Assay-Schulung:
Xpert® Breast Cancer STRAT4

Technische Schulung nur far das
CE-IVD-Produkt
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Schulungsprogramm

« Xpert Breast Cancer STRAT4-Schulung _

— Klinische Anwendung
— Reagenzien Xpert® Breast Cancer STRAT4

— Lagerung und Handhabung der Kits

12345678

— VorsichtsmalBnahmen

0303456789012345

— Vorbereitung der Probe

— Vorbereitung der Kartusche

— Qualitatskontrolle

— Ergebnisanalyse
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Dieser Vortrag behandelt die folgenden Themen:
Klinische Verwendung des Xpert Assays
Für diesen Assay bereitgestellte/erforderliche Reagenzien
Sachgemäße Entnahme und Lagerung von Proben
Handhabung und Lagerung des Kits
Vorbereitung der Xpert-Assay-Kartusche

Außerdem wird behandelt:
wie Ergebnisse abgelesen werden und welche verschiedenen Ergebnisse möglich sind
welche Funktionen zur Qualitätssicherung der Ergebnisse in diesem Assay enthalten sind

Zum Abschluss besprechen wir Bedenken von Ihnen und geben Ihnen eine bessere Erläuterung.



=]
Schulungsziele

Am Ende der Schulung haben die Anwender folgende Kenntnisse erworben:

— Lagerung und Handhabung des Breast Cancer STRAT4-Kartuschenkits

— Lagerung und Handhabung des Xpert FFPE Lysis-Kits

— Korrekte Befolgung der VorsichtsmalBBnahmen zur Sicherheit im Labor

— Bearbeitung und Transport von Proben

— Vorbereitung der Kartusche und Durchfihrung des Assays

— Weitergabe der verschiedenen von der Software ausgegebenen Ergebnisse

— Verstandnis der Assay-Kontrollenstrategie
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Am Ende der Schulung haben Sie folgende Kenntnisse erworben:

Fachgerechte Lagerung und Handhabung des Xpert ®-Assay-Kartuschen-Kits
Korrekte Befolgung der Vorsichtsmaßnahmen zur Sicherheit im Labor
Entnahme und Transport geeigneter Patientenproben
Vorbereitung der Kartusche und Durchführung des Breast Cancer Assays
Weitergabe der verschiedenen von der Software ausgegebenen Ergebnisse
Verständnis der Assay-Kontrollenstrategie



akarzinomn
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Fakten zum Mammakarzinom:

« Das Mammakarzinom (Brustkrebs) gehort zu den weltweit haufigsten
Krebserkrankungen bei Frauen.

 In den Entwicklungslandern ist das Mammakarzinom die haufigste
krebsbedingte Todesursache bei Frauen.

 In den Industrielandern ist es die zweithaufigste (nach dem Lungenkarzinom).

 Die Sterblichkeit bei Mammakarzinom ist seit 1990 um 34 % zurlickgegangen,
und zwar hauptsachlich aufgrund besserer Behandlungsmethoden und
frihzeitiger Erkennung.

Literatur

American Cancer Society, Cancer Facts and Figures 2015. Atlanta, GA: American Cancer Society, 2015.
International Agency for Research on Cancer (IARC) and World Health Organization (WHO). GLOBOCAN 2012:
Estimated cancer incidence, mortality and prevalence worldwide in 2012 http://globocan.iarc.fr/old/FactSheets/
cancers/breast-new.asp.

American Cancer Society, Breast Cancer Facts and Figures 2013-2014, Atlanta, GA: American Cancer Society, 2013.
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Was ist ein Mammakarzinom??

+  Vom Mammakarzinom sind hauptsachlich die Milchgange und Drisenlappchen der weiblichen Brust betroffen.

« Beim Mammakarzinom kénnen vier intrinsische molekulare Untertypen unterschieden werden, die
prognostische und pradiktive Informationen liefern:

— Luminal A, Luminal B, HER2-positiv und dreifach negativ (basal)
« Die Auswahl des ersten Therapieansatzes wird durch die Expression von vier Biomarkern bestimmit:

— Ostrogenrezeptor (ER [Protein] bzw. ESR1 [MRNAY]), Progesteronrezeptor (PR [Protein] bzw. PGR
[MRNA]), humaner epidermaler Wachstumsfaktorrezeptor 2 (HER2 [Protein] bzw. ERBB2 [MRNA])
und Proliferationsmarker Ki-67 (Ki67 [Protein] bzw. MKi67 [mRNA])

— Standardverfahren zur ersten Charakterisierung aller Mammakarzinompatientinnen
— Biomarker sind prognostisch und préadiktiv
» Aktelle Methoden zur Messung der Biomarker:
— Beurteilung der Proteinexpression mittels Immunhistochemie (IHC)
— Fluorescence in situ Hybridization (FISH) zum Auffinden der Gen-Amplifikation (nur HER2)

Literatur

de Matos LL, Trufelli DC, Luongo de Matos MG, da Silva Pinhal MA. Immunohistochemistry as an Important Tool in Biomarkers
Detection and Clinical Practice. Biomarker Insights 2010:5, 9-20.

6  ©Cepheid CE-IVD. Zum Gebrauch als In-vitro-Diagnostikum. //C‘ephefd.




Der Bedartf:

» Kilrzere Zeit bis zum Ergebnis

— Bei aktuellen Tests liegen die Ergebnisse typischerweise erst nach einigen Tagen vor. Die kirzere Wartezeit
bis zur Einleitung der Behandlung fur Frauen, bei denen ein Mammakarzinom neu diagnostiziert wurde,
ist ein klares Plus fir den GeneXpert-Test.

» Einheitlicheres, weniger subjektives Verfahren, das wesentlich einfacher durchzufihren ist

— Immunhistochemie (IHC) und Farbung mittels Fluorescence in situ Hybridization (FISH) kébnnen subjektiv
sein und von Labor zu Labor unterschiedlich ausfallen. Fir IHC gilt, dass nicht alle Antikérper gleich sind.

+ Kostengunstigere Alternative
— Farbegeréate und -reagenzien kbnnen teuer sein
» Besserer Weg des Patientenmanagements
— Labortests kbnnen naher an der Patientin durchgefuhrt werden und schnellere Ergebnisse erzielen.

— Ermdéglicht dem Pathologen die Kontrolle Uber bestimmte Aspekte des Test und limitiert den Bedarf fiir
Referenzlabor-Tests.

— Stellt wahrscheinlich die einzige praktikable Lésung fir Patientinnen in Entwicklungslandern dar,
wo IHC nur sehr schwierig durchfiihrbar und mit hohen Kosten verbunden ist. FISH steht fir Patientinnen
in Entwicklungsléandern Gberhaupt nicht zur Verflgung. /

Z
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Die Losung:

» Mehr Einfluss fur den Pathologen
— Optimierter Einsatz des Laborpersonals — Hochgradig reproduzierbar, einfach anzuwenden, schnell erlernbar
— Assay kann im Histologie- oder Kliniklabor durchgefihrt werden
» Weniger subjektivim Vergleich zu IHC
— Exzellente Ubereinstimmung mit anerkannten Standards — Gesamtiibereinstimmung von 90 % Uber alle 4 Marker
— Kontinuierliche Ausgabe ohne fragwirdige Ergebnisse
— Einfach auswertbare Ergebnisse
» Potentielle Verbesserung des Workflows
— Umsetzbare Ergebnisse — Schnelle TAT von ~2 Stunden
— Echter wahlfreier Zugriff
» Vereinfachter Lysevorgang fur FFPE

— Praktisch verpacktes und einfach anzuwendendes Kit

 Handelsubliche externe Kontrollen*®

N\

Cepheid.
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Die Losung von Cepheid

« Messung von vier mRNA-Zielsequenzen (ESR1, PGR,

T ERBB2 und MKi67).

 Das cytoplasmische, mit FMR1 interagierende
Xpert® Breast Cancer STRAT4 Protein 1 (CYFIP1) als Referenzgen fungiert als

ﬁ;'ﬁ%% Probenadaquanzkontrolle und dient zur
e Bkt

Normalisierung der mRNA-Expressionsspiegel.

-} =

12345678

« Unkomplizierte Anwendung

0303456789012345

« System mit geschlossenen Kartuschen minimiert
das Kontaminationsrisiko

« 3 interne Kontrollen fir jede einzelne Probe
— Sondenprifungskontrolle (PCC)
— Cepheid Interne Kontrolle (CIC)

— Probenadaquanzkontrolle (SAC) /
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Xpert® Breast Cancer STRAT4
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Verwendungszweck”®

Xpert Breast Cancer STRAT4 ist ein semiquantitativer Assay nach dem Prinzip der Polymerase-Kettenreaktion
(Polymerase Chain Reaction, PCR) mit qualitativen Grenzwerten fir mRNAs fir Ostrogenrezeptor (ESR1),
Progesteronrezeptor (PGR), humanen epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor 2 (ERBB2) und Proliferationsmarker
Ki-67 (MKi67), die aus formalinfixiertem, paraffineingebettetem (FFPE) Gewebe eines invasiven Mammakarzinoms
isoliert werden. Die RNA wird aus einem tumorangereichertem Areal des Mikroskop-Gewebeschnitts (entsprechend
der Identifikation durch einen Pathologen) extrahiert. Der Test ist zur Verwendung in Kombination mit anderen
klinischen und Labordaten vorgesehen, um Mammakarzinomgewebe in Bezug auf seinen Hormonrezeptorstatus,
den HER2-Rezeptorstatus und den Proliferationsmarkerstatus zu klassifizieren. Der Test ist zur Verwendung mit dem
GeneXpert®-System bestimmt und umfasst die Isolierung der RNA aus dem FFPE-Gewebe sowie die Amplifikation
und den Nachweis von Zielsequenzen innerhalb der Kartusche.

Der Xpert Breast Cancer STRAT4-Assay ist nicht fur folgende Zwecke bestimmt:

« Prédiktor fir die Schwere der Erkrankung

« Eigenstandiges Produkt fir einen Diagnosetest auf Mammakarzinom

« Ein Prognostikator flr Krankheitsrezidiv

Indikationen: Der Assay ist zur Verwendung bei der Beurteilung der mRNA-Spiegel von ESR1, PGR, ERBB2 und
MKi67 in invasiven Mammakarzinomgeweben bestimmt, die von Patientinnen stammen und als FFPE-Proben
vorbereitet wurden, sowie als Hilfe bei der klinischen Bewertung in Verbindung mit anderen Labordaten.

*CE-IVD. In-vitro-Diagnostikum. //C‘ heid
- epheid.
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Anforderungen an System und Reagenzien

GeneXpert-Systeme

» GeneXpert-Instrument fir 6 Farben
» GeneXpert-Software ab Version 4.7b
 Xpertise Software ab Version 6.4b

Testkits (CE-IVD)

+ GXBCSTRAT4-CE-10

Erforderliche, jedoch nicht im Lieferumfang enthaltene Materialien

» Xpert® FFPE Lysis-Kit, Bestellnr. GXFFPE-LYSIS-CE-10
* 2 95 % Ethanol
* Vortex-Mixer

« FUr ein Pipettiervolumen von 5, 20, 260, 520 und 1200 pL geeignete Pipetten und
Aerosolfilter-Pipettenspitzen

* Heizblock, der 80 °C erreichen und 1,5-mL-Mikrozentrifugenréhrchen aufnehmen kann
» Mikrozentrifuge, die 1,5-mL-Mikrozentrifugenréhrchen aufnehmen kann

12 ©Cepheid CE-IVD. Zum Gebrauch als /n-vitro-Diagnostikum. //C‘ephe:d.
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Komponenten des Xpert Breast Cancer STRAT4-Kits

- Xpert Breast Cancer
STRAT4

Bestellnummer

Tests pro Kit

Inhalt pro
Testkartusche

Kit-CD

Lagerung
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GXBCSTRAT4-CE-10

Xpent® Breast Cancer STRAT4
1 0 ) cxmcstranecee (@
1TIns67N0 o

Reagenzienkigelchen
Elutionsreagenz und Spllreagenz

Assay-Definitionsdatei (ADF) — .gxa
Anleitung far den Import des Assays

Packungsbeilage (PDF)

Berichtdatei der ONCore
Software — .onc

2-28°C

Die Kartuschen enthalten chemisch gefdhrliche Substanzen.
Ausfiihrliche Informationen sind der Packungsbeilage und dem
Sicherheitsdatenblatt zu entnehmen.

CE-IVD. Zum Gebrauch als In-vitro-Diagnostikum. //C'ephefd.



Das Kit enthält alle erforderlichen Reagenzien/Materialien. Sie benötigen jedoch weitere Materialien.
Systemanforderungen: GeneXpert-System mit GeneXpert-Software, Version xx oder höher – Xpertise, Version xx oder höher (niedrigere Versionsnummern können den Ultra-Test nicht durchführen)
Testkit – Kit in Konfiguration xx oder xx
Probenbehälter: Auslaufsichere, sterile Entnahmebehälter mit Schraubverschluss

Optional:
Persönliche Schutzausrüstung (PPE).
1: 10 verdünnte Chlorbleiche
70%iges Ethanol für die Reinigung und Desinfektion der Module beim Wartungsvorgang

USV mit Überspannungsschutz dringend empfohlen (bei der Echtzeit-PCR führt selbst �ein kurzzeitiger Stromausfall zum Abbruch des Durchlaufs)
Optional kann ein Drucker zum Ausdrucken der Ergebnisberichte verwendet werden
Für die Probenvorbereitungsschritte optional ein Vortex-Mixer



Komponenten des Xpert FFPE Lysis-Kits

- Xpert FFPE Lysis-Kit

Bestellnummer GXFFPE-LYSIS-CE-10
Tests pro Kit 10
Lyseréhrchen . o
Y15 mL) 10 W xperFEPELYSE KL
3 i = m,;‘pi.wsls-ﬁ-“' v @ O
Probenflaschchen 10 ““ e
(5 mL)
FFPE-Lysereagenz 13 mL
Proteinase K (PK) 250 pL
Lagerung 2-28 C

Die Kits enthalten chemisch geféihrliche Substanzen. Ausfiihrliche
Informationen sind der Packungsbeilage und dem Sicherheitsdatenblatt
zu entnehmen.
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Gute Laborpraxis

Einrichtung des - Vorbereitung von Kartuschen/Reagenzien >
PCR-Labors Zugabe der Probe - Detektion

ALl eda i o Zur Vermeidung von Kontaminationen der
Proben und Reagenzien miissen Patientenproben von
Reagenzien Reagenzien getrennt aufbewahrt werden.

» Bei Bedarf Pipettenspitzen mit Filter
verwenden.

» Die Empfehlungen des jeweiligen Herstellers
zu Kalibrierung und Wartung der Laborgerate
befolgen.
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Gute Laborpraxis, Forts.

* Arbeitsflachen zuerst mit 1:10 in Wasser verdunnter
0 : * : . . oo.
Sauberkeit Haushaltsbleiche* und anschlieBend mit einer 70%igen

Ethanollésung reinigen. Die Arbeitsflachen zum Trocknen
abwischen.

« Saubere Laborkittel und Handschuhe verwenden.
Personal « Nach der Bearbeitung jeder einzelnen Probe die
Handschuhe wechseln.

. : » Der Labortischbereich muss regelmafig gereinigt werden.
Labortischbereich » Die Ruckseite des Instruments regelmaBig abstauben.

* Die Endkonzentration von aktivem Chlor sollte unabhéngig von der im jeweiligen Land (blichen Chlorbleiche 0,5 % betragen.
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Zwar benötigt GeneXpert keine strikte Einrichtung und Praxis wie im molekularbiologischen Labor, dennoch muss die Gute Laborpraxis gemäß der Schulung in molekularbiologischen Labors befolgt werden.
Geräte und Labormaterialien (z. B. Pipetten, Vortex usw.) müssen unter Kontrolle sein.

Ausführliche Sicherheitsvorgänge bitte dem Handbuch zur biologischen Sicherheit der WHO oder CDC entnehmen. 




- Lagerung und Handhabung von Xpert Breast Cancer
S TRAT4-Kit und FFPE Lysis-Kit

» Testkits bei 2 °C — 28 "C aufbewahren.
» Keine abgelaufenen Kartuschen verwenden.
+ Jede Einweg-Kartusche dient zur Durchflihrung eines einzigen Tests. Verwenden Sie verbrauchte Kartuschen nicht wieder.
+ Kartuschen erst unmittelbar vor dem Gebrauch 6ffnen.
— Der Test muss innerhalb von 30 Minuten nach Zugabe der Probe in die Kartusche begonnen werden.
— Die Stabilitat im System betragt 6 Stunden fir Infinity.
* Beim Umgang mit den Proben Kreuzkontaminationen vermeiden.
— Nach jeder Probe Handschuhe wechseln.
» Keine Kartuschen verwenden, die fallen gelassen oder geschuttelt wurden.
— Wenn die Kartusche nach dem Offnen des Deckels geschiittelt oder fallen gelassen wird, sind die Ergebnisse
moglicherweise ungultig.
» Kartuschen mit beschadigtem Reaktionsbehélter dirfen nicht verwendet werden.
« Verwenden Sie keine leckenden Kartuschen.

+ Keine Reagenzien durch andere Reagenzien ersetzen.

» Keine Kartuschen verwenden, deren Inhalt milchig oder verfarbt ist.

N\

Cepheid.
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Wie bei allen biologischen Produkten müssen Sie beim Umgang bestimmte Vorsichtsmaßnahmen einhalten, damit das Kit intakt und funktionstüchtig bleibt:

Xpert Assay-Kartuschen und Reagenzien bei 2 °C – 28 °C lagern.
Es sind die Sicherheitsverfahren der jeweiligen Institution für den Umgang mit Chemikalien und die Handhabung von biologischen Proben zu beachten.
Keine Entnahmereagenzröhrchen verwenden, die nicht von Cepheid validiert wurden.
Den Deckel der Assay-Kartusche nur für die Zugabe der Probe öffnen, den Deckel schließen und mit der nächsten fortfahren.



Warnhinweise und Vorsichtsmalnahmen:

» Alle Proben- und Kitreagenzien mussen unter Anwendung geeigneter Techniken gehandhabt
werden, um eine RNase- und/oder DNase-Kontamination zu vermeiden bzw. zu minimieren.

« Makrodissektionsklingen, Pipettenspitzen und Réhrchen/Flaschchen dirfen nicht wiederverwendet
werden, um eine Kreuzkontamination bei der Handhabung der Proben zu vermeiden.

« Das unvollstandige Entfernen (Abschaben) des Tumorareals vom Objekttrager zur Vorbereitung
des FFPE-Lysats kann zu einer unzureichenden Menge an Material fur den Assay und somit zu
einer héheren Rate nicht feststellbarer/UNGULTIGER (INVALID) Ergebnisse fihren, als zu
erwarten ist.

 Alle biologischen Proben, einschlie3lich der verwendeten Kartuschen, mit den Ublichen
VorsichtsmaBnahmen behandeln.

 FFPE-Gewebe muss mit dem Xpert FFPE Lysis-Kit behandelt werden.

« Beim Umgang mit Proben und Reagenzien sind Einweg-Schutzhandschuhe, Laborkittel und
Augenschutz zu tragen.

» Es sind die Sicherheitsverfahren der jeweiligen Institution fir den Umgang mit Chemikalien und
die Handhabung von biologischen Proben zu beachten.
//cephefd.
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Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories, 5th Edition. S. 146: Für nicht-aerosolerzeugende Manipulationen an klinischen Proben, z. B. die Anfertigung von säurebeständigen Ausstrichen, sind Praktiken und Vorgehensweisen, Isolierausrüstung und Räumlichkeiten der Sicherheitsstufe 2 erforderlich. Alle aerosolerzeugenden Aktivitäten müssen in einer Sicherheitswerkbank durchgeführt werden. Verflüssigung und Konzentration von Sputa �für säurebeständige Ausstriche können gefahrlos auf dem offenen Labortisch durchgeführt werden, indem die Probe zuerst in einer Sicherheitswerkbank mit dem gleichen Volumen 5%iger Natriumhypochloritlösung (unverdünnte Haushaltsbleiche) behandelt und vor der Bearbeitung 15 Minuten lang abgewartet wird.
Die Kartusche nicht schütteln.
Keine Kartuschen verwenden, die …
nass aussehen, undicht sind oder deren Deckelversiegelung aufgebrochen zu sein scheint
sichtbare Schäden aufweisen
nach der Entnahme aus der Verpackung fallen gelassen wurden
nach der Zugabe der Probe fallen gelassen oder geschüttelt wurden
einen beschädigten Reaktionsbehälter aufweisen
bereits benutzt wurden. Jede Einweg-Kartusche dient zur Durchführung eines einzigen Tests.
Benutzte Einwegpipetten nicht wiederverwenden.

Unbenutzte Kartuschen können als chemischer Abfall und benutzte Kartusche als infektiöser biologischer Abfall entsorgt werden. Probenreagenzfläschchen sind als chemischer Abfall anzusehen.


Probenvorbereitung
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Gewebevoraussetzungen fur FFPE

» Es kénnen ungefarbte FFPE-Gewebeschnitte bzw. -Scrolls verwendet werden.
+ Die ASCO/CAP-Richtlinien zur Vorbereitung von FFPE-Gewebe befolgen.
» Die Proben missen in nur 10%igem neutralen, gepufferten Formalin (NBF) 6 bis 72 Stunden lang fixiert werden.

+ Das FFPE-Lysat sollte aus dem FFPE-Tumorblock mit dem gréBten Areal an lebensfahigem Mammakarzinom
(mindestens 30 % Tumorzellularitat) prapariert werden.

» Falls eine Makrodissektion erforderlich ist, einen benachbarten, mit H&E geféarbten Objekitrager aus dem
FFPE-Tumorblock als Flihrung bei der Markierung des ungeféarbten Objekttragers verwenden.

» Bei Tumorproben unter 10 mm?2 mit weniger als 30 % Tumor kann es fiir gliltige Ergebnisse erforderlich sein,
das Verfahren mit konzentriertem Lysat anzuwenden oder mehrere Schnitte von 4-5 pum einzusetzen.

» Die Qualitat mancher FFPE-Gewebe, die dlter als 10 Jahre sind, ist méglicherweise unzureichend fir eine
GeneXpert-Analyse (RNA zerfallt Gber langere Zeitraume, selbst in FFPE-Geweben).
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Herstellen der Objekttrager/Scrolls (Fortsetzung)

1. Zwei Gewebeschnitte anfertigen und auf
separate Glasobjekitrager aufbringen.

2. Einen Objekttrager mit H&E einfarben.

FFPE-Gewebe

3. Der Pathologe untersucht den "*r:ﬁs-
H&E-Objekttrager, um Tumor- und B
Nicht-Tumor-Bereiche abzugrenzen. B 53

~ 3

4. Falls geeignete Tumorbereiche Shies | 32

vorhanden sind (> 30 %, kein DCIS),
kann der gesamte Schnitt auf dem
zweiten Objekttrager verwendet werden.
Alternativ kann eine Makrodissektion
durchgefuhrt werden, um bestimmte
Bereich flr den Test zu entfernen.

Foto: Cepheid

//C‘epheid.
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Anweisungen fur das Abschaben

Beschriften Sie fir jede zu bearbeitende Probe ein 1,5 mL Lyseréhrchen (mitgeliefert).
Falls eine Makrodissektion nicht erforderlich ist:

22 © Cepheid

Entfernen Sie (durch Abschaben) mit einer fir jede Gewebeprobe neuen Rasierklinge bzw. einem Skalpell den Schnitt des
invasiven Tumorgewebes vollstdndig vom Objekttrager und transferieren Sie ihn in das beschriftete 1,5-mL-Lyseréhrchen.

Falls eine Makrodissektion erforderlich ist:

Untersuchen Sie den mit H&E gefarbten Objekttrager (Pathologe).

Identifizieren (und markieren) Sie den Tumorbereich, der flir den Test ausgewahlt werden soll. Die erforderliche Anzahl
Objekttrager bzw. die Mindest-Tumorzelldichte finden Sie in der Packungsbeilage fur den Xpert-Assay.

Markieren Sie den fir den Assay vorgesehenen Tumorbereich auf der Rlickseite des/der ungefarbten Objekttrager(s) durch
Angleichen an den/die entsprechenden mit H&E gefarbten Objekttrager und transponieren Sie den markierten Bereich.
Flhren Sie eine Makrodissektion durch (Pathologe oder Laborant).

Entfernen Sie (durch Abschaben) mit einer fir jede Gewebeprobe neuen Rasierklinge bzw. einem Skalpell das markierte
invasive Tumorgewebe vollstandig vom Objekttrager (siehe Abbildung 1) und transferieren Sie es in das beschriftete
1,5-mL-Lyserdhrchen.

Abbildung 1: Beispiele fiir korrekte (empfohlene) und falsche (nicht empfohlene) Gewebeentfernung vom Objekttriger

Mit H&E gefirbter Objekttrager Nicht empfohlen (nicht geniigend
zum Vergleich Gewebe entfernt) Empfohlen

T R

'| Fotos: Cepheid

//C‘epheid.
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= Kurzanleitung zur Vorbereitung des Xpert
FFPE-Lysats
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Xpert® FFPE* — Lysatvorbereitung *FFPE - formalinfixiert, parafiineingebetet

Ausfiihrliche Ein Exemplar des Techrischer Kundendenst Eurcpaische Niederlazsung / =,
Anweisungen, Sicherheitedatentiatis von Cephesd +X3 553825318 / Ceph EId.
VorsichtsmaBnahmen st erhalthch urier [Edro USA suppoct@ceheideurope com A better way.
und Warnhinweise sind www.cepheid com oder (888) 8363222 Option 2

der Pack beilage W e | com hsup phesd

zu entnehmen.

1 Schaben Sie den 2 Transferieren Sie das 3 Geben Sie 1,2mL FFPE- 4 Geben Sie 20 pL [ Vortexen Sie die Probe Stellen Sie das Rohrchen
Gewebeschnitt bzw, in das mitgeli Ly genz in das 1,5-mL- Proteinase K (PK) in 5 Sekunden lang auf der kurz in die Mikrozentrifuge,
die Makrodissektion 1.5-mL-Réhrchen. Réhrchen mit dem FFPE- 1.5-mL- X Maxi i g, um FiGssigkeit vorn Deckel

vom Objekttrager. Schnitt/Scroll Befestigen Sie den Deckel. zu entfernen.

Inkubieren Sie die Proben 8 Vortexen Sie die Probe 9 Stellen Sie das Réhrchen 1 O Transferieran Sie den 1 1 Geben Sie 1,2mL 1 2 Verschliefien Sie es und
30 Minuten lang bei 80 °C. 5 Sekunden lang auf der kurz in die Mi ifug: g 1 Inhalt in das = 95 %iges Ethanol vortexen Sie die Probe
Maximaleinstellung. um Flissigkeit vom Deckel mitgelieferte 5-mlL- in dasselbe 5-mL- kontinuierich 15 Sekunden

zu entfernen, Probenflaschchen Probenflaschehen. lang auf der Maximaleinstellung.

HINWEIS: vorberei Lysat mit Ethanol ist bei 2 °C bis 8 °C bis zu 1 Woche lang stabil. Bei £ -20 °C ist es bis zu 4 Wochen lang stabil.

BN Coperd IN-TTEG, R A Warz 3017
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Lesen Sie das Protokoll in der Kurzanleitung durch. Wenn Sie als Schulungsleiter vorab mit dem Protokoll vertraut sind, können Sie es leichter erklären.


FFPE-Gewebe-Bearbeitung

Erhitzen Sie den Hitzeblock auf 80 "C.
Geben Sie 1,2 mL FFPE-Lysereagenz in das 1,5-mL-Réhrchen mit dem FFPE-Schnitt/Scroll.
Geben Sie 20 L Proteinase K (PK) in dasselbe 1,5-mL-Lyseréhrchen.
Befestigen Sie den Deckel.
Vortexen Sie die Probe kontinuierlich 5 Sekunden lang auf der Maximaleinstellung.
Stellen Sie das Réhrchen kurz in die Mikrozentrifuge, um Flussigkeit vom Deckel
zu entfernen.
Inkubieren Sie das 1,5-mL-Lyseréhrchen mit der Probe und dem Lysereagenz 30 Minuten
lang im auf 80 "C eingestellten Heizblock.
Vortexen Sie die Probe kontinuierlich 5 Sekunden lang auf der Maximaleinstellung.
Stellen Sie das Réhrchen kurz in die Mikrozentrifuge, um FlUssigkeit vom Deckel zu
entfernen.

. Transferieren Sie den gesamten Inhalt (~1,2 mL) mit einer Pipette in ein mitgeliefertes
5-mL-Probenflaschchen.

. Beschriften Sie die Flaschchen fir alle zu bearbeitenden Proben.

. Geben Sie 1,2 mL = 95 %iges Ethanol in dasselbe 5-mL-Probenflaschchen.

. Verschlie3en Sie es und vortexen Sie die Probe kontinuierlich 15 Sekunden lang auf
der Maximaleinstellung.

©o N vkl

—_ L L —_
W — o
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Transport und Lagerung von Proben flr den
Xpert Breast Cancer STRAT4

Transport- und
Lagertemperatur (OC)

Scroll in 1,5-mL-R6éhrchen 2-8°C 2 Wochen
Objekttragerschnitt 2-8°C 1 Monat
el Sei
2-8°C 1 Woche
Vorbereitetes Lysat mit Ethanol <-20°C 1 Monat
-80 °C Langfristig
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Xpert Breast Cancer STRAT4-Kartusche —
Kurzanleitung zur Vorbereitung

Vorbereitung der Xpert® Breast Cancer STRAT4-Kartusche

Ausfihrliche Ein Exemplar des Technischer Kundend) Ewropaische hied q / 2
Anweisungen, Sicherheilsdalenplatts won Cepheid +33553 8253 19 —d Ceph eid.
Vorsichtsmalnahmen 51 erhalthch unter B LISA supportficepheieurope com A better way.
und Warnhinweise sind www.cepheid.com oder (BEE) B38-3222, Option 2

der Pach beil; www.caphaidi l com tiac 20m

zu entnehmen.

HINWEIS: Wenn die Vorbereitung des FFPE-Lysats gemal der Rilckseite dieser Kurzanleitung gerade abgeschlossen wurde,
kann Schritt 2 der nachstehenden Anleitung ausgelassen werden,

1 Beschaffen Sie eine Kartusche 2 Vortexen Sie das FFPE- 3 Gffnen Sie den Deckel der 4 Pipettieren Sie 520 pl.des = schliefien Sie den Deckel {7 Beginnen Sie den
und ein vorbereitetes FFPE- Lysat 15 Sekunden lang, ' Xpert-Kartusche. vorbereiteten Lysats in der Xpert-Kartusche Assay innerhalb des in
Lysat fiir jede Probe, die das 5-mL-Flaschehen und der Packungsbeilage
getestet werden soll transferieren Sie esin die angegebenen
Probenkammer. Zeitrahmens,

il

©A17 Cophend IN-T7EG, R A Warz 2017 /
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Assayverfahren — Vorbereitung der Kartusche

Bei Verwendung
eines GeneXpert
Dx Instruments

Bei Verwendung
eines GeneXpert
Infinity
Instruments

» Der Test muss innerhalb von 30 Minuten nach
der Zugabe der vorbereiteten Probe zur
Kartusche begonnen werden.

* Innerhalb von 30 Minuten nach der Zugabe
der vorbereiteten Probe zur Kartusche den
Test anfordern und die Kartusche auf das
Forderband stellen.

- Die Xpertise® Software verfolgt die verbleibende
Haltbarkeit im System, sodass Tests vor dem
Ablauf des Verfallsdatums (nach 6 Stunden im
System) durchgefiihrt werden.
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Automatisierte Testschritte des Xpert Breast Cancer STRAT4

1

28 © Cepheid

Gereinigte
Nukleinsauren
vermischen
sich mit PCR-
Reagenzien

Kartusche Simultane
' e : Amplifikation
it i und FI)I)etektion
laden

Xpert® Breast Cancer STRAT4

Nukleinsauren
werden
gereinigt

0303456789012345
12345678

Probe in die

Ergebnisse
liegen vor

Cepheid.

Kartusche
geben

N\
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Hier sehen Sie ein allgemeines Protokoll für den Kartuschenbetrieb
Probe in die Kartusche geben
Kartusche wird in das System geladen
Nukleinsäuren werden gereinigt
Gereinigte Nukleinsäuren vermischen sich mit PCR-Reagenzien
Echtzeit-PCR findet statt
Ergebnisse liegen vor


B
Abfallentsorgung

» Biologische Proben, Transfervorrichtungen und gebrauchte Kartuschen sind als
infektids anzusehen und mit den Ublichen VorsichtsmaBnahmen zu handhaben.

» Beziglich der angemessenen Entsorgung gebrauchter Kartuschen und nicht
verwendeter Reagenzien die Umweltschutzvorschriften der jeweiligen Einrichtung
einhalten. Diese Materialien kdbnnen chemischen Sondermull darstellen, der
gemal bestimmten nationalen oder regionalen Vorgehensweisen entsorgt
werden muss.

 Falls die Vorschriften des jeweiligen Landes bzw. der jeweiligen Region keine
klaren Anweisungen zur Entsorgung enthalten, sollten biologische Proben und
gebrauchte Kartuschen geman den Richtlinien zur Handhabung und Entsorgung
von medizinischen Abfallen der WHO (Weltgesundheitsorganisation) entsorgt
werden.

//C‘epheid.
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Kontrollen sind im Handel erhältlich. Zur Häufigkeit der QK befolgen Sie bitte die Richtlinien Ihrer Einrichtung. 


Qualitatskontrolle

Volistandige Einzelheiten sind der
Packungsbeilage zu entnehmen.

L
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Instrumentensystemkontrolle —Status prifen
(Check Status)

» Die Systemkontrolle des Instruments Uberprift die Optik, die Temperatur
des Moduls und die mechanische Integritat der einzelnen Kartuschen.

— Schlagen die Systemkontrollen fehl, wird als Testergebnis ,FEHLER" (ERROR)
ausgegeben.

A

Cepheid.
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Die Assay-Kontrollstrategie von Cepheid

» Jede Xpert-Kartusche ist eine abgeschlossene Testeinheit.

— Cepheid hat interne Kontrollen entwickelt, mit denen bestimmte Fehlerarten
in den Kartuschen erkannt werden kdnnen.

— Reagenzienkontrolle: Sondenprifungskontrolle (Probe Check Control, PCC)
— Probenadaquanzkontrolle: Referenzgen (CYFIP1)
— Cepheid-interne Kontrolle: Armored RNA (CIC)

A

Cepheid.
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Assay-Qualitätskontrollen 
Jede Xpert-Kartusche ist eine abgeschlossene Testeinheit.
Cepheid hat spezielle molekulare Methoden entwickelt, um interne Kontrollen ins Verfahren aufzunehmen, mit denen das System in jeder Kartusche bestimmte Fehlermodi erkennen kann. 
Probenbearbeitungskontrolle (Sample Processing Control, SPC)
 Sondenprüfungskontrollen (PCC) 

Für den Außendienst-Anwendungsspezialisten: Zu den GeneXpert Qualitätskontrollfunktionen für Cepheid Xpert Assays siehe Dokument 301-4868



B

Sondenprufungskontrolle — (PCC)

33 © Cepheid

Nach der Vorbereitung der Probe, der Rekonstitution der Kiigelchen und der Fllung
des Reaktionsbehélters (vor dem Wéarmezyklus) werden bei verschiedenen
Temperaturen mehrere Fluoreszenz-Messwerte erfasst.

Die Messwerte werden mit den von Cepheid festgelegten Standardeinstellungen verglichen.

Die Sondenprifung erkennt:

— fehlende Kigelchen flr Target-spezifische Reagenzien (Target Specific Reagent, TSR) und/oder
Enzymreagenzien, die alle Primer, Sonden und Vorlagen fur die internen Kontrollen enthalten

— die unvollstandige Rekonstitution von Reagenzien

— nicht ausreichend gefillte Reaktionsbehalter

— Sondenverderb

Schlagt die Sondenprifung fehl, wird als Testergebnis FEHLER (ERROR) ausgegeben.

//Cepheid.
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Sondenprüfungskontrollen (PCC) 
Vor dem PCR-Schritt wird das Fluoreszenzsignal aller Sonden gemessen und mit den werksseitigen Standardeinstellungen verglichen, um Folgendes zu überwachen:
Rehydrierung der Kügelchen
Füllung des Reaktionsbehälters
Unversehrtheit der Sonden
Stabilität des Farbstoffs



Probenadaquanzkontrolle — SAC

» Die Probenadaquanzkontrolle (SAC) verifiziert, dass humane Zellen und humane
RNA in die Probenkammer gegeben wurden. Die SAC ist erfolgreich, wenn sie die
validierten Akzeptanzkriterien erfullt.

« CYFIP1-Kontrolle: Cytoplasmisches, mit FMR1 interagierendes Protein 1
— Dieses Referenzgen wird zur Normalisierung der Expressionsspiegel fur ESR1, PGR,
ERBB2 und MKi67 verwendet.

— Es dient auBerdem als Probenadaquanzkontrolle (Sample Adequacy Control, SAC),
die sicherstellt, dass in der Probe gentigend RNA enthalten ist.

» FUr ein gultiges Testergebnis ist ein Mindestwert des CYFIP1-Signals erforderlich.
» Eine negative SAC kann folgende Ursachen haben:

— Nicht gentigend RNA — Unsachgemal3e Probenentnahme

— Unwirksame Lyse der Probe — Unzureichende Mischung der Probe

+ Falls die SAC in einer fur den Analyten negativen Probe fehlschlagt, wird das
Testergebnis UNGULTIG (INVALID) ausgegeben.

//C‘epheid.
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Cepheid-interne Kontrolle — CIC

» Die Cepheid-interne Kontrolle (CIC) stellt sicher, dass die Probe korrekt
bearbeitet wurde.

 Bei der CIC handelt es sich um Armored RNA®.
» Bestatigt, dass die RT-PCR-Reaktion mit minimaler Hemmung abgelaufen ist.

A

Cepheid.
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Externe Kontrollen fiir STRAT4*

Anbieter

Horizon DX**

www.horizondiscovery.com

Bezeichnung der Kontrolle Beschreibung Konfiguration Lagertemp.

STRAT4 FFPE Control A ESR1 POS Objekttrager mit 4°C
PGR POS Schnitten
ERBB2 NEG
MKi67 POS

STRAT4 FFPE Control B ESR1 POS/NEG Objekttrager mit 4°C
PGR POS Schnitten
ERBB2 POS
MKi67 POS/NEG

STRAT4 FFPE Control C ESR1 NEG Objekttrager mit 4°C
PGR NEG Schnitten
ERBB2 NEG
MKi67 POS/NEG

*Die externen Kontrollen sind noch in der Entwicklung.

** Alternativer Anbieter: ATCC. )
Bitte beachten: Bei negativen Proben fiihrt ein Mangel an humanen Zellen zum Ergebnis UNGULTIG (INVALID).

Externe Kontrollen miissen in Ubereinstimmung mit lokalen, bundesstaatlichen und bundesweiten Akkreditierungsvorschriften verwendet werden.

36 © Cepheid
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Jede Kartusche enthält bereits Kontrollen für eine Qualitätssicherung der Ergebnisse. Es steht Ihnen selbstverständlich frei, Ihre eigenen externen Kontrollen zu analysieren. Diese sind von den auf dem Bildschirm angegebenen Anbietern zu erwerben. 
Sie müssen nicht die gesamte Folie vorlesen. Weisen Sie nur kurz darauf hin und lassen Sie Ihre Zuhörer bei Bedarf selbst lesen. 




http://www.horizondiscovery.com/

Konfiguration der FFPE STRAT4 externen Kontrollen

Xpert Breast Cancer STRAT4 FFPE Control
Zielsequenzen STRAT4 FFPE STRATA4 FFPE STRAT4 FFPE
i Control A Control B Control C
pos. (nahe dem
ESR1 pos. Grenzwert) neg.
PGR pos. pos. neg.
ERBB2 neg. pos. neg.
. pos. (nahe dem
MKi67 pos. Grenzwert) pos.
STRAT4 STRAT4
FFPE FFPE
Control A Control B
Packung:

FFPE-Kontrollen, Anleitung, Analysezertifikat

37 © Cepheid
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Vollstana
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Ergebnisse

» Der Xpert Breast Cancer STRAT4 gibt fir jede Zielsequenz ein POSITIVES
(POSITIVE) oder NEGATIVES (NEGATIVE) Testergebnis aus.

» Im Abschlussbericht erscheint jeweils ein Ergebnis fur jede einzelne Zielsequenz.

« Eine Zielsequenz gilt als positiv, wenn mRNA relativ zum Referenzgen
Uberexprimiert wird.

« Damit die Ergebnisse fur ESR1 und ERBB2 gultig sind, muss die CYFIP1-
Kontrolle ,BEST.” (PASS) ergeben.

« Damit die Ergebnisse fur PGR und MKi67 giltig sind, muss die CYFIP1-Kontrolle
,BEST.“ (PASS) ergeben und die CYFIP1-Alternative ,POS.“ sein.

» Falls die CYFIP1-Alternative ,NEG.” lautet, sind PGR und MKi67 ,Nicht
feststellbar” (Indeterminate).

//C‘epheid.
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Ubersicht der Ergebnisse

Angezeigte Ergebnisse CYFIP1 CYFIP1 Alternative

ESR1 POSITIV (ESR1 POSITIVE) BEST. (PASS) POS/NEG POS/NEG
ESR1 NEGATIV (ESR1 NEGATIVE) BEST. (PASS) POS/NEG POS/NEG
PGR POSITIV (PGR POSITIVE) BEST. (PASS) POS/NEG POS/NEG
PGR NEGATIV (PGR NEGATIVE) BEST. (PASS) POS POS/NEG
ERBB2 POSITIV (ERBB2 POSITIVE) BEST. (PASS) POS/NEG POS/NEG
ERBB2 NEGATIV (ERBB2 NEGATIVE) BEST. (PASS) POS/NEG POS/NEG
MKi67 POSITIV (MKi67 POSITIVE) BEST. (PASS) POS/NEG POS/NEG
MKi67 NEGATIV (MKi67 NEGATIVE) BEST. (PASS) POS POS/NEG
PGR NICHT FESTSTELLBAR (PGR
INDETERMINATE) BEST. (PASS) NEG POS/NEG
MKi67 NICHT FESTSTELLBAR
(MKi67 INDETERMINATE) BEST. (PASS) NEG POS/NEG
TEST WIEDERHOLEN
(REPEAT TEST) BEST. (PASS) POS/NEG NEG
UNGULTIG (INVALID) DEFEKT (FAIL) NEG POS/NEG

KEIN ERGEBNIS (NO RESULT)

KEIN ERGEBNIS (NO RESULT)

KEIN ERGEBNIS (NO RESULT)

40 © Cepheid

KEIN ERGEBNIS (NO RESULT)
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KEIN ERGEBNIS (NO RESULT)

KEIN ERGEBNIS (NO RESULT)

//C‘epheid,


Wie würden Sie anstelle der Software folglich diese Ergebnisse interpretieren?


POSITIV (POSITIVE)
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Das Ziel-mRNA-Transkript wird
uberexprimiert und weist einen
Delta-Schwellenwert-Zyklus-Wert
(dCt) oberhalb des eingestellten
Grenzwerts auf.

CYFIP1 BEST. (CYFIP1 PASS);
mMRNA-Transkript wurde
nachgewiesen und weist einen
Ct-Wert innerhalb des gultigen
Bereichs und einen Endpunkt
oberhalb des Schwellenwerts auf.

PCC: BEST. (PASS); alle

Sondenprifungsergebnisse
waren erfolgreich.

CE-IVD. Zum Gebrauch als In-vitro-Diagnostikum.

Test Result

//C‘epheid.

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

l




TestResult |psp1 NEGATIVE:

NEGATIV (NEGATIVE) FRb52 NEGATIVE

MKI6¥ NEGATIVE
[ TestResuit | Analyte Resuit | Detail | Errors | History | Support |
« Ziel-mRNA-Transkript wird nicht | Name “ snart i ok ena,
Uberexprimiert und weist einen e s — S\ Lol
DeIta—SchweIIenwert—ZykIus-Wert =5 9.0 = hes PASS
(dCt) unterhalb des eingestellten |[ERBB2 0.0 3 NEG PASS
| MKIET 0.0 5 NEG PASS
Grenzwerts auf. |lec 30.1 165 POS PASS
||[CYFIP1 alternate |26.5 530 \ |[pos 4 PASS
: g
 CYFIP1: BEST. (CYFIP1 PASS);
mRNA-Transkript weist einen Ct-Wert @‘——mF00 0 —7 7 77— —+—-.-.0.0.—H0.------
: e : —
innerhalb des glltigen Bereichs a0 e -
sowie einen Endpunkt oberhalb Vi |./| ESR1; Primary
. [l [ | PGR; Primary
des eingestellten Grenzwerts auf. Z vl /| ERBB2; Primary
= [l [ | MKi67; Primary
§ vl [~] €IC; Primary _
« PCC: BEST. (PASS); alle £ 200 ][] CYFIP1 aiternate; Primary
Sondenpriifungsergebnisse

waren erfolgreich.

10 20 30 40
Cycles

<]

42 © Cepheid CE-IVD. Zum Gebrauch als /n-vitro-Diagnostikum. //C‘ephefd.




Ge
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mischte Ergebnisse

Die Zielsequenz ist negativ fir mRNA-

Uberexpression relativ zum Referenzgen.

CYFIP1-mRNA-Transkript weist einen
Ct-Wert innerhalb des gultigen Bereichs
sowie einen Endpunkt oberhalb des
eingestellten Schwellenwerts auf.

PCC: BEST. (PASS); alle
Sondenprifungsergebnisse
waren erfolgreich.

CE-IVD. Zum Gebrauch als In-vitro-Diagnostikum.

Test Result

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

! Target
Mame Result Check Delta Ct
Y Result
CYFIP1 268 360 . PAsS PASS N
[lESR1 243 717 POS PASS 25
{fPGR 259 668 POS PASS 0.3
|[ERBB2 285 214 MNEG PASS 17
([MKiET 7.4 206 POS PASS 07
e 299 152 POS PASS
CYFIP1 alternate 268 360 N\ |pos 4 PASS
p g
. Legend
001 vl [/] CYFIP1; Primary =
i vl /] ESR1; Primary

@ 800 lvi || PGR; Primary

e Ivi /| ERBBZ; Primary

@ o [ MKI67; Primary

ilZ| Cic; Primary

= vl 7] CYFIP1 alternate; Primary

200
o : —
10 20
Cycles
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ONCore Software

« Die OnCore Software ist auf dem Gx

Computer installiert. /
=

» Sie setzt die GxDx- bzw. Xpertise-
Ergebnisse in einen Bericht um.

» Sie stellt die Daten grafisch dar.

« Sie zeigt an, wie nahe das Ergebnis
der einzelnen Zielsequenzen jeweils
am Grenzwert liegt.

» Sie bendtigt eine eindeutige .onc-Datei,
die sich auf der ADF-Disk zum Assay
befindet.
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GeneXpert® Oncology Report
Xpert Breast Cancer STRAT4_1

A better way.

Patient 1D:

Sample 1Dz c_ BC.350003.4x

Page fof 1

Patient ID 2: Reagent Lot: 01001
Start Date: 11/2216 09:22:24
Test Result: ESR1 POSITIVE
PGR NEGATIVE
ERBB2 POSITIVE
MKIE7 POSITIVE
Gene Score Result | Negaive [ Positve |
-10.0 -8 -5 -4 -2 a 2 4 80
-10.0 -8 B -4 -2 a 2 4 60
PGR -10.0 INEGATIVE Negative < 3.5 Positive >= 3.5
=10.0 -8 £ -4 -2 a z 4 6.0
ERes2 05
-10.0 -8 -6 -4 -2 a 2 4 60
Comments:

N\
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Grinde fur eine Wiederholung des Assays mit
konzentriertem Lysat

* Das Ergebnis NICHT FESTSTELLBAR (INDETERMINATE) bedeutet, dass die Probe
nicht geniigend Material fiir eine PGR- und/oder MKi67-Ergebnisanalyse enthiel.

* Das Ergebnis UN GULTIG (INVALID) bedeutet, dass die Referenzkontrolle
fehlgeschlagen ist.

— Die Probe wurde nicht sachgemil bearbeitet
— Die PCR war gehemmt

— Die RNA-Qualitédt im untersuchten Tumor war ungeniigend

* In beiden genannten Féllen sollten Sie den Test mit einem hoher konzentrierten
FFPE-Lysat wiederholen.

45 ©Cepheid CE-IVD. Zum Gebrauch als In-vitro-Diagnostikum. //C‘ephe:d.



Gründe für eine Wiederholung des Assays
Das Ergebnis UNGÜLTIG (INVALID) bedeutet, dass die Kontrollen-SPC fehlgeschlagen ist. Die Probe wurde nicht sachgemäß bearbeitet oder die PCR wurde gehemmt.
Das Ergebnis FEHLER (ERROR) bedeutet, dass die Sondenprüfungskontrolle fehlgeschlagen ist und der Assay abgebrochen wurde. Mögliche Gründe dafür sind: der Reaktionsbehälter wurde
unsachgemäß befüllt, es wurde ein Problem mit der Integrität der Sonde festgestellt oder die Grenzwerte für den Maximaldruck wurden überschritten.
KEIN ERGEBNIS (NO RESULT) bedeutet, dass nicht genügend Daten erfasst wurden. Beispielsweise könnte der Bediener den Test abgebrochen haben, bevor er abgeschlossen war.



NICHT FESTSTELLBAR

(INDETERMINATE)

Die mRNA-Expressionsspiegel von
PGR und/oder MKi67 kénnen nicht
bestimmt werden.

« CYFIP1 Alternative (CYFIP1
alternate) NEG — Der
Zyklus-Schwellenwert (Ct)
lag nicht innerhalb des gultigen
Bereichs oder der Endpunkt lag
unterhalb der erforderlichen
Schwellenwerteinstellung.

« PCC: BEST. (PASS); alle
Sondenprifungsergebnisse
waren erfolgreich.
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Test Result

Analyte Result

ESR1 NEGATIVE;

PGR INDETERMINATE;

ERBB2 NEGAT

NE;

MKi&7 INDETERMINATE

Analyte ct EndPt Analyte Probe Target

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

[ || PGR; Primary

£ 2m vl [ /] ERBBZ; Primary

3 [i7] | | MKi67; Primary

@ ¥ [/] cIc; Primary

§ 100 ¥ 7] CYFIP1 alternate; Primary

o
10 20 30 40

Cycles

[«

heid.




UNGULTIG (INVALID)

Die Expressionsspiegel der Zielsequenz-
MRNAs kénnen nicht bestimmt werden.

« CYFIP1 - DEFEKT (CYFIP1 — FAIL) —
Der Schwellenwert-Zyklus-Wert (Ct)

lag nicht innerhalb des gultigen
Bereichs oder der Endpunkt lag

unterhalb der Schwellenwerteinstellung.

« CYFIP1 Alternative (CYFIP1

alternate) — NEG

« PCC: BEST. (PASS); alle
Sondenprifungsergebnisse
waren erfolgreich.
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Test Result INVALID

Analyte Result

Analyte Ct EndPt Analyte Prabe Target

Name Result Check Delta Ct
] [ Result
|lcYFIP 0.0 4 JFaL N PASS
||ESRA 0.0 4 INVALID PASS
|PeR 0.0 1 INVALID PASS
||[ERBB2 0.0 1 INVALID PASS
| IMKig7 0.0 -1 INVALID PASS
lcic 30.9 144 POS PASS
||CYFIP1 alternate 0.0 4 . NEG PASS
i N’
! Legend
: 200 vl [ /] CYFIP1; Primary =

¥l /] ESR1; Primary

" E [vI[."| PGR; Primary

2 v |./| ERBB2; Primary

2 120 v [ | MKi67; Primary

2 vl [/] CIc; Primary

.% 80 ¥ |,7| CYFIP1 alternate; Primary

40
] —
10 20 a0 40
Cycles
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Xpert Breast Cancer STRAT4 — Testwiederholung bei auf ,Nicht
feststellbar” (Indeterminate) oder ,,Ungultig“ (Invalid) lautendem Ergebnis

Xpert® Breast Cancer STRAT4 — TESTWIEDERHOLUNG

bei auf Nicht fesistellbar” (Indeterminate) oder ,Ungiiltig* (Invalid) lautendem Ergebnis — Vorbereitung

des konzentrierten FFPE-Lysats %ephetd.

A better way.
Ausfibrliche Anweisungen, Ein Exemgplar des Technischer Kundendienst Europarmche Medertassung
i herhertsdalenblais won Cepheid R R hirt R ]
und Warnhinweise sind st erhaiflich unter Bira LISA suppariiicepheideurcpe com
der Packungsbeilage zu www cepheid.com oder |BBH) 838.3222, Option 2
entpehmen. wwv caph f com + epheid com
1 Schaben Sie dan 2 Transferieren Sie das 3 Geben Sie 260 L FFPE- 4 Gaben Sie § pl Proleinase Wortexen Sie die Probe 6 Stelien Sie das Rohrehen
Gewebeschnitt bzw. die in das lief Ly genz in das K (PKj in dasselbe 1,5-mL- 5 Sekunden lang auf der kurz In die Mikrozentrifuge,
Makrodissektion vom 1.5-mL-Réhrehen. 1,5-mL-Réhrchen mit Rhrchen. Befestigen Sie Maximaleinstellung. um Flissigkeit vom Deckel

Objekitrager. dem FFPE-Gewebe. den Deckel. zu entfernan,

? Inkubieren Sie die Vortexen Sie die Probe 9 Stellen Sie das Réhrchen 1 O Geben Sie 260 gL -I -1 Befestigen Sie den Deckel -1 2 Stellen Sie das Réhrchen
Proben 30 Minuten 5 Sekunden lang auf der kurz in die Mikrozentrifuge, = S5%iges Ethanol und vartexen Sie die Probe kurz in die Mikrozentrifuge.
lang bei 80 °C. Maximaleinstellung. um Flussigkeit vem Deckel in dasselbe 1.5-mL- 15 Sekunden lang auf der um Fllissigkeit vom Deckel

zu entfernen. Lyserhrchen. Maximaleinsteliung. zu entfernen.

- - -'N
T e

HINWEIS: itetes Lysat mit ist bei 2 °C bis 8 °C bis zu 1 Woche lang stabil. Bei < -20 °C ist es bis zu 4 Wochen lang stabil.

B30T Caghed I015005G, Row. A Ware 2017 /
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=l Griinde fur eine Wiederholung des Assays mit
zurlckbehaltenem Lysat

* Das Ergebnis TEST WIEDERHOLEN (REPEAT TEST) bedeutet, dass die interne
Kontrolle (CIC) fehlgeschlagen ist. Die Probe wurde nicht sachgemil3 bearbeitet.

* Das Ergebnis FEHLER (ERROR) bedeutet, dass die Sondenpriifungskontrolle
fehlgeschlagen ist. Mogliche Ursachen: unzureichende Fiillung des
Reaktionsbehdlters, Problem mit der Unversehrtheit einer Reagenziensonde,
Uberschreitung der maximalen Druckgrenzwerte, Fehler bei der Ventilpositionierung.

 KEIN ERGEBNIS (NO RESULT) bedeutet, dass nicht gentigend Daten erfasst
wurden. Zum Beispiel hat der Benutzer einen laufenden Test abgebrochen oder es ist
zu einem Stromausfall gekommen.

* In diesen Fillen den Test mit einem neuen 520-uL-Aliquot des zuriickbehaltenen
FFPE-Lysats wiederholen.
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Gründe für eine Wiederholung des Assays
Das Ergebnis INVALID (UNGÜLTIG) bedeutet, dass die Kontrollen-SPC fehlgeschlagen ist. Die Probe wurde nicht sachgemäß bearbeitet oder die PCR wurde gehemmt.
Das Ergebnis FEHLER (ERROR) bedeutet, dass die Sondenprüfungskontrolle fehlgeschlagen ist und der Assay abgebrochen wurde. Mögliche Gründe dafür sind: der Reaktionsbehälter wurde
unsachgemäß befüllt, es wurde ein Problem mit der Integrität der Sonde festgestellt oder die Grenzwerte für den Maximaldruck wurden überschritten.
KEIN ERGEBNIS (NO RESULT) bedeutet, dass nicht genügend Daten erfasst wurden. Beispielsweise könnte der Bediener den Test abgebrochen haben, bevor er abgeschlossen war.



TEST WIEDERHOLEN (REPEAT TEST) |vestresut repeaT ST

« Die Expressionsspiegel der Cwswe | o | Eet | mae | Poe | T |
Zielsequenz-mRNAs kdnnen L - N S
nicht bestimmt werden. e S A

ERBB2 242 112 NEG PASS -1.4
MKIBT 217 37 PC‘S PASS 11
L. . gx?ﬁm alternate gg :ﬁ; \ % y 4 ig: N’

» CIC NEG; die interne Kontrolle weist 7

einen Zyklus-Schwellenwert (Ct)

auBerhalb deS g[“tigen BereiChS auf. I ................................................................................................................................................

; Legend

300 “[¥1[7] CYFIP1; Primary -]

400 @ EES& Primary
w vi || PGR; Primary
5 am = [ eiene by
2 PRy p ¥ [ ] MKi67; Primary
5 a0 M|/lciciprimary
B vl [/] CYFIP1 alternate; Primary

100

10 20 a0 40
Cycles
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FEHLER (ERROR) st o

Errors
» Die Expressionsspiegel der Zielsequenz- B :
s . . # Description Detail Time
MRNAs konnen nicht bestimmt werden. 4 Postrun Error 5004: Failed ta verify valid amplification curve for analyte [ERBB2]. The [06/24/15
analysis error |normalized sum of errors of 2320.7 was above the maximum of 25.0 15:30:07
» Sondentest — DEFEKT (Probe Check —
FAIL)*; alle Sondenprifungsergebnisse
sind bzw. ein Sondenprifungsergebnis
ist fehlgeschlagen. — —
egen
- 400 ¥l [7] CYFIP1; Primary =]
* Wenn die Sondenpriifung bestanden g 00 g%mﬁmﬁﬂm
- . o vl || MKi67; Primal
wurde, wurde der Fehler durch Uberschreiten g 0 1171 GG Prmary
des maximalen Druckgrenzwerts, einen * 1o
K'urvenanpassungsfehler oder den Ausfall : . . ?J"//T
einer Systemkomponente verursacht. " Syetes

A

Cepheid.
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KEIN ERGEBNIS (NO RESULT) =

d Analyte Result

» Die Expressionsspiegel der [ e ct EnaPt pnaie prove Tergel
Zielsequenz-mRNAs konnen Resul
nicht bestimmt werden. srt 00 ; e
||PGR 0.0 ] MO RESULT MNA
« ,KEIN ERGEBNIS* (NO RESULT) |[Eree2 = : o
bedeutet, dass nicht gentigend Daten e 0.0 0 NORESULT | NA
el’faSSt Wurden CYFIP1 alternate 0.0 0 NO RESULV NA
— Beispielsweise konnte der Bediener

den Test abgebl’OChen haben, ‘ .........................................................................................................................................................
bevor er abgeschlossen war.

« PCC: KA (NA) (keine Angabe)

<No Data Available>

A

Cepheid.
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Xpert Breast Cancer STRAT4 — Testwiederholung bei auf ,Kein
Ergebnis® (No Result), ,Test wiederholen“ (Repeat Test) oder
,Fehler” (Error) lautendem Ergebnis

Xpert® Breast Cancer STRAT4 — TESTWIEDERHOLUNG
bei auf ,Kein Ergebnis” (No Result), , Test wiederholen® (Repeat Test) oder ,Fehler” (Error) lautendem Ergebnis / .
7 Cepheid.
y . . A better way.
Ausfuhriiche Anweisungen,  En Exemplar dez Technsch Europaische I
i Sicherhefsdatertiat vor Cephesd +33 563825319
und Warnhinweise sind w5t erhatllich unter Bieo USA suppori@cepheideurope com
der Packungsbeilage zu www capheid com oder (888) B38-3722, Ophion 2
entnehmen. waow cepheidintermnational com techsupponi@cepheid com
7| Beschaffen Sie eine ) Vortexen Sie das FFPE- /4 Offnen Sie den Deckel der /| Pipettiersn Sie 520 pL des 5 Schlieten Sie den Decke! {3 Beginnen Sie den
neve Kartusche und das Lysat 15 Sekunden lang. Kpert-Kartusche. zurlickbehaltenen Lysats in der Xperl-Kartusche. Assay innerhalb des in
zuriickbehaltene FFPE-Lysat das 5-mL-Flaschchen und der Packungsbeilage
fir jede Probe, die emeut transferieren Sie es in die angegebenen Zeitrahmens.
getestet werden soll. Prebenkammer,
| B-
il (e
bz |

D017 Caghad FLBIBG: Rov & MaT 2017

A

Cepheid.

53 © Cepheid CE-IVD. Zum Gebrauch als In-vitro-Diagnostikum.




Faktoren mit negativem Einfluss auf die Ergebnisse

* UnsachgemaBe Bearbeitung der Probe oder des FFPE-Lysats

— Anweisungen zur Lysatvorbereitung finden Sie in der Packungsbeilage.

— Bei AssagsI die eine SAC-Kontrolle enthalten, ergibt eine Probe ohne humane Zellen ein ungltiges
Testergebnis, wenn der Analyt negativ ist.

UnsachgemaBer Transport oder unsachgemaBe Aufbewahrung der enthommenen Probe bzw. des FFPE-Lysats
— Lagerungs- und Transportbedingungen sind probenspezifisch.

— Anweisungen zur sachgemaBen Handhabung sind der Packungsbeilage zu entnehmen.

UnsachgemaBes Testverfahren
— Anderungen an den Testverfahren kdnnen die Leistung des Tests beeintrachtigen.

— Technische Fehler oder Probenverwechslung kénnen die Testergebnisse beeintrachtigen.
— Die Packungsbeilage ist sorgfaltig zu befolgen, um fehlerhafte Ergebnisse zu vermeiden.

Storsubstanzen

— lI%ei Vorliegen von Stérsubstanzen kann es zu falsch negativen Testergebnissen oder ungultigen Ergebnissen
ommen.

* Nicht geniigend humane Zellen oder zu geringer Tumorgehalt in der Probe /
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Lesen Sie die Folie vor. Dies muss kaum weiter erläutert werden. 


Einschrankungen

» Eine vollstandige Aufstellung der Einschrankungen ist der
Packungsbeilage zu entnehmen.

A

Cepheid.
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E]
Technischer Kundendienst

« Cepheid bietet technischen Kundendienst vor Ort, am Telefon, per Fax und per E-Mail.

» Die Kontaktinformationen weiterer Geschaftsstellen von Cepheid finden Sie unter

http://www.cepheid.com/support
« Kontaktinformationen finden Sie unter dem Link ,,Contact Us"

(Kontaktaufnahme).
« Sie kdnnen auch ein Onlineformular ausfillen, um eine Supportanfrage

ZUu erstellen.

« Halten Sie bitte die folgenden Informationen bereit, wenn Sie den technischen Kundendienst
von Cepheid kontaktieren:
Produktname
Chargenbezeichnung
Seriennummer des Instruments
Fehlermeldungen (falls vorhanden)
Software-Version und gegebenenfalls ,Service Tag“ (Service-Kennnummer) des Computers

//C‘epheid.
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Halten Sie bitte die folgenden Informationen bereit, wenn Sie den technischen Kundendienst von Cepheid kontaktieren: 
Die Liste enthält die E-Mail-Adressen für den technischen Kundendienst weltweit.

Für den Außendienst-Anwendungsspezialisten: Leiten Sie den Kunden an und zeigen Sie ihm, wie man einen Fall protokolliert (d. h. klicken Sie auf den Link und wählen Sie eine Sprache aus).


http://www.cepheid.com/support
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