a vite

Altri materiali

» Dispositivi di protezione personale (PPE)
» Candeggina 1:10
 Etanolo al 70% o etanolo denaturato al 70%

Facoltativo

» Gruppo di continuita / Dispositivo di protezione da sovraccarichi di tensione
» Stampante
» Vortex
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Per eseguire Xpert MTB/RIF Ultra, la versione del software GeneXpert deve essere 4.7b o successiva 
Oppure per gli utenti di GX Infinity, Xpertise versione 6.4b o successiva 
Le cartucce sono disponibili in formato da 10 o 50
I dispositivi di raccolta dei campioni devono essere in un contenitore di raccolta a tenuta stagna, sterile, con tappo a vite

Altri materiali da ricordare sono:
Dispositivi di protezione personale - compresi guanti e camici da laboratorio
Soluzione di ipoclorito di sodio 1:10 (candeggina) ed etanolo al 70% per pulire e disinfettare i moduli in caso di fuoriuscite
Si raccomanda vivamente di utilizzare un UPS con dispositivo di protezione da sovraccarichi di tensione al fine di evitare interruzioni di alimentazione che interromperebbero l’esecuzione
A seconda delle disposizioni del laboratorio, è opzionale l’utilizzo di una stampante e di un vortex


B

Buona prassi di laboratorio

Dispositivi di « Indossare camice da laboratorio e guanti puliti

prOteZ'onlgl;EdW'duale » Cambiare i guanti tra un campione e l'altro durante il
(PPE) trattamento

Pulire regolarmente le superfici di lavoro con:
v Candeggina per uso domestico con diluizione 1:10
v" Soluzione di etanolo al 70%

Dopo la pulizia, assicurarsi che le superfici di lavoro siano asciutte

Area del banco di
laboratorio

Conservazione dei c , renlleleEEe( ioni | dal kit i
campioni di analisi, dei modo da prevenirhe Ia comtammazione
campioni e dei kit >

Usare puntali con filtro, quando necessario

Apparecchiature Seguire i requisiti del produttore in merito alla calibrazione e
alla manutenzione delle apparecchiature
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Sebbene GeneXpert non richieda una configurazione e prassi rigorose come nei laboratori di biologia molecolare, è importante seguire sempre le buone prassi di laboratorio.
PPE – Indossare dispositivi di protezione personale (PPE) ed accertarsi di cambiare i guanti dopo il trattamento di ciascun campione, prima di avviare l’analisi di un campione nuovo.
Area del banco di laboratorio - Vi deve essere un’area separata per eseguire lavori puliti e lavori sporchi e le superfici devono essere regolarmente pulite con una soluzione di candeggina con diluizione 1:10 e una soluzione di etanolo al 70%.
Campioni di analisi - I campioni di analisi devono essere conservati separatamente dai reagenti e...
Apparecchiature - Assicurarsi che le apparecchiature di laboratorio (come le pipette e il vortex) siano calibrate periodicamente.

Per procedure dettagliate sulla sicurezza, consultare il manuale di biosicurezza OMS o CDC. 
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E]
Contenuto del kit Xpert MTB/RIF Ultra

Numero di cataloge GXMTB/RIF-Ultra-10
umero g GXMTB/RIF-Ultra-50

Cartucce per kit 10050
Flaconcini di reagente 10050
Pipette di trasferimento 12 060

File di definizione del saggio
(Assay Definition File, ADF)

CD del kit Istruzioni per Iimportazione del saggio
Foglietto illustrativo (PDF)
Stoccaggio 2-28 C

Le cartucce contengono sostanze chimiche pericolose. Per ulteriori informazioni, : - : He
vedere il Foglietto illustrativo e la Scheda dati di sicurezza. / .
10 ©Cepheid = Cepheid.



Ricordarsi che il saggio Xpert MTB/RIF Ultra è disponibile in due formati - confezioni da 10 o da 50 cartucce

Sono incluse pipette di trasferimento aggiuntive e possono essere utilizzate se necessario.

Per un laboratorio che non ha mai utilizzato il test Xpert MTB/RIF Ultra, sarà necessario caricare nel software il File di definizione del saggio ovvero ADF (Assay Definition File). Una volta caricato l’ADF, �il software sarà in grado di riconoscere la cartuccia dopo che ne è stata eseguita la scansione.

Nel CD del kit sono contenuti l’ADF e le istruzioni per caricarlo nel software GX.

L’ADF viene caricato una sola volta ed è valido fino al rilascio di una nuova versione del kit.

Il kit deve essere conservato a 2-28 ºC.





= Manipolazione e conservazione del kit del saggio
Xpert MTB/RIF Ultra

Le cartucce e i reagenti del saggio Xpert MTB/RIF Ultra vanno conservate a 2—-28 C. e

» Attenersi alle procedure di sicurezza del proprio istituto per l'utilizzo e la manipolazione di sostanze
chimiche e campioni biologici.

« Non utilizzare provette con reagente per la raccolta non convalidate da Cepheid.

» Aprire il coperchio della cartuccia del saggio solo quando si aggiunge il campione, chiudere il
coperchio e procedere con I'analisi.

A
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Occorre prendere in considerazione alcune importanti avvertenze e precauzioni che consentono di preservare l’integrità e la funzionalità del kit e di evitare errori.

Conservare le cartucce e i reagenti del saggio Xpert MTB/RIF Ultra alla temperatura consigliata di �2-28 °C.
Attenersi alle procedure di sicurezza del proprio istituto per l’utilizzo e la manipolazione di sostanze chimiche e campioni biologici.
Non utilizzare provette con reagente per la raccolta non convalidate da Cepheid.
Aprire il coperchio della cartuccia del saggio solo quando si aggiunge il campione, chiudere il coperchio e procedere come segue.

 



Avvertenze e precauzioni

« Non agitare la cartuccia.

« Non usare una cartuccia se... ?-’
— appare bagnata, ha perdite o se la guarnizione del coperchio sembra essere rotta a
— sembra danneggiata

— e caduta dopo essere stata estratta dalla confezione

— e caduta o e stata agitata dopo avervi aggiunto il campione

— ha una provetta di reazione danneggiata

— € gia stata usata: ciascuna cartuccia € monouso e serve per I'esecuzione di un solo test

— e scaduta

— Non riutilizzare le pipette monouso usate.
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Alla cartuccia sono correlate ulteriori avvertenze e precauzioni:
Non agitare la cartuccia.
Non usare una cartuccia se...
- appare bagnata, ha perdite o se la guarnizione del coperchio sembra essere rotta
- sembra danneggiata
- è caduta dopo essere stata estratta dalla confezione
- è caduta o è stata agitata dopo avervi aggiunto il campione
- ha una provetta di reazione danneggiata
- è già stata usata:ciascuna cartuccia è monouso e serve per l’esecuzione di un solo test è scaduta
- Non riutilizzare le pipette monouso usate. 
Le cartucce non utilizzate possono essere smaltite come rifiuti chimici e le cartucce usate possono essere smaltite come rifiuti biologici infettivi.
I flaconi di reagente per il campione devono essere considerati come rifiuti chimici.



B
Avvertenze e precauzioni

» | campioni biologici di analisi, i dispositivi di trasferimento e le cartucce usate devono
essere trattati come potenziali veicoli di agenti infettivi adottando le precauzioni standard.

» Attenersi alle procedure di smaltimento dei rifiuti ambientali della propria struttura
sanitaria per il corretto smaltimento delle cartucce usate e dei reagenti non utilizzati.
Questi materiali potrebbero essere considerati rifiuti chimici pericolosi per il cui
smaltimento sara necessario attenersi a specifiche procedure nazionali o regionali.

« Se i regolamenti nazionali o regionali non forniscono istruzioni chiare sul corretto
smaltimento, i campioni biologici di analisi e le cartucce usate devono essere smaltiti in
base alle linee guida dellOMS (Organizzazione mondiale della sanita) sulla
manipolazione e lo smaltimento dei rifiuti medici.
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I campioni biologici di analisi, i dispositivi di trasferimento e le cartucce usate devono essere trattati come potenziali veicoli di agenti infettivi adottando le precauzioni standard.  

Attenersi alle procedure di smaltimento dei rifiuti ambientali della propria struttura sanitaria per il corretto smaltimento delle cartucce usate e dei reagenti non utilizzati. Questi materiali potrebbero essere considerati rifiuti chimici pericolosi per il cui smaltimento sarà necessario attenersi a specifiche procedure nazionali o regionali. 

Se i regolamenti nazionali o regionali non forniscono istruzioni chiare sul corretto smaltimento, i campioni biologici di analisi e le cartucce usate devono essere smaltiti in base alle linee guida dell’OMS (Organizzazione mondiale della sanità) sulla manipolazione e lo smaltimento dei rifiuti medici.




=]
Limitazioni del saggio Xpert MTB/RIF Ultra

Il saggio Xpert MTB/RIF Ultra e stato convalidato soltanto con espettorato e espettorato
sedimentato utilizzando la procedura consigliata da Cepheid secondo il foglietto
illustrativo.

» Un risultato positivo non indica necessariamente la presenza di organismi vitali. Tale
risultato € tuttavia indicativo della probabile presenza di MTB e di resistenza alla
rifampicina.

 Eventuali mutazioni o polimorfismo nei siti di legame del primer o delle sonde

potrebbero influire sul rilevamento di ceppi di MTB multiresistenti (MDR) o resistenti alla
rifampicina nuovi 0 sconosciuti, con un conseguente risultato falso negativo.

» |l saggio Xpert MTB/RIF Ultra é stato valutato soltanto in Pazienti di eta > 18 anni.

Per informazioni dettagliate, consultare il foglietto illustrativo corrente.
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Vediamo ora alcune limitazioni del test Xpert MTB/RIF Ultra:
Per informazioni dettagliate, consultare il foglietto illustrativo. Questa diapositiva è solo un riepilogo:
Il saggio Xpert MTB/RIF Ultra è stato convalidato soltanto con espettorato spontaneo ed espettorato indotto in base alla procedura descritta nel foglietto illustrativo. 
Un risultato positivo non indica necessariamente la presenza di organismi vitali. Tale risultato è tuttavia indicativo della presenza di MTB e di resistenza alla rifampicina.  
Eventuali mutazioni o polimorfismo nei siti di legame del primer o delle sonde potrebbero influire sul rilevamento di ceppi di MTB multiresistenti (MDR) o resistenti alla rifampicina nuovi o sconosciuti, con un conseguente risultato falso negativo.
Il saggio Xpert MTB/RIF Ultra è stato convalidato soltanto con pazienti di età superiore ai 18 anni.



Raccolta, trasporto e
conservazione del
campioni di analisi

v
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Guardiamo ora la raccolta, il trasporto e la conservazione dei campioni di analisi.



B

Raccolta di campioni di espettorato

» |l soggetto deve essere seduto o in piedi

» Far sciacquare due volte la bocca al paziente con acqua

» Spiegare al paziente come eseguire le seguenti operazioni:

Fonte: http.//www.stoptb.org/wg/gli/assets/documents/TBLabDiagnosisSputum%20Microscopy Handbook.pdf-(Immagini di A. Van Deun)

aprire e chiudere il dispositivo di raccolta

produrre un buon espettorato (raccogliendo esattamente I'espettorato, non la saliva)

inspirare profondamente 2/3 volte, espirare ogni volta profondamente, tossire profondamente dal
petto

evitare la contaminazione della parte esterna del contenitore (sputando con cautela e chiudendo
il contenitore)

raccogliere e consegnare in sicurezza I'espettorato al laboratorio

mantenere il campione migliore

L’espettorato € in genere denso e mucoso.

Puo essere liquido e contenere pezzi di materiale purulento (pus). Il colore varia da bianco
opaco a verde. | campioni di analisi con sangue appaiono rossastri 0 marroni.

La saliva o le secrezioni nasali trasparenti non sono adatte come campioni di analisi della TB.

16 © Cepheid
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Per raccogliere un campione di buona qualità, è disponibile una procedura di raccolta consigliata
Sono disponibili ulteriori informazioni se si segue il link relativo all’arresto della tubercolosi (Stop TB) visualizzato nella diapositiva.
In sintesi:
Il paziente deve essere seduto o in piedi
Deve sciacquare due volte la bocca con acqua per rimuovere eventuali residui di cibo o qualsiasi altra cosa che possa trovarsi in bocca
Una volta raccolto il campione, è importante assicurarsi che il contenitore di raccolta sia sigillato per evitare eventuali perdite.


Raccolta, trasporto e conservazione dei campioni di analisi

Tipo di campione Volume Trasporto Condizioni di conservazione

ﬂﬁs
°C  fino a 3 giorni
Espettorato non

+8
trattato 1-4m @H/; JH/:B
+2

°C  dal giorno 4 al 10

O

8
+ o +8
0,5-2,5 ml &H/; J@H/o; fino a 7 giorni

Espettorato
sedimentato

» Raccogliere I'espettorato spontaneo o I'espettorato indotto seguendo le procedure
standard del proprio presidio.

* Non accettare i campioni di analisi contenenti evidenti particelle di cibo o altre particelle

solide.
//C‘epheid.
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Una volta raccolto l’espettorato, è importante fare attenzione alle condizioni di trasporto e di conservazione:
Per l’espettorato non trattato, il volume di raccolta minimo è di 1 ml e quello massimo di 4 ml. 
I campioni di analisi devono essere conservati a 2-8 ºC quando possibile, anche durante il trasporto in laboratorio
I campioni di analisi possono essere conservati a 35 ºC fino a 3 giorni. Se non è possibile eseguire il test entro 3 giorni, i campioni di analisi possono essere conservati a 4 ºC da 4 a 10 giorni.
Il volume minimo dell’espettorato sedimentato è di 0,5 ml e quello massimo di 2,5 ml.
I campioni di analisi devono essere conservati a 2-8 gradi C quando possibile, anche durante il trasporto in laboratorio
Il campione di analisi può essere mantenuto stabile a 4 gradi C per massimo 7 giorni
Non si consiglia al laboratorio di accettare campioni di analisi contenenti evidenti particelle di cibo o altre particelle solide.





Preparazione della cartuccia
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Vediamo ora le fasi di preparazione della cartuccia


=]
Preparazione della cartuccia - Espettorato non trattato

[1] 2] 3
Procurarsi una cartuccia Xpert, un Stimare il volume dell'espettorato. * Scuotere* vigorosamente per 10-20 volte o agitare in vortex per almeno
reagente per il campione (SR) e un Aggiungere 2 volumi di reagente per il 10 secondi.
contenitore di raccolta dell’'espettorato campione a 1 volume di espettorato. « Lasciare in incubazione a temperatura ambiente per 10 minuti.
per ciascun campione. Reinstallare i coperchi dei contenitori. « Scuotere o agitare di nuovo vigorosamente in vortex da 10 a 20 volte.
Nota - Il volume minimo di espettorato per un test & di * Incubare per altri 5 minuti **Vedere la nota di seguito.
1ml *Un movimento avanti e indietro equivale a un singolo scuotimento.

** Agitare e incubare per altri 5 minuti se il campione non é completamente liquefatto

7 B ; i
Portare la cartuccia a temperatura Aspirare il campione liquefatto Svuotare  lentamente il Chiudere bene il coperchio.
ambiente. Scrivere sul lato della fino appena al di sopra della campione nella camera del Iniziare il test entro l'intervallo
cartuccia o applicare un’etichetta tacca indicatrice della pipetta. campione della cartuccia. di tempo specificato nel
con I'ID. Aprire il coperchio della foglietto illustrativo.

rtuccia. /
cartuccia /C‘epheid,
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Questa prima procedura è per l’espettorato:

Se pertinente, lasciare stabilizzare le cartucce e i reagenti a temperatura ambiente prima di iniziare le fasi di preparazione

Procurarsi 1 cartuccia, 1 flacone di reagente per il campione e il campione del paziente desiderato
Stimare ad occhio il volume di espettorato e aggiungere 2 volumi di reagente per il campione a 1 volume di espettorato
Reinstallare i coperchi e accertarsi che siano ben chiusi
Agitare energicamente 10 - 20 volte il contenitore di raccolta dell’espettorato (notare che 1 movimento in avanti e indietro equivale a 1 scuotimento) OPPURE
Miscelare in vortex per almeno 10 secondi
Lasciare in incubazione a temperatura ambiente per 10 minuti
Agitare di nuovo vigorosamente il contenitore di espettorato 10 - 20 volte
Lasciare in incubazione per altri 5 minuti
Se al termine dell’incubazione totale il campione non è completamente liquefatto, agitare e incubare per altri 5 minuti



B

Preparazione della cartuccia - Sedimento di espettorato

L’espettorato sedimentato preparato secondo il metodo Kent e Kubica* viene risospeso in tampone fosfato 67 mM/H20.

[

Procurarsi una cartuccia Xpert, il
reagente per il campione (SR), e
un contenitore di raccolta del
sedimento per ciascun
campione.

Portare la cartuccia a temperatura
ambiente. Scrivere sul lato della
cartuccia o applicare un’etichetta
con I'ID. Aprire la cartuccia.

Raccogliere almeno 0,5 ml di sedimento*.
Per i volumi 2 0,7 ml aggiungere 2 volumi di
reagente. Il volume totale deve essere
almeno di 2 ml.

* Per un volume di ~0,5-0,7 ml, aggiungere al
sedimento 3 volumi di reagente per il campione.

« Scuotere** vigorosamente per 10-20 volte o agitare in vortex per almeno
10 secondi.

« Lasciare in incubazione a temperatura ambiente per 10 minuti.

* Scuotere o agitare di nuovo vigorosamente in vortex da 10 a 20 volte.

« Incubare per altri 5 minuti **Vedere la nota di seguito.

** Agitare e incubare per altri 5 minuti se il campione non é completamente liquefatto

6 7
Aspirare il campione liquefatto Svuotare  lentamente |l Chiudere bene il coperchio.
fino appena al di sopra della campione nella camera del Iniziare il test entro l'intervallo
tacca indicatrice della pipetta. campione della cartuccia. di tempo specificato ne/
foglietto illustrativo. :
g /C‘epherd,
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Questa procedura è per l’espettorato sedimentato preparato secondo il metodo Kent e Kubica.

Se pertinente, lasciare stabilizzare le cartucce e i reagenti a temperatura ambiente prima di iniziare le fasi di preparazione

Procurarsi 1 cartuccia, 1 flacone di reagente per il campione e l’espettorato sedimentato preparato
Raccogliere almeno 0,5 ml di sedimento
Per volumi superiori a 0,7 ml aggiungere 2 volumi di reagente per il campione. Il volume totale dopo l’aggiunta del reagente per il campione all’espettorato sedimentato deve essere di almeno 2 ml
Per i volumi di espettorato sedimentato compresi tra 0,5 e 0,7 ml, aggiungere al sedimento 3 volumi di reagente per il campione. Reinstallare i coperchi e accertarsi che siano ben chiusi.
Agitare energicamente 10 - 20 volte il contenitore di espettorato sedimentato (si noti che 1 movimento avanti e indietro equivale a 1 scuotimento) OPPURE
Miscelare in vortex per almeno 10 secondi
Lasciare in incubazione a temperatura ambiente per 10 minuti
Agitare di nuovo vigorosamente il contenitore di espettorato sedimentato 10 - 20 volte
Lasciare in incubazione per altri 5 minuti
Se al termine dell’incubazione totale il campione non è completamente liquefatto, agitare e incubare per altri 5 minuti




=]
Esecuzione di un test

1 | Creare il test 2 | Eseguire la scansione dei messaggi 3 |Eseguire la scansione della
con codici a barre: Cartuccia/ ID del Paziente cartuccia
E—_ e/o ID del campione |[SSawEEss =
GeneXpert %’ﬁ\ S
Creote Test |
Iniziare il test entro 4 ore

Per impostazione predefinita, non fare clic su
Immissione manuale (Manual Entry) o Annulla
(Cancel)

dallintroduzione del campione
nella cartuccia.

Order Test - Assay

Scan Cartridge Barcode
Cartridge barcode is successfully scanned when you hear
the beep.

GeneXpert
Infinity

Patient I
P10

Porre la cartuccia sul dispositivo
trasportatore entro 30 minuti
dall’aggiunta del campione. e

Sampia 10
S100512345

Per dettagli completi su come eseguire un test, consultare il foglietto illustrativo e i manuali dell'operatore GeneXpert Dx o Xpertise Dx/
= Cepheid.
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Vediamo ora come creare e iniziare il test sui sistemi GeneXpert e Infinity

Nel software GeneXpert 
fare clic su «Crea analisi» (Create Test). 
e seguire le indicazioni visualizzate sullo schermo per effettuare la scansione del codice a barre della cartuccia.

Nel software Infinity 
Fare clic su ‘ORDINA analisi’ (ORDER test) 
E seguire le informazioni sullo schermo prima di porre la cartuccia sul nastro trasportatore


In questo modo è possibile avviare il test sull’apparecchiatura
Iniziare il test entro 4 ore dall’introduzione del campione nella cartuccia. Tuttavia, nel caso del sistema Infinity, porre la cartuccia sul trasportatore entro 30 minuti dall’introduzione del campione. 
Nella finestra del software GeneXpert, fare clic su «Crea test» (Create test) o su ‘ORDINA test’ (ORDER test) nel software Xpertise Infinity.
Eseguire la scansione del codice a barre della cartuccia.



Per creare un test sul GeneXpert Dx Software

Compilare i campi come richiesto

Il protocollo del saggio viene

selezionato automaticamente

v

@ I modulo viene selezionato
automaticamente

NON MODIFICARLO!!!

v

PatientID |

sample D |

PatientiD 2 |

Last Name |

Select Assay l Xpert MTB/RIF Ultra

Select Module | A3 v

Reagent Lot ID* Expiration Date* |~ 1~

Test Type | Specimen

Fare clic su Avvia analisi
(Start Test)

Una spia verde lampeggera sul modulo
Caricare la cartuccia nel modulo e chiudere lo
sportello

22 © Cepheid
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Lo schermo quindi richiede di inserire ulteriori informazioni.
Se richiesto, immettere i dettagli pertinenti come indicato sulla diapositiva.
Il saggio viene selezionato automaticamente
Il modulo viene selezionato dal software. Non modificarlo
Per procedere, fare clic sul pulsante Avvia analisi (START TEST) e poi
Caricare la cartuccia nel modulo con il LED verde lampeggiante
Chiudere completamente lo sportello e il test inizia
Lo schermo cambia e fornisce un’indicazione del tempo rimanente



E]
Per creare un test su Xpertise Software

Order Test - Test Information
Patient ID E

. . . . . patientid
Compilare i campi come richiesto =] sampen

susmIT

sampleid
Last Name First Name
patient il

Il protocollo del saggio viene 4’[ S TR

selezionato automaticamente Reagant Lot D" cartridgs SN

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

[6] Fare clic su INVIA (SUBMIT) R

sample Type Other Sample Type
[ctnes |~

|Z| Posizionare la cartuccia sul nastro
trasportatore

A
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Per il software Xpertise,
Lo schermo richiede di inserire ulteriori informazioni 
Se richiesto, inserire le informazioni pertinenti come indicato sulla diapositiva.
Il saggio viene selezionato automaticamente
Il modulo viene selezionato dal software. Non modificarlo
Per procedere, fare clic su INVIA (SUBMIT) e posizionare la cartuccia sul nastro trasportatore


=]
Protocollo automatizzato Xpert

Gli acidi Miscelazione
nucleici degli acidi
vengono nucleici purificati
purificati con i reagenti

PCR

La cartuccia L'amplificazione
e il rilevamento

viene caricata
nel sistema (l _ avvengono
GeneXpert S|mu|tanea'

Xpert® MTB/RIF Ultra mente

Risultati pronti
per la

0303456789012345
12345678

Il campione
1 viene aggiunto

nella cartuccia visualizzazione

N\

Cepheid.
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Ora passiamo ad un protocollo generale dal punto di preparazione della cartuccia.
L’utente aggiunge il campione alla cartuccia e la cartuccia viene caricata nel sistema
Gli acidi nucleici vengono purificati e poi miscelati con i reagenti PCR
Questa è la PCR in tempo reale 
E infine i risultati sono pronti per essere visualizzati nel software




Controllo di qualita
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Diamo ora un’occhiata ai controlli di qualità 



Strategia di controllo di Cepheid

« Controllo del sistema — Verifica stato

— Il controllo del sistema verifica i sistemi ottici, la temperatura del modulo e l'integrita
meccanica di ciascuna cartuccia.

— Se i controlli del sistema non vengono superati, il sistema segnalera un risultato
ERRORE (ERROR).
Controlli di qualita del saggio
» Ciascuna cartuccia Xpert € un dispositivo di test autonomao.

» Cepheid ha ideato appositi metodi molecolari con controlli interni che permettono al
sistema di rilevare specifiche modalita di errore in ciascuna cartuccia.

— Controllo del trattamento dei campioni (SPC)
— Controlli per la verifica della sonda (PCC)

A

Cepheid.
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La strategia di controllo di Cepheid comporta controlli su 2 diversi livelli:

Controllo del sistema – Verifica dello stato
Il controllo del sistema verifica i sistemi ottici, la temperatura del modulo e l’integrità meccanica di ciascuna cartuccia. 
Se i controlli del sistema non vengono superati, viene segnalato un ERRORE (ERROR). 

Controlli di qualità del saggio 
Ciascuna cartuccia Xpert è un dispositivo di test autonomo
Ciascuna cartuccia contiene controlli interni che consentono al sistema di rilevare specifiche modalità di errore 
Per Xpert MTB/RIF Ultra, ciascuna cartuccia contiene
Un controllo del trattamento dei campioni o SPC
Un controllo per la verifica della sonda (PCC).


E]
Controlli di qualita interni

« Controlli per la verifica della sonda (PCC)
» Prima della fase PCR, il segnale di fluorescenza viene misurato su tutte le sonde e
confrontato con le impostazioni predefinite di fabbrica per monitorare
— reidratazione delle microsfere — integrita della sonda
— riempimento della provetta di reazione — stabilita del colorante

« Controlli per il trattamento dei campioni (SPC)
— spore non infettive in ciascuna cartuccia
— Verifica 'adeguato trattamento dei campioni
— Verifica la lisi, la presenza dell’organismo e rileva I'inibizione PCR
— Deve essere positivo in un campione negativo
— Puo essere positivo 0 negativo in un campione positivo

N\

Cepheid.
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Ora osserviamo più da vicino i 2 controlli inclusi per questo test:

Controllo per la verifica della sonda (PCC) 
Questa verifica avviene prima della fase PCR
Il segnale di fluorescenza viene misurato su tutte le sonde e confrontato con le impostazioni predefinite di fabbrica 
Ciò ci aiuta a verificare quanto segue:
Reidratazione delle microsfere di reagente
Riempimento della provetta di reazione della cartuccia 
Integrità delle sonde
Stabilità del colorante

Controllo per il trattamento dei campioni (SPC)
Per questo test, l’SPC è il DNA genomico del Bacillus globigii 
L’obiettivo dell’SPC è:
Verificare un adeguato trattamento dei campioni
Verificare la lisi, la presenza dell’organismo e inoltre rilevare l’inibizione della PCR
Importante per l’interpretazione dei risultati: l’SPC deve essere positivo in un campione negativo ma può essere positivo o negativo in un campione positivo.


=]
Controlli esterni disponibili in commercio

Numero di . . . .
Descrizione Configurazione Stoccaggio
catalogo
Controllo esterno MTB/RIF Ultra prodotto da SmartSpot

Controllo positivo SmartSpots (specifico per
DCS-5 oneri elevati per i paesi in via di sviluppo, 4 gocce essiccate Temperatura ambiente

HBDC)

Controllo esterno MTB/RIF Ultra Control Bundle prodotto da MMQCI per Cepheid b/ mmacicomige-mii4.pho

TBWT-04 .

(Nessuna mutazione / WT H37v) 5x1ml 28°C
CTRL-M114-5

. TBMDR1-04 .

f;'\é't“élﬁgc:-':ﬁ{?ig)d' (mutazioni in: rpoB, inhA, katG) S5x1ml 28°C

TB NEG (Controllo negativo: nessun DNA della 5x1 ml 2.8°C

TB, nessuna cellula)

Per i controlli DCS-5, attenersi alle istruzioni del produttore SmartSpot : http.//www.tbgxmonitor.com/
Per i controlli CRTL-M114-5, attenersi alle istruzioni del produttore MMQCI : http.//www.mmaqci.com/qc-m114.php

- Oltre a quello indicato sopra, sono disponibili anche altri fornitori di materiale di controllo qualita.
- | controlli esterni devono essere usati in conformita con i requisiti degli organismi di accreditamento locali e nazionali pertinery
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Anche se in ciascuna cartuccia sono già inclusi i controlli, il laboratorio potrebbe desiderare di eseguire i controlli esterni, probabilmente a scopo di accreditamento
I controlli esterni convalidati possono essere ottenuti dai fornitori esterni indicati sullo schermo


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

Interpretazione dei risultati
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Vediamo ora l’interpretazione dei risultati


B
Algoritmo di interpretazione dei risultati

1S1081/I1S6110 < Riuscito - Controllo per la verifica ~ — Nonriuscito — ERRORE |
; ERROR
| (Pass) della sonda (PCC) (Fail) .
Positivo (Positive .
( ) Negativo
(Negative) \
S e RpoB Da 2 a 4 sonde SPC  —— Negatiyo T NCI)"I‘:VVAIIII)DO
Positiva Positive | (Negative) ( )
Concentrazione . o
di bacilli troppo Positivo (Positive)
bassa
. -
RILEVAMENTO
MTB (MTB
DETECTION)
E _ ANALISI DELLA CURVA DI FUSIONE DETERMINAZIONE
: RESISTENZA ALLA
; Rilevati tutti e 4 i picchi Rilevato almeno un picco di Rilevati < 4 picchi di RIFAMPICINA
i tipo selvatico fusione (melt peak) MUT fusione (melt peaks) validi (RIFAMPICIN
— ] RESISTANCE
Resistenza a RIF NON RILEVATA Resistenza a RIF DETERMINATION)
INDETERMINATA (RIF resistenza a RIF (RIF INDETERMINATA (RIF ..B
Resistance Resistance NOT Rosietanes Analisi
INDETERMINATE) DETECTED) INDETERMINATE) _arrestata in NESSUN

" qualsiasi RISULTATO
momento | (NO RESULT)
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Diamo un’occhiata all’algoritmo del test. In questo modo il software analizza e segnala i risultati.
Come precedentemente discusso, il controllo per la verifica della sonda (PCC) verifica che alcuni processi siano soddisfacenti prima dell’avvio della PCR.
Se il controllo per la verifica della sonda non riesce, il test si arresta e viene visualizzato un errore. Se i valori di fluorescenza del controllo per la verifica della sonda rientrano nell’intervallo previsto, il controllo riesce e inizia la PCR. 
La fase successiva consiste nel controllare la presenza delle sequenze di inserimento. 
Se entrambe le sonde per le sequenze di inserimento sono negative, il software verifica il risultato ottenuto con l’SPC 
Se la sonda SPC è positiva, il software confermerà il risultato come MTB NON RILEVATO (MTB NOT DETECTED). 
Se la sonda SPC è negativa, il risultato verrà segnalato come Non valido (Invalid). 
Se le sonde per le sequenze di inserimento sono positive, il software verifica il numero di sonde rpoB positive. 
Se 2, 3 o 4 sonde rpoB sono positive, viene rilevata l’MTB 
L’analisi semi-quantitativa verrà riportata come ALTO (HIGH), MEDIO (MEDIUM), BASSO (LOW) o MOLTO BASSO �(Very LOW), in base alla prima soglia del ciclo delle sonde rpoB. 
Non appena viene rilevata l’MTB, viene eseguita un’analisi della curva di fusione per stabilire la resistenza alla rifampicina:
Se tutti e 4 i picchi tipo selvatico rientrano nell’intervallo, il risultato sarà MTB rilevato (MTB Detected) e la RESISTENZA alla rifampicina NON RILEVATA (Rifampicin RESISTANCE NOT DETECTED)
Se uno o più picchi non rientrano nell’intervallo tipo selvatico MA rientrano nell’intervallo mutante, il risultato sarà MTB RILEVATO (MTB DETECTED) e RESISTENZA alla rifampicina RILEVATA (Rifampicin RESISTANCE DETECTED)
Se sono stati rilevati meno di 4 picchi di fusione validi, il risultato sarà MTB RILEVATO (MTB DETECTED) e Resistenza alla rifampicina Indeterminata (Rifampicin resistance Indeterminate)
Se 1 o nessuna delle sonde rpoB sono positive, il risultato sarà RILEVATA TRACCIA DI MTB (MTB TRACE DETECTED) e RESISTENZA alla rifampicina INDETERMINATA (Rifampicin RESISTANCE INDETERMINATE) a causa di una bassa concentrazione di bacilli
Se la comunicazione tra GX e il computer viene interrotta, ad esempio a causa di un’interruzione di corrente, il test si arresta e viene visualizzato il messaggio "NESSUN RISULTATO" (NO RESULT)


B

Saggio Xpert MTB/RIF Ultra - Tutti i possibili risultati

1S1081 /1S6110 rpoB 1/2/3/4 Analisi di fusione eseguita Risultati TB Risultati RIF

+
+

+

N
N

NON RIUSCITO (FAIL)

NON RIUSCITO (FAIL)

NON RIUSCITO (FAIL)
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2 epiu +
Tutti +
2 epil +
2 e pil +
Tutti +
2 e piu +
2 epil +
Tutti +
2 e piu +
2 epiu+
Tutti +
2 e pit +
0o1+
0,102+
NON RIUSCITO (FAIL)
NON RIUSCITO (FAIL)

Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
No
No
No
No

Resistenza a RIF INDETERMINATA (RIF Resistance INDETERMINATE)

Resistenza a RIF INDETERMINATA (RIF Resistance INDETERMINATE)

Resistenza a RIF INDETERMINATA (RIF Resistance INDETERMINATE)

Resistenza a RIF INDETERMINATA (RIF Resistance INDETERMINATE)

Resistenza a RIF INDETERMINATA (RIF Resistance INDETERMINATE)

NON VALIDO (INVALID)

NON VALIDO (INVALID)
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Questa tabella mostra i possibili risultati che possono essere ottenuti con Xpert MTB Rif Ultra
Quando vengono rilevate le sequenze di inserimento e sono rilevate 2 o più sonde rpoB, viene rilevata la MTB e successivamente viene eseguita un’analisi di fusione per determinare la resistenza della rifampicina.
Come menzionato prima la resistenza alla rifampicina può essere segnalata come rilevata, non rilevata o indeterminata.

Se vengono rilevate le sequenze di inserimento, ma 1 o nessuna delle sonde rpoB vengono rilevate, viene rilevata TRACCIA DI MTB (MTB TRACE) e non viene eseguita alcuna analisi di fusione. 
Pertanto la resistenza alla rifampicina è indeterminata.

Se non vengono rilevate le sequenze di inserimento, la MTB non viene rilevata.

Infine, se non viene rilevato nessuno dei bersagli, incluso l’SPC, il risultato è non valido.
 



B

RILEVATO MTB MEDIO (MTB DETECTED MEDIUM);
RILEVATA resistenza a RIF (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

Il bersaglio MTB & presente nel campione:

— E stata rilevata almeno una mutazione rpoB.

— SPC: NA (non applicabile). Non & necessario un
segnale SPC perché I'amplificazione MTB puo
competere con questo controllo.

— Verifica della sonda: RIUSCITA (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
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Ora guarderemo alcuni esempi e come vengono visualizzati nel software GX.

Nella scheda Risultato analita (analyte result), vediamo che i bersagli rpoB sono stati amplificati e rilevati e il software segnala l’MTB come rilevato.
L’SPC e i bersagli della sequenza di inserimento sono segnalati come non applicabili in quanto i bersagli rpoB sono stati rilevati.

Quando facciamo clic sulla scheda ‘picchi di fusione’ (melt peaks) per ulteriori informazioni, vediamo che sono state rilevate 3 mutazioni rpoB e quindi il risultato è stato riportato e la resistenza alla rifampicina è stata rilevata.



RILEVATO MTB MEDIO (MTB DETECTED MEDIUM);
NON RILEVATA resistenza a RIF (RIF Resistance NOT DETECTED) RIF Resistance NOT DETECTED

i s Iﬁ—ﬁﬁﬁ Il bersaglio MTB & presente nel campione:

Analyte Ct EndPt Analyte Prabe
Marme Result Check . . i
Result — Non é stata rilevata alcuna mutazione nella sequenza
SFC 25.9 117 A PASS bersaglio del gene rpoB
131081-196110 17.4 426 A PaSS
rpaE 20.1 344 FOS FaSS N R .
roB2 19.2 205 FOS PASS — SPC: NA (non applicabile) Non é necessario I'SPC
thoBi3 1.1 160 POS3 PASS perché I'amplificazione MTB pud competere con
rpoBd 227 111 FOS Fa3S questo controllo
— Verifica della sonda: RIUSCITA (PASS)
i Legend Analyte hlelt el
500 ¥l [,7] SPC; Primary B Marme Peak Peak
Vi [] 1S1081-1S6110; Primary RIS R Height
, 400 [ |,7] rpoB1; Primary rpoET melt 592 B7.3
: 1 7 o i postmel o e
g [¥1 7] rpoB3; Primary Fﬁgmmgn B7.4 77.9
5 200 i [/] rmoBa; Primary OB Mut melt : '
E rpoB2 Mut melt
100 rpoB3 Mut melt
rpoB4 Mut melt A
o rpoE4 Mut melt B
10 20 30 40
Cycles
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I bersagli rpoB sono stati amplificati e rilevati e il software segnalerà MTB come rilevato.
L’SPC e i bersagli della sequenza di inserimento sono segnalati come non applicabili in quanto i bersagli rpoB sono stati rilevati. 
Quando si fa clic sulla scheda ’picchi di fusione’ (melt peaks)per ulteriori informazioni, non sono state rilevate mutazioni rpoB e quindi il risultato è stato riportato e la resistenza alla rifampicina NON è stata rilevata.



RILEVATO MTB BASSO (MTB DETECTED LOW); T8 DETECTED LOW; |
Resistenza a RIF INDETERMINATA (RIF Resistance INDETERMINATE)  ®FResistance NDETERNINATE

| Test Result | Anabte Resut _ Deal | Mok Peaks _ Errors | History | Support | Il bersaglio MTB & presente nel campione:

Analyies ct EndPt Analyte Frobe
Mame Result Check . 3
Resut — Rilevato il segnale IS1081/IS6110
SPC 23.8 159 (A PASE
I51081-156110 57 41 PASS
= oL > £ e — Impossibile determinare la resistenza a RIF a causa
2 : . . . e
[oba oo u NEC Prss di un rilevamento del segnale insufficiente
— SPC: NA (non applicabile). Non & necessario un
segnale SPC perché [Il'amplificazione MTB pud
...................................................................................................................... e competere con questo controllo
:: Legend
vl /] SPC; Pri = -
0 11 [7] 1$1081.186110; Primary — Verifica della sonda: RIUSCITA (PASS)

[¥i ] rpoB1; Primary
[l IZ rpoB2; Primary
[l [ | rpoB3; Primary
[¥l 7] rpoB4; Primary

, 200 Analyte Melt et
= Marme Peak Peak
% Termperature Height
5 rpoB1 melt
= rpoB2 melt
100 rpoB 3 melt
rpoB4 melt

rpoB1 Mut melt
rpoB2 Mut melt
rpoB 3 Mut melt
10 20 30 40 rpoB4 Mut melt A
Cyrles rpoBd Mut melt B
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I bersagli rpoB sono stati amplificati e rilevati e il software segnalerà MTB rilevato, ma questa volta BASSO (LOW).
L’SPC e i bersagli della sequenza di inserimento sono segnalati come non applicabili in quanto i bersagli rpoB sono stati rilevati. 
In questo caso, nessuna analisi di fusione è stata eseguita a causa del rilevamento insufficiente del segnale.
La resistenza alla rifampicina è riportata come indeterminata.



B

RILEVATA traccia DI MTB (MTB Trace DETECTED)

Cycies
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- Analyte Frobe
Result Check
Fesult
SPC 254 108 Bazc PASS
IS1081-186110 6.2 395 | |Pass PASE
rpoB1 0.0 5 MEG PASS
tpoB2 0.0 3 NEG PASS
rpoB3 0.0 2 MEG PASS
rpoB4 0.0 2 MEG PASS
Legend
500 vl [ /] SPC; Primary =
¥ [/] 1S1081.1S6110; Primary
. 400 A vl [ ] rpoB1; Primary
2 v [~] rpoB2; Primary
§ 300 / ] [ | rpoB3; Primary
] ¥ [Z] rpoB4; Primary
‘g 200 J
(VN
10 20 20 40

ol

MTB Trace DETECTED;

RIF Resistance INDETERMINATE

Il bersaglio MTB ¢ presente nel campione:

Rilevato segnale IS1081-1S6110.

E impossibile determinare la resistenza a RIF a
causa di un rilevamento del segnale insufficiente.

SPC: NA (non applicabile). Non & necessario un
segnale SPC perché l'amplificazione MTB puo
competere con questo controllo.

Verifica della sonda: RIUSCITA (PASS)

Un risultato TRACCIA (TRACE) significa che sono
stati rilevati livelli bassi di MTB ma non & stato
rilevato un risultato di resistenza a RIF.

Un risultato TRACCIA (TRACE) € sempre resistenza

a RIF INDETERMINATA (RIF  Resistance
INDETERMINATE)
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I bersagli rpoB NON sono stati amplificati. 
Poiché i bersagli rpoB non vengono rilevati, vengono presi in considerazione i bersagli SPC e delle sequenze di inserimento e riportati come RIUSCITO (PASS) per confermare un risultato valido.
Il software segnalerà MTB come rilevato ma in TRACCIA (TRACE).
Non viene eseguita alcuna analisi di fusione a causa del rilevamento insufficiente del segnale.
La resistenza alla rifampicina è riportata come indeterminata.



B

MTB NON RILEVATO (MTB NOT DETECTED)

TestResult | Analyte Resuft  Detail | MeltPeaks | Errors | History | Support | Il bersaglio MTB NON & stato rilevato nel campione:

Analyte Ct EndPt Analyte Probe
Rl Result Chack . i . .
e = e — E impossibile determinare la resistenza a RIF a
SPC 15.4 100 RAGE PASS causa di un rilevamento del segnale insufficiente
151081-156110 0.0 13 CFAL PASS
rpoB1 0.0 4 iNvALIL PASS , . . e
poB2 00 5 INVALID PASS — SPC: RIUSCITA (PASS). L’'SPC soddisfa i criteri di
rmoB3 0.0 3 IMWALID PASS accetta2|0ne
ruoE4 0.0 10 INVALID PASS ’
— Verifica della sonda: RIUSCITA (PASS)
Legend
200 ¥l /] SPC; Primary =
¥l [ /] 151081-1S6110; Primary
) 160 ¥l || rpoB1; Primary
z [vl[/| rpoB2; Primary
% 120 ¥/ ] rpoB3; Primary
2 a1 /| /] rpoB4; Primary
40
0
10 20 an 40
Cycles

A
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I bersagli rpoB NON sono stati amplificati e rilevati e il software segnalerà MTB NON rivelato (MTB NOT detected).
Le sequenze di inserimento non sono state amplificate O rilevate.
Il bersaglio SPC viene preso in considerazione e riportato come RIUSCITO (PASS) per confermare un risultato valido.
Non viene eseguita nessuna analisi di fusione.
 


nDiem
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E]
Fattori che influiscono negativamente sui risultati

» Prelievo non corretto del campione di analisi

— La carica batterica contenuta nel campione di analisi & inferiore al limite di rilevamento
del test

— Non sono state valutate le prestazioni con tipi di campioni di analisi extra-polmonari

« Trasporto o conservazione non corretti del campione di analisi prelevato
— Le condizioni di conservazione e trasporto sono specifiche per i campioni di analisi
— Per le istruzioni sulla corretta manipolazione, consultare il foglietto illustrativo

* Procedura di analisi non corretta
— Apportando modifiche alle procedure di analisi si possono alterare le prestazioni del test
— La stretta osservanza delle istruzioni del foglietto illustrativo & necessaria per evitare

risultati erronei /
Z Cepheid.

38 © Cepheid



Sono elencati i fattori che influenzano negativamente i risultati.
È importante seguire le istruzioni del foglietto illustrativo e, fare attenzione alla 
Raccolta dei campioni di analisi e ai dispositivi di raccolta
Trasporto, conservazione e manipolazione
Procedura dei test
 


B

Risultato NON VALIDO (INVALID)

|Assay Name. (pert WMTE-RIF Ultra

( TestResult | Analyte Result. |

Version 1

| TestResult {yyyp; 1p

: 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

¥ [ | rpoB3; Primary

v [7] rpoB4; Primary

INVALID

Non é possibile determinare la presenza o I'assenza
di MTB

— SPC: NON RIUSCITO (FAIL). L’'SPC non soddisfa
i criteri di accettazione

— Verifica della sonda: RIUSCITA (PASS)

— Causa probabile

— Raccolta non corretta del campione

— Incorretta preparazione del campione

— Incorretta conservazione delle cartucce

— Inefficiente trattamento del campione nella cartuccia
—  Microsfere primer/sonda o enzimatiche mancanti

— Presenza di sostanze interferenti nel campione

— Soluzione

— Ripetere il test con una nuova cartuccia e un nuovo
campione

//C‘epheid.


Ora guarderemo alcuni esempi in cui è richiesta la risoluzione dei problemi e come vengono visualizzati nel software GX.

Un risultato NON VALIDO (INVALID) indica che l’SPC non è riuscito.
Come mostrato sopra, vi sono diverse cause di un risultato non valido.
Si consiglia di ripetere il test con una nuova cartuccia e un nuovo campione.


E]
Interferenza del saggio

» Sostanze potenzialmente interferenti nel campione di espettorato

Sono state valutate le seguenti sostanze endogene potenzialmente interferenti e hanno dimostrato
di non interferire con il rilevamento di MTB e della resistenza a RIF

— Sangue, pus (globuli bianchi)
— Cellule del tratto respiratorio
— Mucina

— DNA umano

— Acido gastrico dello stomaco

Altre sostanze potenzialmente interferenti

Anestetici, antibiotici, farmaci antibatterici e antitubercolotici, farmaci antivirali, broncodilatatori, broncodilatatori inalati,
vaccino intranasale vivo per il virus influenzale, collutorio germicida, reagenti per I'analisi dei campioni, farmaci di sollievo
omeopatico di allergie, corticosteroidi nasali, gel nasali, spray nasali, anestetici orali, espettoranti orali, tamponi
neutralizzanti e tabacco.

40 oceprea €I informazioni dettagliate, consultare il foglietto illustrativo corrente. //cephejd,



È importante considerare le sostanze che possono potenzialmente interferire con il saggio.
Sono elencate le sostanze che sono state valutate e che non hanno dimostrato di influenzare il rilevamento di MTB e della resistenza a rifampicina.
Su questa diapositiva si trovano anche altre sostanze potenzialmente interferenti.
Per informazioni dettagliate, consultare il foglietto illustrativo.



B

Risultato NON VALIDO (INVALID)

Troubleshoot

# Description Dretail Time
1 Fost-run Errar 8004:\Failed to verify valid amplification curve far analvte [rpoB2]. The 02003017
analysis errar hafmalzed sum of errars of 2.8 was above the maximum of 1.5 01:34:58
Fost-run Error 5004; Failed to verify walid amplification curve for analyte [rpoB4]. The  [02/02017
analysis error normalized surm of errors of 5.3 was ahove the maximum of 1.5 01:34:549
Legend
2001 vl [ /] SPC; Primary -]
1807 v /| 151081-1S6110; Primary
1607 ¥l |. | rpoB1; Primary
o 140 vl [/] rpoB2; Primary
= ] vl | | rpoB3; Primary
& 120] v | /| rpoB4; Primary
g 1001
5 807
= ]
ED:
4D:
QD:
]
10 20 ad 40
Cycles
=

41 © Cepheid

INVALID

— Non ¢ possibile determinare la presenza o
I'assenza di MTB

Errar 5002: |Err|:|r5IZIIZI:3:||Errur5Ell]4:|

Etror 5001:| ||Efror 500 5

— Causa
— Difetto della provetta di reazione

— Scarso contatto termico fra la provetta di
reazione e le piastre termiche dello
strumento

— Soluzione
— Ripetere il test con una nuova cartuccia

//C‘epheid.


Questo nuovo risultato con formato NON VALIDO (INVALID) appare in blu
Facendo clic sulla scheda "errori" (errors) vengono visualizzati la descrizione e i dettagli degli errori
Questo risultato NON VALIDO (INVALID) blu è causato da:
Un difetto della provetta di reazione O scarso contatto termico fra la provetta di reazione e le piastre termiche
Se si verifica questo errore, ripetere il test con una nuova cartuccia


ERRORE (ERROR) o

TestResutt | A — Non & possibile determinare la presenza o I'assenza di MTB

nssag.rhlame Hpe B-RIF Liltra r
Te?"f“““"l ERROR — MTB: NESSUN RISULTATO (NO RESULT)
— SPC: NESSUN RISULTATO (NO RESULT)

For i Vitio Diaghostic Use Only. — Se la verifica della sonda: NON RIUSCITA (FAIL)

Causa probabile

— Raccolta non corretta del campione
_____________________________________________________________________________________________________________________________________________ — Il'volume incorretto di campione ¢ stato aggiunto
A alla cartuccia

— Se la verifica della sonda: RIUSCITA (PASS)

Causa
<No Data Available> — Controllare il modulo del sistema GeneXpert

— Soluzione
— Ripetere il test con una nuova cartuccia
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Quando viene visualizzato un errore, significa che la presenza o l’assenza di MTB non può essere determinata.
Le cause dei messaggi di errore sono elencate sopra. 
È importante verificare se l’errore è correlato alla verifica della sonda.
E ripetere il test con una nuova cartuccia.


NESSUN RISULTATO (NO RESULT)

Assay Name Xpert MTB/RIF Ultra Version 1

TestResur | [T

— Non e possibile determinare la presenza o
'assenza di MTB

— MTB: NESSUN RISULTATO (NO RESULT)
— SPC: NESSUN RISULTATO (NO RESULT)

— Verifica della sonda: NA (non applicabile)
(not applicable)

For In Witro Diagnostic Use Qnly,

— Causa probabile

— NESSUN RISULTATO (NO RESULT) indica
che i dati raccolti sono insufficienti

— Il test é stato interrotto con il pulsante di
arresto del test

— Guasto elettrico

— Soluzione
— Ristabilire I'alimentazione elettrica

<No Data Available>

— Ripetere il test con una nuova cartuccia

//C‘epheid.
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NESSUN RISULTATO (NO RESULT) indica che i dati raccolti sono insufficienti. 
Non è possibile determinare la presenza o l’assenza di MTB. 
È importante verificare la causa di questo errore E ripetere il test con una nuova cartuccia


B

Procedura di ripetizione del test

Gettare la cartuccia usata

Seguire le linee guida di
sicurezza del proprio presidio
per lo smaltimento delle
cartucce

44 © Cepheid
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Procurarsi il campione
residuo, miscelare come
descritto nel foglietto
illustrativo

Se il volume del campione residuo e
insufficiente o se la ripetizione del test
continua a essere NON VALIDO
(INVALID), ERRORE (ERROR) o
NESSUN RISULTATO (NO
RESULT), raccogliere un nuovo
campione

Procurarsi una nuova
cartuccia

Etichettare correttamente
come “ripetizione del
test” sulla nuova
cartuccia

Trattare il campione
come indicato nel
foglietto illustrativo

Eseguire
sistema

test sul

//Cepheid.


La procedura di ripetizione del test deve essere eseguita come descritto in dettaglio in questa diapositiva.
Prima di tutto, smaltire le cartucce usate in base al protocollo del proprio presidio
Per un risultato non valido, è necessario raccogliere un nuovo campione prima di eseguire una nuova cartuccia
Se si tratta di un diverso tipo di errore, è possibile utilizzare il campione residuo trattato/conservato in una nuova cartuccia

Per la preparazione della cartuccia:
Procurarsi il campione residuo o nuovo e una nuova cartuccia non aperta
Preparare la cartuccia come indicato nel foglietto illustrativo
Ripetere l’analisi del campione nel modo consueto per il sistema GX o Infinity
 


=]
Assistenza Tecnica

» Prima di contattare I'Assistenza Tecnica di Cepheid, raccogliere le seguenti informazioni:

— Nome del prodotto

— Numero di lotto

— Numero di serie del sistema

— Messaggi di errore (se presenti)

Versione del software e, se pertinente, codice riportato sull’etichetta di servizio (Service Tag) del computer

* Registra il reclamo online utilizzando il seguente link natip:/www.cepheid.com/us/support : Creare una

richiesta di assistenza
Regione Telefono E-mail assistenza tecnica

USA +1 888 838 3222 techsupport@cepheid.com

support@cepheideurope.com

ST R————
+55 11 3524 8373 latamsupport@cepheid.com
+86 021 5406 5387 techsupportchina@cepheid.com
+33 563 825 319 support@cepheideurope.com
+49 69 710 480 480 support@cepheideurope.com
+91 11 48353010 techsupportindia@cepheid.com
[ Mtalia ] +39 800 902 567 support@cepheideurope.com
+0120 95 4886 support@japan.cepheid.com
+27 8612276 35 support@cepheideurope.com
+44 3303 332 533 support@cepheideurope.com
+33 563 825 3319 support@cepheideurope.com

e Africa +971 4 253 3218

A

Cepheid.
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Prima di contattare il team di Assistenza Tecnica di Cepheid, assicurarsi di avere tutte le informazioni elencate in questa diapositiva.
Gli indirizzi di assistenza tecnica globale e i numeri di telefono si trovano nell’elenco.

Allo specialista di applicazioni (FAS): guidare il cliente e mostrare come registrare un caso: fare clic sul link e selezionare la lingua.

http://www.cepheid.com/us/support

11
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Grazie per aver seguito la presentazione!
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