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Xpert® FFPE Lysis Kit

In vitro dijagnosticki medicinski proizvod

1 Predvidena svrha

1.1 Namjena

Xpert® FFPE Lysis Kit je osmisljen za lizu tkiva fiksiranog u formalinu i uklopljenog u parafin te oéuvanje nukleinskih
kiselina za naknadnu analizu GeneXpert®.

1.2 Predvideni korisnik/okruzenje

Test Xpert FFPE Lysis Kit trebaju provesti obuceni korisnici u laboratorijskom okruzenju.

2 Nacelo postupka

Tkivo fiksirano u formalinu i uklopljeno u parafin (sa svitka ili stakalca) postavlja se u epruvetu zajedno s preporuc¢enim
volumenom reagensa za lizu fiksiranog u formalinu i uklopljenog u parafin i proteinaze K iz Xpert FFPE Lysis Kit. Uzorak
se zatim inkubira u toplinskom bloku na 80 °C otprilike 30 minuta. Tijekom te inkubacije dogada se sljedece:

1. zagrijana otopina pocinje otapati parafinski vosak.

2. Reagens za lizu provodi reverznu reakciju kriznog povezivanja proteina stvorenog tijekom postupka fiksiranja u
formalinu.

3. Proteinaza K probavlja proteine i inaktivira nukleaze (RNaze & DNaze) koje bi inace mogle smanjiti kvalitetu DNK 1
RNK.

Na kraju, etanol se zatim dodaje uzorku, a preporuceni volumen pripremljenog lizata uzorka dodaje se izravno u predvideni
ulozak GeneXpert.

3 Isporuéeni materijali

Xpert FFPE Lysis Kit (1 komplet, dovoljno za pripremu 10 lizata)
Svaki komplet sadrzava:

1 vrecicu s 10 epruveta od 1,5 ml

1 vrecicu s 10 bocica od 5 ml

1 bocu s 13 ml reagensa u rasutom stanju za lizu fiksiranog u formalinu i uklopljenog u parafin
1 epruvetu s 250 pl reagensa proteinaze K u rasutom stanju

Potrebni materijali i oprema koji nisu isporuéeni

Mikrotom

Jednokratni zileti ili skalpeli (za makrodisekciju)

Pipete i vrhovi pipeta s filtrom prikladni za precizan prijenos 5 pl, 20 pl, 260 pl i 600 pl
Toplinski blok prikladan za drzanje epruveta za mikrocentrifugu od 1,5 ml (i drzanje na 80 °C)

S

Stolna vrtlozna mijesalica

Standardna stolna mikrocentrifuga s fiksnim kutnim rotorom koji prihvaéa epruvete za mikrocentrifugu od 1,5 ml
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> 95 %-tni etanol reagencijske Cistoce
Jednokratne rukavice
Naljepnice ili oznake za identifikaciju uzorka

5 Upozorenja i mjere opreza

Sa svim bioloskim uzorcima treba postupati primjenjujuci standardne univerzalne mjere opreza. Uzorcima smije
rukovati samo osoblje obuceno o rukovanju bioloski opasnim materijalima.

Rukujte svim reagensima za uzorak i komplet odgovaraju¢im tehnikama kako biste sprijecili ili umanjili kontaminaciju
RNaze i/ili DNaze.

Nemojte ponovno upotrebljavati zilete za makrodisekciju, vrhove pipeta ili epruvete/bocice kako biste sprijecili kriznu
kontaminaciju tijekom rukovanja uzorkom.

Prolivene epruvete za reagens ili epruvete iz kojih curi sadrzaj treba odloZiti u otpad i ne smiju se upotrebljavati.
Slijedite sigurnosne procedure svoje ustanove za rad s kemikalijama i rukovanje bioloskim uzorcima.

Nepotpuno uklanjanje (struganje) podrucja tumora sa stakalca za pripremu lizata fiksiranog u formalinu i uklopljen’og
u parafin moze dovesti do nedovoljne koli¢ine materijala za test, a time i do vi§eg postotka neodredenih/NEVAZECIH
(INVALID) rezultata testovima Xpert nego §to je o¢ekivano.

Proucite Xpert FFPE Lysis Kit sigurnosno-tehnicki list (SDS) dostupan na mreZzi na stranici
www.cepheidinternational.com za detaljne informacije o sigurnosti i odlaganju dijelova kompleta za lizu fiksiranu u
formalinu i uklopljenu u parafin u otpad. Vazne informacije iz sigurnosno-tehni¢kog lista navedene su u nastavku.

e Otpad od proizvoda — odlozite sadrzaj i/ili spremnik (spremnike) u otpad u skladu s lokalnim, regionalnim,

i/ili medunarodnim propisima.

6 Kemijske opasnosti

Oznake upozorenja: H319 Uzrokuje ozbiljno nadrazivanje ociju

Oznake obavijesti:

P264: Nakon rukovanja proizvodom temeljito oprati

P280: Nosite zastitne rukavice/zastitnu odjecu/zastitu za oci/zastitu za lice

P302 + P351 + U SLUCAJU DODIRA S OCIMA: pazljivo ispirite vodom nekoliko minuta. Skinite
P338: kontaktne lece, ako ih nosite i ako se lako skidaju. Nastaviti ispiranje.

P337 + P313: Ako nadrazivanje oka ne prestaje: potrazite savjet/lije¢ni¢ku pomoc.

7 Zahtjevi za €uvanje kompleta

Xpert FFPE Lysis Kit se mora ¢uvati na 2 — 28 °C i upotrijebiti prije isteka roka valjanosti (pogledajte naljepnicu na
vanjskom pakiranju kompleta). Komplet se moze zatvoriti i ponovno otvoriti radi dodatne obrade uzoraka u roku od osam
tjedana nakon prvotnog otvaranja.

8 Zahtjevi za tkivo fiksirano u formalinu i uklopljeno u
parafin

1.

Uzorke je potrebno fiksirati samo u 10 %-tnom neutralnom puferiziranom formalinu u trajanju od 6 do 72 sata radi
testiranja testom Xpert za koji je potreban RNK ili DNK iz tkiva fiksiranog u formalinu i uklopljenog u parafin.

Neko tkivo fiksirano u formalinu i uklopljeno u parafin starije od 10 godina moze biti nedovoljne kvalitete za analizu
sustavom GeneXpert.

Patolog treba odabrati tkivo fiksirano u formalinu i uklopljeno u parafin/tumorski blok s najveéim podru¢jem vidljivog
prihvatljivog tkiva/tumora za provedbu testa.
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4. Za test Xpert potrebno je neobojano tkivo postavljeno na stakalce radi obrade. Ako je potrebna makrodisekcija,
upotrijebite susjedno stakalce obojeno H&E bojilom iz tumorskog bloka fiksiranog u formalinu i uklopljenog u parafin
kao vodic¢ kako biste bili sigurni da podrucje tumora identificirano na stakalcu obojenom H&E bojilom predstavlja
podrucje tumora na neobojenom stakalcu.

5. Proucite uputu za test Xpert za dodatne informacije.

9 Priprema stakalca/svitka

Za pripremu tkiva fiksiranog u formalinu i uklopljenog u parafin pomoc¢u ovog kompleta za lizu potreban je dio (dijelovi)
tkiva postavljeni na neobojano stakalce ili svitak (svitci) za obradu i obliznje stakalce obojeno H&E bojilom iz istog bloka
tkiva.

1. Pomoc¢u mikrotoma odrezite dio za H&E bojilo debljine 4 do 5 pm.

2. Odrezite okolni dio debljine 4 do 5 um, ili svitak, za upotrebu u kompletu za lizu fiksiranom u formalinu i uklopljenom u
parafin.

e Za uzorke kod kojih je potrebno vise stakalaca/svitaka kako bi se ispunili minimalni zahtjevi testa Xpert, sva se
stakalca/svitci moraju obraditi zajedno.

3. Da biste pripremili dio (dijelove) tkiva, pridrzavajte se standardnih histoloskih tehnika.

Pobrinite se da su dijelovi tkiva potpuno suhi.
Dio (dijelove) stakalaca za lizu fiksiranu u formalinu i uklopljenu u parafin treba ¢uvati na 2 °C do 8 °C i obraditi
u roku od dva tjedna nakon pripreme; no svjeze izrezani dijelovi dat ¢e najviSu kvalitetu i najpouzdanije rezultate
buduéi da se mRNA brze razgraduje na dijelovima stakalca izlozenima zraku nego u blokovima fiksiranima u
formalinu i uklopljenima u parafin.

4. Da biste pripremili svitak (svitke) tkiva, pridrzavajte se koraka u nastavku.

e Postavite svitak (svitke) u prilozenu epruvetu za lizu od 1,5 ml. Oznacite epruvetu za svaki uzorak koji ¢e se obraditi.
e Svitak (svitke) u epruveti od 1,5 ml treba ¢uvati na 2 °C do 8 °C i obraditi u roku od 2 tjedna nakon pripreme.

10 Uklanjanje tkiva sa stakalca

1. Oznacite epruvetu za lizu od 1,5 ml (prilozena) za svaki uzorak koji ¢e se obraditi.
2. Ako makrodisekcija nije potrebna:

a. pomocu novog zileta ili skalpela za svaki uzorak tkiva koji ¢e se obraditi potpuno uklonite (sastruzite) ¢itav dio tkiva
sa stakalca i prenesite ga u oznacenu epruvetu za lizu od 1,5 ml.
b. Dio (dijelove) u epruveti od 1,5 ml treba ¢uvati na 2 °C do 8 °C i obraditi u roku od 2 tjedna nakon pripreme.
3. Ako je potrebna makrodisekcija:

a. pregledajte stalakce s H&E bojilom (patolog). Identificirajte (i ocrtajte) podruéje tumora za test. Proucite uputu za
test Xpert za potreban broj stakalaca ili minimalnu potrebnu celularnost tumora.

b. Pripremite za makrodisekciju (patolog). Ocrtajte podrucje tumora koje ¢e se upotrijebiti za test sa straznje strane
neobojenog stakalca (stakalaca) poravnanjem s odgovarajué¢im stakalcem s H&E bojilom i prenoSenjem ocrtanog
podrugja.

c. Provedite makrodisekciju (patolog ili tehnicar). Pomocu novog zileta ili skalpela za svaki uzorak tkiva koji ¢e se
obraditi potpuno uklonite (sastruzite) ocrtano tkivo invazivnog tumora sa stakalca (pogledajte Sliku 1) i prenesite ga
u oznacenu epruvetu za lizu od 1,5 ml.

d. Dio (dijelove) koji su podvrgnuti makrodisekciji u epruveti od 1,5 ml treba ¢uvati na 2 °C do 8 °C i obraditi u roku od
2 tjedna.

Slika 1. Primjeri ispravnog (preporu¢enog) i neispravnog (nepreporu¢enog) uklanjanja tkiva sa stakalca
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Referentno stakalce obojeno H&E bojilom

Nepreporucéeno (nedovoljno uklonjenog tkiva)

Preporu¢eno

11 Obrada tkiva fiksiranog u formalinu i uklopljenog u
parafin

1. Dodajte 1200 pl (1,2 ml) reagensa za lizu fiksiranog u formalinu i uklopljenog u parafin i 20 pl proteinaze K u epruvetu
koja sadrzava uzorak fiksiran u formalinu i uklopljen u parafin, a zatim pricvrstite ¢ep.

2. Promije$ajte uzorak u vrtloznoj mijesalici najmanje 10 sekundi, a zatim kratko impulsno centrifugirajte uzorak (kako
biste uklonili teku¢inu sa ¢epa).

3. Inkubirajte uzorak najmanje 30 minuta u toplinskom bloku prethodno zagrijanom na 80 °C.

4. Nakon inkubacije na 80 °C promijesajte uzorak u vrtloZznoj mijesalici najmanje 10 sekundi, a zatim kratko impulsno
centrifugirajte uzorak.

5. Pomocu pipete prenesite Citav uzorak (~1,2 ml) u oznacenu bocicu za uzorak od 5 ml.

Dodajte 1200 pl > 95 %-tnog etanola uzorku i pricvrstite Cep.

7. PromijeSajte uzorak u vrtloznoj mijesalici najmanje 15 sekundi.

a

12 Obrada tkiva fiksiranog u formalinu i uklopljenog u
parafin — koncentrirani lizat

PridrZavajte se ovog protokola ako je potreban koncentriraniji lizat zbog nedovoljno uzorka (to treba razmotriti kod podrucja
tumora < 6 x 1 mm? na uzorku sastruganom na stakalce). Prougite uputu za test Xpert za dodatne informacije.

1. Dodajte 260 pl reagensa za lizu fiksiranog u formalinu i uklopljenog u parafin i 5 ul proteinaze K u ozna¢enu epruvetu
od 1,5 ml koja sadrzava uzorak fiksiran u formalinu i uklopljen u parafin, a zatim pri¢vrstite éep.

2. Promijesajte uzorak u vrtloznoj mijesalici najmanje 10 sekundi, a zatim kratko impulsno centrifugirajte uzorak (kako
biste uklonili tekucinu sa ¢epa).

3. Inkubirajte uzorak najmanje 30 minuta u toplinskom bloku prethodno zagrijanom na 80 °C.

4. Nakon inkubacije na 80 °C promijesajte uzorak u vrtloznoj mijesalici najmanje 10 sekundi, a zatim kratko impulsno
centrifugirajte uzorak.

5. Dodajte 260 pul > 95 %-tnog etanola u istu epruvetu za lizu od 1,5 ml i pri¢vrstite Cep.

6. PromijeSajte uzorak u vrtloznoj mijesalici najmanje 10 sekundi, a zatim ga kratko impulsno centrifugirajte.

13 Cuvanije i prijevoz uzoraka

Pripremljeni lizat s etanolom treba prevesti u laboratorij na 2 °C do 8 °C ako ¢e se testiranje provesti u roku od tjedan dana.
Ako ¢e se test provesti nakon toga, lizat fiksiran u formalinu i uklopljen u parafin stabilan je i moze se ¢uvati do 4 tjedna na
<—20 °C prije testiranja.

14 Tehnicka pomoé

Prije nego nam se obratite
Prije nego se obratite Tehnickoj podrsci drustva Cepheid, prikupite sljedece podatke:

e Naziv proizvoda
e Broj serije

Tehnicka podrska u Sjedinjenim Drzavama

Telefon: + 1 888 838 3222 E-posta: techsupport@cepheid.com
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Tehnic¢ka podrska u Francuskoj
Telefon: + 33 563 825 319 E-posta: support@cepheideurope.com

Podaci o kontaktu za sve urede tvrtke Cepheid za tehni¢ku podrsku dostupni su na nasoj internetskoj stranici:
www.cepheid.com/en/support/contact-us.

Prijavite ozbiljne §tetne dogadaje povezane s proizvodom drustvu Cepheid i nadleznom tijelu drzave ¢lanice u kojoj je doslo
do ozbiljnog Stetnog dogadaja.
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15 Tablica simbola

Simbol

Znacenje

REF

Kataloski broj

Oznaka CE - sukladnost s europskim propisima

Procijenjena sukladnost u Ujedinjenoj Kraljevini

Sadrzi dovoljno za n testova

Proizvodac¢

Drzava proizvodnje

Ce
/
ol
sd
¥

Ograni¢enje temperature

LOT Kod serije
i Proucite upute za upotrebu
&\ Bioloski rizici
IVD In vitro dijagnosti¢ki medicinski proizvod
EC |REP Ovlasteni predstavnik u Europskoj zajednici
UK |REP Odgovorna osoba u Ujedinjenoj Kraljevini
CH |REP Ovlasteni predstavnik u Svicarskoj

Ne upotrebljavati viSekratno

Oprez

Upozorenje

Rok valjanosti

B Kal o> ®

Uvoznik
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Cepheid

904 Caribbean Drive
Sunnyvale, CA 94089
USA

Telefon: + 1 408 541 4191
Telefaks: + 1 408 541 4192

EC |REP

Cepheid Europe SAS
Vira Solelh

81470 Maurens-Scopont
France

Telefon: + 33 563 825 300
Telefaks: + 33 563 825 301

UK |REP

Cepheid UK Limited

Oakley Court, Kingsmead Business Park
Frederick Place, High Wycombe

HP11 1JU, United Kingdom

CH |REP

Cepheid Switzerland GmbH
Zircherstrasse 66

Postfach 124, Thalwil
CH-8800

Switzerland

®

Cepheid AB
Rontgenvigen 5
SE-171 54 Solna
Sweden

Cepheid Switzerland GmbH
Ziircherstrasse 66

Postfach 124, Thalwil
CH-8800

Switzerland

ca [vo] C€
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16 Povijest revizija

Opis promjena: 302-6233, Rev. B do Rev. C

Svrha: Azurirana adresa uvoznika za EU.

Odjeljak Opis promjene

Tablica simbola AZurirana adresa uvoznika za EU.

Povijest revizija | Azuriran odjeljak Povijest revizija.
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