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Uso previsto

Il QlAstat-Dx Meningitis/Encephalitis (ME) Panel ("QlAstat-Dx ME Panel") & un test diagnostico
in vitro qualitativo multiplex a base di acido nucleico destinato all'uso con il QlAstat-Dx
System. Il QlAstat-Dx ME Panel & in grado di rilevare e identificare simultaneamente molteplici
acidi nucleici batterici, virali e lieviti provenienti da campioni di liquido cerebrospinale
(Cerebrospinal Fluid, CSF) oftenuti tramite puntura lombare da individui con segni e/o sintomi

di meningite e/o encefalite.

| seguenti organismi sono identificati e differenziati tramite il QlAstat-Dx ME Panel: Escherichia
coli K1, Haemophilus influenzae, Llisteria monocytogenes, Neisseria meningitidis
(incapsulato),  Streptococcus  agalactiae,  Streptococcus  pneumoniae,  Mycoplasma
pneumoniae, Streptococcus pyogenes, virus dell’herpes simplex tipo 1, virus dell’herpes
simplex tipo 2, virus dell’herpes umano 6, Enterovirus, Parechovirus umano, virus della

varicella-zoster e Cryptococcus neoformans/gattii *.

Il QlAstat-Dx ME Panel & indicato come ausilio nella diagnosi di agenti specifici di meningite
e/o encefdlite e i risultati devono essere utilizzati insieme ad altri dati clinici, epidemiologici
e di laboratorio. | risultati del QlAstat-Dx ME Panel non sono destinati a essere utilizzati come
unica base per la diagnosi, il trattamento o altre decisioni di gestione del paziente. Risultati
positivi non escludono la coinfezione con organismi non inclusi nel QlAstat-Dx ME Panel.
L'agente rilevato potrebbe non essere la causa definitiva della malattia. | risultati negativi non

escludono un'infezione del sistema nervoso centrale (Central Nervous System, CNS).

Non tutti gli agenti dell'infezione del CNS vengono rilevati da questo esame e la sensibilita

in alcune impostazioni cliniche pud essere diversa da quella descritta nel foglio illustrativo.

* Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii non sono differenziati.
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Il QlAstat-Dx ME Panel non & destinato all'analisi di campioni raccolti da dispositivi medici

del sistema nervoso centrale.

I QlAstatDx ME Panel & destinato a essere utilizzato insieme agli standard di ricerca
(ad esempio la coltura per il recupero degli organismi, la sierotipizzazione e il test di

sensibilita antimicrobical).

Il QlAstat-Dx ME Panel & destinato esclusivamente all'uso diagnostico in vitro da parte di

professionisti di laboratorio.
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Sommario e spiegazioni

Descrizione della QlAstat-Dx ME Panel Cartridge

Lo QlAstat-Dx ME Panel Cartridge & un dispositivo in plastica monouso che consente di
eseguire esami molecolari completamente automatizzati per la rilevazione e l'identificazione
degli acidi nucleici di pib agenti, direttamente da campioni di CSF. Le caratteristiche principali
della QlAstatDx ME Panel Cartridge comprendono la compatibilitd con un tipo di campione
liquido, il contenimento ermetico dei reagenti precaricati necessari per I'analisi e
funzionamento realmente "walk away". Tutte le fasi di preparazione ed esame dei campioni

vengono eseguite all'interno della cartuccia.

Tutti i reagenti necessari per 'esecuzione completa di un test sono precaricati e isolati nella
QlAstat-Dx ME Panel Cartridge. L'utente non ha bisogno di venire a contatto e/o manipolare
i reagenti. Durante il fest, i reagenti vengono gestiti all'interno della cartuccia nel modulo
analitico del QlAstatDx Analyzer 1.0 mediante sistema microfluidico ad azionamento
pneumatico e senza contatto diretto con gli attuatori. Il QlAstat-Dx Analyzer 1.0 alloggia filtri
per I'aria sia in entrata sia in uscita, per una ulteriore salvaguardia dell'ambiente. Dopo il
test, la cartuccia rimane sempre ermeticamente chiusa, consentendo uno smaltimento ancora

piU sicuro.

All'interno della cartuccia, vengono eseguiti automaticamente pid passaggi in sequenza
utilizzando la pressione pneumatica per trasferire campioni e fluidi attraverso la camera di

trasferimento verso le destinazioni previste.

Dopo l'introduzione nel QlAstatDx Analyzer 1.0 della QlAstatDx ME Panel Cartridge

confenente il campione, le successive fasi dell'esame si svolgono automaticamente:

Risospensione del controllo interno
Lisi cellulare con mezzi meccanici e chimici

Purificazione dell'acido nucleico mediante membrana

Miscelazione dell'acido nucleico purificato con reagenti di miscela master liofilizzati
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e Trasferimento di aliquote definite della miscela eluito/miscela master in diverse camere
di reazione

® Esecuzione di test realtime RT-PCR multiplex all'interno di ciascuna camera di reazione.

Nota: un aumento della fluorescenza, che indica il rilevamento dell'analita target, viene

rilevato direttamente all'interno di ciascuna camera di reazione.

Porta principale

Porta tampone

Codice a barre per la tracciabilita

Figura 1. Disposizione e caratteristiche della QIAstat-Dx ME Panel Cartridge.

Nota: la porta tampone non viene utilizzata per I'esame QlAstat-Dx ME Panel.
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Informazioni sull'agente patogeno

La meningite e l|'encefalite sono condizioni potenzialmente devastanti e possono essere
associate a morbilita e mortalita significative.(1) La meningite & definita come infiammazione
delle meningi, I'encefalite & definita come infiammazione del parenchima cerebrale, e la
meningoencefalite & definita come infiammazione in entrambe le sedi. Tutte queste condizioni
possono essere causate da batteri, virus o funghi, con I'encefalite che & pit comunemente
associata a un'eziologia virale.(2) Le presentazioni cliniche sono solitamente non specifiche;
i pazienti spesso sperimentano mal di festa, stato mentale alterato e, nel caso della meningite,
rigiditd nucale. La diagnosi precoce & vitale, poiché i sintomi possono apparire
improvvisamente e degenerare in danni cerebrali, perdita dell'udito e/o della parola, cecita
o persino morte. Poiché il trattamento differisce a seconda della causa della malattia,
I'identificazione di un agente causale specifico & necessaria per regolare il trattamento di

conseguenza.

La QlAstat-Dx ME Panel Cartridge permette di rilevare 15 obiettivi patogeni batterici, virali e
fungini che causano segni e/o sintomi di meningite e/o encefalite. | test richiedono un volume
di campione ridotto e un tempo di utilizzo minimo, e i risultati sono disponibili in meno di 80

minuti.

Gli agenti patogeni che possono essere rilevati e identificati con il QlAstat-Dx ME Panel sono

elencati nella Tabella 1.
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Tabella 1. Agenti patogeni rilevati dal QlAstat-Dx ME Panel

Agente patogeno Classificazione (tipo di genoma)
Escherichia coli K1 Batterio (DNA)
Haemophilus influenzae Batterio (DNA)
Listeria monocytogenes Batterio (DNA)
Neisseria meningitidis (incapsulato) Batterio (DNA)
Streptococcus agalactiae Batterio (DNA)
Streptococcus pneumoniae Batterio (DNA)
Streptococcus pyogenes Batterio (DNA)
Mycoplasma pneumoniae Batterio (DNA)
Virus dell'Herpes simplex tipo 1 Herpesvirus (DNA)
Virus dell'Herpes simplex tipo 2 Herpesvirus (DNA)
Virus dell'herpes umano 6 Herpesvirus (DNA)
Enterovirus Picornavirus (RNA)
Parechovirus umano Picornavirus (RNA)
Virus della varicella-zoster Herpesvirus (DNA)
Cryptococcus gattii/ Cryptococcus neoformans Lievito (DNA)
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Principio della procedura

Descrizione della procedura

| test diagnostici del QlAstat-Dx ME Panel vengono eseguiti sul QlAstat-Dx Analyzer 1.0.
Il QlAstat-Dx Analyzer 1.0 esegue automaticamente tutte le fasi di preparazione e analisi del
campione. | campioni vengono raccolti e caricati manualmente nella QlAstat-Dx ME Panel

Cartridge.

Per dispensare il trasferimento campioni nella porta principale viene utilizzata una pipette di

trasferimento (Figura 2).

Figura 2. Distribuzione del campione di nella porta principale.
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Prelievo di campioni e caricamento della cartuccia

Il prelievo dei campioni e il loro successivo caricamento nella QlAstatDx ME Panel Cartridge
devono essere eseguiti da personale addestrato alla manipolazione sicura dei campioni biologici.

Di seguito vengono descritti i passaggi previsti che devono essere seguiti dall'utente:

1. Viene raccolto un campione di liquido spinale cerebrale (Cerebral Spinal Fluid, CSF).

2. Le informazioni sul campione vengono scritte a mano o si applica un'etichetta per

campione sulla parte superiore di una QlAstat-Dx ME Panel Cartridge.

3. Il campione di liquido spinale cerebrale (Cerebral Spinal Fluid, CSF) viene caricato
manualmente nella QlAstat-Dx ME Panel Cartridge.
200 pl di campione vengono trasferiti nella porta principale della QlAstatDx ME Panel
Cartridge mediante una delle pipette di trasferimento incluse. Nel caso in cui tutte e sei le

pipette fornite con il kit siano state utilizzate, usare pipette alternative sterili e graduate.

Nota: quando si carica il campione di CSF, I'utente esegue un controllo visivo della
finestra di ispezione del campione (vedere I'immagine seguente) per verificare che il

campione liquido sia stato caricato (Figura 3).

— |

Figura 3. Finestra di ispezione del campione (freccia blu).
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4. |l codice a barre del campione e il codice a barre della QlAstat-Dx ME Panel Cartridge

sono softoposti a scansione nel QlAstat-Dx Analyzer 1.0.
5. la QlAstatDx ME Panel Cartridge viene introdotta nel QlAstat-Dx Analyzer 1.0.

6. Viene avviato il test sul QlAstat-Dx Analyzer 1.0.

Preparazione del campione, amplificazione e rilevamento di acidi
nucleici

L'estrazione, I'amplificazione e il rilevamento di acidi nucleici nel campione vengono eseguiti

automaticamente dal QlAstat-Dx Analyzer 1.0.

1. Il campione omogeneizzato e le cellule vengono lisate nella camera di lisi della

QlAstat-Dx ME Panel Cartridge, che include un rotore che gira ad alta velocita.

2. Gli acidi nucleici vengono purificati dal campione lisato atftraverso il legame con una
membrana di silice nella camera di purificazione della QlAstat-Dx ME Panel Cartridge in

presenza di sali caotropici e alcol.

3. Gli acidi nucleici purificati vengono eluiti dalla membrana nella camera di purificazione
e miscelati agli agenti chimici liofilizzati utilizzati per la PCR nella relativa camera
chimica secca della QlAstatDx ME Panel Cartridge.

4. La miscela di campione e reagenti per PCR viene dispensata nelle camere per PCR della
QlAstat-Dx ME Panel Cartridge, che contengono primer liofilizzati, specifici per I'esame
e sonde.

5. Il QlAstat-Dx Analyzer 1.0 crea i profili di temperatura ottimali per eseguire un'efficace
realtime RT-PCR multiplex ed esegue misurazioni della fluorescenza in tempo reale per
generare curve di amplificazione.

6. Il software del QlAstat-Dx Analyzer 1.0 interpreta i dati risultanti elabora i controlli e

genera un rapporto sul test.
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Materiali in dotazione

Contenuto del kit

QlAstat-Dx ME Panel

Transfer pipettes (Pipette di trasferimento)

Numero di catalogo 691611
Numero di test 6
QlAstat-Dx ME Panel Cartridge* 6

[¢)

time RT-PCR multiplex pid il controllo interno.

* 6 cartucce confezionate singolarmente contenenti tutti i reagenti necessari per la preparazione del campione e real-

t 6 pipette di trasferimento confezionate singolarmente per dispensare il campione liquido nella QIAstat-Dx ME Panel

Cartridge.
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Materiale necessario ma non fornito

Il QlAstat-Dx ME Panel & progettato per |'uso con il QlAstat-Dx Analyzer 1.0. Prima di iniziare

un test, assicurarsi che sia disponibile quanto segue:

® QlAstat-Dx Analyzer 1.0 (almeno un modulo operativo e un modulo analitico) con software

versione 1.4 o superiore
® QIAstatDx Analyzer 1.0 User Manual (Manuale utente di QlAstat-Dx Analyzer 1.0)
(da utilizzare con il software versione 1.4 o superiore)

e Software piU recente con file di definizione esame QlAstat-Dx per il QlAstat-Dx ME Panel

installato nel modulo operativo.
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Avvertenze e precauzioni

Per uso diagnostico in vitro.

Il QlAstat-Dx ME Panel deve essere utilizzato da professionisti di laboratorio formati nell'uso
del QlAstat-Dx Analyzer 1.0.

Informazioni sulla sicurezza

Durante la manipolazione di sostanze chimiche, & opportuno indossare sempre un camice da
laboratorio, guanti monouso e occhiali protettivi. Proteggere la pelle, gli occhi e le mucose e
cambiare spesso i guanti quando si maneggiano i campioni. Per ulteriori informazioni,
consultare le relative schede di sicurezza (Safety Data Sheets, SDS). Le schede SDS in formato
PDF sono disponibili online all'indirizzo www.qgiagen.com/safety. Qui & possibile reperire,

visualizzare e stampare la scheda SDS per ciascun kit QIAGEN e i relativi componenti.

Maneggiare tutti i campioni, le cartucce usate e le pipette di trasferimento come potenziali
mezzi di trasmissione di agenti infettivi. Osservare sempre le precauzioni di sicurezza indicate
nelle linee guida pertinenti, quale Clinical and Laboratory Standards Institute® (CLSI) Protection
of Laboratory Workers from Occupationally Acquired Infections; Approved Guideline (M29)
o altri documenti appropriati.

Seguire le procedure di sicurezza del proprio istituto per la manipolazione di campioni
biologici. Smaltire i campioni, le QlAstat-Dx ME Panel Cartridge e le pipette di trasferimento
secondo le norme vigenti.

La QlAstat-Dx ME Panel Cartridge & un dispositivo chiuso monouso che contiene tutti i reagenti
necessari per la preparazione del campione e la realtime RT-PCR multiplex all'interno del
QlAstat-Dx Analyzer 1.0. Non utilizzare una QlAstatDx ME Panel Cartridge che abbia
superato la danneggiata o perda liquido. Smaltire le cartucce usate o danneggiate in
conformita di tutte le normative e le leggi nazionali, regionali e locali in materia di salute e

sicurezza.
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Osservare le procedure standard di laboratorio per mantenere I'area di lavoro pulita e priva
di contaminazioni. le linee guida sono delineate in pubblicazioni come Biosafety in
Microbiological and Biomedical Laboratories dei Centers for Disease Control and Prevention
delle malattie e dei National Institutes of Health (www.cdc.gov/od/ohs/biosfty/biosfty.htm).

Le seguenti frasi precauzionali e di rischio sono valide per i componenti del QlAstat-Dx ME

Panel.
Contiene: etanolo; guanidina cloridrato; tiocianato di guaniding;
isopropanolo; proteinasi K; toftilfenossipolietossietanolo. Pericolo!

liquido e vapore altamente infiammabile. Nocivo se ingerito o

SO

inalato. Pud essere nocivo in caso di contatto con la pelle. Provoca
gravi ustioni alla pelle e lesioni oculari. Se inalato, pud causare
sinfomi di asma e allergia o difficoltd respiratorie. Pud provocare
sonnolenza o vertigini. Nocivo per gli organismi acquatici con effetti
di lunga durata. A contatto con acidi libera gas molto tossico.
Corrosivo per le vie aeree. Conservare lontano da fonti di
calore/scintille/fiamme libere/superfici molto calde. Non fumare.
Evitare di respirare le polveri/i fumi/i gas/il prodotto nebulizzato/i
vapori/gli aerosol. Indossare guanti/abbigliamento
protettivo/protezione per gli occhi/la faccia. Indossare una
protezione per la respirazione. IN CASO DI CONTATTO CON Gl
OCCHI: sciacquare accuratamente per parecchi minuti. Togliere le
eventuali lenti a contatto se & agevole farlo. Continuare a sciacquare.
IN CASO di esposizione o di possibile esposizione: contattare
immediatamente un CENTRO ANTIVELENI o un medico. Portare la
persona all'aria aperta e mantenerla tranquilla in posizione

confortevole per la respirazione.
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Precauzioni di laboratorio

Per evitare la possibile contaminazione del campione e dell'area di lavoro, si dovrebbero
usare le procedure standard di sicurezza e pulizia del laboratorio, comprese le seguenti

precauzioni:

® | campioni devono essere trattati in una cabina di biosicurezza o in una superficie pulita
simile che garantisca la protezione dell'utente. Se non si utilizza una cabina di
biosicurezza, durante la preparazione dei campioni si deve utilizzare una cappa a
filtrazione (ad esempio, AirClean PCR workstation), uno schermo per gli spruzzi (ad

esempio, Bel-Art Scienceware Splash Shields), o uno schermo facciale.

® Una cabina di biosicurezza utilizzata per 'esecuzione di test sui patogeni del CSF (ad
esempio la coltura) non deve essere usata per la preparazione dei campioni o il

caricamento delle cartucce.

® Prima di processare i campioni, pulire accuratamente I'area di lavoro usando un
defergente adatto come la candeggina al 10% appena preparata o un disinfettante simile.
Per evitare 'accumulo di residui e potenziali danni al campione o interferenze da parte

dei disinfettanti, pulire le superfici disinfettate con acqua.
® | campioni e le cartucce devono essere maneggiati uno alla volta.

e Usare guanti puliti per rimuovere i materiali dai sacchi di imballaggio alla rinfusa e

richiudere i sacchi di imballaggio alla rinfusa quando non vengono utilizzati.
e Cambiare i guanti e pulire |'area di lavoro tra ogni campione.

® Gettare le cartucce usate in un contenitore appropriato per il rischio biologico

immediatamente dopo il completamento della corsa.
e Evitare un'eccessiva manipolazione delle cartucce dopo i test.
e Evitare di danneggiare la cartuccia.

e Usare guanti puliti per rimuovere i materiali dalle scatole di imballaggio alla rinfusa, e

chiudere gli imballaggi alla rinfusa quando non vengono utilizzati.
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Conservazione e manipolazione dei reagenti

Conservare le QlAstat-Dx ME Panel Cartridge in uno spazio di stoccaggio asciutto e pulito, a
temperatura ambiente (15-25°C). Non rimuovere le QlAstat-Dx ME Panel Cartridge o le
pipette di trasferimento dal loro imballaggio individuale, fino all'effettivo utilizzo. In tali
condizioni, le QlAstatDx ME Panel Cartridge possono essere conservate fino alla data di
scadenza stampata sull'imballaggio individuale. La data di scadenza & inclusa anche nel
codice a barre della QlAstat-Dx ME Panel Cartridge e viene letta dal QlAstat-Dx Analyzer 1.0

quando si inserisce la cartuccia nello strumento per eseguire un fest.

Manipolazione, conservazione e separazione
dei campioni
| campioni CSF devono essere raccolti e maneggiati in base alle procedure consigliate.

La condizione di conservazione consigliata per il CSF & a temperatura ambiente (15-25°C)

per un massimo di 12 ore.
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Procedura

Controllo interno

La QlAstat-Dx ME Panel Cartridge include un controllo interno di processo completo, che &
titolato Schizosaccharomyces pombe, un lievito (funghi) che & incluso nella cartuccia in forma
essiccata e viene reidratato al momento del caricamento del campione. Questo materiale di
controllo inferno verifica tutti i passaggi del processo di analisi, compresa I'omogeneizzazione
del campione, la lisi delle strutture virali e cellulari (per azione chimica e meccanica), la

purificazione dell'acido nucleico, la trascrizione inversa e la realtime PCR.

Il segnale positivo del controllo interno indica che tutti i passaggi di elaborazione eseguiti

dalla QlAstat-Dx ME Panel Cartridge sono riusciti.

Il segnale negativo del controllo interno non annulla alcun risultato positivo per i target rilevati
e identificati, ma invalida tutti i risultati negativi nell'analisi. Pertanto, se il segnale di controllo

inferno & negativo, il fest deve essere ripetuto.
Protocollo: campioni di liquido cerebrospinale

Raccolta, trasporto e conservazione dei campioni

II' campione di CSF deve essere raccolto tramite puntura lombare e non deve essere

centrifugato.

Caricamento di un campione nella QlAstat-Dx ME Panel Cartridge
1. Pulire accuratamente |'area di lavoro con candeggina al 10% appena preparata (o un
disinfettante adatto) seguita da un risciacquo con acqua.

2. Aprire la confezione di una QlAstat-Dx ME Panel Cartridge utilizzando I'apertura facilitata

sui lati della confezione (Figura 4).
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IMPORTANTE: dopo I'apertura, il campione deve essere introdotto nella QlAstat-Dx ME
Panel Cartridge e caricato nel QlAstat-Dx Analyzer 1.0 entro 120 minuti.

Figura 4. Apertura della QlAstat-Dx ME Panel Cartridge.

3. Rimuovere la QlAstat-Dx ME Panel Cartridge dalla confezione e posizionarla in modo da

avere di fronte il codice a barre.

4. Scrivere a mano le informazioni sul campione o applicare un'etichetta informativa sul
campione nella parte superiore della QlAstatDx ME Panel Cartridge. Assicurarsi che
I'etichetta sia posizionata correttamente e non blocchi I'apertura dello sportellino
(Figura 5).
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Figura 5. Posizionamento delle informazioni sul campione sulla parte superiore della QlAstat-Dx Meningitis/Encephalitis
Panel Cartridge.

5. Aprire lo sportello della porta principale sulla parte anteriore della QlAstat-Dx ME Panel
Cartridge (Figura 6).

Figura 6. Apertura dello sportellino del campione della porta principale.

6. Aprire la provetta con il campione da analizzare. Utilizzare la pipetta di trasferimento in
dotazione per aspirare il fluido fino alla seconda linea di riempimento sulla pipetta (vale
a dire 200 pl)(Figura 7).
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IMPORTANTE: non aspirare aria nella pipetta. Se cid dovesse accadere, espellere con
cautela nella provetta del campione il fluido di campione presente nella pipetta e

riaspirarlo.

Figura 7. Aspirazione del campione nella pipetta di trasferimento fornita.
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7. Trasferire con cautela 200 pl di campione nella porta per campione liquido della QlAstat-
Dx ME Panel Cartridge utilizzando una pipetta di trasferimento monouso in dotazione
(Figura 8).

ME Panel

aset D@

Figura 8. Trasferimento del campione nella porta principale della QlAstat-Dx ME Panel Cartridge.

8. Chiudere saldamente lo sportellino della porta principale finché non scatta (Figura 9).

Figura 9. Chiusura dello sportellino della porta principale.
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9.

Verificare visivamente che il campione sia stato caricato controllando la finestra di

ispezione del campione della QlAstat-Dx ME Panel Cartridge (Figure 10).
IMPORTANTE: dopo aver introdotto il campione all'interno della QlAstat-Dx ME Panel

Cartridge, questa deve essere caricata nel QlAstat-Dx Analyzer 1.0 entro 90 minuti.

——

Figura 10. Finestra di ispezione del campione (freccia blu).

Awio di QlAstat-Dx Analyzer 1.0

1.

Accendere il QlAstat-Dx Analyzer 1.0 utilizzando il pulsante On/Off nella parte

anteriore dello strumento.

Nota: l'interruttore di alimentazione posto sul retro del modulo analitico deve essere
impostato nella posizione "I". Gli indicatori di stato del QlAstat-Dx Analyzer 1.0

diventeranno blu.

. Attendere finché non compare la schermata Main (Principale) e gli indicatori di stato del

QlAstat-Dx Analyzer 1.0 diventano verdi e smettono di lampeggiare.

. Accedere a QlAstat-Dx Analyzer 1.0 inserendo il nome utente e la password.

Nota: se & attivata I'opzione User Access Control (Controllo di accesso utente), viene
visualizzata la schermata Login (Accesso). Se I'opzione User Access Control (Controllo di
accesso utente) & disattivata, non & necessario inserire nome utente e password e viene

visualizzata la schermata Main (Principale).
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4. Se il software del file di definizione esame non & stato installato sul QlAstat-Dx Analyzer

1.0, seguire le istruzioni per I'installazione prima di eseguire il test (per ulteriori
informazioni, vedere Appendice A: Installazione del file di definizione esame,

a pagina 74).

Esecuzione di un fest

1.

Premere il pulsante Run Test (Esegui test] nell'angolo in alto a destra del touchscreen di
QlAstat-Dx Analyzer 1.0.

. Quando richiesto, eseguire la scansione dell'ID codice a barre del campione sulla provetta

CSF contenente il campione o la scansione del codice a barre delle informazioni del
campione situato sulla parte superiore della QlAstat-Dx ME Panel Cartridge (vedere il
passaggio 3), utilizzando il lettore di codici a barre anteriore integrato del QlAstat-Dx

Analyzer 1.0 (Figura 11).

Nota: & inoltre possibile immettere I''D del campione usando la tastiera virtuale del

touchscreen selezionando Sample ID (ID campione).

Nota: a seconda della configurazione di sistema scelta, a questo punto potrebbe essere

necessario inserire I'ID paziente.

Nota: le istruzioni dell'analizzatore QlAstat-Dx Analyzer 1.0 appaiono nella barra delle

Istruzioni nella parte inferiore del touchscreen.

& |
{ )
Eﬁsﬁ h‘Lu\“ 2

\ o) I mAxM-D‘A"“‘

Figura 11. Scansione del codice a barre dell'lD campione.
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. Quando richiesto, eseguire la scansione del codice a barre della QlAstat-Dx ME Panel

Cartridge da utilizzare (Figura 12). Il QlAstat-Dx Analyzer 1.0 riconosce automaticamente

I'esame da eseguire in base al codice a barre della cartuccia.

Nota: || QlAstat-Dx Analyzer 1.0 non accettera le QlAstatDx ME Panel Cartridge che
abbiano superato la data di scadenza, cartucce usate in precedenza o cartucce per esami
non presenti sull'unitd. In questi casi viene visualizzato un messaggio di errore e la
QlAstat-Dx ME Panel Cartridge verrd rifiutata. Per ulteriori dettagli su come installare gli

esami, fare riferimento al Manuale utente di QlAstat-Dx Analyzer 1.0 .

Figura 12. Scansione del codice a barre della QlAstat-Dx Meningitis/Encephalitis Panel Cartridge.

4.

Appare la schermata Confirm (Conferma). Rivedere i dati immessi e apportare le modifiche

necessarie premendo sui campi pertinenti sul touchscreen e modificando le informazioni.
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5. Quando tutti i dati visualizzati sono corretti, premere Confirm (Conferma). Se necessario,
selezionare il campo appropriato per modificarne il contenuto o premere Cancel (Annulla)

per annullare il test (Figura 13).

™ - o x

administrator Run Test Module 1 09:50 2019-12-05

=]

Ul administrator

TEST DATA
Sample ID
491970342 v

Assay Type
ME v
Sample Type

CSF v

Cancel
Module 1 | Confirm TEST DATA or click any field to edit

Figura 13. Conferma dell'inserimento dei dati.

6. Accertarsi che entrambi gli sportellini campione, quello della porta tampone e quello della
porta principale della QlAstat-Dx ME Panel Cartridge siano chiusi saldamente. Quando si
apre automaticamente la porta di ingresso della cartuccia sulla parte superiore del
QlAstat-Dx Analyzer 1.0, inserire la QlAstat-Dx ME Panel Cartridge con il codice a barre

rivolto verso sinistra e le camere di reazione rivolte verso il basso (Figura 14).

Nota: non & necessario spingere la QlAstatDx ME Panel Cartridge nel QlAstat-Dx
Analyzer 1.0. Posizionandola correttamente nella porta di ingresso della cartuccia, il

QlAstat-Dx Analyzer 1.0 la sposterd automaticamente nel modulo analitico.

Nota: la porta tampone non viene utilizzata per I'esame QlAstat-Dx ME Panel.
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‘ Dx Analyzer

o QlAstat! '

Figura 14. Inserimento della QlAstat-Dx ME Panel Cartridge nel QlAstat-Dx Analyzer 1.0.

7.

8.

Dopo aver rilevato la QlAstatDx ME Panel Carfridge, il QlAstatDx Analyzer 1.0 chiude
automaticamente lo sportellino della porta di ingresso della cartuccia e avvia l'esecuzione del
test. Per avviare il processo non & richiesta alcuna ulteriore azione da parte dell'operatore.
Nota: il QlAstat-Dx Analyzer 1.0 non accetta una QlAstat-Dx ME Panel Cartridge diversa
da quella utilizzata e sottoposta a scansione durante la configurazione del fest. Se si
inserisce una cartuccia diversa da quella sottoposta a scansione, viene generato un errore
e la cartuccia & espulsa automaticamente.

Nota: fino a questo punto, & possibile annullare I'esecuzione del test premendo il pulsante
Cancel (Annulla) nell'angolo in basso a destra del touchscreen.

Nota: a seconda della configurazione del sistema, & possibile che, per avviare
I'esecuzione del test, |'operatore debba inserire nuovamente la propria password utente.
Nota: se nella porta d'ingresso della cartuccia non viene posizionata alcuna QlAstat-Dx
ME Panel Cartridge, lo sportellino si chiuderd automaticamente dopo 30 secondi. In fal
caso, ripetere la procedura iniziando dal passaggio 18.

Mentre & in corso il test, sul fouchscreen viene visualizzato il tempo rimanente.
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9.

Al termine del test, verra visualizzata la schermata Eject (Espelli) (Figura 15, pagina
successiva) e la Module status bar (Barra stato dei moduli) mostrerd il risultato del test con
una delle seguenti opzioni:

O TEST COMPLETED (TEST COMPLETATO): Il test & stato completato con successo.
O TEST FAILED (TEST NON RIUSCITO): Si & verificato un errore durante il fest.
O TEST CANCELED (TEST ANNULLATO): L'utente ha annullato il test.

IMPORTANTE: Se il test ha esito negativo, contattare il servizio di assistenza tecnica.

- o x

administrator Run Test Module 1 09:57 20191205

Ul administrator

ME

TEST DATA
Sample ID

491970342

Assay Type
ME
Sample Type

CSF

Cancel
Module 1 | Test Completed - Remove Cartridge

Figura 15. Schermata Eject (Espelli).

10.Premere '© Eject (Espelli) per rimuovere la QlAstat-Dx ME Panel Cartridge e smaltirla come

rifiuto a rischio biologico in conformita a tutte le normative e le leggi nazionali regionali
e locali in materia di salute e sicurezza. La QlAstatDx ME Panel Cartridge deve essere
rimossa quando si apre la relativa porta d'ingresso e viene espulsa. Se la cartuccia non
viene rimossa entro 30 secondi, viene spostata automaticamente nel QlAstat-Dx Analyzer
1.0 e lo sportellino della porta d'ingresso cartuccia si chiude. In tal caso, premere Eject
(Espelli) per aprire di nuovo lo sportellino della porta d'ingresso cartuccia, quindi
rimuovere la cartuccia.

IMPORTANTE: le QlAstat-Dx ME Panel Cartridge devono essere gettate. Non & possibile
rivtilizzare le cartucce per test per le quali I'esecuzione sia stata iniziata e successivamente
annullata dall'operatore o per le quali sia stato rilevato un errore.
.Dopo l'espulsione della QlAstatDx ME Panel Cariridge, comparira la schermata Summary
(Riepilogo). Per avviare il processo per eseguire un dliro test, premere Run Test (Esegui test).

Nota: per ulteriori informazioni sull'uso del QlAstat-Dx Analyzer 1.0, fare riferimento al
QIAstat-Dx Analyzer 1.0 User Manual (Manuale utente di QIAstat-Dx Analyzer 1.0).
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Interpretazione dei risultati

NOTA: le immagini della schermata del QlAstatDx Analyzer 1.0 in questa sezione sono da

intendersi come esempio e potrebbero non rappresentare i risultati specifici dei patogeni forniti

per il QlAstat-Dx ME Panel.
Visualizzazione dei risultati
Il QlAstatDx Analyzer 1.0 interpreta e salva automaticamente i risultati dei test. Dopo aver

espulso la QlAstat-Dx ME Panel Cartridge, viene visualizzata automaticamente la schermata

Summary (Riepilogo) dei risultati (Figura 16).

- - o x
administrator Summary 09:44 20191205
—] Available °
Run Test
TEST DATA QlAstat-Dx® Meningitis/Encephalitis Panel
Sample ID Detected Controls Pas
491970342 "
e Streptococcus pneumoniae
Assay Type View
ME Equivocal Results
Sample Type None
CSF Tested @
e Streptococcus pneumoniae Options
@ Herpes simplex virus 1
B summary |£ Amplificatic e [A Me e [ Test Deta
— Log Out
IS Print Report [E] save report

Figura 16. Schermata dei risultati Summary (Riepilogo) che mostra Test Data (Dati test) nel pannello di sinistra e Summary
(Riepilogo) dei test nel pannello principale.
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La parte principale della schermata fornisce i seguenti elenchi e utilizza la codifica mediante

colori e dei simboli per indicare i risultati:

Il primo elenco, con l'intestazione Detected (Rilevati), include tutti gli agenti patogeni
rilevati e identificati nel campione, che sono preceduti da un segno @ ¢ sono di colore

rosso.

Il secondo elenco, con l'intestazione Equivocal (Ambigui), non viene utilizzato. | risultati
equivoci non sono applicabili al QlAstatDx ME Panel, pertanto I'elenco Equivocal sard

sempre vuoto.

Il terzo elenco, con l'intestazione Tested (Testati), include tutti gli agenti patogeni testati nel
campione. Gli agenti patogeni rilevati e identificati nel campione sono preceduti da un
segno @ ¢ sono di colore rosso. Gli agenti patogeni oggetto del test, ma non rilevati,
sono preceduti da un segno e sono di colore verde. In questo elenco vengono

visualizzati anche gli agenti patogeni non validi.

Nota: gli agenti patogeni rilevati e identificati nel campione vengono mostrati sia nell'elenco
Detected (Rilevati) sia nell'elenco Tested (Testati).

Nel caso in cui il test non sia stato completato con successo, un messaggio indicherd Failed

(Non riuscito) seguito dal codice di errore specifico.

Sul lato sinistro dello schermo appaiono i seguenti dati del test:

Sample ID (ID campione)

Patient ID (ID paziente) (se disponibile)
Assay Type (Tipo di esame)

Sample Type (Tipo di campione)

A seconda dei diritti di accesso dell'operatore sono disponibili ulteriori dati sull'esame, tramite

le schede nella parte inferiore dello schermo (ad esempio, grafici di amplificazione e detftagli
del test).
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E possibile esportare su un dispositivo di archiviazione USB esterno un referto con i dati
dell'esame. Inserire il dispositivo di archiviazione USB in una delle porte USB del QlAstat-Dx
Analyzer 1.0 e premere Save Report (Salva referto) nella barra in basso sullo schermo. Questo
referfo pud essere successivamente esporfato in qualsiasi momento selezionando il test

dall'elenco View Result List (Visualizza elenco risultati).

Il referto pud anche essere inviato alla stampante premendo Print Report (Stampa referto) nella

barra in basso sullo schermo.
Visualizzazione delle curve di amplificazione

Per visualizzare le curve di amplificazione del test degli agenti patogeni rilevati, premere la

scheda | Amplification Curves (Curve di amplificazione) (Figura 17).

- - o x
administrator Amplification Curves 10:02 2019-12-05

_I Available °
Run Test
PATHOGENS CONTROLS
Detected e
Streptococcus pneumon § "
° EP 11,601 & e
2 Results
Equivocal =
=)
None = @
Not detected Options
Herpes simplex virus 1 @ - )
Ct— - EP— Lin ‘ .
. CYCLE
Mvconlasma bneumonia
B summa |£ Amplification Curves A [l Test Details .
= Log Out
[=] Print Report [gl Save Report

Figura 17. Schermata Amplification Curves (Curve di amplificazione) (scheda PATHOGENS (AGENTI PATOGENI)).

| dettagli sugli agenti patogeni e sui controlli analizzati sono mostrati a sinistra mentre le curve

di amplificazione sono mostrate al centro.
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Nota: se sul QlAstat-Dx Analyzer 1.0 & abilitato User Access Control (Controllo accesso utente),
la schermata Amplification Curves (Curve di amplificazione) & disponibile solo per gli operatori

che dispongono dei diritti di accesso.

Premere la scheda PATHOGENS (AGENTI PATOGENI) sul lato sinistro per visualizzare i
grafici corrispondenti agli agenti patogeni testati. Premere il nome dell'agente patogeno per
selezionare quali agenti patogeni visualizzare nel grafico di amplificazione. E possibile
selezionare agenti patogeni singoli, multipli o nessuno. A ogni agente patogeno nell'elenco
selezionato verrd assegnato un colore corrispondente alla curva di amplificazione associata.

Gli agenti patogeni non selezionati sono visualizzati in grigio.

Sotto il nome di ciascun agente patogeno sono riportati i corrispondenti valori di Cr e

fluorescenza terminale (endpoint fluorescence , EP).

Premere la scheda CONTROLS (CONTROLLI) sul lato sinistro per visualizzare i controlli nel
grafico di amplificazione. Premere il cerchio accanto al nome del controllo per selezionarlo o
deselezionarlo (Figura 18).

- [E=nEcu =]
administrator Amplification Curves 17:40 2019-02-06

’} Available

Run Test
PATHOGENS CONTROLS

Passe

ic

<] »
@ Gioes - epaerie ] g
2 Results
Failed Controls &
None = @
Options
Lin '
CYCLE
| Amplification Curves
Log Out

=1 Print Report [E] save Report

Figura 18. Schermata Amplification Curves (Curve di amplificazione) (scheda CONTROLS (CONTROLLI)).
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Il grafico di amplificazione mostra la curva dei dati per gli agenti patogeni o i controlli
selezionati. Per alternare tra la scala logaritmica e quella lineare per 'asse Y, premere il

pulsante Lin (Lineare) o Log (Logaritmica) nell'angolo in basso a sinistra del grafico.

la scala dell'asse X e dell'asse Y pud essere regolata usando i selettori blu @ presenti su
ciascun asse. Tenere premuto un selettore blu, quindi spostarlo nella posizione desiderata

sull'asse. Spostare un selettore blu sull'origine dell'asse per tornare ai valori predefiniti.

Visualizzazione dei dettagli del test

Premere =l Test Details (Dettagli test) nella barra dei menu a schede nella parte inferiore del
touchscreen per esaminare i risultati in modo piU deftagliato. Scorrere in basso per vedere il

referto completo.

Al centro dello schermo vengono visualizzati i seguenti Test Details (Dettagli test) (Figura 19):

e User ID (ID utente)

e Cartridge SN (NS cartuccia) (numero di serie)

e Cartridge Expiration Date (Data di scadenza della cartuccia)

® Module SN (NS modulo) (numero di serie)

® Test Status (Stato del test) (Completed (Completato), Failed (Non riuscito) o Canceled by

operator (Annullato dall'operatore))
® Error Code (Codice di errore) (se applicabile)
® Test Start Date and Time (Data e ora di inizio del test)
e Test Execution Time (Ora di esecuzione del test)
® Assay Name (Nome esame)

e TestID (ID test)
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® Test Result (Risultato del test):

O Positive (Positivo) (se viene rilevato/identificato almeno un agente patogeno della

meningite/encefalite)

O Negative (Negativo) (se non viene rilevato alcun patogeno della

meningite/encefalite)

O Failed (Non riuscito) (si & verificato un errore o il test & stato annullato dall'utente)

® Elenco degli andliti testati nell'esame, con Cr e fluorescenza terminale in caso di segnale

positivo

e Controllo interno, con Cr e fluorescenza terminale

administrator

—] Available

TEST DATA
Sample ID
491970342
Assay Type
ME

Sample Type

CSF

= Print Report

Test Details

TEST DETAILS
User ID

Cartridge SN

dge Expiration Date
Module SN
Test Status
Error Code

Test Start Date and Time

E

administrator
491970342
2019-12-25 00:00
1024

Completed

0x0

2019-11-08 12:08

[3] Test Details

Save Report

- o x

10:06 2019-12-05

Run Test

View
Results

©

Options

Log Out

Figura 19. Schermata di esempio che mostra Test Data (Dati test) nel pannello di sinistra e Test details (Dettagli test) nel

pannello principale.

Consultazione dei risultati dei test precedenti

er visualizzare i risultati di test precedenti memorizzati nell'archivio dei risultati, premere
P | ltati di test precedent ti nell'archivio dei risultati, p (=

View Results (Visualizza risultati) dalla barra dei menu principale (Figura 20).
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™ - o x
administrator Test Results 10:122019-12-05
1 Available °

Run Test
° Sample ID Assay Operator ID Mod Date/Time Result
491970342 ME administrator 1 2019-12-05 09:57 e pos e
491730233 ME administrator 1 2019-11-1809:58 @ neg View
Results
491730221 ME administrator 1 2019-11-1809:56 @ neg
491730213 Gl administrator 1 2019-11-18 09:18 e pos @
Options
492280659 Gl administrator 1 2019-11-1516:10 e pos
Page 1 of 153 > A
Log Out
Remove Filter Print Report Save Report £ search

Figura 20. Esempio schermata View Results (Visualizza risultati).

Per ogni test eseguito sono disponibili le seguenti informazioni (Figura 21):

e Sample ID (ID campione)

e Assay (Esame) (nome dell'esame del test, vale a dire "ME", per Meningitis/Encephalitis

Panel)
e Operator ID (ID operatore)
® Mod (Modulo) (modulo andlitico sul quale & stato eseguito il test)
e Date/Time (Data/ora) (data e ora in cui & stato completato il test)

® Result (Risultato) (esito del test: positive (positivo) [pos], negative (negativo) [neg], failed

(non riuscito) [fail] o successful (riuscito) [suc])

Nota: se User Access Control (Controllo accesso utente) & abilitato in QlAstat-Dx Analyzer 1.0,

i dati per i quali I'utente non dispone di diritti di accesso saranno nascosti con degli asterischi.

Selezionare uno o pi risultati del test premendo il cerchio grigio a sinistra dell'lD campione.
Accanto ai risultati selezionati apparird un segno di spunta. Deselezionare i risultati del test
premendo questo segno di spunta. E possibile selezionare I'intero elenco di risultati premendo

il @ cerchio con il segno di spunta nella riga in alto (Figura 21).
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administrator

Test Results

‘l Available
° Sample ID Assay Operator ID Mod  Date/Time Result
2 491970342 ME administrator 1 2019-12-05 09:57 e pos
2 491730233 ME administrator 1 2019-11-18 09:58 neg
2 491730221 ME administrator 1 2019-11-18 09:56 neg
491730213 Gl administrator 1 2019-11-18 09:18 e pos
492280659 Gl administrator 1 2019-11-1516:10 e pos
K Page 1 of 153 A
J“k Remove Filter E Print Report E Save Report ,O Search

Figura 21. Esempio di selezione dei Test Results (Risultati test) nella schermata View Results (Visualizza risultati).

Premere in qualsiasi punto della riga di un test per visualizzarne il risultato.

- o x

10:17 2019-12-05

Run Test

View
Results

©

Options

Log Out

Premere l'intestazione di una colonna (ad esempio, Sample ID (ID campione)) per applicare

all'elenco I'ordine crescente o decrescente in base a quel parametro. L'elenco pud essere

ordinato in base a una sola colonna alla volta.

La colonna Result (Risultato) mostra I'esito di ogni test (Tabella 2).
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Tabella 2. Descrizioni dei risultati dei test nella schermata View Results (Visualizza risultati)

Esito Risultato

Descrizione

Intervento

Positive (Positivo)

opos

Positive with warning
(Positivo con avviso)

|
e'pos*

Negative (Negativo) neg

Failed (Non riuscito)

ofail

Successful (Riuscito)

gSuc

Almeno un agente patogeno &
positivo

Almeno un analita & positivo, ma
il controllo interno non & riuscito

Non sono stati rilevati analiti

Il test & fallito perché si & verificato
un errore, il test & stato annullato
dall'utente, oppure non sono stati
rilevati agenti patogeni e il
controllo interno & fallito.

II test & positivo o negativo, ma
['utente non ha i diritti di accesso
per visualizzare i risultati del test.

Fai riferimento alla schermata di
riepilogo dei risultati o alla stampa dei
risultati per i risultati specifici dei
patogeni.

Fai riferimento alla schermata di
riepilogo dei risultati o alla stampa dei
risultati per i risultati specifici dei
patogeni.

Fai riferimento alla schermata di
riepilogo dei risultati o alla stampa dei
risultati per i risultati specifici dei
patogeni.

Eseguire il test usando una nuova
cartuccia.

Accettare i risultati dei test ripetuti. Se

|'errore persiste, contattare i servizi
tecnici QIAGEN Istruzioni.

Accedere da un profilo utente con diritti
per visualizzare i risultati.

Premere Save Report (Salva referto) per salvare il referto o i referti relativi ai risultati selezionati

in formato PDF su un dispositivo di archiviazione USB esterno.

Selezionare il tipo di referto: List of Tests (Elenco di test) o Test Reports (Referti di test).

Premere Search (Cerca) per cercare i risultati del test per Sample ID (ID campione), Assay

(Esame) e Operator ID (ID operatore). Immettere la stringa di ricerca utilizzando la tastiera

virtuale e premere Enter (Invio) per iniziare la ricerca. Nei risultati della ricerca vengono

visualizzati solo i record contenenti il testo di ricerca.

Se I'elenco dei risultati & stato filtrato, la ricerca viene applicata solo all'elenco filtrato.

Tenere premuta |'intestazione di una colonna per applicare un filtro in base a quel parametro.

Per alcuni parametri, come Sample ID (ID campione), verrd visualizzata la tastiera virtuale in

modo da poter inserire la stringa di ricerca per il filtro.
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Per altri parametri, come Assay (Esame), si apre una finestra di dialogo con un elenco di esami
memorizzato in archivio. Selezionare uno o pit esami per filtrare solo i test eseguiti con gli

esami selezionati.

Il simbolo T a sinistra dell'intestazione di una colonna indica che il filtro della colonna &
afttivo.

Un filtro pud essere rimosso premendo Remove Filter (Rimuovi filtro) nella barra dei sottomenu.

Esportazione dei risultati su un'unita USB

Da qualsiasi scheda della schermata View Results (Visualizza risultati), selezionare Save Report
(Salva referto) per esportare e salvare una copia dei risultati del test in formato PDF su un'unita
USB (da figura 22 a figura 24). La porta USB si trova sulla parte anteriore del QlAstat-Dx
Analyzer 1.0. L'interpretazione dei risultati nel file PDF & mostrata nella tabella seguente.

Tabella 3. Interpretazione dei risultati dei test nei report PDF.

Esito Simbolo Descrizione
Detected ﬂ Patogeno rilevato
(Rilevato)
Risultato Not Detected ~ Nessun Pathogen not detected (Patogeno non rilevato)
dell'agente (Non rilevato)  simbolo
atogeno
patog Invalid Nessun Il controllo interno non ha funzionato, non & stato
(Non valido) ~ simbolo ottenuto un risultato valido relativamente al target e il
campione deve essere ritestato.
Stato del test Completed Il test & stato completato e sono stati rilevati il controllo
(Completato) inferno e/o uno o piv target
Failed ° Test non riuscito
(Non riuscito)
Controlli interni Passed Il controllo interno & riuscito
(Riuscito)
Failed 0 Il controllo interno non & stato superato
(Non riuscito)
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ik

QlAstat-Dx® Meningitis/Encephalitis Panel

W glagen com

| TEST REPORT

Patient ID Sample ID M30-3x Test Time 2021-12-08 09:53
Detected @ Enterovirus
© Human herpes virus 6
User administrator ~ Test Status Completed
Internal Controls Passed
Viruses @ Detected Enterovirus 19.5 f 651,083
Mot detected Herpes simplex virus 1
Mot detected Herpes simplex virus 2
Mot detected Human parechovirus
@ Detected Human herpes virus 6
Mot detected Varicella zoster virus
Bacteria Mot detected Streptococcus pneumonise
Mot detected Neisseris meningitidis
Not detected Streptococcus agalsctiae
Mot detected Listeria monocytogenes
Mot detected Haemophilus influenzae
Mot detected Escherichis coli K1
Mot detected Streptococcus pyogenes
Mot detacted Mycoplasma pneumonize -I-
Fungi & Yeast Mot detected Cryptococcus neoformans,/gattii =-/-
Controls @ Detected I 31.8/368.769

Figura 22. Report del fest dei campioni

Assay ME Cartridge SN 512900123
Vil Cartridge LOT 210290
Sample CSF Expiration Date 2022-03-09
Error None

SN Operational module 20719052
SN Analytical module 10221072
SW Version 1.4.0build§

Figura 23. Esempio di report di test che mostra i deftagli del test
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Figura 24. Report di test del campione che mostra i dati inerenti all'esame.
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Stampa dei risultati

Accertarsi che sia collegata una stampante al QlAstat-Dx Analyzer 1.0 e che sia installato il

driver corretto. Premere Print Report (Stampa report) per inviare una copia dei risultati del PDF

test alla stampante.

Interpretazione dei risultati

Un risultato per un organismo della meningite/encefalite & interpretato come Positive (Positivo)

quando il corrispondente esame PCR & positivo.

Interpretazione dei controlli interni

| risultati dei controlli interni devono essere interpretati secondo la Tabella 4.

Tabella 4. Interpretazione dei risultati dei controlli interni

Risultato dei
controlli Spiegazione

Intervento

Passed (Riuscito) Il controllo interno & stato amplificato con
successo

Failed (Non Il controllo inferno non & stato superato
riuscito)

Il processo & stato completato con successo. Tutti i
risultati sono validi e possono essere refertati. Gli
agenti patogeni rilevati sono segnalati come
positive (positivi) e gli agenti patogeni non rilevati
sono segnalati come negative (negativi).

Sono stati segnalati agenti patogeni rilevati
positivamente, ma tutti i risultati negativi (agenti
patogeni testati ma non rilevati) non sono validi.

Ripetere il test utilizzando una nuova QlAstat-Dx
Meningitis/Encephalitis Panel Cartridge.
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Controllo di qualita

In conformita al Sistema di gestione della qualita con certificazione 1SO di QIAGEN, ciascun

lotto di QlAstat-Dx ME Panel & testato con le specifiche predefinite per garantire una qualita

costante del prodotto.

Limitazioni

I risultati del QIAstat-Dx ME Panel non sono destinati a essere utilizzati come unica base
per la diagnosi, il trattamento o altre decisioni di gestione del paziente.

Risultati positivi non escludono la coinfezione con organismi non inclusi nel QlAstat-Dx
ME Panel. L'agente rilevato potrebbe non essere la causa definitiva della malattia.

| risultati negativi non escludono I'infezione del sistema nervoso centrale (Central
Nervous System, CNS), come non tutti i potenziali agenti eziologici sono rilevati da
questo esame, mentre gli agenti patogeni interessati dal QlAstat-Dx ME Panel possono
essere presenti in concentrazioni inferiori ai limiti di sensibilita del sistema

Non tutti gli agenti dell'infezione del CNS vengono rilevati da questo esame e la
sensibilita in alcune impostazioni cliniche pud essere diversa da quella descritta nel
foglio illustrativo.

Il QlAstat-Dx ME Panel non & destinato all'analisi di campioni raccolti da dispositivi
medici del sistema nervoso centrale.

Un risultato negativo del ME Panel non esclude la natura infettiva della sindrome.

| risultati negativi dell'esame possono derivare da diversi fattori e da loro combinazioni,
inclusi errori di manipolazione del campione, variazione delle sequenze di acido
nucleico target dell'esame, infezione da organismi non inclusi nell'esame, livelli degli
organismi inclusi inferiori al limite di sensibilitd per I'esame e I'uso di determinati
farmaci, terapie o agenti.

Il QlAstat-Dx ME Panel non & destinato al test di campioni diversi da quelli descritti in
queste Istruzioni per I'uso. Le caratteristiche delle prestazioni del test sono state stabilite
solo con il CSF.
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e |l QlAstatDx ME Panel & destinato a essere utilizzato insieme agli standard di ricerca
(ad esempio la coltura per il recupero degli organismi, la sierotipizzazione e il fest di
sensibilitd antimicrobica). | risultati del QlAstatDx ME Panel devono essere interpretati da
un professionista sanitario qualificato nel contesto di tutti i risultati clinici, di laboratorio ed
epidemiologici pertinenti.

Il QlAstat-Dx ME Panel & progettato per I'uso esclusivo con il QlAstat-Dx Analyzer 1.0+

o |l QlAstat-Dx ME Panel & un esame qualitativo e non fornisce un valore quantitativo degli
organismi rilevati.

e Gli acidi nucleici di parassiti, virus e batteri possono persistere in vivo, anche se
I'organismo non & vivo o infettivo. La rilevazione di un marcatore target non implica che
I'organismo corrispondente sia I'agente eziologico dell'infezione o dei sintomi clinici.

® la rilevazione di acidi nucleici batterici, virali e fungini dipende dalla raccolta,
manipolazione, trasporto, conservazione e caricamento corretti del campione nella
QlAstat-Dx ME Panel Cartridge. Uno qualsiasi dei suddetti processi non eseguito
correttamente pud causare risultati errati, inclusi falsi positivi o falsi negativi.

® Lo sensibilita e la specificita dell'esame, per i determinati organismi e per tutti gli
organismi combinati, sono parametri di prestazione intrinseci di un dato esame e non
variano a seconda della prevalenza. Al contrario, sia i valori predittivi negativi sia quelli
positivi di un risultato di test dipendono dalla prevalenza di malattia/organismo. Si noti
che una maggiore prevalenza favorisce il valore predittivo positivo del risultato di un
test, mentre una prevalenza inferiore favorisce il valore predittivo negativo.

® la contaminazione accidentale del campione di CSF con Propionibacterivm acnes, un
comune organismo della flora cutanea, pud generare un segnale inatteso (basso
positivo) per il target Mycoplasma pneumoniae nel QlAstat-Dx ME panel. La gestione
standard del campione di CSF dovrebbe prevenire questa potenziale contaminazione.

® | risultati ottenuti durante lo studio sulle coinfezioni nella verifica analitica mostrano una
potenziale inibizione del rilevamento di HSV1 quando S.pneumoniae & presente nello
stesso campione. Poiché questo effetto & stato osservato anche con basse concentrazioni
di S.pneumoniae, i risultati negativi per HSV1 in campioni positivi a S.pneumoniae
devono essere interpretati con cautela. L'effetto opposto (inibizione di S.pneumoniae

quando HSV1 & presente nello stesso campione) non & stato osservato alla massima
concentrazione testata di HSV1 (1,00E+05 TCIDso/ml).

" In alternativa agli strumenti QlAstat-Dx Analyzer 1.0 & possibile utilizzare gli strumenti DiagCORE Analyzer che
eseguono il software QlAstat-Dx versione 1.4 o superiore.
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Caratteristiche delle prestazioni

Prestazioni cliniche

le caratteristiche delle prestazioni del QlAstat-Dx Meningitis/Encephalitis (ME) Panel sono

state valutate mediante uno studio osservazionale retrospettivo sulle prestazioni cliniche, che

ha incluso I'analisi di 585 campioni residui idonei di liquido cerebrospinale (cerebrospinal

fluid, CSF) ottenuti mediante puntura lombare da pazienti con segni e sintomi di meningite

e/o encefalite, utilizzando il QlAstatDx ME Panel in 3 centri di test clinici in Europa

(Tabella 5).

Tabella 5. Numero di partecipanti per sito di test clinico

Siti Numero di campioni idonei
Germania 200
Francia 194
Danimarca 191
Complessivi/Totali 585

La Tabella 6 fornisce una sintesi dei dati demografici relativi ai campioni inclusi nello studio.

Tabella 6. Riepilogo dei dati demogrdfici per lo studio delle prestazioni cliniche

Variabile Sottogruppo N %
<2 anni 9 1,55
2-17 anni 24 4,15
Gruppo d'etd 18-64 anni 319 55,09
65+ anni 212 36,61
N.S. 15 2,60
Femminile 282 48,70
Sesso Maschile 282 48,70
N.S. 15 2,60
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Le prestazioni del QlAstat-Dx ME Panel sono state valutate confrontando il risultato del test del
QIAstat-Dx ME Panel con il FilmArray Meningitis/Encephalitis Panel. In caso di disaccordo tra
i metodi, la discordanza & stata risolta considerando il risultato del test standard di cura

utilizzato nel sito (RT-PCR o coltura).

Dei 585 campioni clinici idonei, 579 hanno prodotto un risultato valutabile. Sono stati inclusi
campioni artificiali (n=367) per valutare le prestazioni di agenti patogeni con bassa prevalenza
(Neisseria meningitidis, Streptococcus agalactiae, Enterovirus, Herpes Virus Simplex 1 e
Parechovirus umano) e per Mycoplasma pneumoniae e Streptococcus pyogenes. Per ciascun
patogeno artificiale, i ceppi scelti sono stati aggiunti a una matrice clinica negativa in almeno 10
diversi campioni o pool di CSF negativo. Una volta preparati, i campioni artificiali sono stati
randomizzati e mascherati, quindi inviati a ciascuno dei siti clinici per essere analizzati nell'ambito

del flusso di lavoro standard. La Tabella 7 mostra i campioni inclusi nel calcolo delle prestazioni.

Tabella 7. Distribuzione dei campioni clinici e arfificiali analizzati

Variabile Sottogruppo N %

Tipo di Clinico 579 61,20

campione  Arificiale  Complessivi 367 38,80
Neisseria meningitidis 65 6,87
Streptococcus agalactiae 61 6,45
Streptococcus pyogenes 61 6,45
Mycoplasma pneumoniae 61 6,45
Enterovirus 60 6,34
Parechovirus umano 59 6,24

La concordanza percentuale positiva (Positive Percent Agreement, PPA) & stata calcolata come il
100% x (TP/(TP+FNJ)). Un risultato vero positivo (True Positive, TP) implica entrambi il QlAstat-Dx
ME Panel e il metodo di riferimento/comparatore hanno ottenuto un risultato positivo per 'analita
specifico, mentre il falso negativo (False Negative, FN) indica un risultato negativo del QlAstat-Dx
e un risultato positivo del comparatore. La concordanza percentuale negativa (Negative Percent

Agreement, NPA) & stata calcolata come il 100% x (TN/(TN+FP)). Un risultato vero negativo (True
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Negative, TN) implica che entrambi il QlAstat-Dx ME Panel e il metodo di riferimento/comparatore

hanno oftenuto risultati negativi, mentre un falso positivo (FP) indica un risultato positivo del QlAstat-

Dx ME Panel ma un risultato negativo del comparatore. E stato calcolato I'intervallo di confidenza

esatto binomiale a due lati del 95%. La Tabella 8 mostra le prestazioni complessive (PPA e NPA)

per tutti gli agenti patogeni nel QlAstatDx ME Panel, aggiungendo risultati di campioni clinici e
artificiali. La Tabella 8 elenca i risultati PPA e NPA per il QlAstatDx ME Panel. Per la PPA, ciascun

target specifica se il calcolo delle prestazioni si basa su campioni clinici, campioni arfificiali 0 una

combinazione di entrambi. La NPA viene riportata solo sulla base di campioni clinici.

Tabella 8. Valutazione dei criteri di accettazione delle prestazioni cliniche per sensibilita e specificita, dopo la
risoluzione discordante del test SoC

PPA NPA
Tipo di Target Fonte del
agente test TP/(TP+FN) % 1IC95%  TN/(TN+FP) % IC 95%
patogeno
. o — o/ 99,84%-
Tt Complessivi  Clinic 140147 140147 T50E 7381/7386  99.93% o5 o
Escherichia s o 20,65%- o 99,34%
coli K1 Clinica 1/1 100,00% 100,00% 579/579 100,00% 100,00%
Haemophilus . ., 51,01% o 98,74%-
influenzae Clinica 4/4 100,00% 100,00% 573/575 99,65% 99.90%
Listeria - o, 20,65% o 99,34%
monocytogenes Clinica 1/1 100,00% 100,00% 578/578 100,00% 100,00%
Mycoplasma A iicigle 61/61 100,00% ) / NA NA NA
pneumoniae 100,00%
. Neisseria ) o 94,5% o, 99,34%
Batteri meningitidis Combinata 66/66 100,00% 100,00% 578/578 100,00% 100,00%
Streptococcus . o 91,67%- ., 99,34%
agalactice Combinata 63/64 98,44% 99.72% 576/576 100,00% 100,00%
Streptococcus - ., 80,64%- . 99,32%
pneumonice Clinica 16/16 100,00% 100,00% 563/563 100,00% 100,00%
Streptococcus  anificiale  61/61  100,00% - 08% NA NA NA
pyogenes 100,00%
Batteri A o 87,13% o 99,79%-
Complessivi Clinici 26/26 100,00% 100,00% 3447/3449  99,94% 99.98%

Continua alla pagina seguente
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Tabella 8. (continua dalla pagina precedente)

PPA NPA
Tipo di Target Fonte del
agente test TP/(TP+FN) % IC95%  TN/(TN+FP) % IC 95%
patogeno
) , . 87,98% . 99,33%
Enterovirus Combinata 66/69 95,65% 98 51% 570/570 100,00% 100,00%
Virus
dell'Herpes - o 83,89% o 99,32%-
simplex fipo 1 Clinica 20/20 100,00% 100,00% 561/561 100,00% 100,00%
(HSV-1)
Virus
dell'Herpes . o 75,03%- 5 99.31%
Al Clinica 23/25 92,00% 97.78% 555/555 100,00% 100,00%
(HSV-2)
Virus Parechovirus s ., 93,89% o 99,34%
umano (HPeV) Artificiale 59/59 100,00% 100,00% 579/579 100,00% 100,00%
Virus 568/569 99,82%
dell'herpes . o 62,26%- 99,01%-
umano 6 Clinica 10/11 90,91% 98 38% 99.97%
(HHV-6)
Virus della
4 N . 8515% . 98,62%
varicella Clinica 52/55 94,55% 98,13% 523/525 99,62% 99,90%
zoster
Virus L o 88,45%- o 99,7 4%-
@R Clinici 113/120 94,17% 97.15% 3356/3359 9991% 99.97%
Lievito Cryptococcus
gattii/ .. 5 20,65%- o 99,34%-
Cryptococcus Clinica 1/1 100,00% 100,00% 5578/5781 100,00% 100,00%
neoformans

Undici (11) cartucce (su 596 procedure con cartuccia) non hanno fornito un risultato valido, si &

quindi oftenuta una percentuale di successo del 98,16% durante le procedure con cartuccia.

Conclusione

Il QlAstat-Dx Meningitis/Encephalitis Panel ha dimostrato solide caratteristiche di prestazione
clinica come ausilio nella diagnosi di agenti specifici di meningite e/o encefalite, e i risultati
devono essere utilizzati insieme ad altri dati clinici, epidemiologici e di laboratorio.
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Prestazioni analitiche

Sensibilita (Limite di sensibilita)

La Sensibilita analitica o Limite di sensibilita (Limit of Detection, LoD) & definita come la
concentrazione piU bassa alla quale >95% dei campioni testati genera un riscontro positivo.

Il LoD per ciascun agente patogeno del QlAstat-Dx Meningitis/Encephalitis Panel & stato
valutato analizzando dilvizioni di campioni analitici preparati da stock oftenuti da fornitori
commerciali (ZeptoMetrix® e ATCC®).

La concentrazione LoD & stata determinata per un totale di 40 ceppi patogeni. Il LoD del
QlAstatDx Meningitis/Encephalitis Panel & stato determinato per ogni analita utilizzando
ceppi selezionati rappresentativi dei singoli agenti patogeni che & possibile rilevare con il
QlAstat-Dx Meningitis/Encephalitis Panel. Tutte le diluizioni dei campioni sono state preparate
utilizzando CSF clinico negativo. Per confermare la concentrazione LoD stabilita, il tasso di

rilevamento richiesto di tutti i replicati era >95%.

Sono stati utilizzati almeno 4 diversi lotti di cartucce e almeno 3 diversi QlAstat-Dx Analyzer

per la determinazione del LoD per ogni patogeno.
Nella Tabella 9 sono mostrati i singoli valori LoD per ciascun target del QlAstat-Dx ME Panel.

Tabella 9. Risultati del limite di sensibilita

Agente patogeno Ceppo Fornitore Unita LoD

HSV1 HF ATCC TCIDso/ml 2,81E+02

HSV1 Macintyre ZeptoMetrix TCIDso/ml 3,38E+02

HSV2 G ATCC TCIDso/ml 2,81E+01

HSV2 ;\*ASS‘)’Z [Ceppor 7 ptoMetrix U/ml 1,26E+01
. . Ceppo C5 [Bort];

Escherichia coli K1 O18ac:K1:H7 ATCC CFU/ml 3,48E+02
one . NCTC 9001.

Escherichia coli K1 Serovar O1:K1:H7 ATCC CFU/ml 7,86E+02

Haemophilus inflvenzae  tipo b (cap) ATCC CFU/ml 3,16E+02

Haemophilus influenzae ':I;igi;][ceppo RS e o 2,54E+03

Contfinua dlla pagina seguente
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Tabella 9 (continua dalla pagina precedente)

Agente patogeno Ceppo Fornitore Unita LoD
Listeria monocytogenes Tipo 1/2b ZeptoMetrix CFU/ml 5,89E+02
Listeria monocytogenes Iilp2° Ao, G ATCC Gl 6,64E+03
Neisseria meningitidis Sierotipo B. CFU/ml
(incapsulato) M2092 ATCC 8,28£:02
Neisseria meningitidis Sierotipo Y. M-112 CFU/ml
(incapsulato) [BO-6] e lpehlEna]
Streptococcus agalactiae 7019 ZeptoMetrix CFU/ml 1,75E+03
Streptococcus agalactiae  G19 gruppo B ATCC CFU/ml 3,38E+03
Streptococcus 19F ZeptoMetrix CRU/ml 7,14E+02
pneumoniae
Sfrepromfcus Sierotipo 1. NCTC ATCC CFU/ml 6,22601
pneumoniae 7465
Streptococcus pyogenes ,3\4]72; Sierofipo ZeptoMetrix CFU/ml 1,80E+03
Bruno [CIP CFU/ml
Streptococcus pyogenes 104226] ATCC 9,10E+01
Mycoplasma pneumoniae Pl 1428 ATCC CFU/ml 9,48E+01
Mycoplasma pneumoniae  M129 ZeptoMetrix CFU/ml 9,99E+01
Citomegalovirus AD-169 ZeptoMetrix TCIDso/ml 2,45E+00
Citomegalovirus Davis ATCC TCIDso/ml 1,00E+01
Enterovirus A Coxsackievirus A16  ZeptoMetrix TCIDso/ml 3,79E+00
Enterovirus A AS, specie A. ATCC TCIDso/ml 1,60E+02
Ceppo Gdula
Enterovirus B Coxsackievirus B5 ZeptoMetrix TCIDso/ml 8,91E+01
Enterovirus B COX%QCkIGVIrUS % ZeptoMetrix TCIDso/ml 4,36E+01
specie B
Coxsackievirus
Enterovirus C A17, specie C. ATCC TCIDso/ml 1,58E+01
Ceppo G-12
Coxsackievirus
Enterovirus C A24. Ceppo ATCC TCIDso/ml 4,99E+00
DN-19

Continua alla pagina seguente
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Tabella 9 (continua dalla pagina precedente)

[CBS 11545]

Agente patogeno Ceppo Fornitore Unita LoD
. EV 70, specie D,
Enterovirus D ceppo J670/71 ATCC TCIDso/ml 4,99E+01
Enterovirus D68.
Enterovirus D Ceppo US/MO/ ATCC TCIDso/ml 5,06E+02
14-18947
HHV-6A. .
HHVé (Ceppo: GS) lisato ZeptoMetrix cp/ml 3,13E+04
HHV-6B. .
HHVé6 (Ceppo: 229) ZeptoMetrix cp/ml 7,29E+04
HPeV Sierofipo 1. Ceppo. 7.1 Metrix TCIDso/ml 1,07E+03
Harris
HPeV Sierofipo 3 ZeptoMetrix TCIDso/ml 3,38E+01
vzv Ellen ZeptoMetrix cp/ml 1,71E+02
VIV Oka ATCC TCIDso/ml 5,00E-02
Cryptococcus Sierotipo D ceppo CFU/ml
neoformans WM629, tipo VNIV ATCC 2,21E+03
Cryptococcus C. neoformans H99  ATCC Sl 1,64E+02
neoformans
.. Sierotipo B ceppo CFU/ml
Cryptococcus gattii R272, fipo VGilb ATCC 1,32E+04
Cryptococcus gatii eSS ATCC Rl 2,60E+03

Inclusivita (reattivitd analitica)

Lo studio di inclusivitd (reattivitd analitica) ha ampliato I'elenco dei ceppi patogeni testati
durante lo studio sul limite di sensibilitd (Limit of Detection, LoD) del QIAstat-Dx
Meningitis/Encephalitis, per confermare la reattivita del sistema di rilevamento in presenza di

diversi ceppi degli stessi organismi, a una concentrazione vicina al rispettivo Limite di

sensibilita.
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E stata inclusa nello studio una varietd di ceppi clinicamente rilevanti di ogni organismo target
del QlAstatDx ME Panel (ceppi di inclusivita) rappresentativi di sottotipi di organismi, ceppi
e sierotipi con diverse caratteristiche temporali e geografiche di ogni andlita. La reattivitd
analitica (inclusivitd) & stata eseguita in due fasi:

® Test in vitro: sono stati esaminati campioni analitici di ogni target incluso nel QlAstat-Dx
ME Panel per valutare la reattivita dell'esame. Nello studio & stato incluso un prelievo di
178 campioni rappresentativi di ceppi, softotipi, sierotipi e genotipi rilevanti per i diversi

organismi (ad es. una gamma di diversi ceppi di meningite/encefalite isolati da tutto il
mondo e in anni differenti).

Analisi in silico: per effettuare previsioni sulla reattivitd dell’esame di tutte le sequenze

oligonucleotide primer-sonda incluse nel pannello rispetto a database di sequenze

pubblicamente disponibili per rilevare qualsiasi possibile reazione crociata o rilevamento

imprevisto di qualsiasi set di primer, & stata eseguita un’analisi in silico. Inoltre, i ceppi

non disponibili per i test in vitro sono stati inclusi nell'analisi in silico per confermare

I'inclusivita prevista dei diversi ceppi degli stessi organismi.

Tabella 10. Ceppi/sottotipi clinicamente rilevanti rilevati per agente patogeno

Agente patogeno

Ceppi/sottotipi clinicamente rilevanti rilevati

Neisseria meningitidis
(incapsulato)

Cryptococcus gattii/
Cryptococcus neoformans

Parechovirus umano
Listeria monocytogenes

Virus dell'herpes umano 6

Haemophilus influenzae

Enterovirus

Escherichia coli K1

Sierotipi incapsulati (A, B, C, D, E, H, I, K, L, NG, W, W135, X, Y, Z, 29E)

Sierotipo A (C. neoformans var neoformans), sierotipo D (C. neoformans var

grubii), sierotipi B e C (C. gattii inclusi tutti i tipi molecolari VGI, VGII, VGIII, VGIV)

Tutti i ceppi umani di Parechovirus A con sequenza 5'-UTR disponibile (1, 2, 3, 4,
5,6,7,8,14,16,17,18 e 19), inclusi |'ecovirus 22 (HPeV 1) e I'ecovirus 23
(HPeV 2). Sebbene esistessero sequenze poliproteiche per i ceppi HPeV A 9, 10,
11,12, 13 e 15, non erano disponibili sequenze 5'-UTR

Sierotipi 1/2a,1/2b, 1/2c¢, 3a, 3b, 3c, 4a, 4b, 4c, 4d, 4e, 7
HHVéa e HHV6b

Tutti i sierotipi incapsulati (@, b, ¢, d, e, f) e i ceppi non incapsulati (non tipizzabili,
NTHi) inclusa var. H. aegyptus

Coxsackievirus A (da CV-A1 a CV-A24), coxsackievirus B (da CV-B1 a CV-B6),
Echovirus (da E-1 a E-33), Enterovirus A (EV-A71, EV-A76, da EV-A89 a EV-A92,
EV-A119, EV-A120), Enterovirus B (EV-B69, da EV-B73 a EV-B75, EV-B79, da EV-
B8O a EV-B88, EV-B93, EV-B97, EV-B98, EV-B100, EV-B101, EV-B106, EV-B107,
EV-B111), Enterovirus C (EV-C96, EV-C99, EV-C102, EV-C104, EV-C105, EV-
C109, da EV-C116 a EV-C118), Enterovirus D (EV-D68, EV-D70, EV-D94),
Poliovirus (da PV-1 a PV-3)

Ceppi K1

| ceppi testati per I'inclusivitd sono descritti in dettaglio nella Tabella 11.
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Tabella 11. Ceppi testati per I'inclusivita

Agente patogeno Ceppo/Sierofipo Fornitore
Ceppo C5 [Bort]; O18ac:K1:H7 ATCC
NCTC 9001. Serovar O1:K1:H7 ATCC

Ceppo Bi 7509/41; O7:K1:H- NCTC
NCDC Bi 7509-41

Sierofipo O7:K1(L):NM AU
Escherichia coli K1 NCDCF 1111941 ATCC

O-2, U9-41* BEI Resources

O-16, F1119-41* BEI Resources

2136 CTX-M-15 ZeptoMetrix

Sc15 02:K1:H6 NCTC

Ceppo H61; O45:K1:H10 NCTC

tipo b (cap) ATCC

Tipo e [ceppo AMC 36-A-7] ATCC

Non tipizzabile [ceppo Rd KW20]  ATCC

Non tipizzabile [ceppo 180-a] ATCC

Tipo a [ceppo AMC 36-A-3] ATCC
Haemophilus influenzae

Tipo b [ceppo Rab] ATCC

Tipo ¢ [ceppo C 9007] ATCC

Tipo d [ceppo AMC 36-A-6] ATCC

Tipo f [ceppo GA-1264] ATCC

1-378 ATCC
Listeria monocytogenes Tipo 1/2b ZeptoMetrix

Tipo 4b. Ceppo Li 2 ATCC

Tipo 1/2a. Ceppo 201112676 ATCC
Tipo 1/2a. Ceppo Li 20 ATCC
Tipo 4b ZeptoMetrix

Continua alla pagina seguente
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Tabella 11 (continua dalla pagina precedente)

Agente patogeno Ceppo/Sierotipo Fornitore
sierotipo 4b. Ceppo 1071/53 [LMG ATCC
21264, NCTC 10527]
Li 23. Sierotipo 4a ATCC

Escherichia coli K1

FSL J2-064 BEI Resources

Gibson ATCC

EGDe ATCC

Pl 1428 ATCC

M129 ZeptoMetrix
Mycoplasma pneumoniae ﬁ:g?é F]% ]d ]e!;fgeme el Bstien ATCC

UTMB-10P ATCC

MAC ATCC

f:ijrr]zfiirf);hg;nI]V\ZOQZ [CIP 104218, L. ATCC

Sierotipo Y. M-112 [BO-6] ATCC

Sierogruppo A, M1027 [NCTC10025] ATCC

Sierogruppo C, M1628 ATCC
Neisseria meningitidis Sierotipo D. M158 [37A] ATCC
(incapsulato)

sequenza con variante del gene cirA IDT

W135 ATCC

MC58 ATCC

79 Eur. Sierogruppo B ATCC

Sierotipo B. M997 [S-3250] ATCC

2019 ZeptoMetrix

G19 gruppo B ATCC
Streptococcus agalactiae IS)iTg);igé)lll[.STigzeza]zoiZ?ecT: pS’;, 45] ATCC

tipo I1-5T283 ATCC

MNZ929

BEI Resources

Continua alla pagina seguente
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Tabella 11 (continua dalla pagina precedente)

Agente patogeno Ceppo/Sierofipo Fornitore
Tipizzazione ceppi H36B - tipo Ib ATCC
CDC SS700 [A909; 5541], tipo 1c ATCC
Streptococcus aga/acf/be
3139 [CNCTC 1/82] Sierotipo IV ATCC
7023 ZeptoMetrix
19F ZeptoMetrix
Sierotipo 1. NCTC 7465 ATCC
Sierotipo 4. TIGR4 [JNR.7/87] ATCC
Sierotipo 5. SPN1439-106 [Colombia 5-19] ATCC
Sierotipo 11A. Tipo 43 ATCC
Strepfococcus pneumoniae Sierotipo 14. VH14 ATCC
Sierotipo 19A. Ungheria 19A-6 [HUN663] ATCC
Z319; 12F Zeptometrix
[D(;ﬂo]cgj;uzssf])neumomae, tipo 3. Ceppo ATCC
DCC1476 [Svezia 15A-25] ATCC
Z472; Sierotipo M1 ZeptoMetrix
Bruno [CIP 104226] ATCC
Z018; Sierotipo M58 ZeptoMetrix
Sierotipo M1. MGAS 5005 ATCC
Gruppo di Lancefield A/C203 S ATCC
Streptococcus pyogenes NCTC 8709 (tipo 6 lucido) ATCC
?’xngoﬁtc;], ;IEZQI]Q Tipizzazione ceppi T12 ATCC
Gruppo q, tipo 14 ATCC
Gruppo a, tipo 23 ATCC
C203 -Tipo 3 ATCC

Continua alla pagina seguente
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Tabella 11 (continua dalla pagina precedente)

Enterovirus A

Tainan/4643/1998

sgggzno Ceppo/Sierotipo Fornitore
Coxsackievirus A16 ZeptoMetrix
A6, specie A. Ceppo Gdula ATCC
A10. MK. (Kowalik) ATCC
Enterovirus 71. Ceppo H ATCC
Specie A, sierotipo EV-A71 (2003 Isolate) ZeptoMetrix

BEI Resources

A2 Fl [Fleetwood)] ATCC

A7 -275/58 ATCC

Al12 -Texas 12 ATCC

EV-A71. Ceppo BrCr ATCC

Coxsackievirus B5 ZeptoMetrix

Coxsackievirus A9, specie B ZeptoMetrix

Specie B, sierotipo CV-B1, ceppo Conn-5 ATCC

Specie B, sierotipo CV-B2. Ceppo Ohio-1 ATCC

Coxsackievirus B4 ZeptoMetrix
Enterovirus B

Echovirus 6 ZeptoMetrix

Echovirus 9 ZeptoMetrix

Coxsackievirus B3 ZeptoMetrix

Echovirus 18 NCPV

Specie B, sierogruppo E-11 ATCC

Coxsackievirus A17, specie C. Ceppo G-12 ATCC

Coxsackievirus A24. Ceppo DN-19 ATCC
Enterovirus C E/OSZQACI(()IS‘{IBJ'TQA]Q 1. Ceppo Kuykendall ATCC

A11 - Belgio-1 ATCC

A13 - Flores ATCC

Continua alla pagina seguente
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Tabella 11 (continua dalla pagina precedente)

:‘gg;:n o Fornitore ID catalogo Ceppo/Sierotipo
ATCC VR-182* A22 - Chulman
ATCC VR-178* A20 - IH Pool 35
Enterovirus C ATCC VR-176* A18-G-13
NCTC 0812075v CV-A21. Ceppo H06452 472
NCTC 0812074v CV-A21. Ceppo H06418 508
ATCC VR-836 EV 70, specie D, ceppo J670/71
ATCC VR-1823 Enterovirus D68. Ceppo US/MO/14-18947
ZeptoMetrix 0810237CF  Enterovirus 68. 2007 Isolati
ATCC VR-1824 Enterovirus D68. Ceppo US/IL/14-18952
ATCC VR-1197 Dé8. Ceppo F02-3607 mais
ZeptoMetrix 0810302CF*  Tipo 68 gruppo maggiore (09/2014 Isolati 2)
Enferovirus D ATCC VR-1825 Enterovirus D68. Ceppo US/KY/14-18953
ATCC VR-1826 Enterovirus D68. Ceppo Fermon
Risorse Biodifesa e
}gﬁgﬁg{‘e'njjgg%eg;ergmg NR-49130  Enterovirus D68. US/MO/14-18949
Infections, BEI)
Risorse Biodifesa e
'(gfgﬁ'g{‘e'n‘i;"g;%eglergmg NR-51998 Enterovirus D68. USA/2018-23089
Infections, BEI)
ATCC VR-260 HF
ZeptoMetrix 0810005CF  Macintyre
ATCC VR733 F
ATCC VR-1493* KOS
Vims ATCC VR1778%  ATCC2011-1
iﬂ';':;ﬁ’i;; 1 ATCC VR1789*  ATCC2011-9
NCPV 0104151v 17+
NCTC 1806145v P5A
NCTC 1806147v  P6
ZeptoMetrix 0810201CF*  Isolati 20

Contfinua dlla pagina seguente
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Tabella 11 (continua dalla pagina precedente)

Agente patogeno Ceppo/Sierofipo Fornitore
G ATCC
HSV-2. (Ceppo: MS) ZeptoMetrix
ATCC-2011-2 ATCC
131596 NCPV

Virus dell'Herpes simplex HG52 NCPV

fipo 2 Isolato 1 ZeptoMetrix
132349 ACV-res NCPV
Isolato 11 Zeptometrix
Isolati 15 Zeptometrix
Isolati 20 Zeptometrix
HHV-6A. (Ceppo: GS) ZeptoMetrix
HHV-6B. (Ceppo: Z29) ZeptoMetrix
6B - ceppo SF ATCC

Virus dell'herpes umano 6 45 . ceppo HST NCPV.
Coppecoliss e
6A - ceppo U1102 NCPV
Sierotipo 1. Ceppo Harris ~ ZeptoMetrix
Sierotipo 3 ZeptoMetrix
\s/E/eii'l?:rzioi. Ceppo ZeptoMetrix
Sierotipo 4 ZeptoMetrix

Parechovirus umano Sierotipo 5 ZeptoMetrix
Sierotipo 6 ZeptoMetrix
SISO e
Parechovirus A3. Ceppo ATCC

US/MO-KC/2012/006

Continua alla pagina seguente
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Tabella 11 (continua dalla pagina precedente)

Var grubiiYL99a

Agente patogeno Ceppo/Sierotipo Fornitore
Ellen ZeptoMetrix
Oka ATCC
Isolato A ZeptoMetrix
Isolato B ZeptoMetrix

Virus della varicella-zoster Ceppo 275 ZeptoMetrix
Webster ATCC
Ceppo 82 ZeptoMetrix
Isolato D ZeptoMetrix
Ceppo 9939 ZeptoMetrix
Ceppo 1700 ZeptoMetrix
Sierotipo D ceppo WM629, tipo VNIV ATCC
H99 ATCC
Ceppo, CBS 132 ATCC
Sierotipo A ceppo WM148, tipo VNI ATCC
M2092 ATCC

Cryplococcus neoformans Sierotipo AD ceppo WMé628, tipo VNIII ATCC
Sierotipo A ZeptoMetrix
NIH?hi90 BEI Resources
NIH306 BEI Resources

BEI Resources

Cryptococcus gattii

Sierotipo B ceppo R272, tipo VGllb
A6MR38

Sierotipo B ceppo WM179, tipo VGI
Sierotipo B ceppo WM161, tipo VGIII
Sierotipo C ceppo WM779, tipo VGIV
ATM R265

110 [CBS 883]

AIR265

Alg166

Alg254

ATCC
ATCC
ATCC
ATCC
ATCC

ATCC
ATCC
BEI Resources
BEI Resources

BEI Resources
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Tutti i ceppi di inclusivitd analizzati nell'ambito dello studio sono stati rilevati dal pannello a
eccezione di sei ceppi. Questi sono descritti in detftaglio nella Tabella 12.

Tabella 12. Ceppi di inclusivita non rilevati dal QlAstat-Dx ME Panel

Agente patogeno Ceppo/Sierotipo

Virus dell'Herpes simplex

tipo 1 ATCC-2011-1

Escherichia coli K1 NCDC Bi 7509-41 Sierotipo O7:K1(L):NM
Escherichia coli K1 Z136 CTXM-15

Enterovirus C CV-A21. Ceppo H06452 472

Enterovirus C CV-A21. Ceppo H06418 508

Streptococcus agalactiae Sierotipo lll. Tipizzazione ceppi D136C(3) [3 Cole 106, CIP 82,45]

Esclusivita

Lo studio di specificitd analitica & stato condotto mediante test in vitro e analisi in silico per
valutare la potenziale reattivitd crociata e |'esclusivita del QlAstat-Dx ME Panel. Gli organismi
del pannello (on-panel) sono stati analizzati per valutare la potenziale reattivitd crociata
all'interno del pannello e gli organismi esterni al pannello (off-panel) sono stati analizzati per
valutare la reattivitd crociata con organismi non coperti dal contenuto del pannello.

Risultati del test in silico

Il risultato dell’analisi in silico eseguita per tutte le configurazioni primer/sonda incluse nel
QlAstat-Dx Meningitis Encephalitis Panel ha indicato 6 potenziali reazioni crociate con target
off-panel (elencati nella Tabella 13)

Tabella 13. Potenziali reazioni crociate dall'andlisi in silico

Organismi off-panel Segnale on-panel
Streptococcus pseudopneumoniae* S. pneumoniae
Listeria innocua ™ L. monocytogenes
Haemophilus haemolyticus H. influenzae

Cryptococcus amylolentus
Cryptococcus depauperatus * Cryptococcus neoformans/gatti
Cryptococcus wingfieldii

* || rischio di reattivitd crociata in silico non & stato confermato da test in vitro.

Tutti gli organismi nella Tabella 13 sono stati testati nello studio di specificitd andlitica in vitro.
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Risultati del test in vitro

Per comprovare le prestazioni di specificitd analitica del QlAstat-Dx Meningitis Panel riguardo
ai patogeni che potrebbero essere presenti nel campione clinico ma che non rientrano nel
contenuto del pannello, & stata analizzata una selezione di potenziali patogeni cross-reattivi
(test off-panel). Inoltre, la specificita e I'assenza di reattivita crociata nei confronti degli agenti
patogeni che fanno parte del QlAstat-Dx Meningitis Panel sono state valutate a titoli elevati
(test on-panel).

| campioni sono stati preparati aggiungendo potenziali organismi cross-reattivi alla matrice di
CSF artificiale a 10° TCIDso/ml per target virali e 10° CFU/ml per target batterici e fungini, o
alla massima concentrazione possibile sulla base del ceppo madre degli organismi.

Tutti i ceppi testati per I'esclusivitd sono descritti in dettaglio nella Tabella 14. Per gli agenti

*

patogeni confrassegnati con * & stato utilizzato DNA sinfetico quantitativo o materiale

inattivato.

Tabella 14. agenti patogeni testati per I'esclusivita

Agente patogeno Ceppo Fornitore ID catalogo
Escherichia coli K1 Ceppo C5 [Bort]; ATCC 700973
O18ac:K1:H7
Haemophilus influenzae Tipo e [ceppo AMC 36-A7]  ATCC 8142
Listeria monocytogenes Tipo 4b. Ceppo Li 2 ATCC 19115
Mycoplasma pneumoniae  M129 ZeptoMetrix 801579
Neisseria meningitidis Sierotipo Y. M-112 [BO-6] ATCC 35561
Streptococcus 19F ZeptoMetrix 801439
pneumoniae
Streptococcus agalactioe  Z019 Zeptometrix 801545
Streptococcus pyogenes Z472; Sierotipo M1 Zeptometrix 804351
Enterovirus A Aé, specie A. Ceppo Gdula  ATCC VR-1801
Enterovirus B Coxsackievirus B5 ZeptoMetrix 0810019CF
Enterovirus C Coxsackievirus A17, specie ATCC VR-1023
C. Ceppo G-12
Enterovirus D Enterovirus D68. Ceppo ATCC VR-1823
US/MO/14-18947

Continua alla pagina seguente
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Tabella 14 (continua dalla pagina precedente)

Agente patogeno Ceppo Fornitore ID catalogo
Virus dell'Herpes simplex Macintyre ZeptoMetrix 0810005CF
tipo 1
Virus dell’Herpes simplex HSV-2. (Ceppo: MS) ZeptoMetrix 0810006CF
tipo 2
Virus dell'herpes umano 6~ HHV-6B. (Ceppo: Z29) ZeptoMetrix 0810072CF
Parechovirus umano Sierotipo 3 ZeptoMetrix 0810147CF
Virus della varicella-zoster  Ellen ZeptoMetrix 0810171CF
Cryptococcus neoformans WM629 [CBS 10079] ATCC MYA-4567
Cryptococcus gattii Sierotipo B ceppo R272, tipo VGlIb ATCC MYA-4094
Adenovirus A12 Huie ATCC VR-863
Adenovirus C2 Adenoide 6 (NIAID 202-001-014) ATCC VR-846
Adenovirus D20 AA ATCC VR-1090
Adenovirus E4 RI-67 ATCC VR-1572
Adenovirus F41 Tak ZeptoMetrix 0810085CF
Virus del polima BK N/A ATCC VR-837
Coronavirus 229E 229E ATCC VR-740
Coronavirus NL63 NL63 (Amsterdam ) BEI Resources NR-470
Coronavirus OC43 OC43 ATCC VR-1558
\2/)i|;us della dengue (tipo Nuova Guinea C ZeptoMetrix 0810089CFHI
Virus di Epstein-Barr B95-8 ZeptoMetrix 0810008CF
Virus dell'epatite B (HBV)*  N/A ZeptoMetrix 0810031C
Virus dell'epatite C (HCV)*  N/A ZeptoMetrix 0810032C
Virus dell'herpes umano 7 SB ZeptoMetrix 0810071CF
Virus dell'herpes umano 8~ N/A ZeptoMetrix 0810104CF
Virus dell'immuno- RNA sintefico quantitativo del virus ATCC VR-3245SD
deficienza umana* dell'immunodeficienza umana 1 (HIV-1)

Rinovirus umano Alb 2060 ATCC VR-1559
Rinovirus umano A16 11757 ATCC VR-283
Rinovirus umano B3 FEB ATCC VR-483
Rinovirus umano B83 Baylor 7 [V-190-001-021] ATCC VR-1193
Poliomavirus JC MAD-4 ATCC VR-1583

Continua alla pagina seguente
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Tabella 14 (continua dalla pagina precedente)

Agente patogeno Ceppo Fornitore ID catalogo
Virus del morbillo Edmonston ATCC VR-24

Virus della parotite Jones ATCC VR-1438
Virus del Nilo 1986 ZeptoMetrix VR-3274SD
occidentale*

\2/irus della parainfluenza ~ Greer ATCC VR-92

Xirus della parainfluenza ~ N/A ZeptoMetrix 0810060CF
Parvovirus B19 B19 ZeptoMetrix 0810064C
:/iir:giszz'glsg)iratorio A2 ATCC VR-1540
Rotavirus RRV (Rotavirus del Rhesus) ZeptoMetrix 0810530CF
Virus della rosolia N/A ZeptoMetrix 0810048CF
Virus dell’encefalite di Parton ZeptoMetrix 0810080CFHI
Saint Louis*

Candida glabrata CBS 138 ATCC 2001
Candida krusei N/A ATCC 14243
Candida lusitaniae Z010 ZeptoMetrix 801603
Candida metapsilosis MCO429 ATCC 96143
Candida orthopsilosis MCO471 ATCC 96140
Candida viswanathii PK 233 [NCYC 997, pK233] ATCC 20336
Candida parapsilosis CBS 604 ATCC 22019
Candida tropicalis Vitek #8935 ATCC 750
Cryptococcus albidus AmMS 228 ATCC 66030
Cryptococcus amylolentus  NRRY Y-7784 ATCC 56469
Cryptococcus laurentii CBS 139 ATCC 18803
Cryptococcus uniguttulatus  AmMS 234 ATCC 66033
Cryptococcus adeliensis = Cryptococcus adeliae ATCC 201412

Cryptococcus adeliae =
Naganishia adeliensis

Cryptococcus flavescens = Cryptococcus laurentii var. flavescens  ATCC 10668
Papiliotrema flavescens (Saito) Lodder et Kreger-van Rij

Influenza A HIN1 A/Florida/3/2006 ATCC VR-1893
Influenza A HIN1-2009 A/California/08/2009 (H1N1pdm) ATCC VR-1895

Continua alla pagina seguente
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Tabella 14 (continua dalla pagina precedente)

Agente patogeno Ceppo Fornitore ID catalogo
Influenza A H3N2 A/Port Chalmers/1/73 ATCC VR-810
Influenza B B/Virginia/ATCC4/2009 ATCC VR-1784
Cryptococcus wingfieldii = oTU 26 Collection Belga CBS 7118
Tsuchiyaea wingfieldii
Cryptococcus depauperatus K [ARSEF 2058, CBS 7842] ATCC 64866
= Aspergillus depauperatus =
Filobasidiella depauperata
Filobasidium capsuligenum ML-186 ATCC 22179
Naeglaria fowleri* DNA genomico di Naegleria fowleri ~ ATCC 30174D
Toxoplasma gondii Aplogruppo 2 ATCC 50611
Aspergillus fumigatus 2014 ZeptoMetrix 801716
Candida albicans CBS 562 ATCC 18804
Candida dubliniensis Z145 ZeptoMetrix 801915
Bacillus cereus Z091 ZeptoMetrix 801823
Citrobacter freundii [ATCC 13316, NCTC 9750] ATCC 8090
Corynebacterium striatum CDC F6683 ATCC 43751
Corynebacterium urealyticus 3 [ceppo Garcia] ATCC 43044
Cronobacter (Enferobocter]  cpe 456270 ATCC 29544
Enterobacter aerogenes 7052 ZeptoMetrix 801518
Enterobacter cloacae CDC 442-68 ATCC 13047
Escherichia coli (non-K1) 2003-3055 ATCC BAA-2212
Escherichia fergusonii 7302 ZeptoMetrix 804113
Escherichia hermannii CDC 980-72 ZeptoMetrix 804068
Escherichia vulneris CDC 87572 ATCC 33821
Haemophilus ducreyi CF101 ATCC 33940
Haemophilus haemolyticus NCTC 10659 ATCC 33390
g:;’zzz’fjg;icus 536 [NCTC 8479] ATCC 10014
Continua alla pagina seguente
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Tabella 14 (continua dalla pagina precedente)

Agente patogeno Ceppo Fornitore ID catalogo
Haemophilus parainflienzae ~ NCTC 7857 ATCC 33392
Klebsiella pneumoniae I[\[lxjcc-rlg:cqggg.S& NCDC 410-68] ATCC 13883
Listeria innocua SLCC 3379 ATCC 33090
Listeria ivanovii Li 1979 ATCC 19119
Morganella morganii AM-15 ATCC 25830
Streptococcus salivarius C699 ATCC 13419
Streptococcus sanguinis DSS-10 ATCC 10556
22’:5;2;‘;?5: e CDCS5-1757 ATCC BAA960
Mycoplasma genitalium M30 ATCC 49895
Neisseria lactamica NCDC A7515 ATCC 23970
Neisseria mucosa AmMS 138 ATCC 49233
Neisseria sicca AMC 14-D-1 ATCC 9913
Neisseria gonorrhoeae 2017 ZeptoMetrix 801482
Pantoea agglomerans Enterobacter agglomerans ATCC 27155
Proprionibacterium acnes NCTC 737 ATCC 6919
Proteus mirabilis LRA 08 01 73 [API SA, DSM 6674]  ATCC 7002
Pseudomonas aeruginosa gg)sl 102[]C|P 103467, NCIB 10421, ATCC 15442
Saccharomyces cerevisiae NRRL Y-567 ATCC 9763
Salmonella bongori ClP 82.33 ATCC 43975
Salmonella enterica CDC K-1891 [ATCC 25928] ATCC 13076
Serratia marcescens PCI 1107 ATCC 14756
Shigella boydii CDC C-123 ATCC 12033
Shigella flexneri 2046 ZeptoMetrix 801757
Shigella sonnei AMC 43-GG9 ATCC 9290
Staphylococcus aureus FDA 209 ATCC CRM-6538
Staphylococcus capitis PRA 360 677 ATCC 35661

Continua alla pagina seguente
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Tabella 14 (continua dalla pagina precedente)

Agente patogeno Ceppo Fornitore ID catalogo
Staphylococcus epidermidis ~ Ceppo FDA PCl 1200 ATCC 12228
Staphylococcus haemolyticus ~ SM 131 ATCC 29970
Staphylococcus hominis 7031 ZeptoMetrix 801727
Staphylococcus lugdunensis LRA 260.05.79 ATCC 49576
Staphylococcus saprophyticus  NCTC 7292 ATCC 15305
Streptococcus anginosus NCTC 10713 ATCC 33397
Streptococcus bovis 7167 ZeptoMetrix 804015
Streptococcus dysgalactiae Raggruppamento ceppi C74 ATCC 12388
Streptococcus intermedius 2126 ZeptoMetrix 801895
Streptococcus oralis 72307 ZeptoMetrix 804293
Streptococcus mitis (tigurinus)  Isolato clinico ZeptoMetrix 801695
Streptococcus mutans LRA 28 02 81 ATCC 35668

Tutti gli organismi/virus testati hanno mostrato risultati negativi in tutti e tre i replicati testati

(nessun segnale positivo inatteso rilevato), ad eccezione degli agenti patogeni mostrati nella

tabella seguente. Nella Tabella 15 sono elencati gli agenti patogeni che mostrano una

reattivita crociata con il pannello e la concentrazione piu bassa in cui viene rilevata reattivita

crociata.

Tabella 15. Campioni che presentano una reattivita crociata con il pannello

Target QlAstat-Dx Meningitis

Organismo potenzialmente cross-reattivo'

Concentrazione cross
reattiva dichiarata nelle
IFU

Mycoplasma pneumoniae
Mycoplasma pneumoniae

Haemophilus influenzae

Propionibacterium acnes*
Mycoplasma genitalium

Haemophilus haemolyticus

>1,00E+04 CFU/ml
>1,00E+06 CFU/ml
>1,00E+03 CFU/ml

>1,00E+01 CFU/ml
>4,00E+03 CFU/ml
>1,00E+01 CFU/ml

Cryptococcus neoformans/gattii ~ Cryptococcus wingfieldii = Tsuchiyaea wingfieldii

Cryptococcus neoformans/gattii  Cryptococcus flavescens = Papiliotrema flavescens

Cryptococcus neoformans/gattii ~ Cryptococcus amylolentus

*

La reattivita crociata di Propionibacterium acnes con Mycoplasma pneumoniae non & stata prevista.
La reattivitdy crociata prevista in silico per Listeria innocua con esame per Listeria monocytogenes e Cryptococcus
depauperatus con esame per Cryptococcus neoformans/gattii non & stata confermata in vitro
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Co-infezioni

Sono stati analizzati campioni combinati contenenti una miscela di due diversi target, aggiunti

a basse e alte concentrazioni nel CSF artificiale. Sono stati inclusi target batterici, virali e

lieviti, e sono stati scelti organismi rilevati nella stessa camera di reazione per la preparazione

dei campioni e il test. La selezione e le combinazioni dei target analizzati si sono basate sulla

rilevanza clinica. Sono stati analizzati tre replicati per ogni campione.

Un riepilogo delle coinfezioni finali miste in cui 'andlita ad elevata percentuale (High

Percentage Analyte, HPA) non inibisce 'analita a bassa percentuale (Low Percentage Analyte,

LPA) viene mostrato nella Tabella 16.

Tabella 16. Combinazioni di coinfezione in cui la concentrazione dell'HPA non inibisce I'LPA

LPA HPA*
Agente patogeno Concentrazione Unita Agente patogeno Concentrazione Unita
Escherichia coli K1 3,30E+02 CFU/ml Z‘ﬁj;"n‘ﬁe”“s 1,00E+06 CFU/ml
ﬂ;’,ﬁ:ﬂ‘ﬂz’“ 9,48E+02 CFU/ml  Escherichia coli K1 1,00E+06 CFU/ml
2/:1)::,5515,:: 2,84E+02 CFU/ml  HSV1 1,00E+05 TCIDso/ml
HSV1 2,67E+02  TCIDso/ml :)"n{:frfgsl’;’: 1,00E+03 CFU/ml
Hoemophilus 9,48E+02  CFU/ml  HSV2 1,00E+02 TCIDso/ml
HSV2 3,78E+01 TCIDso/ml m‘j;”n"z’f;”e"’“ 1,00E+06 CFU/ml
HHV 9396404  CFU/ml fr’fo’ig‘c’y,ogenes 1,00E+06 CFU/ml
Listeria 558E403  CFU/ml  HHV6 1,00E+05 cp/ml
monocytogenes
HSV1t 2,67E+02  TCIDso/ml 2’; e 1,00E+02 CFU/ml

Continua alla pagina seguente
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Tabella 16. (continua dalla pagina precedente)

LPA HPA*

Agente patogeno  Concentrazione Unita Agente patogeno Concentrazione Unita

e e 6786402 CFU/ml  HSVI 1,00E+05 TCIDso/ml

pneumonlae

Haemophilus Streptococcus

' 9,48E+02 CFU/ml ‘ 1,00E+06 CFU/ml

influenzae pneumoniae

Sirepfococcus 6,78E+02 b I e 1,00E+06 CFU/ml

pneumoniae influenzae

Listeria 5586403  CFU/ml  Steptococcus 1,00E+06 CFU/ml

monocyfogenes pneumonlae

Strepfococcus 6,78E+02  CFU/ml  Listeria 1,00E+06 CFU/ml

pneumoniae monocytogenes

Cryptococcus 6,63E403  CFU/ml  Shreptococcus 1,00E+06 CFU/ml

neoformans pneumonlce

Streplococcus 6,78E+02 Gl G 1,00E+05 CFU/ml

pneumonlae neoformans

Neisseria 3,99E+01 CFU/ml  Haemophilus 1,00E+06 CFU/ml

meningitidis influenzae

el 0,48E+02  CFU/ml  Neisseria 1,00E+06 CFU/ml

influenzae meningitidis

vzv 1,62E+02 CFU/ml ~ Neisseria 1,00E+06 CFU/ml
meningitidis

Neisseria 3,99E+01 CFU/ml  VZV 1,00E+05 CFU/ml

meningitidis

Enterovirus 4,80E+02 TCIDso/ml Streptococcus 1,00E+06 CFU/ml
pyogenes

Siplioaoeans 1,71E+03 UM Eerevios 1,00E+05 TCIDso/ml

pyogenes

Parechovirus 1,01E+02 CFU/ml Enterovirus 1,00E+05 TCIDso/ml

Enterovirus 4,80E+02 CFU/ml Parechovirus 1,00E+05 CFU/ml

HHV6 9,39E+04 cp/ml HSVI 1,00E+05 TCIDso/ml

HSV1 2,67E+02  TCIDso/ml  HHVé6 1,00E+05 cp/ml

Streplococcus 5256403  CFU/ml  HSV2 1,00E+05 TCIDso/ml

agalactiae

*

La concentrazione pib bassa che non inibisce I'LPA

La concentrazione di HPA (S. pneumoniae) che non inibisce I'LPA (HSV1) & stata identificata come 1,00E+02
CFU/ml. Tuttavia, questa concentrazione & inferiore al LoD dell'esame determinato per S. pneumoniae (7,14E+02

CFU/ml) ed & stato osservato un dropout dell'HPA. (Nota: & stato evidenziato un rilevamento comparabile quando lo
S. pneumoniae & andlizzato a 6,78E+02 CFU/ml e I'HSV1 a 1,00E+05 TCIDso/ml. Pertanto, sembra che alte

concentrazioni di HSV1 non interferiscano con il rilevamento di S. pneumoniae, ma S. pneumoniae interferisce con il

rilevamento di HSV1).
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Sostanze interferenti

E stato valutato I'effetto di sostanze potenzialmente interferenti sulla rilevabilits degli organismi

del QlAstat-Dx ME Panel. Le sostanze testate nello studio (31) includevano sostanze endogene

ed esogene che si trovano comunemente e/o introdotte nei campioni di CSF durante il prelievo

dei campioni.

Tutti gli organismi target del QlAstat-Dx ME Panel sono stati testati a 3x LoD in matrice

artificiale di CSF e il test & stato eseguito in triplicato. Le sostanze potenzialmente interferenti

sono state aggiunte ai campioni a un livello previsto superiore alla concentrazione della

sostanza che & possibile tfrovare in un campione di CSF.

Tabella 17. Riepilogo delle sostanze interferenti testate

Nome Concentrazione testata Interferenza
Sostanze endogene

Sangue umano 10% (v/v) No
gDNA 20 pg/ml Si
gDNA 2 pg/ml No
D(+]Glucosio 10 mg/ml. No
L-lattato (Na) 2,2 mg/ml. No
Immunoglobulina G (umana) 20 mg/ml. No
Albumina (umana) 30 mg/ml. No
Cellule mononucleari di sangue

periferico 10.000 cellule/pl No
Sostanze esogene

Clorexidina 0,4% (p/v) No
Etanolo 7% (v/V) No
Candeggina 1% (v/Vv) Si
Candeggina 0,1% (v/v) Si
Candeggina 0,01% (v/v) No
Aciclovir 69 pg/ml No
Amfotericina B 5,1 pg/ml No

Continua alla pagina seguente
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Tabella 17 (continua dalla pagina precedente)

Nome Concentrazione nel test Interferente
Ampicillina 210 pg/ml No
Ceftriaxone (aCSF) 840 pg/ml No
Ceftriaxone (PBS) 840 pg/ml No
Cefotaxima 645 pg/ml No
Ganciclovir 25 pg/ml No
Gentamicina 30 pg/ml No
Meropenem 339 pg/ml No
Vancomicina 180 pg/ml No
Voriconazolo 11 pg/ml No
Oseltamivir 0,399 pg/ml No

Microrganismi non target

Virus di Epstein-Barr 1E+05 cp/ml No
Influenza A HIN1-2009 1E+05 CEID50/ml No
Cutibacterium acnes 1E+06 CFU/ml No
Staphylococcus epidermidis 1E+06 CFU/ml No
Escherichia coli (Non K1) 1E+06 CFU/ml No
Staphylococcus aureus 1E+06 CFU/ml No
Virus del morbillo 1E+05 TCIDso/ml No

Nota: anche eventuali solventi o tamponi utilizzati nella preparazione di sostanze interferenti sono stati testati per la
possibile interferenza, ma non ne & stata trovata nessuna.

Tutte le sostanze endogene ed esogene potenzialmente interferenti sono state valutate e sono
state ritenute in grado di non inferferire con nessuno degli esami target del pannello alle
concentrazioni potenzialmente riscontrabili nei campioni clinici. Fatta eccezione per la
candeggina e il gDNA, in cui & stata osservata un'interferenza e come tale & stata determinata

la concentrazione pit bassa della sostanza che causa I'interferenza.
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Carryover

E stato eseguito uno studio sul carryover per valutare la potenziale contaminazione crociata
tra esecuzioni consecutive dell'analisi quando si utilizza il QlAstat-Dx Meningitis Encephalitis
Panel sul QlAstatDx Analyzer 1.0. | campioni di CSF patogeni con alternanza di campioni
ad alta positivita (10>-10% organismi/ml) e negativi, sono stati analizzati su due strumenti
QlAstat-Dx Analyzer 1.0. Nel QlAstat-Dx Meningitis/Encephalitis Panel non & stato osservato
nessun carryover tra i campioni, a dimostrazione del fatto che la struttura del sistema e le
prassi di manipolazione e analisi dei campioni raccomandate sono efficaci nel prevenire

risultati imprevisti dovuti al carryover o alla contaminazione crociata tra i campioni.

Ripetibilita e riproducibilita

Per la valutazione della riproducibilita, & stato seguito uno schema multisito testando sia
campioni negativi sia positivi in due diversi siti di studio con variabili di flusso di lavoro
variabili, come siti, giorni, strumenti, operatori e lotti di cartucce che avrebbero potuto avere
un impatto sulla precisione del sistema. | campioni negativi sono stati costituiti da CSF
artificiale. | campioni combinati positivi sono stati costituiti da CSF artificiale con un pannello
rappresentativo di agenti patogeni che ha coperto tutti i tipi interessati dal QlAstat-Dx ME
Panel (cioé virus DNA, virus RNA, batteri gram (+), batteri gram (-} e lieviti) al limite di
sensibilita (1xLoD) e a 3xLoD. Per ogni sito, i test sono stati eseguiti in 5 giorni non consecutivi
per miscela, con 9 replicati al giorno per miscela (per un totale di 45 replicati per target,
concentrazione e sito), un minimo di 9 diversi QlAstat-Dx Analyzer per sito e almeno

3 operatori per ogni giorno di fest.

II'test di riproducibilitd & stato progettato per valutare le variabili critiche che potrebbero
compromettere le prestazioni del QlAstatDx ME Panel nel contesto del suo uso di routine e

previsto.

Per lo studio di ripetibilita, & stato analizzato lo stesso pannello di campioni seguendo uno schema
a sito singolo. Il test di ripefibilita & stato progetftato per valutare la precisione di una QlAstat-Dx
ME Panel Cartridge in condizioni simili (infra laboratorio). Lo studio di ripetibilita & stato valutato

con gli stessi campioni utilizzati per i test di riproducibilité utilizzando il Sito 1.

Istruzioni per I'uso (Manuale) di QlAstat-Dx Meningitis/Encephalitis (ME) Panel  04/2022 71



Tabella 18. Proporzione dei risultati di ripetibilita corretti

Limite di confidenza

Raggruppamento delle variabili Proporzione a due lati del 95%
Cryptococcus 1xLoD 60/60 100,00% 94,04% 100,00%
neoformans/ gattii 3,1 0p 61/61 100,00% 94,13% 100,00%
Enterovirus 1xLoD 60/60 100,00% 94,04% 100,00%

3xLoD 61/61 100,00% 94,13% 100,00%
Listeria 1xLoD 60/60 100,00% 94,04% 100,00%
monocytogenes 3xLoD 61/61 100,00% 94,13% 100,00%
Mycoplasma 1xLoD 60/60 100,00% 94,04% 100,00%
pneumoniae 3xLoD 61/61 100,00% 94,13% 100,00%
Negativo Negativo 60/60 100,00% 94,04% 100,00%
Streptococcus 1xLoD 60/60 100,00% 94,04% 100,00%
agalactiae

3xLoD 61/61 100,00% 94,13% 100,00%
Virus della 1xLoD 51/60 85,00% 73,43% 92,90%
varicella Zoster

3xLoD 60/61 98,36% 91,20% 99,96%

Tabella 19. Proporzione dei risultati di riproducibilita corretti

Limite di confidenza a due lati

Raggruppamento delle variabili Proporzione del 95%

Target Concentrazione  Sito Frazione Percentuale Inferiore Superiore

Cryptococcus 1 45/45 100,00% 92,13% 100,00%
neoformans/ gattii

1xLoD 2 45/45 100,00% 92,13% 100,00%

Tutti 90/90 100,00% 95,98% 100,00%

1 45/45 100,00% 92,13% 100,00%

3xloD 2 45/45 100,00% 92,13% 100,00%

Tutti 90/90 100,00% 95,98% 100,00%

Enterovirus 1 45/45 100,00% 92,13% 100,00%

1xLoD 2 45/45 100,00% 92,13% 100,00%

Tutti 90/90 100,00% 95,98% 100,00%

1 45/45 100,00% 92,13% 100,00%

3xLoD 2 45/45 100,00% 92,13% 100,00%

Tutti 90/90 100,00% 95,98% 100,00%

Continua alla pagina seguente
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Tabella 19 (continua dalla pagina precedente)

Limite di confidenza a due lati
Raggruppamento delle variabili Proporzione del 95%
Target Concentrazione  Sito Frazione Percentuale Inferiore Superiore
1 45/45 100,00% 92,13% 100,00%
1xLoD 2 44/45 97,78% 88,23% 99,94%
Listeri Tutti 89/90 98,89% 93,96% 99,97%
isteria o o o
monocytogenes 1 45/45 100,00% 92,13% 100,00%
3xLoD 2 45/45 100,00% 92,13% 100,00%
Tutti 90/90 100,00% 95,98% 100,00%
1 45/45 100,00% 92,13% 100,00%
1xLoD 2 45/45 100,00% 92,13% 100,00%
Tutti 90/90 100,00% 95,98% 100,00%
MycopIOana 1 45/45 100,00% 92,13% 100,00%
pneumoniae
3xLoD 2 45/45 100,00% 92,13% 100,00%
Tutti 90/90 100,00% 95,98% 100,00%
1 44/44 100,00% 91,96% 100,00%
Negativo Negafivo 2 45/45 100,00% 92,13% 100,00%
Tutti 89/89 100,00% 95,94% 100,00%
1 45/45 100,00% 92,13% 100,00%
IxLoD 2 45/45 100,00% 92,13% 100,00%
Tutti 90/90 100,00% 95,98% 100,00%
Streptococcus
agalactiae 1 45/45 100,00% 92,13% 100,00%
3xLoD 2 45/45 100,00% 92,13% 100,00%
Tutti 90/90 100,00% 95,98% 100,00%
1xLoD 1 39/45 86,67% 73,21% 94,95%
2 38/45 84,44% 70,54% 93,51%
. Tutti 77/90 85,56% 76,57% 92,08%
Virus della
varicella Zoster  3xLoD 1 44/45 97,78% 88,23% 99,94%
2 45/45 100,00% 92,13% 100,00%
Tutti 89/90 98,89% 93,96% 99,97%

In conclusione, sono state riscontrate la riproducibi
QlAstat-Dx Meningitis Panel.

it e la ripetibi

itd dei test eseguiti con
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Appendice A: Installazione del file di definizione
esame

Il file di definizione esame del QlAstat-Dx ME Panel deve essere installato sul QlAstat-Dx

Analyzer 1.0 prima di eseguire i test con le QlAstat-Dx ME Panel Cartridge.

Nota: Ogni volta che viene rilasciata una nuova versione dell'esame QlAstat-Dx ME Panel,
prima del test si deve installare il nuovo file di definizione esame QlAstat-Dx ME Panel Assay

Definition File.

Nota: i file di definizione esame sono disponibili all'indirizzo www.qiagen.com. Il file di
definizione esame (tipo di file .asy) deve essere salvato su un'unitd USB prima
dell'installazione sul QlAstatDx Analyzer 1.0. Questa unitd USB deve essere formattata con
un file system FAT32.

Per importare esami nel QlAstat-Dx Analyzer 1.0, procedere come segue:

1. Inserire la chiavetta USB con il file di definizione esame in una delle porte USB del
QlAstat-Dx Analyzer 1.0.

2. Premere il pulsante Options (Opzioni) e selezionare Assay Management (Gestione
esame). Nell'area dei contenuti del display, viene visualizzata la schermata Assay

Management (Gestione esame) (Figura 25).
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http://www.qiagen.com/

- o x

administrator Assay MGMT 12:56 20220407

] Available

Run Test

AVAILABLE ASSAYS ME

E % Assay Active D

Assay ID

04053228040804 R‘ziselr:ts
Assay Description
QlAstat-Dx® Meningitis/En...

Options
LIS assay name >
Assay Notes > @
Tvoe of Samples > Log Out

[& import 2] save ® cancel

Figura 25. Schermata Assay Management (Gestione esame).

3. Premere l'icona Import (Importa) in basso a sinistra sullo schermo.

4. Selezionare il file corrispondente all'esame da importare dall'unitad USB.
5. Appare una finestra di dialogo per confermare |'upload del file.
6

Se & stata installata una versione precedente del QlAstatDx ME Panel, apparird una
finestra di dialogo per sostituire la versione corrente con quella nuova. Premere Yes (Si)

per sovra scrivere.

7. L'esame diventa attivo selezionando Assay Active (Esame attivo) (Figura 26).

- - o ox
administrator Assay MGMT 12:56 2022.0407
T avaitabe °
Run Test
AVAILABLE ASSAYS ME
ME > Assay Active e
Assay ID N
04053228040804 =
Results
Assay Description
QlAstat-Dx® Meningitis/En...
Options
LIS assay name >
Assay Notes > @
Tvbe of Samples > Log Out
[& mport 2] save ® cancel

Figura 26. Attivazione dell'esame.
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8. Assegnare |'esame attivo all'utente premendo il pulsante Options (Opzioni) e quindi il
pulsante User Management (Gestione utenti). Selezionare |'utente a cui dovrebbe essere
consentito eseguire I'esame. Quindi, selezionare Assign Assays [Assegna esami) da User
Options (Opzioni utente). Abilitare I'esame e premere il pulsante Save (Salva)

(Figura 27).

- - o x
administrator User MGMT 09:42 20211118
_I Available e
Run Test
USER USER OPTIONS ASSAYS
administrator > ME v @) e
labuser > View
bacsmond Results
technician > a
User Active [ : ) Options
Assign user profile > =
)
Assign Assays > — 4
Log Out
20 Adduser 5] save ® cancel

Figura 27. Assegnazione dell'esame attivo.

76 Istruzioni per I'uso (Manuale) di QIAstat-Dx Meningitis/Encephalitis (ME) Panel 04,/2022



Appendice B: Glossario

Curva di amplificazione: rappresentazione grafica dei dati di amplificazione realtime RT-PCR

multiplex.

Modulo andlitico (MA): il modulo hardware principale di QlAstat-Dx Analyzer 1.0, utilizzato
per |'esecuzione dei test su QlAstat-Dx Meningitis/Encephalitis Panel Cartridge. E controllato
dal modulo operativo. Diversi moduli analitici possono essere collegati a un unico modulo

operativo.

QlAstat-Dx Analyzer 1.0: Il QlAstat-Dx Analyzer 1.0 & costituito da un modulo operativo e un
modulo analitico. Il modulo operativo include elementi che forniscono connessione al modulo
analitico e consentono I'interazione dell'utente con il QlAstatDx Analyzer 1.0. Il modulo
andlitico contiene I'hardware e il software per il test e I'analisi dei campioni.

QlAstat-Dx ME Panel Cartridge: dispositivo di plastica monouso autonomo con tutti i reagenti
precaricati necessari per |'esecuzione completa di esami molecolari completamente
automatizzati per la rilevazione di agenti patogeni/.

IFU: istruzioni per 'uso.

Porta principale: nella QIAstatDx ME Panel Cartridge, ingresso per i campioni liquidi in

terreno di trasporto.

Acidi nucleici: biopolimeri o piccole biomolecole composte da nucleotidi, ovvero monomeri
costituiti da tre componenti: zucchero a cinque atomi di carbonio, un gruppo fosfato e una

base azotata.

Modulo operativo (MO): I'hardware del QIAstatDx Analyzer 1.0 dedicato che fornisce

I'interfaccia utente per moduli andlitici (MA) da 1 a 4.
PCR: reazione a catena della polimerasi.
RT: trascrizione inversa.

Utente: persona che utilizza il QlAstat-Dx Analyzer 1.0 o la QlAstat-Dx ME Panel Cartridge

nel modo previsto.
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Appendice C: Esclusioni di garanzia

AD ECCEZIONE DI QUANTO PREVISTO NEI TERMINI E NELLE CONDIZIONI DI VENDITA
DELLA QlAstat-Dx ME Panel Cartridge, QIAGEN DECLINA OGNI RESPONSABILITA E NON
RICONOSCE ALCUNA GARANZIA, ESPRESSA O IMPLICITA, IN RELAZIONE ALL'USO DELLA
QlAstatDx ME Panel Cartridge, COMPRESE LA RESPONSABILTA O LE GARANZIE
RIGUARDANTI LA COMMERCIABILITA, L'IDONEITA PER SCOPI PARTICOLARI O LA
VIOLAZIONE DI EVENTUALI BREVETTI, COPYRIGHT O DIRITTI DI PROPRIETA INTELLETTUALE
IN' QUALSIASI PARTE DEL MONDO.
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Simboli

La tabella che segue descrive i simboli che possono comparire sull'etichettatura o nel presente

documento.

Contenuto sufficiente per <N> reazioni

<N>

SIS

Data di scadenza

Dispositivo medico-diagnostico in vitro

C € Marchio CE per la Conformita Europea

Numero di catalogo

LO Numero di lofto

Sl

Numero di materiale (vale a dire, I'etichetta del componente)

~

n R indica la revisione del manuale e n il numero della revisione

Limite di temperatura

Produttore

Consultare le istruzioni per |'uso

Cautela

TEILR

Numero di serie
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®

Non riutilizzare

f
=

Tenere al riparo dalla luce

Non usare se la confezione & danneggiata

Codice GTIN (Global Trade ltem Number)

Infiammabile, rischio di incendio

Corrosivo, rischio di ustione chimica

Pericolo per la salute, rischio di
cancerogenicita

sensibilizzazione,

sleloelge]

Rischio di danni
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(manuale) Revisioni delle istruzioni per 'uso

Data Modifiche

Revisione 1 Versione iniziale.

Gennaio 2022

Revisione 2 Immagini aggiornate per rispecchiare la versione
Aprile 2022 SW 1.1 dell'ADF

Aggiornamento della sezione Prestazioni cliniche.

Contratto di licenza limitata per QlAstat-Dx ME Panel

L'vtilizzo di questo prodotto comporta per |'acquirente o I'vtente del prodotto I'accettazione dei seguenti termini:

1.

Il prodotto pud essere utilizzato esclusivamente in conformita ai protocolli forniti insieme al prodotto e al relativo manuale e soltanto con i componenti contenuti
nel rispettivo kit. QIAGEN non concede alcuna licenza, nell'ambito della sua proprietd intellettuale, per I'utilizzo o I'integrazione dei componenti di questo kit
con qualsiasi componente non incluso in questo kit, fatta eccezione per i protocolli forniti con il prodotto, il presente manuale e i protocolli aggiuntivi disponibili
sul sito www.giagen.com. Alcuni di questi protocolli aggiuntivi sono stati messi a punto da utenti QIAGEN a beneficio degli utenti QIAGEN. Si tratta di
protocolli che non sono stati collaudati o oftimizzati da QIAGEN. QIAGEN non offre alcuna garanzia in merito a essi né alla violazione da parte di essi di
eventuali diritti di terzi.

A parte le licenze espressamente dichiarate, QIAGEN non fornisce alcuna garanzia che questo kit /o I'uso o gli usi dello stesso non costituiscano violazione
dei diritti di terzi.

Questo kit e i relativi componenti sono concessi in licenza per un solo utilizzo e non possono essere riutilizzati, rinnovati o rivenduti.

QIAGEN esclude specificamente qualunque altra licenza, espressa o implicita, che non rientri tra quelle espressamente dichiarate.

L'acquirente e I'utente del kit acconsentono a non intraprendere e a non permettere a nessun altro di intraprendere qualsiasi iniziativa che possa determinare o
agevolare qualunque azione di cui si fa divieto sopra. QIAGEN fara valere i divieti di questo Contratto di licenza limitata presso qualsiasi foro e ofterra il
risarcimento di tutte le spese sostenute a scopo di indagine e consulenza legale, ivi comprese le parcelle degli avvocati, con riferimento a qualsiasi causa legale
intentata per fare rispettare questo Confratto di licenza limitata o qualsiasi altro diritto di proprieta intellettuale correlato a questo kit e/o ai relativi componenti.

Per i fermini di licenza aggiornati, visitare il sito www.qgiagen.com.

Marchi commerciali: QIAGEN®, Sample to Insight®, QlAstat-Dx®, DiagCORE® (QIAGEN Group); AirClean (AirClean Systems, Inc.); Bel-Art Scienceware® (Bel-Art
Products); Clinical and Laboratory Standards Institute® (Clinical Laboratory and Standards Institute, Inc.). | marchi commerciali, di fabbrica e via dicendo utilizzati in
questo documento, anche se non indicati in modo specifico come tali, devono essere considerati come protetti dalla legge.
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