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Il dosaggio ResistancePlus® MG FleXible & un test PCR qualitativo multiplexato diagnostico in vitro in tempo reale per
l'identificazione del M. genitalium e il rilevamento di mutazioni del gene 23S rRNA (numerazione Escherichia coli A2058G,
A2059G, A2058T e A2058C) associate alla resistenza all’azitromicina (antibiotico macrolidico). E previsto come ausilio nella
diagnosi di M. genitalium e per il rilevamento di mutazioni associate alla resistenza all’azitromicina nel M. genitalium, e deve
essere utilizzato insieme a informazioni cliniche o altre informazioni di laboratorio.

Il dosaggio ResistancePlus® MG FleXible pud essere utilizzato con i seguenti tipi di campioni: urina maschile e femminile,
tamponi vaginali, tamponi cervicali, tamponi rettali e tamponi uretrali provenienti da pazienti sia sintomatici che asintomatici.

Risultati negativi non precludono infezioni da M. genitalium e non forniscono conferma di suscettibilita all'azitromicina in
quanto vi possono essere altri meccanismi di fallimento terapeutico.

Il dosaggio ResistancePlus® MG FleXible & indicato per I'uso in ambienti professionali come ospedali e laboratori di
riferimento o statali. Non € indicato invece per test autodiagnostici, I'uso domestico e I'uso presso il punto di assistenza.

Il dosaggio ResistancePlus® MG FleXible viene eseguito su sistemi GeneXpert®.

2 Riepilogo e spiegazione del test

2.1 Descrizione del patogeno

M. genitalium & un piccolo batterio che si trova nel tratto urogenitale umano ed & associato a una serie di infezioni
sessualmente trasmesse (IST). Negli uomini, & la seconda causa piu comune di uretrite non gonococcica (NGU), ed &
responsabile del 15-40% dei casit. E associato inoltre a prostatite, epididimite e balanopostite, come pure all'infiammazione
del glande del pene e del prepuzio?. Nelle donne, & associato a cervicite, malattia infiammatoria pelvica (PID), compresa

endometrite (infiammazione della mucosa endometriale) e salpingite (infiammazione delle tube di Falloppio)234.

L’azitromicina & comunemente usata per il trattamento di M. genitalium e per la gestione sindromica delle IST come la NGU
e la cervicite. L’azitromicina appartiene alla classe macrolidica degli antibiotici e agisce legandosi al 23S rRNA per inibire
la sintesi proteica. Mutazioni puntiformi nel gene 23S rRNA di M. genitalium, A2058G, A2059G, A2058T, A2058C e A2059C
(numerazione E. coli) sono state associate al fallimento terapeutico e/o alla resistenza in vitro all'azitromicina®8. Le mutazioni
pitl comuni sono la A2058G e la A2059G~.

2.2 Principi della procedura

Il dosaggio ResistancePlus® MG FleXible & un test PCR diagnostico in vitro in tempo reale per l'identificazione del M.
genitalium e il rilevamento di mutazioni del gene 23S rRNA (numerazione Escherichia coli A2058G, A2059G, A2058T e
A2058C) associate alla resistenza all’azitromicina (antibiotico macrolidico). Il dosaggio ResistancePlus® MG FleXible viene
eseguito sui sistemi Cepheid GeneXpert®.

| sistemi Cepheid GeneXpert® integrano la purificazione dei campioni, I'amplificazione dell'acido nucleico, il rilevamento
PCR in tempo reale e la rendicontazione dei risultati. Ciascun sistema comprende uno strumento e un personal computer
sul quale e stata installata un'applicazione in grado di effettuare le analisi e visualizzare i risultati. Per ulteriori informazioni,
consultare il Manuale dell'operatore del sistema GeneXpert® in uso.

Il dosaggio ResistancePlus® MG FleXible richiede cartucce FleXible monouso, a cui l'utente aggiungera il campione e la
miscela di reazione PCR per poi caricarle nello strumento.

Il dosaggio ResistancePlus® MG FleXible include un controllo interno per monitorare I'efficienza di estrazione e l'inibizione
PCR. Le Internal Control Cells (cellule di controllo interno) contengono il templato di DNA per il controllo interno, che viene
aggiunto al campione e quindi co-estratto e co-amplificato nella reazione PCR in tempo reale. L'interpretazione dei risultati
del dosaggio ResistancePlus® MG FleXible & automatizzata dal software del sistema GeneXpert® Dx o Infinity Xpertise
utilizzando segnali fluorescenti misurati e algoritmi di calcolo integrati, al fine di determinare il rilevamento di M. genitalium
e delle mutazioni di 23S rRNA.

Il dosaggio ResistancePlus® MG FleXible utilizza primer PlexPrime® per I'amplificazione sensibile e specifica dei target di
mutazione 23S rRNA ed enzimi PlexZyme® per la rilevazione PCR sensibile e specifica multiplexata in tempo reale delle
sequenze target.

2.3 Principi della tecnologia

La PCR in tempo reale (qPCR) puo essere utilizzata per amplificare e rilevare specifici acidi nucleici target da agenti
patogeni. PlexPCR® & una tecnologia PCR in tempo reale che utilizza enzimi PlexZyme® per rilevare e segnalare il prodotto
amplificato attraverso la generazione di un segnale fluorescente (Figura 1). | primer PlexPrime® possono essere utilizzati
per I'amplificazione specifica delle sequenze mutanti abbinata al rilevamento specifico di mutanti con PlexZyme® (Figura
2).
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Gli enzimi PlexZyme® sono complessi di DNA catalitico composti da due oligonucleotidi di DNA denominati “Enzimi parziali”.
Ciascun enzima parziale & dotato di una regione target-specifica, un nucleo catalitico e una regione legata alla sonda
universale. Quando & presente il prodotto target, i due enzimi parziali si legano in modo adiacente per formare il PlexZyme®
attivo che é dotato di attivita catalitica per scindere una sonda marcata. Il clivaggio separa i coloranti fluoroforo e quencher,
producendo un segnale fluorescente che pud essere monitorato in tempo reale. Gli enzimi PlexZyme® sono dotati di
specificita aggiuntiva rispetto alle tecnologie di rilevamento alternative, poiché due enzimi parziali devono legarsi per poter
essere rilevati. Gli enzimi PlexZyme® sono anche enzimi con turnover multipli. Sonde multiple possono essere scisse
durante ciascun ciclo PCR dando luogo a un segnale forte e sensibile. | dosaggi PlexZyme® sono altamente sensibili e
specifici, e sono ideali per il rilevamento multiplexato di agenti patogeni.

| primer PlexPrime® sono dotati di tre regioni funzionali. La lunga regione 5’ che fissa il primer a una determinata posizione,
e la regione breve 3’ che mira in modo selettivo all’estensione dalla base mutante. Tra le regioni da 5’ e 3’ esiste una
sequenza di inserimento che funge da struttura-ponte, inserisce una sequenza indipendente dal target nellamplicone
risultante e aumenta la pressione selettiva della regione da 3'. Nel multiplex, ciascun primer PlexPrime® & stato progettato
per individuare una base mutante specifica e includera una sequenza di inserimento univoca, producendo pertanto
sequenze mutanti di amplicone distinte. A differenza di altre tecnologie basate su sonde di rilevamento, 'enzima PlexZyme®
puo essere sovrapposto al primer PlexPrime® per individuare I'amplicone del mutante specifico contenente la base mutante
e la sequenza di inserimento incorporata. La particolare combinazione di primer PlexPrime® abbinato agli enzimi PlexZyme®
consente I'amplificazione specifica delle sequenze mutanti, e il rilevamento sensibile e specifico in multiplex.

Figura 1. Rappresentazione schematica del rilevamento e della segnalazione universale di PlexZyme®.
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Figura 2. Rappresentazione schematica del primer PlexPrime® accoppiato al rilevamento PlexZyme®. Il primer
PlexPrime® amplifica specificamente la sequenza mutante e gli enzimi PlexZyme® rilevano specificamente
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Numero di test: 10 reazioni

Tabella 1. Contenuto del kit ResistancePlus® MG FleXible

g SpeeDx

N. N. di Colore del Contenuto Descrizione Quantita
scatola catalogo tappo
Plex Mastermix Miscela master contenente i componenti
Blu (Miscela master Plex), necessari per qPCR tra cui dNTP, DNA 1 x 440 pL
2x polimerasi e tampone
] ’ Miscela contenente oligonucleotidi™ per
Marrone mg:ggg)leé)((Mlscela 'amplificazione e il rilevamento di M. genitalium, 1 x50 pL
! mutazioni 23S rRNA e controllo interno
Le cellule di controllo interno contengono il
Internal Control Cells templato di DNA del controllo interno per
(cellule di controllo monpitorare I'efficienza di estrazione ep 1x100 L
- i #
1 2000410-R interno) amplificazione
i ®
Re5|_stanceP|us MG Etichette per cartucce in cui sono riportati il
FleXible labels ) o ; "
N/D (Etichette codice a parre specifico per il lotto, il numero del 10 etichette
A ® lotto principale, la data di scadenza e le
ResistancePlus® MG informazioni ADF
FleXible)* ’
MG FleXible Mix label . " . . .
N/D (Etichetta per miscela Etlchetta per | |gient|f|ca2|one t_jella mlsceIa} di 1 etichetta
. reazione combinata MG FleXible (facoltativa).
MG FleXible)
2000410- ResistancePlus® MG
CART FleXible Cartridge Cartuccia monouso per il trattamento dei
2 N/D (Cartuccia per campioni, I'amplificazione e il rilevamento 10 cartucce
ResistancePlus® MG dell'acido nucleico.
FleXible)

# Conservare le provette del templato separatamente dai mix di oligonucleotidi, cioé nella sala di manipolazione del templato o degli acidi

nucleici

~ Gli oligonucleotidi sono coppie di primer PCR (inclusi i primer PlexPrime®), enzimi PlexZyme® e sonde contrassegnate mediante

fluorescenza.
* Non gettare le etichette delle cartucce

4 Spedizione e conservazione

- | reagenti del dosaggio (contenuti nella scatola 1) dei kit ResistancePlus® MG FleXible vengono spediti in confezioni
con blocchi di ghiaccio secco o di gel ghiacciato. Conservare i componenti del dosaggio a -25°C a -15°C dopo la
ricezione. Si raccomanda che i cicli di congelamento/scongelamento siano limitati a meno di otto. Vedere la
sezione 8.2 per le condizioni di conservazione e le raccomandazioni in materia di congelamento e
scongelamento della miscela di reazione combinata MG FleXible.

- Le cartucce per ResistancePlus® MG FleXible vengono spedite e conservate a una temperatura compresa tra 2 e 28

°C.

- Se conservato nelle condizioni consigliate e trattato correttamente, il kit rimane attivo fino alla data di scadenza riportata
sull’etichetta. Non utilizzare oltre la data di scadenza.

- Qualsiasi incidente grave dovra essere segnalato a SpeeDx all'indirizzo tech@speedx.com.au

5  Avvertenze e precauzioni

5.1 Generali

- Solo per uso diagnostico in vitro.

- Leggere attentamente queste istruzioni per I'uso prima dell'uso. Attenersi scrupolosamente alle procedure descritte per
assicurare l'affidabilita dei risultati del test. Qualsiasi deviazione da tali procedure puo influire sulle prestazioni del test.

- Gli utenti devono avere ricevuto una formazione adeguata sull'uso del dosaggio ResistancePlus® MG FleXible.
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- Eventuali incidenti gravi dovranno essere segnalati al produttore e all’autorita competente dello Stato membro in cui
l'utente e/o il paziente risiede

5.2 Laboratorio

- Le precauzioni di base per prevenire la contaminazione delle reazioni PCR includono l'utilizzo di puntali di pipette con
filtro sterili per la preparazione della miscela di reazione PCR, 'uso di un nuovo puntale per ogni azione di pipettaggio
e la separazione del flusso di lavoro.

- Si raccomanda di effettuare in spazi separati la preparazione della miscela master, I'aggiunta del campione e il
termociclaggio. Come minimo, lo strumento PCR va situato se possibile in una stanza separata rispetto alle aree in cui
vengono preparate le reazioni.

- Siraccomanda di seguire le ordinarie precauzioni di laboratorio. Indossare adeguati dispositivi di protezione individuale
come guanti, protezioni oculari e camice di laboratorio durante la manipolazione dei reagenti.

- | campioni clinici e le cartucce usate possono contenere organismi patogeni. Considerare tutti i campioni biologici e le
cartucce usate potenzialmente infettivi e seguire le procedure di sicurezza della propria struttura per la manipolazione
di sostanze chimiche e campioni biologici.

- Seguire le procedure di smaltimento dei rifiuti pericolosi della propria struttura per il corretto smaltimento delle cartucce
usate.

5.3 Manipolazione dei campioni

- | campioni devono essere raccolti, trasportati e conservati attenendosi alle tecniche di laboratorio standard o alle
istruzioni del kit di raccolta.

5.4 Dosaggio/reagente
- Non aprire il coperchio della cartuccia se non quando si aggiunge la miscela di reazione e il campione.

- Non utilizzare una cartuccia se appare danneggiata, & stata lasciata cadere o agitata, oppure mostra segni di fuoriuscita
o cristallizzazione del reagente.

- Non posizionare l'etichetta identificativa del campione sul coperchio della cartuccia o sull'etichetta del codice a barre.
- Non utilizzare una cartuccia se ha una provetta di reazione danneggiata.

- Ciascuna cartuccia € monouso. Non riutilizzare le cartucce gia utilizzate.

- Non utilizzare reagenti, cartucce ed etichette con numeri di lotto principale diversi.

- lreagenti del saggio contengono il tampone IDTE che pud causare grave irritazione oculare. Si raccomanda di operare
in un'area ben ventilata e di indossare dispositivi di protezione individuale adeguati come guanti, occhiali protettivi e
camice da laboratorio durante la manipolazione dei reagenti.

5.5 Misure di sicurezza

A AVVERTENZA - |l reagente di lisi (contenuto nella cartuccia) contiene tiocianato di guanidina.
Classe di pericolo:

- Tossicita acuta orale 4.

- Lieve irritazione della pelle 3.

- Lieve irritazione degli occhi 2B.

Indicazioni di pericolo:

- H302: Nocivo se ingerito.

- EUH301: A contatto con acidi sprigiona gas tossici.
Consigli di prudenza:

- P264: Lavare accuratamente dopo l'uso.

- P270: Non mangiare, né bere, né fumare durante l'uso.

- P301+P312: SE INGERITO: Rivolgersi immediatamente a un CENTRO ANTIVELENI o a un medico in caso di
malessere.
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- P330: Sciacquare la bocca.

- P501: Smaltire il prodotto/recipiente in conformita alla regolamentazione locale/regionale/nazionale/internazionale.

Le schede di dati di sicurezza (SDS) sono disponibili su richiesta. Contattare l'assistenza tecnica nella Sezione 16 per
maggiori informazioni.

6 Prodotti e materiali di consumo associati

Materiale per Controllo positivo
- Kit Controllo positivo S2A ResistancePlus® MG (SpeeDx, n. cat. S2A-95004)

Materiali di consumo di laboratorio

- Guanti e camici da laboratorio puliti

- Agitatore Vortex

- Centrifuga da banco per provette da 1,5 mL

- Micropipettatori che coprono l'intervallo 10-100 pL

- Puntali di pipette sterili resistenti all'aerosol, senza DNAse/RNAse

- Pipette di trasferimento sterili in grado di trasferire un volume di almeno 1 mL

Per lo strumento GeneXpert®
- Sistema GeneXpert®: Strumento GeneXpert®, computer con software GeneXpert® versione 4.7b o successiva

- Lettore di codici a barre

Per GeneXpert Infinity-48s o Infinity-80:

- Il software Xpertise versione 6.4b o successiva

Dispositivi per il prelievo di campioni

- Kit Prelievo campioni vaginali/endocervicali Xpert® (Cepheid, n. cat. SWAB/A-50)

- Kit Prelievo campioni tampone Xpert® (Cepheid, n. cat. SWAB/G-50)

- Kit Prelievo campioni urina Xpert® (Cepheid, n. cat. URINE/A-50)

- Coppetta per raccolta urina sterile

- FLOQSwab™ Regular in 3 mL di terreno UTM™ (Copan, n. cat. 346C o 306C (USA))
- Terreno PCR Cobas® (Roche, n. cat. 06466281190)

- Tampone asciutto, risospeso in 3 mL di PBS
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Figura 3. La procedura in generale
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Nota: | reagenti forniti sono indicati in corsivo seguiti dal colore del tappo della provetta tra parentesi.

8.1 Raccolta, trasporto e conservazione del campione

L'urina maschile e femminile, il tampone vaginale, il tampone cervicale, il tampone rettale, il tampone uretrale provenienti
da pazienti sintomatici e asintomatici devono essere raccolti, trasportati e conservati utilizzando le tecniche di laboratorio
standard o secondo le istruzioni del kit di prelievo.

8.1.1 Dispositivi convalidati per la raccolta dei campioni

La raccolta, la conservazione e il trasporto inadeguati o inappropriati dei campioni possono portare a risultati falsi del test.
Si consiglia vivamente una formazione adeguata sulla raccolta dei campioni per garantire la qualita e la stabilita dei
campioni.

| dispositivi per la raccolta dei campioni che sono stati convalidati con il kit ResistancePlus® MG FleXible sono indicati di
seguito con una breve guida relativa alle istruzioni del produttore del dispositivo per la raccolta, la manipolazione e il
trasporto. Queste istruzioni non intendono sostituire o prevalere sulle istruzioni fornite dal produttore. Fare sempre
riferimento alle istruzioni del produttore del dispositivo sulla raccolta dei campioni per conoscere i metodi di raccolta corretti.

Prima di qualsiasi metodo di raccolta, personale addestrato deve garantire la corretta comprensione del dispositivo e della
metodologia. Rivedere almeno la descrizione del test per quanto segue: indicazione del tipo di campione, volume sufficiente,
procedura/e, materiali necessari per la raccolta, preparazione del paziente e istruzioni corrette per la manipolazione e la
conservazione.

8.1.2 Raccolta, trasporto e conservazione del kit Xpert® per la raccolta di campioni vaginali/endocervicali (Cefeide,

cat. n. SWAB/A-50)

8.1.2.1 Raccolta, trasporto e conservazione dei campioni di tampone vaginale

Di seguito sono riepilogate le istruzioni per la raccolta e il trasporto di campioni di tampone vaginale femminile con il kit di
raccolta campioni vaginali/endocervicali Xpert® (Cepheid, cat n. SWAB/A-50)

1. Aprire il peelpack esterno (che contiene il kit da due confezioni), identificare il tampone di pulizia pit grande e
metterlo da parte.

2. Aprire la confezione che contiene la provetta del reagente per il trasporto del tampone Xpert con tappo rosa e il
tampone di raccolta confezionato singolarmente. Mettere da parte la provetta prima di iniziare a raccogliere il
campione.

3. Aprire l'involucro del tampone di raccolta staccando la parte superiore dell'involucro.

4. Rimuovere il tampone, facendo attenzione a non toccare la punta e a non appoggiarlo. Se la punta morbida
viene toccata, il tampone viene appoggiato o cade, richiedere un nuovo kit di raccolta.

5. Tenere il tampone in mano, posizionando il pollice e l'indice al centro dell'asta del tampone.

6. Inserire con attenzione il tampone nella vagina per circa 5 cm all'interno dell'apertura della vagina e ruotare
delicatamente il tampone per 10-30 secondi. Assicurarsi che il tampone tocchi le pareti della vagina in modo
che l'umidita venga assorbita dal tampone.

7. Ritirare il tampone facendo attenzione.

8. Tenendo il tampone nella stessa mano, svitare il tappo dalla provetta del reagente di trasporto del tampone
Xpert.

9. Non versare il contenuto della provetta. In caso di fuoriuscita del contenuto della provetta, richiedere un nuovo
kit di raccolta.

10. Inserire subito il tampone di raccolta del campione nella provetta del reagente di trasporto.

11. Identificare la linea di demarcazione sull'asta del tampone di raccolta. Spezzare con attenzione l'asta del
tampone contro il lato della provetta in corrispondenza della linea di demarcazione ed eliminare la parte
superiore dell'asta del tampone; fare attenzione a non causare schizzi del contenuto.

12. Richiudere la provetta del reagente per il trasporto del tampone e stringere saldamente il tappo.

13. Capovolgere o agitare delicatamente la provetta 3-4 volte per eluire il materiale dal tampone. Evitare la
formazione di schiuma.

14. Etichettare la provetta di trasporto con le informazioni identificative del campione, inclusa la data di raccolta,
come richiesto.

15. Decontaminare e smaltire tutti i campioni, i reagenti e altri materiali potenzialmente contaminati in conformita
con le normative locali, statali e regionali.
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8.1.2.2

Trasportare e conservare la provetta del reagente di trasporto del tampone Xpert a una temperatura compresa
tra 2° C e 30° C per un massimo di 60 giorni.

Raccolta, trasporto e conservazione dei campioni di tampone endocervicale

Di seguito sono riepilogate le istruzioni per la raccolta e il trasporto di campioni di tampone endocervicale femminile con il
kit di raccolta dei campioni vaginali/endocervicali Xpert® (Cepheid, cat n. SWAB/A-50)

1.
2.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

8.1.3

Aprire il kit di raccolta dei campioni vaginali/endocervicali Xpert CT/NG.

Prima di raccogliere il campione endocervicale con il kit di raccolta dei campioni vaginali/endocervicali Xpert
CTING, rimuovere il muco in eccesso dall'orifizio cervicale e dalla mucosa circostante utilizzando il tampone di
pulizia grande confezionato singolarmente. Aprire parzialmente I'involucro del tampone di pulizia pit grande ed
estrarre il tampone. Pulire l'orifizio cervicale e la mucosa circostante, quindi gettare il tampone.

Nota: se si raccolgono piu campioni, il muco in eccesso deve essere rimosso solo una volta.

Aprire la confezione che contiene la provetta del reagente per il trasporto del tampone Xpert con tappo rosa e il
tampone di raccolta confezionato singolarmente. Prima di procedere, mettere da parte la provetta.

Aprire l'involucro del tampone di raccolta staccando la parte superiore dell'involucro.

Rimuovere il tampone, facendo attenzione a non toccare la punta e a non appoggiarlo. Se la punta morbida
viene toccata, il tampone viene appoggiato o cade, richiedere un nuovo kit di raccolta.

Inserire il tampone di raccolta nel canale endocervicale.

Ruotare delicatamente il tampone in senso orario da 10 a 30 secondi nel canale endocervicale per garantire un
campionamento adeguato.

Ritirare il tampone facendo attenzione.

Tenendo il tampone nella stessa mano, svitare il tappo dalla provetta del reagente per il trasporto del tampone
Xpert CT/NG.

Non versare il contenuto della provetta. In caso di fuoriuscita del contenuto della provetta, richiedere un nuovo
kit di raccolta.

Identificare la linea di demarcazione sull'asta del tampone di raccolta. Spezzare con attenzione l'asta del
tampone contro il lato della provetta in corrispondenza della linea di demarcazione ed eliminare la parte
superiore dell'asta del tampone; fare attenzione a non causare schizzi del contenuto.

Richiudere la provetta del reagente per il trasporto del tampone e stringere saldamente il tappo.

Capovolgere o agitare delicatamente la provetta 3-4 volte per eluire il materiale dal tampone. Evitare la
formazione di schiuma.

Etichettare la provetta di trasporto con le informazioni identificative del campione, inclusa la data di raccolta,
come richiesto.

Decontaminare e smaltire tutti i campioni, i reagenti e altri materiali potenzialmente contaminati in conformita
con le normative locali, statali e regionali.

Trasportare e conservare la provetta del reagente di trasporto del tampone Xpert a una temperatura compresa
tra 2° C e 30° C per un massimo di 60 giorni.

Raccolta, trasporto e conservazione del kit per la raccolta di campioni di tampone vaginale/endocervicale
Xpert® (Cefeide, cat. n. SWAB/A-50)

Di seguito sono riepilogate le istruzioni per la raccolta e il trasporto di campioni di tampone rettale maschile e femminile con
il kit per la raccolta dei campioni di tampone Xpert® (Cepheid, Cat n. SWAB/G-50)

1.
2.

Aprire il kit per la raccolta dei campioni di tampone Xpert.

Aprire il peelpack esterno (che contiene il kit da due confezioni), identificare il tampone di pulizia piu grande e
metterlo da parte.

Aprire l'involucro del tampone di raccolta staccando parzialmente la parte superiore dell'involucro.

Rimuovere il tampone, facendo attenzione a non toccare la punta e a non appoggiarlo. Se la punta morbida
viene toccata, il tampone viene appoggiato o cade, usare un nuovo kit per la raccolta dei campioni di tampone
Xpert.

Inserire con attenzione il tampone per circa 1 cm oltre lo sfintere anale (in modo che le punte delle fibre non
siano piu visibili) e ruotarlo delicatamente.

Tenendo il tampone nella stessa mano, svitare il tappo dalla provetta del reagente di trasporto del tampone
Xpert.

Non versare il contenuto della provetta. In caso di fuoriuscita del contenuto della provetta, usare un nuovo kit di
raccolta.

Inserire subito il tampone nella provetta del reagente di trasporto.

Identificare la linea di demarcazione sull'asta del tampone di raccolta. Spezzare con attenzione l'asta del
tampone contro il lato della provetta in corrispondenza della linea di demarcazione ed eliminare la parte
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10.
11.

12.

13.

8.14

superiore dell'asta del tampone; fare attenzione a non causare schizzi del contenuto. Lavare con acqua e
sapone se esposto.

Richiudere la provetta del reagente per il trasporto del tampone e stringere saldamente il tappo.

Capovolgere o agitare delicatamente la provetta 3-4 volte per eluire il materiale dal tampone. Evitare la
formazione di schiuma.

Etichettare la provetta per il trasporto con le informazioni identificative del campione, inclusa la data di raccolta,
come richiesto.

Trasportare e conservare i campioni di tampone nella provetta del reagente di trasporto del tampone Xpert a
una temperatura compresa tra 2°C e 30°C per un massimo di 60 giorni.

Raccolta, trasporto e stoccaqgagio del kit Xpert® per la raccolta dei campioni di urina (Cefeide, cat. n. URINE/A-50)

Di seguito sono riepilogate le istruzioni per la raccolta e il trasporto di campioni di tampone di urine maschili e femminili con
il kit di raccolta dei campioni di urina Xpert® (Cepheid, cat. n. SWAB/G-50)

1.

© o N

11.

12.

8.15

Il paziente non deve aver urinato per almeno 1 ora prima della raccolta del campione. Le pazienti di sesso
femminile non devono pulire I'area labiale prima di raccogliere il campione. | pazienti di sesso maschile non
devono pulire la punta del pene prima di raccogliere il campione.

Chiedere al paziente di fornire la prima urina (circa 20-50 mL del flusso di urina iniziale) in una vaschetta per la
raccolta delle urine priva di conservanti. La raccolta di volumi maggiori di urina pud comportare una diluizione
del campione che puo ridurre la sensibilita del test.

Assicurarsi che l'urina sia ben miscelata nella vaschetta per urina prima di trasferire un campione nella provetta
del reagente per il trasporto dell'urina Xpert.

Aprire la confezione di una pipetta di trasferimento monouso fornita nel kit.

Rimuovere il tappo dalla provetta del reagente di trasporto dell'urina Xpert e dalla vaschetta per la raccolta
dell'urina.

Inserire la pipetta di trasferimento nella vaschetta per I'urina in modo che la punta sia vicina al fondo della
vaschetta. Trasferire circa 7 mL di urina nella provetta del reagente di trasporto dell'urina Xpert utilizzando la
pipetta di trasferimento monouso. E stato aggiunto il corretto volume di urina quando il livello raggiunge la linea
nera tratteggiata sull'etichetta della provetta del reagente per il trasporto dell'urina Xpert.

Richiudere la provetta del reagente per il trasporto dell'urina e stringere saldamente.

Capovolgere la provetta del reagente 3-4 volte per garantire che il campione e il reagente siano ben miscelati.
Richiudere la vaschetta per l'urina.

Etichettare la provetta per il trasporto con le informazioni identificative del campione, inclusa la data di raccolta,
come richiesto. Fare attenzione a non oscurare la linea di riempimento sulla provetta del reagente per il
trasporto dell'urina Xpert.

Trasportare e conservare i campioni di urina femminile nella provetta del reagente per il trasporto dell'urina
Xpert a una temperatura compresa tra 2°C e 30°C per un massimo di 3 giorni 0 a una temperatura compresa
tra 2°C e 15°C per un massimo di 45 giorni.

Trasportare e conservare i campioni di urina maschile nella provetta del reagente per il trasporto dell'urina Xpert
a una temperatura compresa tra 2°C e 30°C per un massimo di 45 giorni.

Raccolta, trasporto e conservazione di vaschette sterili per la raccolta delle urine

Per la raccolta di campioni di urina puri € possibile utilizzare una vaschetta sterile per la raccolta delle urine. A causa della
variabilita, fare riferimento al foglietto illustrativo del produttore per i metodi di raccolta appropriati. Trasportare e conservare
utilizzando tecniche di laboratorio standard.

8.1.6

Prelievo, trasporto e conservazione di FLOQSwab™ regolare in 3 mL di terreno di trasporto UTM™ (Copan,
Cat n. 346C o0 306C (USA))

Di seguito sono riepilogate le istruzioni per la raccolta e il trasporto di campioni di tampone vaginale femminile con
FLOQSwab™ regolare in 3 mL di terreno di trasporto UTM™ (Copan, Cat no. 346C or 306C (USA))

1.

Aprire la confezione del kit UTM ed estrarre la provetta test contenente il terreno di trasporto e la busta interna
contenente il tampone sterile.

Estrarre il tampone sterile dalla sua busta e raccogliere il campione clinico; per evitare il rischio di
contaminazione, assicurarsi che la punta del tampone venga a contatto solo con il sito di raccolta.

Dopo aver raccolto il campione, svitare e togliere il tappo dalla provetta facendo attenzione a non far fuoriuscire
il mezzo.

Inserire il tampone nella provetta finché il punto di rottura non ha raggiunto il livello dell'apertura della provetta.
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Piegare e rompere il tampone nel punto di rottura tenendo la provetta lontana dal viso ed eliminare la parte in

Riavvitare il tappo sulla provetta e chiuderla ermeticamente.
Analizzare il campione contenuto nelllUTM entro 48 ore dalla raccolta conservando la provetta a 2-25° C.
Prima del trattamento, agitare nel vortex per 20 secondi per favorire il rilascio del campione dal tampone e

5.
eccesso.
6.
7.
8.
omogeneizzare il mezzo.
8.1.7

Raccolta, trasporto e conservazione di Cobas® PCR media (Roche, cat. n. 06466281190)

Di seguito sono riepilogate le istruzioni per la raccolta e il trasporto di urine maschili e femminili contenute in cobas® PCR
media (Roche, Cat no 06466281190).

Miscelare e trasferire I'urina nella provetta di cobas® PCR Media utilizzando una pipetta monouso (non fornita).
Nota: I'urina puo essere conservata a una temperatura compresa tra 2° C e 30° C fino a 24 ore prima di essere

E stato aggiunto il corretto volume di urina quando il livello di liquido si trova tra le due linee nere sull'etichetta

Capovolgere la provetta 5 volte per mescolare. Il campione & ora pronto per il trasporto e il test
Trasportare e conservare la provetta cobas® PCR Media contenente il campione di urina stabilizzato a una

1.
trasferita nella provetta di cobas® PCR Media
2.
della provetta
3. Richiudere bene la provetta di cobas® PCR Media
4.
5.
temperatura compresa tra 2°C e 30°C.
8.1.8

Raccolta, trasporto e conservazione di tampone asciutto risospeso in 3 mL di PBS

g SpeeDx

| tamponi asciutti possono essere utilizzati per vari campioni raccolti da medici e pazienti. A causa della variabilita, fare
riferimento al foglietto illustrativo del produttore per i tipi di campioni e i metodi di raccolta appropriati.

8.2

Preparazione della miscela di reazione MG FleXible

Per la descrizione del contenuto del kit, consultare la Tabella 1.

Nota: L'impostazione del dosaggio deve riportare lo stesso numero di lotto principale del prodotto per le etichette scatola 1
(reagenti del dosaggio), scatola 2 (cartucce) e ResistancePlus® MG FleXible (vedere i rettangoli rossi nella Figura 4).

Nota: Verificare l'integrita delle cartucce e assicurarsi che la provetta di reazione sia intatta.

Nota: Verificare che tutti i reagenti e le cartucce non siano scaduti prima dell'uso e prima di etichettare la cartuccia.

Figura 4. Il numero del MASTER LOT (lotto principale) deve essere lo stesso sulle etichette scatola 1 (a sinistra;
reagenti per il dosaggio ResistancePlus® MG FleXible, N. di cat. 2000410-R), scatola 2 (al centro; cartucce per
ResistancePlus® MG FleXible, N. di cat. 2000410-CART) e ResistancePlus® MG FleXible (a destra).
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Affiggere I'etichetta ResistancePlus® MG FleXible sulla parte anteriore della cartuccia come mostrato in Figura 5.

Figura 5. Applicare I'etichetta ResistancePlus® MG FleXible

| \éSpeeD; 7 |

|
| ResistancePlus MG® Flexible
e 1234567 f

Nota: Prima di utilizzare i reagenti, scongelare del tutto, miscelare accuratamente e brevemente con il vortex, e centrifugare

Per preparare la miscela di reazione MG FleXible, pipettare 44 pL della miscela MG+23S Mix (MARRONE) nella provetta
Plex Mastermix (BLU) come mostrato in Figura 6. Questa miscela di reazione ¢ sufficiente per 10 reazioni.

Figura 6. Preparare la miscela di reazione MG FleXible

%@
"
o |
(T

- -

(Facoltativo) Per conservare la miscela di reazione residua combinata MG FleXible, si puo lasciare il contenuto nella
provetta Plex Mastermix (BLU) e la provetta puo essere rietichettata applicandovi I'etichetta della miscela MG FleXible Mix.
Registrare la data di preparazione nell'apposito spazio sull'etichetta.

- La miscela di reazione combinata MG FleXible puo essere conservata a -25°C a -15°C per un massimo di 8 settimane.
Si raccomanda che i cicli di congelamento/scongelamento siano limitati a meno di otto.

Rimettere il coperchio sulla provetta Plex Mastermix (BLU) e serrare. Miscelare con il vortex, e centrifugare come mostrato
in Figura 7.
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Figura 7. Miscelatura con il vortex della miscela di reazione MG FleXible

SN SN
. « T,

Gettare la provetta della miscela MG+23S Mix (VARRONE).

Aprire il coperchio della cartuccia.

Pipettare 44 pL della miscela di reazione combinata MG FleXible nella camera di reazione (la piccola apertura a sinistra
della cartuccia, come mostrato in Figura 8). Inserire il puntale verticalmente fino in fondo nella camera prima di espellere
la soluzione. Picchiettare delicatamente la parte inferiore del carrello sul banco per permettere alla soluzione di posarsi.

Figura 8. Caricare la miscela di reazione MG FleXible nella camera di reazione

8.3 Aggiunta del campione

Nota: Utilizzare solo pipette di trasferimento per I'aggiunta del campione nella cartuccia.

Aprire il coperchio della provetta del campione, comprimere il bulbo della pipetta di trasferimento, inserire la pipetta nella
provetta del campione e rilasciare lentamente il bulbo per riempire la pipetta di trasferimento fino alla tacca da 1 mL sul
fusto della pipetta. Il campione aspirato non deve contenere bolle d'aria (Figura 9).

Figura 9. Aspirare il campione nella pipetta di trasferimento
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Dispensare il campione dalla pipetta di trasferimento nella camera del campione della cartuccia (I'apertura grande nella

parte inferiore destra della cartuccia) come mostrato in Figura 10.

Figura 10. Aggiungere il campione alla camera del campione

[

| 8SpeeDx
| ResistancePius MG® Flexible |
| [ 1236887 |

Aggiungere 10 pL di Internal Control Cells (cellule di controllo interno) (ROSSO) nella camera del campione come mostrato
in Figura 11. Assicurarsi che il puntale sia immerso nel campione prima di espellere le Internal Control Cells (cellule di

controllo interno). Non mescolare o agitare la cartuccia.

Figura 11. Aggiungere le Internal Control Cells (cellule di controllo interno)

Chiudere il coperchio della cartuccia come mostrato in Figura 12.

Figura 12. Chiudere il coperchio

f/

Nota: La cartuccia deve essere caricata entro 30 minuti dalla preparazione.
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9 Programmazione dello strumento

Il dosaggio ResistancePlus® MG FleXible deve essere eseguito su un sistema GeneXpert® utilizzando il software
GeneXpert® versione 4.7b o successiva o il software Infinity Xpertise versione 6.4b o successiva.

Il file di definizione del dosaggio (Assay Definition File, ADF) del ResistancePlus MG FleXible deve essere
importato nel software prima di eseguire il test per la prima volta.

Nota: | seguenti passaggi sono basati sul software GeneXpert® versione 4.7b o successiva e possono differire se il flusso
di lavoro predefinito del sistema é stato modificato dall'amministratore di sistema.

9.1 Importazione dell'’ADF nel software

Nel menu principale del software GeneXpert® Dx:

Selezionare Define Assays (definisci dosaggi) (Figura 13).

Selezionare Import (Importa) (Figura 14).

Figura 13. Menu principale — Selezionare Define Assays (definisci dosaggi)

#* GeneXpert® Dx System

User Data Management Reports Setup Maintenance Define Assays About

Create Test Check Status Stop Test

View Results Define Assays Define Graphs Maintenance

Figura 14. Menu Define Assays (definisci dosaggi) — Selezionare Import (importa)

| §
New

Nella finestra Import Assay (importa dosaggio), selezionare la posizione dellADF e selezionare Import (importa)
(Figura 15).

User Data Management Reports Setup Maintenance Define Assays About

1 Impont Assay ——

Look In: | DVD RW Drive () ~| @l [a o e

[T Genexpert Systems
| Package Insert

Figura 15. Localizzare I'ADF (sinistra)

Usor Data Management Reports Setup Maintenance Define Assays About

Create Test Check Status Stop Test View Results Define Assays  Define Graphs Maintenance

File ame: i
Files of Type: | Assay Files (gxa) 5|
- —
[ new || Detete Hove To Top | tot || mport

e importare il dosaggio (destra)

Define Graphs Maintonance

Lok ja: | ) GeneXpert Systems | @ | ol B
| | Rosistancepius MG Floxible_1.9xa
File ome:  [ResistancePlus MG FleXible_1 gea
Filon of Type: | Ausay Files (gxa) =
=
T =
| mow || Doleto Move ToTop | Lot | import |

Nel software Infinity Xpertise, selezionare I'icona Home per visualizzare |'area di lavoro Home del software.
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Seleziona il pulsante Setup (impostazione).
Nel menu Setup, selezionare Manage Assays (gestisci dosaggi).

Nell'area di lavoro Manage Assays, fare clic su Import (importa). Comparira la finestra di dialogo Import Assay (importa
dosaggio).

Individuare la posizione dell’ADF, quindi fare clic sul pulsante Open (apri) nella finestra di dialogo Import Assay.

9.2 Avvio del test

Nota: | seguenti passaggi possono differire se il flusso di lavoro predefinito del sistema € stato modificato dall'amministratore
di sistema.

Nel menu principale del software GeneXpert® Dx:

Selezionare Create Test (crea test) (GeneXpert Dx Figura 16) o selezionare Orders (Ordini) e Order Test (Ordinare
test) (Infinity Xpertise)

Figura 16. Menu principale - Create Test (crea test)

#* GeneXpert® Dx System
User Data Management Reports Setup Maintenance About

N [

Create Test, Check Status Stop Test View Results Define Assays Define Graphs

Nella finestra Create test del software GeneXpert® Dx software (Figura 17) o nell'area di lavoro Order Test del software
Infinity Xpertise:

Inserire il Patient ID (ID paziente) (facoltativo) tramite scansione o digitandolo direttamente.
Inserire il Sample ID (ID campione) tramite scansione o digitandolo direttamente.
Selezionare Scan Cartridge Barcode (scansiona codice a barre cartuccia).

Scansionare il codice a barre sull'etichetta ResistancePlus® MG FleXible. Utilizzando le informazioni del codice a
barre, il software compila automaticamente le caselle per i seguenti campi:

- Select Assay (seleziona dosaggio)
- Reagent Lot ID (ID lotto reagente)
- Cartridge SN (numero seriale cartuccia)
- Expiration Date (data di scadenza)

Nota: Se il lettore non riesce a interpretare il codice a barre sull'etichetta del ResistancePlus® MG FleXible, contattare
l'assistenza tecnica (Sezione 16) per istruzioni su come procedere.

Per Select Assay (seleziona dosaggio):

Verifica che il campo Name (nome) riporti 'ResistancePlus MG FleXible'.

Per awviare il test sullo strumento GeneXpert® Dx:
Fare clic su Select Module (seleziona modulo) e scegliere il modulo richiesto.
Seleziona Start Test (avvia test) e, se richiesto, inserire la password.
Il modulo selezionato viene indicato da una luce verde lampeggiante.
Caricare la cartuccia con la provetta di reazione rivolta verso il retro del modulo.

Chiudere lo sportello del modulo.
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La luce verde smettera di lampeggiare e rimarra accesa in modo continuo a indicazione del fatto che il test € in fase
di esecuzione.

Per avviare il test sullo strumento GeneXpert® Infinity:
Selezionare Submit (invia) e, se richiesto, inserire la password.
Posizionare la cartuccia sul nastro trasportatore

Lo strumento Infinity carichera automaticamente la cartuccia ed eseguira il test

Al termine del test:
Per lo strumento GeneXpert® Dx:
La luce si spegne e si apre lo sportello.

Le cartucce devono essere estratte manualmente e smaltite secondo le procedure idonee di smaltimento dei rifiuti
pericolosi.

Per lo strumento GeneXpert Infinity:

La cartuccia usata viene posizionata automaticamente nel contenitore dei rifiuti

Figura 17. La finestra Create Test (crea test)

#* Create Test E|
Patient ID [Patient ID |
sample D [Sample ID |
Name Version
Select Assay | ResistancePlus MG FleXible hd |
Select Module hd
R nt Lot ID 31891 | Expiration Date  |2020/03/22 Cartridge SN |0000000402
Test Type | Specimen - ‘
Sample Type | Other - ‘ Other Sample Type | |
Notes
Start Test H | Scan Cartridge Barcode | | Cancel
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Ciascun test include un controllo interno (Internal Control, IC) e un controllo di verifica della sonda (Probe Check Control,
PCC).

L'IC monitorizza l'efficienza dell'estrazione e l'inibizione del PCR. Le Internal Control Cells (cellule di controllo interno) sono
cellule di Escherichia coli contenenti il templato di DNA per il controllo interno, che viene aggiunto al campione e quindi co-
estratto e co-amplificato nella reazione. L'IC & valido se soddisfa i criteri di accettazione. Per un campione negativo
dell'analita, I''C deve essere valido perché il campione venga dichiarato un negativo valido. Per un campione positivo
dell'analita, l'intervallo dell'lC non incide sul risultato complessivo del test.

Prima dell'inizio del test PCR, il sistema GeneXpert esegue un controllo della sonda. Il segnale fluorescente viene misurato
per monitorare il carico della miscela, il iempimento della provetta di reazione, l'integrita della sonda e la stabilita del
colorante. Il controllo della sonda si considera riuscito se soddisfa i criteri di accettazione validati.

I controlli esterni (positivi e negativi) vanno eseguiti come disposto dai protocolli dell'istituto. Il kit ResistancePlus® MG S2A
Positive Control € raccomandato come materiale di controllo positivo per I'amplificazione degli acidi nucleici. Fare
riferimento alla Sezione 11 per le istruzioni per I'uso dei controlli positivi ResistancePlus® MG S2A. Si consiglia di utilizzare
un campione negativo noto come controllo negativo.
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11 Istruzioni per ResistancePlus® MG S2A Positive Control

Il kit ResistancePlus® MG S2A Positive Control contiene materiali di controllo positivo per mutanti 23S rRNA di M.
genitalium e 23S rRNA di M. genitalium di tipo selvaggio (Tabella 2).

Tabella 2. Contenuto del kit ResistancePlus® MG S2A Positive Control

Colore del tappo Contenuto Descrizione Quantita
MG, 23S rRNA wild type : " S .
. ! } Templato di controllo positivo per il rilevamento del tipo
Bianco (MG, 23.5 rRNA tipo selvaggio di M. genitalium, 23S rRNA 2x100 pL
selvaggio)
Templato di controllo positivo per il rilevamento della
Verde MG, 23S rRNA A2058G mutazione di M. genitalium, 23S rRNA nella posizione 2 x 100 pL
A2058G
Templato di controllo positivo per il rilevamento della
Arancione MG, 23S rRNA A2059G mutazione di M. genitalium, 23S rRNA nella posizione 2 x 100 pL
A2059G
Templato di controllo positivo per il rilevamento della
MG, 23S rRNA A2058T mutazione di M. genitalium, 23S rRNA nella posizione 2 x 100 pL
A2058T
Templato di controllo positivo per il rilevamento della
Giallo MG, 23S rRNA A2058C mutazione di M. genitalium, 23S rRNA nella posizione 2 x 100 pL
A2058C
Neutro D_|Iu_t|pn Buffer (Tampone di Diluente 10x1mL
diluizione)

11.1  lIstruzioni per l'uso

Nota: Prima di utilizzare i reagenti, scongelare del tutto, miscelare accuratamente e brevemente con il vortex, e centrifugare.

Preparare la miscela di reazione MG FleXible come descritto nella Sezione 8.2.

11.1.1 Preparazione del campione di controllo positivo con un micropipettore

- Pipettare 1 mL della provetta Dilution Buffer (tampone di diluizione) (NEUTRO) in una provetta di controllo positivo (es.
MG, 23S rRNA di tipo selvaggio (BIANCO)).

- Rimettere e stringere il coperchio. Miscelare con il vortex e centrifugare.
- Aggiungere 1 mL del campione di controllo positivo diluito in una cartuccia come descritto nella Sezione 8.3.

- Awviare il test di controllo positivo come descritto nella Sezione 9.2.

11.1.2 Preparazione del campione di controllo positivo con una pipetta di trasferimento

- Aprire il coperchio della provetta Dilution Buffer (tampone di diluizione) (NEUTRO). Comprimere il bulbo della pipetta di
trasferimento, inserire lentamente il puntale nella provetta Dilution Buffer fino a circa un quarto dal fondo. Rilasciare
delicatamente la pressione sul bulbo per riempire la pipetta di trasferimento mentre si sposta lentamente il puntale fino
al fondo della provetta (Figura 18). Assicurarsi che la pipetta di trasferimento sia stata riempita circa fino alla tacca di
1mL.

- Inserire la pipetta di trasferimento nella provetta di controllo positivo (es. MG, 23S rRNA di tipo selvaggio (BIANCO)) in
modo che tocchi la parete interna e rilasciare delicatamente il tampone di diluizione dalla pipetta di trasferimento.
Rimuovere la pipetta di trasferimento dalla provetta.

- Comprimere il bulbo della pipetta di trasferimento, inserire lentamente il puntale nella provetta del controllo positivo
diluito fin sotto il livello del liquido, e rilasciare delicatamente il bulbo mentre si sposta lentamente il puntale verso il
fondo della provetta. Assicurarsi che la pipetta di trasferimento sia stata riempita circa fino alla tacca di 1 mL.

- Versare 1 mL del campione di controllo positivo diluito in una cartuccia come descritto nella Sezione 8.3.

- Awviare il test di controllo positivo come descritto nella Sezione 9.2.
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Fare riferimento alla Sezione 13 per esempi dei risultati.

Figura 18. Aggiungere 1 mL di tampone di diluizione al controllo positivo MG

J Dilution Buffer
'/ MG Positive Control

12 Interpretazione dei risultati

L'interpretazione dei risultati del dosaggio ResistancePlus® MG FleXible & automatizzata dal software del sistema
GeneXpert® utilizzando segnali fluorescenti misurati e algoritmi di calcolo integrati.

Nel menu principale del software GeneXpert® Dx:
Selezionare View Results (visualizza risultati) (Figura 19) > Selezionare View Test (visualizza test).
Nella finestra Select Test to Be Viewed (seleziona il test da visualizzare):

Selezionare il test richiesto e di seguito OK.
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Figura 19. Visualizza risultati (la visualizzazione puo variare in base alla configurazione dell'utente)

#* GeneXpert® Dx System

User DataManagement Reports Setup Maintenance View Resulis About

el

Stop Test e Define Graphs Maintenance

| Test Result

Result View Assay Mame ResistancePlus MG FleXible Version 1
Primary Curve

LU L. genitalium DETECTED;
Sample ID 3 23S rRNA mutation DETECTED

‘595 High_1 ‘ :

Assay ResistancePlus MG FleXibl i
Version 1
Test Type | Specimen hd |||
Sample Type | Other -
Other Sample Type i
Notes : Views
‘ ‘ Result View

[For In Vitro Diagnostic Use Only.

Legend
¥l 7] M.genitalium; Primary
¥ | internal Control; Primary
vl || 23S rRNA mutation; Primary

600

D

“{Primary Curve

400
Module Name A1

Reagent Lot ID* 31891
Start Time 07/121912:02:42
End Time 07/12/18 13:59:58
Status Done
User speedx

Fluorescence

200

[4]

Save Changes || Export || Report lect Graph: l

+* Select Test To Be Viewed

- Sample Module Error Start

Patient 1D D Name User Result Assay Status Status Date T
535G Hi_ghj A2 speedy M_genitaliu ReswstinceP\us Done Ok 072118 12:03 |~
586G High_1 A1 speedx M. genitaliu.. ResistancePlus.. Done oK 0711219 12:02 |«

Nella finestra View Results (visualizza risultati):

Sotto Views (visualizzazioni) > Selezionare Result View (visualizzazione risultati).
> Selezionare la scheda Test Result (risultato test) per visualizzare il risultato complessivo del test.
> Selezionare la scheda Analyte Result (risultato analita) per visualizzare i valori Ct per tutti gli analiti.

Sotto Views (visualizzazioni) > Selezionare Primary curve (curva principale) per visualizzare la curva di amplificazione.

Nel software Infinity Xpertise, selezionare il pulsante Results (risultati). Sara visualizzato il menu Results.
Nel menu Results, selezionare il pulsante View Results (visualizza risultati). Comparira la finestra View Results.
Nella finestra View Results:
> Selezionare la scheda Test Result (risultato test) per visualizzare il risultato complessivo del test.
> Selezionare la scheda Analyte Result (risultato analita) per visualizzare i valori Ct per tutti gli analiti.

> Selezionare Amplification Curve (curva di amplificazione) per visualizzare le curve di amplificazione

NOTA: Siraccomanda vivamente di esaminare le curve di amplificazione per tutti i campioni positivi.
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13 Risultati di esempio

Gli esempi seguenti mostrano il risultato complessivo del test ricavato dalla scheda Test Result (risultato test), le curve di
amplificazione e i Ct degli analiti ricavati dalla scheda Analyte Result (risultato analita), nella finestra View Results (visualizza
risultati) del software the GeneXpert® Dx.

Esempio 1. Campione di un mutante 23S rRNA di M. genitalium

Result View (visualizzazione risultati) > Scheda Test Result (risultato test)

Test Result
Assay Name FResistancePlus MG FleXible Version 1

Test Result . genitalium DETECTED;

23S rRNA mutation DETECTED

For InYitro Diagnostic Use Only.

Result View (visualizzazione risultati) > Scheda Analyte Result (risultato analita)

Analyte t EndPt Analyte Prabe

Mame Result Check

Result
M. genitalivm 20.6 364 POS FASS
Internal Contral 20.4 527 [ FASS
235 rERMNA mutation (211 334 POS FASS

Primary Curve (curva primaria)

Legend
00 [] [.7] M.genitalium; Primary
[¥l || Internal Control; Primary
500 [l || 235 rRNA mutation; Primary
=400
=
2
2 300
L=
=
200
100
Risultato del test Interpretazione
M. genitalium RILEVATO; DNA target di M. genitalium e mutazione di 23S rRNA rilevati.
Mutazione di 23S rRNA RILEVATA * Amplificazione PCR dei target di M. genitalium e mutazione di 23S rRNA

fornisce Ct entro l'intervallo valido.
«  Controllo interno: Non applicabile (NA) quando viene rilevato M. genitalium.

«  Controllo della sonda: Riuscito (PASS). Tultti i controlli di sonda risultano
superati.
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Esempio 2. Campione di M. genitalium, 23S rRNA di tipo selvaggio

Result View (visualizzazione risultati) > Scheda Test Result (risultato test)

g SpeeDx

Test Result

Test Result

Assay Name ResistancePlus MG FleXible

Version 1

. genitalium DETECTED;

For In Yitro Diagnastic Use Only.

Result View (visualizzazione risultati) > Scheda Analyte Result (risultato analita)

Analyte Ct EndPt Analyte Frohe
Mame Result Check
Result
M. genitalium 21.2 408 FOS PASS
Internal Contral 19.4 418 Y PASS
235 rRMNA mutation  133.9 253 FOS PASS
Primary Curve (curva primaria)
[ Legend
500 ¥ [./] M.genitalium; Primary
[l |Z Internal Control; Primary
[vi || 23S rRNA mutation; Primary
400
g 200
Z 200
100
i
10 20 30 40 50
Cycles

Risultato del test

Interpretazione

M. genitalium RILEVATO;
Mutazione di 23S rRNA NON RILEVATA

rilevato.

valido.

superati.

DNA target di M. genitalium rilevato; DNA target di mutazione di 23S rRNA non

* Amplificazione PCR dei target di M. genitalium fornisce un Ct entro l'intervallo
valido; il target di mutazione di 23S rRNA ¢ assente o al di fuori dell'intervallo

« Controllo interno: Non applicabile (NA) quando viene rilevato M. genitalium.
» Controllo della sonda: Riuscito (PASS). Tutti i controlli di sonda risultano
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Esempio 3. Campione negativo di M. genitalium

g SpeeDx

Result View (visualizzazione risultati) > Scheda Test Result (risultato test)

Test Result

Assay Name ResistancePlus MG FlexXihle Version 1

L L . genitalium NOT DETECTED;
23S rRNA mutation NOT DETECTED

For In Vitro Diagnostic Use Qnly,

Result View (visualizzazione risultati) > Scheda Analyte Result (risultato analita)

Analyte Ct EndPt Analyte Fraohe
Mame Result Check
Result
M.genitalium 0.0 1 MEG FPASE
Internal Cantral 203 474 PASS FPASE
235 rEMA mutation 0.0 4 MEG FPASE
Primary Curve (curva primaria)
Legend
[ [.#] M.genitalium; Primary
[ [./] nternal Control; Primary
0D vl "] 23S rRNA mutation; Primary
i
£
L 400
o
k)
=
=
[N
200
0
10 20 30 40 50
Cycles

Risultato del test

Interpretazione

M. genitalium NON RILEVATO;

Mutazione di 23S rRNA NON RILEVATA

DNA target di M. genitalium non rilevato.
+ Target di M. genitalium assente o al di fuori dell'intervallo valido.

«  Controllo interno: Riuscito (PASS); I'amplificazione PCR del controllo interno
fornisce un Ct entro l'intervallo valido.

+ Controllo della sonda: Riuscito (PASS). Tutti i controlli di sonda risultano
superati.
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Esempio 4. Campione non valido

Result View (visualizzazione risultati) > Scheda Test Result (risultato test)

| Test Resut

Assay Name ResistancePlus MG FleXihle

Version

1

Test Result INVALID

For In Yitro Diagnostic Use Only.

Result View (visualizzazione risultati) > Scheda Analyte Result (risultato analita)

Analyte Ct EndPt Analyte Probe
Mame Result Check
Result
h.genitaliurm 0.0 3 |SALID PASS
[Internal Contral 0.0 -7 FAIL PASS
[|235 rRMA mutation 0.0 12 Iy ALID PASS
Primary Curve (curva principale)
Legend
¥ [#] M.genitalium; Primary
a0 [¥ |./| Internal Control; Primary
¥ || 23S rRNA mutation; Primary
w 70
=
)
& a0
i)
S
2 a0
10
—_\_\_h'_‘—ﬂ—\_hr____
10 20 30 40 50
Cycles

Risultato del test Interpretazione

Non é possibile determinare né la presenza né l'assenza del DNA target di M.
genitalium e della mutazione di 23S rRNA. Ripetere il test utilizzando il campione
originale e procedere dalla Sezione 8.2. Se il test ripetuto non produce un risultato
valido, prelevare un nuovo campione per ripetere il test.

+  Controllo interno: Fallito (FAIL); il risultato del controllo interno & assente o il Ct
non rientra nell'intervallo valido.

» Controllo della sonda: Riuscito (PASS). Tutti i controlli di sonda risultano
superati.

NON VALIDO
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Esempio 5. Risultato di errore

Result View (visualizzazione risultati) > Scheda Test Result (risultato test)

r Test Result r Analyte Result r Detail r Errors rHi:tory r Support |
Assay Name ResistancePlus MG Flexible Version 1
Test Result |EpROR

For In Witro Diagnostic Lise Cnly.

Result View (visualizzazione risultati) > Scheda Analyte Result (risultato analita)

rTe:l Result r Analyte Result rDetaiI rErrnr: rHi:tury r Support |

Analyte ct EndPt Analyte Frohe
Mame Result Check
Result
M.genitalium 0.0 0 MO RESULT FAIL
Internal Control 0.0 i} MO RESULT FAIL
235 rRNA mutation 0.0 i} MO RESULT FAIL
Risultato del test Interpretazione
ERRORE Non é possibile determinare né la presenza né l'assenza del DNA target di M.

genitalium e della mutazione di 23S rRNA. Ripetere il test utilizzando il campione
originale e procedere dalla Sezione 8.2. Se il test ripetuto non produce un risultato
valido, prelevare un nuovo campione per ripetere il test.

«  Controllo interno: NESSUN RISULTATO

+ Controllo della sonda: Fallito (FAIL)*; tutti i risultati del controllo della sonda o
uno di essi sono falliti. Il controllo della sonda potrebbe non essere riuscito
poiché la miscela di reazione € stata prodotta in modo errato, o la camera di
reazione € stata riempita in modo errato o e stato rilevato un problema di
integrita della miscela.

* Se il controllo della sonda é stato superato, I'errore € causato da un guasto di un
componente di sistema, dal rilevamento della perdita del segnale o da un altro
errore.
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Esempio 6. Nessun risultato

Result View (visualizzazione risultati) > Scheda Test Result (risultato test)

Test Result

Assay Name ResistancePlus MG Fleiible Version 1

Test Result 0 RESULT

Faor In Vitra Diagnostic Use Only,

Risultato del test Interpretazione

NESSUN RISULTATO Non é possibile determinare né la presenza né l'assenza del DNA target di M.
genitalium e della mutazione di 23S rRNA. Ripetere il test utilizzando il campione
originale e procedere dalla Sezione 8.2. Se il test ripetuto non produce un risultato
valido, prelevare un nuovo campione per ripetere il test.

Sono stati raccolti dati insufficienti per produrre un risultato per il test (ad esempio,
l'operatore ha interrotto un test in corso o si € verificato un guasto in un componente
del sistema).
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- Il dosaggio ResistancePlus® MG FleXible prende come target il gene MgPa per il M. genitalium e mutazioni alle
posizioni 2058 e 2059 nel gene 23S rRNA (numerazione E. coli A2058G, A2059G, A2058T e A2058C) associate alla
resistenza all'azitromicina (antibiotico macrolidico).

- Il dosaggio ResistancePlus® MG FleXible ha una reattivita crociata osservata con le sequenze mutanti di M. genitalium,
23S rRNA A2059C.

- Il dosaggio ResistancePlus® MG FleXible deve essere eseguito unicamente da personale pratico della procedura e in
conformita alle presenti istruzioni per I'uso.

- L'affidabilita dei risultati dipende dall'adeguatezza delle procedure di raccolta, trasporto, conservazione ed elaborazione
dei campioni. La mancata osservanza delle procedure corrette in uno qualsiasi di questi passaggi puo portare a risultati
errati.

- ResistancePlus® MG FleXible & un dosaggio qualitativo e non fornisce valori quantitativi o informazioni sulla presenza
di organismi.

- Nei campioni di urina, si possono osservare interferenze del test in presenza di sangue (> 0,4% v/v) o bilirubina (> 0,18
mg/mL).

- | risultati del test devono essere correlati ad anamnesi, dati epidemiologici, dati di laboratorio e altre informazioni in
possesso del medico.

- La prevalenza della resistenza a M. genitalium e macrolidi incide sui valori predittivi positivi e negativi del dosaggio.
- llrilevamento di marcatori di resistenza agli antibiotici potrebbe non essere correlato all'espressione genica fenotipica.

- Il successo e l'insuccesso della terapia non possono essere determinati sulla base dei risultati del dosaggio, poiché gli
acidi nucleici possono persistere dopo una terapia antimicrobica appropriata.

- L'esito negativo non esclude la possibilita di infezione in seguito a raccolta errata dei campioni, errore tecnico, presenza
di inibitori, scambio di campioni o0 basso numero di microrganismi nel campione clinico.

- L'esito negativo in relazione ai marcatori di resistenza non indica la suscettibilita dei microrganismi rilevati, poiché
potrebbero essere presenti marcatori di resistenza non misurati dal dosaggio o altri potenziali meccanismi di resistenza
antibiotica.

- Falsi esiti positivi possono verificarsi a causa della contaminazione incrociata da parte di organismi target, dei loro acidi
nucleici o del prodotto amplificato.
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15.1  Prestazioni cliniche

Uno studio clinico prospettico retrospettivo & stato condotto presso il laboratorio delle infezioni sessualmente trasmesse
presso l'universita dell'’Alabama a Birmingham, Alabama, Stati Uniti. | campioni sono stati raccolti tra il settembre 2018 e il
marzo 2019 e, sulla base di un PCR in tempo reale del gene pdhD per M. genitalium eseguito nel Center for Point of Care
Tests for Sexually Transmitted Diseases (centro per la ricerca sulle tecnologie per la diagnosi presso il punto di assistenza
delle infezioni sessualmente trasmesse) dell'istituto Johns Hopkins di Baltimora, Maryland, Stati Uniti, 21 campioni di M.
genitalium positivi e 54 campioni di M. genitalium negativi consecutivi sono stati selezionati per I'inclusione nello studio. |
76 campioni consistevano di 38 campioni di urina maschile (raccolti utilizzando I'’Xpert® Urine Specimen Collection Kit) e 38
tamponi vaginali (raccolti utilizzando I'Xpert® Vaginal/Endocervical Specimen Collection Kit). Per determinare le prestazioni
del kit ResistancePlus® MG FleXible, il rilevamento di M. genitalium & stato confrontato con il risultato del PCR in tempo
reale del gene pdhD, e il rilevamento di mutanti di rRNA 23S é stato confrontato con il sequenziamento di Sanger. La
sensibilita e specificita del kit ResistancePlus® MG FleXible per il rilevamento di M. genitalium e il rilevamento di mutanti di
23S rRNA sono indicate nella Tabella 3. Un campione (tampone vaginale) & stato segnalato come non valido dal dosaggio
ResistancePlus® MG FleXible ed & stato escluso dall'analisi. L'analisi del rilevamento del mutante di 23S rRNA include
soltanto campioni nei quali poteva essere determinato lo stato di mutante. L’analisi dei risultati in base al tipo di campione
€ mostrata nella Tabella 4. L’analisi della mutazione di 23S rRNA & mostrata nella Tabella 5.

Tabella 3. Valutazione clinica del dosaggio ResistancePlus® MG FleXible

- Riferimento
Riferimento
. . o Rilevamento di mutanti di
Rilevamento di M. genitalium 235 rRNA
(pdhD gPCR) (Sequenziamento di Sanger)
" . Mutante Tipo
MG positivo MG negativo selvaggio
MG positivo 21 2 Mutante 13 0
Re5|§tancePIus MG MG negativo 0 52 Mutante non rilevato 1 7
FleXible
Totale 21 54 Totale 14 7
s 100,0% (IC al 95% di 83,9 — . 92,9% (IC al 95% di 66,1 —
Sensibilita 100,0%) Sensibilita 99,8%)
Specificita 96,3% (IC al 95% di 87,3 — Specificita 100,0% (IC al 95% di 59,0 —
P 98,7%) P 100,0%)

Tabella 4. Analisi dei risultati clinici in base al tipo di campione

Atteso Atteso
Atteso
Campione . MG positivo, MG positivo,
MG negativo . . .
23S rRNA di tipo selvaggio Mutante di 23s rRNA
Urina maschile 33/33 11 3/4*
Tampone vaginale femminile 22/22 6/6 10/10

# | campioni sono stati inclusi in questa analisi in presenza di un risultato valido sia dal test di riferimento sia dal dosaggio ResistancePlus®

MG FleXible.

1 Un campione & stato erroneamente designato come M. genitalium rilevato, mutante di 23S rRNA non rilevato.

Tabella 5. Analisi del risultato clinico secondo la mutazione di

rRNA 23S

Risultato di riferimento Risultato ResistancePlus® MG FleXible

Tipo selvaggio 717
A2059G 8/8
A2058G 5/6*

1 Un campione & stato erroneamente designato come M. genitalium rilevato, mutante di 23S rRNA non rilevato.
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15.2  Prestazioni analitiche

15.2.1 Riproducibilita

E stato condotto uno studio di riproducibilita su siti dei test, strumenti, lotti, operatori, esecuzioni e giorni per il kit
ResistancePlus® MG FleXible, utilizzando pannelli preparati con una matrice con urina e tampone vaginale. | test sono stati
eseguiti in due siti. Ciascun pannello conteneva tre replicati di un membro del pannello stesso testati a 3x LoD. Ciascun
pannello conteneva tre campioni negativi. | pannelli sono stati testati due volte al giorno per tre giorni non consecutivi da tre
operatori, per un totale di 54 osservazioni per membro del pannello (3 replicati per esecuzione x 2 esecuzioni x 3 giorni x 3
operatori = 54 osservazioni). Aimeno tre lotti del kit ResistancePlus® MG FleXible sono stati inclusi nello studio.

Tutti i esecuzioni di test validi sono stati inclusi nelle analisi della concordanza percentuale per ciascun target del kit
ResistancePlus® MG FleXible per ciascun tipo di pannello separatamente.

Risultati della riproducibilita dei pannelli urinari: La concordanza percentuale per tutti i campioni & stato del 100%
(Tabella 6). L'analisi dei componenti di varianza (Tabella 7 - Tabella 9) dei valori Cq eseguito su membri positivi del
pannello ha prodotto intervalli CV globali da 0,00% a 4,07%, da 0,54% a 4,23% e da 0,25% a 6,04% rispettivamente per i
target MgPa, IC e 23S.

Risultati della riproducibilita dei pannelli dei tamponi vaginali: La concordanza percentuale per tutti i campioni € stato
del 100% (Tabella 10). L'analisi dei componenti di varianza (Tabella 11 - Tabella 13) dei valori Cq eseguito su membri
positivi del pannello ha prodotto intervalli CV globali da 0,10% a 2,69%, da 0,02% a 2,57% e da 0,18% a 2,86%
rispettivamente per i target MgPa, IC e 23S.

Tabella 6. Campioni di urina: Concordanza percentuale

Sito 1 Sito 2 Concordanza totale in base al
inity- target
e (GeneXpert XVI) (GeneXpert Infinity-48s)
Tipo 23S rRNA Percentuale Percentuale PeeaiuEe G
n/N? di successo n/N? di successo n/N# successo (%)
(%) (%)
A2058C 36/36 100,0 18/18 100,0 54/54 100,0
A2058G 36/36 100,0 18/18 100,0 54/54 100,0
A2058T 36/36 100,0 18/18 100,0 54/54 100,0
A2059G, 36/36 100,0 18/18 100,0 54/54 100,0
WT 36/36 100,0 18/18 100,0 54/54 100,0

2n/N = numero di campioni correttamente identificati sul numero totale di campioni testati

Tabella 7. Campioni di urina: Riepilogo dei dati di riproducibilita per il target MgPa

Traun lotto e T U Traun ~ ra Trauno
M. I'altro giorno e operatore e un‘esecuzion strumento e
genitalium Concordan Cq I'altro I'altro e e l'altra I'altro
. n/N# medi
Ve 22 za (%) 0 CVv CVv CcVv Ccv CcVv
rRNA
DS (%) DS (%) DS %) DS (%) DS (%)
A2058C 54/54 100 27,93 0,66 2,38 0,23 0,81 0,47 1,66 0,69 2,47 0,57 2,03
A2058G 54/54 100 28,78 1,10 3,88 0,42 1,46 0,62 2,17 0,79 2,78 0,76 2,63
A2058T 54/54 100 31,27 | 1,12 3,62 0,30 0,98 1,04 3,36 1,21 3,90 1,27 4,07
A2059G 54/54 100 29,42 | 0,77 2,62 0,59 2,01 0,09 0,32 0,77 2,62 0,00 0,00
Tipo 54/54 100 30,81 | 0,62 2,01 0,38 1,25 0,21 0,68 0,51 1,65 0,24 0,78
selvaggio
M.
genitalium 54/54 100 - - - - - - - - - - -
negativo

2n/N = numero di campioni correttamente identificati sul numero totale di campioni testati
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Tabella 8. Campioni di urina: Riepilogo dei dati di riproducibilita per il target di mutazione di 23S rRNA

Timum leie @ Traun Traun Tra Trauno
M. l'altro giorno e operatore e un'esecuzion | strumento e
genitalium Concordan Ca I'altro I'altro e e l'altra I'altro
; n/N? medi
tes za (%) 0 CcVv CcVv CcVv CcVv CcVv
rRNA
DS %) DS %) DS %) DS %) DS %)
A2058C 54/54 100 28,47 | 1,09 3,83 0,61 2,15 0,59 2,07 0,94 3,29 0,85 2,98
A2058G 54/54 100 33,54 | 0,25 0,74 0,15 0,45 0,26 0,77 0,74 2,21 0,09 0,25
A2058T 54/54 100 32,18 | 0,73 2,30 0,09 0,28 0,46 1,44 1,21 3,80 0,40 1,23
A2059G 54/54 100 30,02 1,04 3,47 1,20 3,97 1,48 4,88 1,83 6,04 1,24 4,14
Tipo | 5454 100 - - - - - - - - - - -
selvaggio
M.
genitalium 54/54 100 - - - - - - - - - - -
negativo

2n/N = numero di campioni correttamente identificati sul numero totale di campioni testati

Tabella 9. Campioni di urina: Riepilogo dei dati di riproducibilita per il target IC

Traun Traun Tra Trauno
M. U ILljgltlrc;tto € giorno e operatore e un‘esecuzion strumento e
genitalium . | concordan Cq I'altro I'altro e el'altra I'altro
Tipo 235 " za (%) mgdl CcVv CcVv CcVv CcVv CcVv
rRNA
DS (%) DS (%) DS %) DS (%) DS (%)
A2058C 54/54 100 19,46 | 0,72 3,77 0,34 1,78 0,67 3,49 0,68 3,54 0,82 4,23
A2058G 54/54 100 18,82 0,44 2,37 0,36 1,91 0,11 0,61 0,39 2,09 0,10 0,54
A2058T 54/54 100 19,07 | 0,29 1,55 0,31 1,62 0,28 1,45 0,57 3,02 0,25 1,31
A2059G 54/54 100 19,17 | 0,79 4,19 0,17 0,87 0,65 3,45 0,62 3,28 0,80 4,18
Tipo
selvaggio 54/54 100 19,21 | 0,66 3,44 0,49 2,57 0,54 2,82 0,67 3,54 0,66 3,43
M.
genitalium 54/54 100 19,72 | 0,69 3,562 0,42 2,12 0,22 1,13 0,53 2,67 0,27 1,38
negativo

2n/N = numero di campioni correttamente identificati sul numero totale di campioni testati
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Tabella 10. Campioni di tampone vaginale: Concordanza percentuale

Sito 1 Sito 2 Concordanza totale in base al
Nty - target
e (GeneXpert XVI) (GeneXpert Infinity-48s)
Tipo 23S rRNA Percentuale Pl Percentuale di
n/N? di successo n/N? di successo n/N? u o

%) %) successo (%)
A2058C 36/36 100,0 18/18 100,0 54/54 100,0
A2058G 36/36 100,0 18/18 100,0 54/54 100,0
A2058T 36/36 100,0 18/18 100,0 54/54 100,0
A2059G 36/36 100,0 18/18 100,0 54/54 100,0
WT 36/36 100,0 18/18 100,0 54/54 100,0

2 n/N = numero di campioni correttamente identificati sul numero totale di campioni testati

Tabella 11. Campioni di tampone vaginale: Riepilogo dei dati di riproducibilita per il target MgPa

Traun Traun Tra Trauno
M. Tra IL.JQI,[I:)OHO € giorno e operatore e un'esecuzion | strumento e
genitalium Concordan Ca I'altro I'altro e e l'altra I'altro
; n/N? medi
U 25 za (%) o CcVv CcVv CcVv CcVv CcVv
rRNA
DS %) DS %) DS %) DS %) DS %)
A2058C 54/54 100 26,49 | 0,09 0,35 0,22 0,85 0,25 0,94 0,41 1,57 0,30 1,12
A2058G 54/54 100 25,69 | 0,15 0,58 0,17 0,66 0,39 1,53 0,55 2,13 0,19 0,73
A2058T 54/54 100 27,00 | 0,45 1,68 0,03 0,10 0,64 2,36 0,69 2,55 0,14 | 0,551
A2059G 54/54 100 27,16 | 0,15 0,53 0,12 0,45 0,08 0,29 0,37 1,38 0,10 0,36
Tipo 54/54 100 28,38 | 0,48 1,71 0,32 1,14 0,43 1,52 0,76 2,69 0,44 1,56
selvaggio
M.
genitalium 54/54 100 - - - -- - - -- - - -- -
negativo

2n/N = numero di campioni correttamente identificati sul numero totale di campioni testati
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rRNA
Tra un lotto e TR UL Traun Tra Tra uno
M. l'altro giorno e operatore e un'esecuzion | strumento e
genitalium N Concordan qu, I'altro I'altro e el'altra I'altro
Ve " za () mg | Ccv Ccv Ccv Ccv Ccv
rRNA
DS %) DS %) DS %) DS %) DS %)
A2058C 54/54 100 27,13 | 0,09 0,35 | 0,20 0,74 | 0,58 2,15 0,59 2,18 0,66 2,45
A2058G 54/54 100 30,64 | 047 154 | 0,24 | 0,78 | 0,18 0,58 0,61 2,00 0,41 1,35
A2058T 54/54 100 28,89 0,46 1,60 0,05 0,18 0,17 0,60 0,53 1,84 0,33 1,13
A2059G 54/54 100 27,71 0,49 1,77 0,19 0,70 0,52 1,88 0,79 2,86 0,23 0,82
Tipo
selvaggio 54154 100 - - - - - - - - - - -
M.
genitalium 54/54 100 - - - - - - - - - - -
negativo

2n/N = numero di campioni correttamente identificati sul numero totale di campioni testati

Tabella 13. Campioni di tampone vaginale: Riepilogo dei dati di riproducibilita per il target IC

Timun leie @ Traun Traun Tra Trauno
M ral giorno e operatore e un'esecuzion strumento e
Al Cq e I'altro I'altro e e l'altra I'altro
enitalium Concordan )
gel n/N# medi
Tipo 235 za (%) o CcVv CcVv CcVv CcVv CcVv
rRNA
DS %) DS %) DS %) DS %) DS %)
A2058C 54/54 100 17,02 0,23 1,36 0,11 0,62 0,24 1,44 0,32 1,89 0,13 0,74
A2058G 54/54 100 17,78 | 0,33 1,87 0,09 0,51 0,30 1,69 0,42 2,36 0,06 0,32
A2058T 54/54 100 17,06 | 0,14 0,79 0,10 0,60 0,30 1,76 0,29 1,72 0,36 2,13
A2059G 54/54 100 17,59 | 0,11 0,65 0,10 0,55 0,09 0,50 0,26 1,47 0,07 0,40
Tipo 54/54 100 1718 | 0,25 | 1,47 | 030 | 1,72 | 007 | 039 | 031 | 1,83 | 0,00 | 0,02
selvaggio
M.
genitalium 54/54 100 17,28 | 0,45 2,57 0,06 0,35 0,41 2,36 0,41 2,37 0,22 1,27
negativo

2n/N = numero di campioni correttamente identificati sul numero totale di campioni testati

15.2.2

Sensibilita analitica

Ceppi rappresentativi di M. genitalium sono stati usati per valutare la sensibilita analitica ('Limit of detection', o LoD). Ciascun
ceppo di M. genitalium € stato diluito in una matrice formata da un campione di urina negativa e un campione di tampone
vaginale negativo. Il limite di rilevazione LoD é definito alla concentrazione piu bassa (espressa come numero di genomi
per campione) che pud essere distinta in modo riproducibile dai campioni negativi con un grado di fiducia del 95%.

| risultati per ciascun ceppo di M. genitalium sono mostrati nella Tabella 14.
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Tabella 14. LoD di ciascun target del kit ResistancePlus® MG FleXible

Urina Tampone vaginale
M. genlte::lquNnAtlpo 23S Ceppo LoD LoD
(genomi per campione) (genomi per campione)

WT G37 157 157

A2058C M6302 317 317
A2059G M6593 147 220
A2058G M6604 387 387
A2058T M6926 151 151

15.2.3 Inclusivita

E stato condotto uno studio di inclusivita per valutare la reattivita del kit ResistancePlus® MG FleXible in relazione a otto
ceppi di M. genitalium. Gli isolati di M. genitalium rappresentavano diversi mutanti di rRNA 23S provenienti da diverse
ubicazioni geografiche. In particolare, gli isolati provenivano dai seguenti Paesi (il numero di ceppi € indicato tra parentesi):
Australia (2), Danimarca (3), Norvegia (1), Regno Unito (1), USA (1). Ciascun ceppo & stato diluito in una matrice formata
da un campione di urina negativa e un campione di tampone vaginale negativo. Tutti gli isolati sono stati testati ad una
concentrazione di 2x LoD in replicati di tre utilizzando un lotto del kit ResistancePlus® MG FleXible. Tutti i ceppi sono stati
correttamente rilevati.

| risultati sono sintetizzati nella Tabella 15.

Tabella 15. Ceppi di M. genitalium testati per I'inclusivita

M. genitalium

Ceppo
Tipo 23S rRNA PP

M2300

M2321
Tipo selvaggio

M2341

M30 precoce

A2058G M6271
M6303
A2059G
M6320
A2058C M6848

15.2.4  Reattivita crociata con altre mutazioni di rRNA 23S

Un costrutto di DNA sintetico contenente target di M. genitalium MgPa e A2059C 23S rRNA ¢ stato testato a 5000 copie su
un background di 35 ng di input di DNA per campione. | risultati hanno dimostrato che il test ResistancePlus® MG FleXible
reagisce in modo incrociato con il target di M. genitalium, A2059C 23S rRNA con una percentuale di successo > 90%. Le
prestazioni analitiche del test ResistancePlus® MG FleXible nel rilevare questa mutazione esulavano dalla valutazione.

15.2.,5  Specificita analitica

E stato condotto uno studio per valutare la reattivita crociata del kit ResistancePlus® MG FleXible in presenza di alte
concentrazioni di organismi non target. Sono stati valutati 42 microrganismi tra i quali batteri, virus, miceti e protozoi
rappresentanti agenti patogeni o flora comunemente presenti nel sistema urogenitale o strettamente correlati al M.
genitalium. Ogni ceppo batterico & stato testato a 1 x 10° genomi/mL, salvo diversa indicazione. | ceppi virali sono stati
testati a 1 x 10° genomi/mL, salvo diversa indicazione. Tutti gli altri organismi sono stati testati alle concentrazioni indicate.
Tutti gli organismi virali e batterici sono stati quantificati tramite qPCR, eccetto quelli quantificati come Colony Forming Units
(unita formanti colonie, CFU) o Plaque Forming Units (unita formanti placca, PFU) (Tabella 16). Tutti i microrganismi sono
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stati testati in triplicato per la reattivita crociata con il kit ResistancePlus® MG FleXible. Tutti i microrganismi testati sono
stati diluiti in una matrice clinica negativa (urina).

| risultati indicano che nessuno di questi organismi ha prodotto falsi risultati positivi nella matrice negativa di urina di M.
genitalium (Tabella 16).

E stata inoltre eseguita un‘analisi in silico per valutare se gli oligonucleotidi nel kit ResistancePlus® MG FleXible potessero
amplificare e rilevare sequenze di acidi nucleici da organismi non target disponibili in BLAST. Non sono state rilevate
interazioni significative.

Tabella 16. Microrganismi testati per la specificita analitica

Organismo Concentrazione Organismo Concentrazione Organismo Concentrazione
(genomi/mL) (genomi/mL) (genomi/mL)

Actinomyces israelii 1x 108 Fusobacterium nucleatum 1x 108 Neisseria gonorrhoeae 1x 108
Bacteroides fragilis 1x 108 Haemophilus ducreyi 1x 108 Pentatrichomonas hominis 1x 105
Bifidobacterium adolescentis 1x 108 Virus herpes simplex | 1x 108 Peptostreptococcus anaerobius 1x10°
Campylobacter jejuni 1x 108 Virus herpes simplex Il 1x 108 Prevotella bivia 1x10°
Candida albicans 1x10° HPV tipo 18 (cellule HelLa) 1 x 105 Propionibacterium acnes 1x10°
Candida glabrata 1x 108 Klebsiella oxytoca 1x 108 Proteus mirabilis 1x 108
Candida parapsilosis 1x 108 Lactobacillus acidophilus 1x 108 Proteus vulgaris 1x 108
Candida tropicalis 1x10° Lactobacillus crispatus 1x10° Pseudomonas aeruginosa 1x10°
Chlamydia trachomatis 1x 108 Lactobacillus jensenii 1x 108 Staphylococcus aureus 1x10°8
Clostridium perfringens 1x 108 Lactobacillus vaginalis 1x 108 Staphylococcus saprophyticus 1x10°
Corynebacterium genitalium 1x 108 Listeria monocytogenes 1x 108 Streptococcus agalactiae 1x 108
Enterobacter aerogenes 1x 108 Mycobacterium smegmatis 1x10° Streptococcus pyogenes 1x10°
Enterobacter cloacae 1x108 Mycoplasma hominis 1x 108 Trichomonas vaginalis 1x10%
Enterococcus faecalis 1x 108 Mycoplasma pneumoniae 1x 108 Ureaplasma urealyticum 1x10°

A Quantificati come PFU/mL

A Quantificati come CFU/mL

15.2.6 Sostanze potenzialmente interferenti

E stato condotto uno studio sulle sostanze interferenti per valutare il rischio che le sostanze o le condizioni eventualmente
presenti nei campioni clinici incidano sulle prestazioni del kit ResistancePlus® MG FleXible. Il pannello era costituito da
sostanze endogene come sangue, mucine, leucociti e farmaci (su ricetta e da banco) utilizzati per il trattamento delle
patologie urogenitali. Tutte le sostanze sono state testate in presenza e in assenza di un ceppo rappresentativo di M.
genitalium A2058G a 3x LoD. Tutti i campioni sono stati testati in triplicato. Le sostanze sono state diluite in matrice clinica
negativa (campione di urina o tampone vaginale) come appropriato.

Ad eccezione della bilirubina, del sangue intero e del prodotto intimo in polvere Vagisil, i risultati hanno indicato che nessuna
delle sostanze e condizioni interferiva con il rilevamento del ceppo rappresentativo di M. genitalium A2058G né produceva
falsi risultati positivi nelle matrici negative di M. genitalium alle concentrazioni indicate.

Nei campioni di urina, si possono osservare interferenze del test in presenza di:
- Sangue in concentrazioni superiori a 0,4% v/v.

- Bilirubina in concentrazioni superiori a 0,18 mg/mL.

Nei tamponi vaginali, si possono osservare interferenze del test in presenza del:
- Prodotto intimo in polvere Vagisil in concentrazioni superiori a 0,1% p/v.

| risultati sono sintetizzati nella Tabella 17 e nella Tabella 18.
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Tabella 17. Sostanze che possono interferire con i campioni di urina

Classe/Sostanza

Nome del prodotto

Concentrazione del test

Sangue intero - 0,4% viv®h
Liquido seminale - 5,0% viv
Muco Mucina 0,8% p/v

Antibiotico Azitromicina 1,8 mg/mL

Analgesico Paracetamolo 3,2 mg/mL

Ormoni intravaginali

Progesterone; estradiolo

7 mg/mL progesterone + 0,07
mg/mL beta estradiolo

Leucociti - 10° cellule/mL
Albumina Albumina di siero bovino 10 mg/mL
Glucosio - 10 mg/mL
Bilirubina - 0,18 mg/mL*
Urina acida (pH 4,0) Urina + N-acetil-L-cisteina pH 4,0
Urina alcalina (pH 9,0) Urina + citrato di ammonio pH 9,0

* Si possono osservare interferenze in campioni contenenti bilirubina in concentrazioni superiori a 0,18 mg/mL

" Si possono osservare interferenze in campioni contenenti sangue intero in concentrazioni superiori allo 0,4%.
p p g p

Tabella 18. Sostanze che possono interferire con i campioni di tamponi vaginali

Classe/Sostanza

Nome del prodotto

Concentrazione del test

Crema antiprurito Vagisil (1,0

all'estradiolo, USP 0,01%)

07) 0,25% pl/v
K-Y Jelly (4,0 oz) 0,25% pl/v

Gel contraccettivo vaginale o
Options Gynol Il 0,25% plv
Crema vaginale al clotrimazolo 0,25% piv

Contraccettivi e prodotti Walgreens (1,5 0z)
vaginali da banco Lavanda vaginale Vagi-gard 0,25% p/v
Gel idratante interno Vagisil

ProHydrate Natural Feel (8 o

tubetti da 0,2 oz per 0.25% plv
confezione)
Deodorante intimo in polvere
Vagisil per uso quotidiano (8,0 0,10% p/v*
0z)
Deodoranti e prodotti in Spray deodorante Summer's 0.25% viv
polvere Eve (2,0 0z)

. Crema contro le emorroidi o

Crema contro le emorroidi Preparation H (0,9 0z) 0,25% p/v
® .

Farmaci su ricetta Estrace” (crema vaginale 0,25% p/v

* Si possono osservare interferenze in campioni contenenti il prodotto intimo in polvere Vagisil in concentrazioni superiori a 0,1% p/v.
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15.2.7  Studio della contaminazione da trasferimento

E stato condotto uno studio per dimostrare che le cartucce GeneXpert monouso impediscono la contaminazione da
trasferimento in campioni negativi sottoposti al test a seguito di campioni a positivitd molto elevata nello stesso modulo
GeneXpert. Lo studio consisteva di un campione negativo sottoposto alla procedura nello stesso modulo GeneXpert
immediatamente dopo un campione ad elevata concentrazione di MG (DNA sintetico; 10° copie/mL del target A2058C). |
campioni sono stati testati in due moduli GeneXpert per un totale di 40 esecuzioni, producendo 20 positivi e 20 negativi.
Non sono stati osservati falsi positivi mentre i campioni negativi indicano che non si verifica contaminazione da
trasferimento tra i esecuzioni eseguiti sul GeneXpert.
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16 Assistenza clienti e assistenza tecnica

Prima di contattare |'assistenza tecnica Cepheid, raccogliere le seguenti informazioni:
- Nome del prodotto

- Numero di lotto

- Numero seriale dello strumento

- Messaggio d'errore, ove applicabile

- Versione del software e, ove applicabile, numero del tag di servizio del computer

Tabella 19. Dati di contatto per l'assistenza tecnica

Regione Telefono E-mail

Australia e Nuova Zelanda +1800130821 techsupportANZ@cepheid.com
+0800 001 028

Austria +43 720 380 091 support@cepheideurope.com

Francia +33 563 825 319 support@cepheideurope.com

Germania +49 21 513 280 100 support@cepheideurope.com

Italia +39 800 902 567 support@cepheideurope.com

Spagna +34 919 90 67 62 support@cepheideurope.com

Polonia +48 225 048 523 support@cepheideurope.com

Portogallo +351 800 913 174 support@cepheideurope.com

Regno Unito +44 3303 332 533 support@cepheideurope.com

Be'?_iz'sspjriziu?ggg e +33 563 825 319 support@cepheideurope.com

Altri Pae_si d'Europ_a, Medio +33 563825 319 support@cepheideurope.com
Oriente o Africa +971 4 253 3218

| dati di contatto per gli altri uffici di supporto Cepheid sono disponibili su www.cepheid.com o www.cepheidinternational.com
nella scheda SUPPORT (supporto). Seleziona l'opzione Contact Us (per contattarci).
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18 Glossario

C€0123 REF 't LOT

Conformita europea per uso  Numero di catalogo Lotto principale Codice partita
diagnostico in vitro

EC [REP “ jﬂ/

Rappresentante autorizzato Produttore Data di produzione Limitazione della

per la Comunita Europea temperatura
N2 . A ®

Contenuto sufficiente per Da utilizzare entro Avvertenza Non riutilizzare

<n> determinazioni

I:E] CONTROL]+ P/N

Consultare le istruzioni per Controllo positivo Numero parte Importatore Europeo
l'uso

UK
CA

Marchio Valutazione di
Conformita del Regno Unito

| prodotti SpeeDx possono essere coperti da uno o piu brevetti locali o stranieri. Per informazioni complete sui brevetti
consultare www.plexpcr.com/patents.

PlexPCR®, ResistancePlus®, PlexPrime® e PlexZyme® sono marchi di fabbrica appartenenti a SpeeDx. Altri marchi di
fabbrica e copyright sono di proprieta dei rispettivi titolari.

© Copyright 2024 SpeeDx Pty. Ltd.
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