GeneXpert.

TION

Xpert® Breast Cancer
STRAT4

REF| GXBCSTRAT4-CE-10

Brugsanvisning
C€ |IVD

/ . 301-4981-DA, Rev. F
= C eph eid. Medicinsk udstyr til in vitro-diagnostik 2025-03



Varemarke, patenter og erkleeringer om ophavsret
Cepheid®, the Cepheid logo, GeneXpert®, and Xpert® are trademarks of Cepheid, registered in the U.S. and other countries.
All other trademarks are the property of their respective owners.

THE PURCHASE OF THIS PRODUCT CONVEYS TO THE BUYER THE NON-TRANSFERABLE RIGHT TO USE IT
IN ACCORDANCE WITH THESE INSTRUCTIONS FOR USE. NO OTHER RIGHTS ARE CONVEYED EXPRESSLY,

BY IMPLICATION OR BY ESTOPPEL. FURTHERMORE, NO RIGHTS FOR RESALE ARE CONFERRED WITH THE
PURCHASE OF THIS PRODUCT.

© 2017—2025 Cepheid.

Cepheid®, Cepheid-logoet, GeneXpert® og Xpert® er varemarker tilhorende Cepheid, der er registreret i USA og andre
lande.

Alle andre varemarker tilhorer deres respektive ejere.

KOBET AF DETTE PRODUKT GIVER KOBEREN DEN IKKE-OVERDRAGELIGE RET TIL AT BRUGE DET

I OVERENSSTEMMELSE MED DENNE BRUGSANVISNING. INGEN ANDRE RETTIGHEDER FORMIDLES
UDTRYKKELIGT, VED IMPLIKATIONER ELLER VED AFSKZARELSE (ESTOPPEL). DESUDEN ER DER INGEN
RETTIGHEDER TIL VIDERESALG VED K@B AF DETTE PRODUKT.

© 2017—2025 Cepheid.

Se Revisionshistorik for en udferlig liste over @ndringer.



Xpert® Breast Cancer STRAT4

Medicinsk udstyr til in vitro-diagnostik

1 Handelsnavn

Xpert® Breast Cancer STRAT4

2 Trivialnavn eller alment navn

Xpert Breast CA STRAT4
Xpert BC STRAT4

3 Tilsigtet brug

Xpert Breast Cancer STRAT4-testen er en polymerasekaedereaktion-baseret semikvantitativ analyse med kvalitative
skeringsveardier for estrogenreceptor (ESR1), progesteronreceptor (PGR), human epidermal vekstfaktorreceptor 2 (ERBB2/
HER?2) og marker for proliferations-Ki-67-mRNA’er (MKi67) isoleret fra formalinfikseret paraffinindstebt (FFPE) invasivt
brystkraeftvaev. RNA’et ekstraheres fra et tumorberiget omréde af et vavssnit til mikroskopi identificeret af en patolog.
Testen anvendes 1 kombination med andre kliniske og laboratoriemassige data til at klassificere brystkraeftvev med

hensyn til deres hormonreceptorstatus, HER2-receptorstatus og proliferationsmarkerstatus. Testen er beregnet til at blive
anvendt med GeneXpert®-systemet og omfatter isolering af RNA fra FFPE-vaev savel som amplifikation og pavisning af
malsekvenser inden i kassetten.

Xpert Breast Cancer STRAT4-testen er ikke beregnet som:

e En praediktor af sygdomssvarhedsgrad
e En selvstendig enhed til diagnostisk testning for brystkraeft
e En prognostikator for sygdomsrecidiv

Indikationer: Testen er beregnet til brug til vurdering af mRNA-niveauerne af ESRI, PGR, ERBB2 og MKi67 i invasive
brystkreeftvaev udtaget fra patienter og prapareret som FFPE-praparater, og som en hjeelp til klinisk udredning i
kombination med andre laboratoriedata.

4 Resumé og forklaring

Brystkreeft er er en af de hyppigste kraftformer hos kvinder verden over med cirka 1,7 millioner nye tilfeelde af brystkreft
hvert &r.! I Europa diagnosticeres cirka 494.000 nye tilfzelde hvert &r, og 143.000 patienter vil do af deres sygdom. I USA
blev der diagnosticeret cirka 200.000 nye tilfelde af invasiv brystkraeft i 2015.2 Brystkraft er den hyppigste arsag til
kraeftdedelighed blandt kvinder i udviklingslande og den nasthyppigste arsag til kreeftdedelighed (efter lungekreeft) blandt
kvinder i udviklede lande.2

Hos kvinder er brystkreeft den hyppigst diagnosticerede kraftform og den forende arsag til kraeftdedsfald.!
Brystkraftdedeligheden er faldet med 34 procent siden 1990 overvejende pa grund af forbedret behandling og tidlig
pévisning.3 Mélinger af ER- og PR-proteinekspression er prognostiske for brystkraftudfald, og de forudsiger respons

pé tamoxifen og andre hormonelle terapier.*5:6.7 HER2-overekspression betyder en darlig prognose hos kvinder med
brystkraeft, men af storre betydning er det, at respons pé trastuzumab eller andre HER2-targeterede terapier kan forudsiges
pa grundlag af HER2- (ERBB2-) proteinoverekspression eller HER2-genamplifikation.8 Marker for Ki-67-proliferation
(MKi67) er blevet undersegt i vid udstreekning i retrospektive undersggelser, der involverede brystkreeftpatienter?

og betragtes som en vigtig indikator for behovet for kemoterapi.!? Metaanalyser har vist, at den er associeret med

veerre overlevelsesudfald ved tidlig brystkreeft.!! I betragtning af disse markerers betydning for valg af et effektivt
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behandlingsregime for en patient med brystkraeft anbefaler behandlingsretningslinjerne fra Det europaiske selskab
for medicinsk onkologi (ESMO), at alle primzre brystkarcinomer testes for ER, PR, HER2 (ERBB2) og Ki67 ved
diagnosetidspunktet.!2

Immunhistokemi (IHC) anvendes hyppigt til maling af ER-, PR-, HER2- og Ki67-proteinekspression. For HER2-
ekspression er IHC typisk den forste test, der udferes, og resultaterne rapporteres pa en skala fra 0 til 3+. Hvis resultatet er
tvetydigt for HER2-ekspression (2+), reflekteres proven i en HER2-in situ hybridiserings- (ISH-) analyse, f.eks. fluorescens
in situ hybridisering (FISH) eller kromogen in situ hybridisering (CISH), der undersgger for HER2-genamplifikation.!3
Sammenligninger pa tvers af laboratorier har vist en hej grad af variabilitet i resultater for IHC og ISH, som overvejende
skyldes forskelle i de antistoffer, der anvendtes til IHC, sivel som subjektivitet med hensyn til fortolkningsmetoder.!4

Xpert Breast Cancer STRAT4-testen er en test til in vitro-diagnostik, der anvendes ti at bestemme mRNA-
ekspressionsniveauerne af ESRI, PGR, ERBB2 og MKi67 isoleret fra FFPE-praparater af invasiv brystkreftveev.

Analysen udferes i en selvsteendig kassette efter et kort trin til klargering af prevelysat uden for instrumentet, og den kraever
mindre end 15 minutters praktisk hdndtering med en samlet behandlingstid pa mindre end 2 timer.

5 Procedurens princip

Xpert Breast Cancer STRAT4-testen er en realtids polymerase-kadereaktion- (PCR-) analyse til pavisning af ESR1-, PGR-,
ERBB2- og MKi67-mRNA’er isoleret fra formalinfikseret paraffinindstebt (FFPE) invasivt brystvav. Analysen udferes pa
Cepheid GeneXpert-instrumentsystemerne. GeneXpert-instrumentsystemerne automatiserer og integrerer prgveoprensning,
nukleinsyreamplifikation og pavisning af malsekvenserne i enkle eller komplekse prever ved hjelp af realtids-RT-PCR.
Systemerne bestar af et instrument, en stregkodescanner, en computer og forudinstalleret software til at kere tests og vise
resultaterne. Systemerne kraver, at der bruges GeneXpert-kassetter til engangsbrug, som indeholder RT-PCR-reagenserne
og udferer RT-PCR-processen. For en fuld beskrivelse af systemerne henvises til den relevante betjeningsvejledning til
GeneXpert-instrumentsystemet.

Xpert Breast Cancer STRAT4-testen omfatter reagenser til samtidig pavisning af ESR1, PGR, ERBB2, MKi67, et
cytoplasmisk FMR1-interagerende protein 1- (CYFIP1-) referencegen, en intern RT-PCR-kontrol (CIC) og en intern
probekontrol (PCC). Referencegenet verificerer praeparattilstraekkelighed og anvendes til at normalisere mRNA-
ekspressionsniveauerne for ESR1, PGR, ERBB2 og MKi67. Den interne RT-PCR-kontrol (CIC) anvendes til at verificere, at
RT-PCR-reaktionen udfertes korrekt. PCC verificerer rehydrering af reagensperler, fyldning af RT-PCR-rer, probeintegritet
og farvestofstabilitet i kassetten. Analysen benytter i alt seks distinkte fluorescenskanaler til pavisning af mal eller kontrol/
reference, hver med sine egne skearingsparametre for gyldighed af mal/kontrol/reference.

FFPE-praver skal forst behandles med Xpert® FFPE-lysiskittet ved at klargare et 4-5 pm (mikron) tykt veevssnit, hvor
FFPE-vavet om nedvendigt forst makrodissekeres for at berige omradet med invasiv tumor, hvorefter det skrabes og
placeres i et ror sammen med de anbefalede volumener af FFPE-lysisreagens og proteinase K. Oplesningen inkuberes
derefter i en varmeblok ved 80 °C i 30 minutter. Efterfolgende blandes ethanol med preven, og det anbefalede volumen

af det klargjorte provelysat tilsettes derefter direkte til en testkassette. Testkassetten sattes i et modul af et GeneXpert-
instrumentsystem, hvor nukleinsyreoprensning, amplifikation og pavisning i realtid altsammen er fuldautomatiseret og
fuldsteendig integreret af systemet. Alle reagenser, der skal bruges til proveklargering pa instrumentet og RT-PCR-analyse er
forudisat kassetten. Nukleinsyrer i lysatet opfanges pa et filter, vaskes og elueres ved sonikering. Den oprensede nukleinsyre
blandes derefter med torre RT-PCR-reagenser, og oplesningen overfores til reaktionsreret til RT-PCR og pavisning. Der gér
cirka 75 minutter, til der foreligger et resultat i GeneXpert.

De skeringsveerdier for pavisning, som Xpert Breast Cancer STRAT4-testen bruger i hver fluorescenskanal blev

fastlagt med henblik pa at maksimere positiv, negativ og samlet overensstemmelse i procent sammenlignet med
referencelaboratoriets IHC- eller IHC/FISH-resultater for hvert mél. IHC for ER, PR, Ki67 og HER2 sével som FISH for
HER?2 blev behandlet og scoret i henhold til anvisningerne i brugsanvisningen. Fortolkning af -resultater blev udfert i
henhold til retningslinjerne fra ASCO/CAP 2013 .15 Tumorer blev klassificeret som ER- eller PRIHC-positive, nir > 1 %
af invasive tumorceller viste tydelig nukleer farvning, uanset farvningens intensitet. HER2-ekspression blev evalueret med
HercepTest- (IHC-) kittet (Dako) og scoret som 0, 1+, 2+ eller 3+. Tumorer scoret som 2+ blev reflekteret i HER2 FISH
ved anvendelse af PathVysion HER2 DNA-probekittet (Vysis-Abbott, Chicago, IL). Tilfeelde blev betragtet som HER2-
positive, hvis de blev scoret 3+ ved IHC og/eller amplificeret ved FISH (defineret som HER2:CEP17 (forhold > 2,0), og/
eller gennemsnitligt antal HER2-kopier > 6,0 signaler/celle i henhold til den opdaterede 2013 ASCO/CAP-retningslinje for
klinisk praksis vedrerende HER2-testning for brystkreeft.15 For Ki67 blev tumorer klassificeret som positive (hgj), nar > 20
% af invasive tumorceller viste tydelig nukle@r farvning, uanset farvningens intensitet.
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Bemark

Bemaerk

Med hensyn til referencegenkontrollen og den interne RT-PCR-kontrol, definerer skaringsverdierne for pavisning omrader
af minimum og maksimum PCR-verdier for cyklusterskel (Ct), der bestemmer et gyldigt resultat, et adekvat minimum
proveinput og ingen PCR-ha@mning. Med hensyn til ESR1-, PGR-, ERBB2- og MKi67-malene defineres skaringsvardierne
for pavisning af delta-cyklusterskelverdier (dCt-verdier) (referencegen-Ct minus malgen-Ct), der bestemmer POSITIVE
(POSITIVE) vs. NEGATIVE (NEGATIVE) resultater for et givet mal i en kanal.

6 Reagenser og instrumenter

6.1 Medfelgende materiale

Xpert Breast Cancer STRAT4-kittet indeholder tilstrackkeligt med reagenser til at behandle 10 kvalitetskontrolprever eller
FFPE-lysater klargjort med Xpert FFPE Lysis Kit (katalognr. GXFFPE-LY SIS-CE-10). Xpert Breast Cancer STRAT4-kittet
indeholder folgende artikler:

Xpert Breast Cancer STRAT4-kassetter med

integrerede reaktionsror 10

e Perle 1,2 og 3 (fryseterrede) 1 pr. kassette

e Skyllereagens 1,0 ml pr. kassette
e Elueringsreagens 2,0 ml pr. kassette
cD 1 pr. kit

e Analysedefinitionsfil (ADF)
e Brugsanvisning

Sikkerhedsdatablade (SDS) er tilgaengelige pa www.cepheid.com eller www.cepheidinternational.com under fanebladet
ASSISTANCE (SUPPORT).

Det bovine serumalbumin (BSA) i perlerne i dette produkt blev produceret og fremstillet udelukkende af bovint plasma
fra USA. Intet drevtyggerprotein eller andet animalsk protein blev fodret til dyrene; dyrene bestod test far og efter
slagtning. Under behandlingen var der ingen sammenblanding af materialet med andre animalske materialer.

7 Opbevaring og handtering

Xpert Breast Cancer STRAT4-kittets indhold skal opbevares ved 2-28 °C.
Abn ikke laget pa kassetten, for du er klar til udfere testen.
Anvend kassetten inden for 30 minutter efter dbning af laget.

Brug ikke en kassette, der er laekket.

8 Materialer, der kraeves, men ikke medfalger

o Xpert FFPE-lysiskit (katalognr. GXFFPE-LYSIS-CE-10) til klargering af FFPE-lysat. Dette kit bestar af FFPE-
lysisreagens, proteinase K (PK), 1,5 ml ror og 5 ml hatteglas.
Vortexmixer
Pipetter og pipettespidser med aerosolfilter, der er egnede til at pipettere 600 ul, 1,2 ul og 520 pl.
Computer med ophavsretligt beskyttet GeneXpert-software version 4.7b eller senere eller Xpertise version 6.4b eller
senere, stregkodescanner og relevant betjeningsvejledning til GeneXpert-instrumentsystemet.

e Printer: Hvis en printer er pakravet, skal du kontakte Cepheids tekniske support for at arrangere keb af en anbefalet
printer.
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9 Advarsler og forholdsregler

Kun til in vitro-diagnostik.

Alle biologiske prever skal behandles som verende i stand til at overfere smitstoffer. Alle humane prover

skal behandles med brug af standardforholdsregler. Retningslinjer for praparathandtering er tilgaengelige

hos Verdenssundhedsorganisationen eller USA’s Centers for Disease Control and Prevention (Centre for
sygdomsbekampelse og -forebyggelse).

Folg din institutions sikkerhedsprocedurer for arbejde med kemikalier og handtering af biologiske prover.

Testens ydeevneegenskaber er kun blevet fastlagt med den praparattype, der er anfort i Afsnit 3. Denne analyses
ydeevne med andre praparattyper eller prover er ikke blevet evalueret.

FFPE-vaev skal behandles med Xpert FFPE-lysiskit (katalognr. GXFFPE-LY SIS-CE-10).

Ufuldstaendig fjernelse (skrabning) af tumoromradet fra objektglasset til klargering af FFPE-lysatet kan resultere i
utilstraekkeligt materiale til analysen og derfor en hejere rate af ikke-bestemmelige/ugyldige resultater end forventet med
Xpert Breast Cancer STRAT4-testen.

Xpert Breast Cancer STRAT4-kassettelaget ma ikke abnes, bortset fra ved tilsetning af klargjort FFPE-lysat.

Brug ikke en kassette, der har veeret tabt, efter den er taget ud af emballagen.

Ryst ikke kassetten. Hvis kassetten rystes eller tabes efter abning af kassettelaget, kan det give ugyldige resultater.

Brug ikke en kassette med et beskadiget reaktionsror.

Hver Xpert Breast Cancer STRAT4-kassette til engangsbrug anvendes til at behandle én test. Genanvend ikke brugte
kassetter.

Brug ikke en kassette, hvis den ser ud til at veere vad, eller, hvis forseglingen pa laget ser ud til at vaere brudt.

Anbring ikke etiketten med preve-ID pa kassettelaget eller pé stregkodeetiketten.

God laboratoriepraksis, herunder skift af handsker mellem handtering af patientpreparater, anbefales for at undga
kontaminering af praparater eller reagenser.

Seg vejledning fra personale ansvarligt for miljeaffald pa din institution vedrerende bortskaffelse af brugte beholdere og
ubrugte reagenser. Laes statslige, territoriale eller lokale forordninger, da disse kan adskille sig fra nationale forordninger.
Dette materiale kan udvise egenskaber svarende til farligt affald, der skal bortskaffes ifelge specifikke procedurer.
Institutioner skal overholde deres krav til bortskaffelse af farligt affald.

10 Kemiske farer16.17

I henhold til det globale harmoniserede system til klassificering og maerkning af kemikalier (GHS) anses dette materiale ikke
som farligt.

11 Praeparattagning, -transport og -opbevaring

Ma kun anvendes med FFPE-praparater behandlet med Xpert FFPE Lysis Kit (katalognr. GXFFPE-LYSIS-CE-10). Folg
ASCO/CAP-retningslinjer!? for klargering af FFPE-veev.

FFPE-lysat skal klargeres fra FFPE-tumorblokken med det storste omréde af levedygtigt brystkarcinom (mindst 30

% tumorcellularitet), og om nedvendigt skal der udferes manuel makrodissektion for testning i Xpert Breast Cancer
STRAT4-testen. For tumorprever, der er mindre end 10 mm? og har mindre end 30 % tumor, kan det veere nedvendigt at
anvende proceduren med koncentreret lysat eller flere end et 4-5 um snit for at opna gyldige resultater..

FFPE-lysat skal transporteres til laboratoriet ved 2-8 °C.

FFPE-lysat er stabilt i op til 1 uge ved 2-8 °C eller i 4 uger ved < -20 °C for testning med Xpert Breast Cancer STRAT4.
Opbevares ved -80 °C ved langtidsopbevaring. Der anbefales hejst 1 gangs frysning-optening. Opte FPPE-lysatet til
stuetemperatur, og vortex det i 15 sekunder for brug.

12 Procedure

Vigtigt

Anvendelse af Xpert Breast Cancer STRAT4-kassetten kraver klargering af et lysat ved hjalp af Xpert FFPE-
lysiskittet (katalognr. GXFFPE-LYSIS-CE-10).

Vigtigt Start analysen inden for 30 minutter, efter den klargjorte prave er tilsat til kassetten.

Xpert® Breast Cancer STRAT4
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Vigtigt

Bemark

12.1 Klargering af FFPE-lysatet
Klarger FFPE-lysatet i henhold til FFPE-lysiskittets brugsanvisning.

12.2 Klargering af kassetten

Tag kassetten ud af kartonemballagen.
Vortex klargjort FFPE-lysat 15 sekunder for brug.
Abn kassettelaget.

Brug en pipette til at overfore 520 ul FFPE-lysat til kassettens prevekammer. (Bemark: Der kan vzre en lille mangde
udfzeldning til stede, hvilket ikke pavirker analyseydeevnen).

PoDbd-=

Opbevar tilbagevaerende FFPE-lysat ved 2-8 °C eller <20 °C i tilfelde af gentest.

Pravekammer
(stor abning)

Figur 1. Xpert Breast Cancer STRAT4-kassette (set ovenfra)
5. Luk kassettelaget. Serg for, at 1dget sidder godt fast.

12.3 Start af testen

Inden testen startes, skal det sikres, at analysedefinitionsfilen (ADF) for Xpert Breast Cancer STRAT4 er
importeret til softwaren.

Dette afsnit indeholder en liste over standardtrinnene til betjening af GeneXpert-systemet. Du kan finde detaljerede
anvisninger 1 betjeningsvejledningen til GeneXpert Dx-systemet eller i betjeningsvejledningen til GeneXpert Infinity-
systemet, athaengigt af hvilket instrument der bruges.

De trin, du skal fglge kan veere nogle andre, hvis systemadministratoren har aendret systemets standardarbejdsproces.

1. Tend for GeneXpert-instrumentet:

e Hyvis du bruger GeneXpert Dx-instrumentet, skal du forst tende GeneXpert Dx-instrumentet og dernast teende
computeren. GeneXpert-softwaren starter automatisk eller kan kraeve, at du dobbeltklikker pa GeneXpert Dx-
softwareikonet pd Windows®-skrivebordet.

eller

* Huvis du bruger GeneXpert Infinity-instrumentet, skal du teende instrumentet. Xpertise-softwaren starter automatisk
eller kan kraeve, at du dobbeltklikker pa Xpertise-softwareikonet pd Windows-skrivebordet.

2. Log pa GeneXpert instrumentsystem-softwaren ved hjelp af dit brugernavn og din adgangskode. I GeneXpert-
systemvinduet skal du klikke pd Opret test (Create Test) (GeneXpert Dx) eller klikke pa Bestillinger (Orders) og
Bestil test (Order Test) (Infinity). Vinduet Opret test (Create Test) abnes.

3. Scan eller skriv preve-id'et (Sample ID). Hvis du indtaster prove-id'et (Sample ID), skal du serge for, at prove-id'et

(Sample ID) er indtastet korrekt. Prove-ID'et (Sample ID) er knyttet til testresultaterne og vises i vinduet Vis resultater
(View Results) og alle rapporter. Dialogboksen Scan kassette (Scan Cartridge) vises.

Xpert® Breast Cancer STRAT4
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4. Scan stregkoden pa Xpert Breast Cancer STRAT4-kassetten. Vinduet Opret test (Create Test) vises. Ved hjelp af
stregkodeoplysningerne udfylder softwaren automatisk kasserne for de folgende felter: Velg analyse (Select Assay),
Reagens-parti-ID (Reagent Lot ID), Kassette-SN (Cartridge SN).

5. Klik pa Start test (Start Test) (GeneXpert Dx) eller Submit (Indsend) (Infinity). Indtast dit kodeord, hvis du bliver
bedt om det.
6. Pa GeneXpert Dx-instrumentet:
a) Abn instrumentmodulligen med det blinkende grenne lys og indszt kassetten.
b) Luk ldgen. Testen starter og det gronne lys holder op med at blinke. Nar testen er slut, slukker lyset.
c) Vent med at &bne modulldgen indtil systemet frigiver ldgelasen. Fjern kassetten.

d) Bortskaf brugte kassetter i den relevante praeparataffaldsbeholder i henhold til din institutions standardpraksis. Se
Afsnit 9.

eller

Pa GeneXpert Infinity-systemet, skal du anbringe kassetten pé transportbandet. Kassetten bliver fort ind automatisk,
testen kerer og den brugte kassette bliver anbragt i affaldsbeholderen.

13 Visning og udskrivning af testresultater

I dette afsnit vises de grundleeggende trin til visning og udskrivning af resultater. Du kan finde mere detaljerede
anvisninger om, hvordan du fér vist og udskriver resultaterne i Betjeningsvejledningen til GeneXpert Dx-systemet eller i
Betjeningsvejledningen til GeneXpert Infinity-systemet, athengigt af hvilket instrument, der bruges.

1. Klik pa ikonet Vis resultater (View Results) for at fa vist resultater.

2. Nar testen er fuldfert, skal du klikke pa knappen Rapport (Report) Nar testen er fuldfert, skal du klikke pa knappen
Rapport (Report) i skermen Vis resultater (View Results) for at i vist og/eller generere en rapport i PDF-format.

14 Kvalitetskontrol

Hver test indeholder en referencegenkontrol (CYFIPI) og en probekontrol (PCC).

e CYFIPI-Kkontrol: Dette referencegen anvendes til at normalisere ekspressionsniveauerne for ESR1, PGR, ERBB2 og
MK:i67. Det fungerer ogsa som en provetilstreekkelighedskontrol (SAC), der sikrer, at proven indeholder tilstraekkeligt
RNA. Et gyldigt testresultat kreever et CYFIPI-minimumssignal. Et CYFIP[-signal under minimumsmangden eller et
negativt signal angiver, at preven ikke indeholder tilstrackkeligt RNA.

e CYFIPI-alternativ: Dette er et CYFIP-kontrolduplikat, der anvendes i algoritmen, nar delta-cyklustaersklen (dCt)
for PGR eller MKi67 er under indstillingen for analysens skeeringsverdi. For disse mal er et yderligere minimalt
CYFIP]-alternativsignal nedvendigt for at sikre et gyldigt testresultat.

e Probekontrol (PCC): Inden starten af PCR méler GeneXpert-instrumentsystemet fluorescenssignalet fra proberne for
at overvage rehydrering af perler, fyldning af reaktionsrer, probeintegritet og farvestofstabilitet. PCC bestér, hvis den
opfylder de validerede acceptkriterier.

e Eksterne kontroller (medfelger ikke): De eksterne kontroller skal bruges i overensstemmelse med kravene fra
relevante lokale, statslige og foderale akkrediteringsorganisationer.

15 Fortolkning af resultater

Resultaterne fortolkes automatisk af GeneXpert-instrumentsystemet ud fra malte fluorescenssignaler og indlejrede
beregningsalgoritmer og vises tydeligt i vinduet Vis resultater (View Results) pa fanerne Testresultater (Test Results) og
Analytresultat (Analyte Result). Testresultat (Test Result) og Analytresultater (Analyte Results) vises ogsa pa Testrapport
(Test Report). De mulige resultater vises i Tabel 1 and Tabel 2.

Tabel 1. Alle mulige resultater for Xpert Breast Cancer STRAT4-testen

Vist resultat CYFIP1 CYFIP1-alternativ CiC
ESR1-POSITIV BESTAET (PASS) POS. eller NEG. POS. eller NEG.
ESR1-NEGATIV BESTAET (PASS) POS. eller NEG. POS. eller NEG.
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Vist resultat CYFIP1 CYFIP1-alternativ CiC
PGR-POSITIV BESTAET (PASS) POS. eller NEG. POS. eller NEG.
PGR-NEGATIV BESTAET (PASS) POS POS. eller NEG.

ERBB2-POSITIV BESTAET (PASS) POS. eller NEG. POS. eller NEG.
ERBB2-NEGATIV BESTAET (PASS) POS. eller NEG. POS. eller NEG.
MKi67-POSITIV BESTAET (PASS) POS. eller NEG. POS. eller NEG.
MKi67-NEGATIV BESTAET (PASS) POS POS. eller NEG.
PGR-UBESTEMMELIG BESTAET (PASS) NEG POS. eller NEG.
MKi67-UBESTEMMELIG BESTAET (PASS) NEG POS. eller NEG.
(CFJ\\’EE-EI—AAg'; _l-_rgg.l-_r) BESTAET (PASS) POS. eller NEG. NEG
UGYLDIG (INVALID) MISLYKKET (FAIL) NEG POS. eller NEG.
e erron) | RSN | TSRS [ e e
INTET RESULTAT INTET RESULTAT INTET RESULTAT INTET RESULTAT
(NO RESULT) (NO RESULT) (NO RESULT) (NO RESULT)
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Tabel 2. Repraesentative resultater og fortolkning af Xpert Breast Cancer STRAT4

Resultat Fortolkning
ESRI-mRNA-transkript er overeksprimeret og har en delta-cyklusterskel (dCt)
over skeringsindstillingen.
ESR1-POSITIV CYFIPI — BESTAET (PASS); CYFIPI-mRNA-transkript blev pavist og
Se Figur 2. har en cyklusterskel (Ct) inden for det gyldige omrade og slutpunkt over
teerskelindstillingen.
Probekontrol — BESTAET (PASS); alle probekontrolresultater bestod.
PGR-mRNA-transkript er overeksprimeret og har en delta-cyklustarskel (dCt)
over skaringsindstillingen.
PGR-POSITIV CYFIPI- BESTAET (PASS); CYFIPI-mRNA-transkript blev pavist og
Se Figur 2. har en cyklustarskel (Ct) inden for det gyldige omrade og slutpunkt over

teerskelindstillingen.
Probekontrol —- BESTAET (PASS); alle probekontrolresultater bestod.

ERBB2-POSITIV
Se Figur 2.

ERBB2-mRNA-transkript er overeksprimeret og har en delta-cyklustaerskel
(dCt) over skeeringsindstillingen.

CYFIPI — BESTAET (PASS); CYFIPI-mRNA-transkript blev pavist og
har en cyklusterskel (Ct) inden for det gyldige omrade og slutpunkt over
teerskelindstillingen.

Probekontrol - BESTAET (PASS); alle probekontrolresultater bestod.

MKi67-POSITIV
Se Figur 2.

MKi67-mRNA-transkript er overeksprimeret og har en delta-cyklusterskel
(dCt) over skeringsindstillingen.

CYFIPI — BESTAET (PASS); CYFIPI-mRNA-transkript blev pavist og
har en cyklustarskel (Ct) inden for det gyldige omréde og slutpunkt over
teerskelindstillingen.

Probekontrol — BESTAET (PASS); alle probekontrolresultater bestod.

ESR1-NEGATIV
Se Figur 3.

ESRI-mRNA-transkript er ikke overeksprimeret og har en delta-cyklusterskel
(dCt) under skaeringsindstillingen.

CYFIPI — BESTAET (PASS); CYFIPI-mRNA-transkript blev pavist og

har en cyklustarskel (Ct) inden for det gyldige omrade og slutpunkt over
teerskelindstillingen.

Probekontrol — BESTAET (PASS); alle probekontrolresultater bestod.

PGR-NEGATIV
Se Figur 3.

PGR-mRNA-transkript er ikke overeksprimeret og har en delta-cyklusterskel
(dCt) under skeringsindstillingen.

CYFIPI — BESTAET (PASS); CYFIPI-mRNA-transkript blev pavist og

har en cyklustaerskel (Ct) inden for det gyldige omrade og slutpunkt over
teerskelindstillingen.

CYFIP]-alternativ — POS; CYFIPI har en cyklustaerskel (Ct) inden for det
gyldige omrade og slutpunkt over taerskelindstillingen.

Probekontrol - BESTAET (PASS); alle probekontrolresultater bestod.

ERBB2-NEGATIV
Se Figur 3.

ERBB2-mRNA-transkript er ikke overeksprimeret og har en delta-
cyklusterskel (dCt) under skaeringsindstillingen.

CYFIPI — BESTAET (PASS); CYFIPI-mRNA-transkript blev pavist og
har en cyklustarskel (Ct) inden for det gyldige omrade og slutpunkt over
teerskelindstillingen.

Probekontrol —- BESTAET (PASS); alle probekontrolresultater bestod.
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Resultat Fortolkning
MKi67-mRNA-transkript er ikke overeksprimeret og har en delta-cyklustarskel
(dCt) under skaeringsindstillingen.
CYFIPI — BESTAET (PASS);CYFIPI-mRNA-transkript blev pavist og
MKi67-NEGATIV har en cyklusterskel (Ct) inden for det gyldige omréade og slutpunkt over
Se Figur 3. teerskelindstillingen.

CYFIPI-alternativ — POS; CYFIPI har en cyklustaerskel (Ct) inden for det
gyldige omrade og slutpunkt over terskelindstillingen.

Probekontrol - BESTAET (PASS); alle probekontrolresultater bestod.

PGR-ubestemmelig
Se Figur 4.

PGR-mRNA-ekspressionsniveau kan ikke bestemmes, da preven indeholder
utilstraekkeligt materiale. Gentag testen med et mere koncentreret lysat.
CYFIPI — BESTAET (PASS); CYFIPI-mRNA-transkript blev pavist og

har en cyklusterskel (Ct) inden for det gyldige omréde og slutpunkt over
teerskelindstillingen.

CYFIPI-alternativ — NEG; CYFIPI-cyklustarskel (Ct) var ikke inden for det
gyldige omrade, eller slutpunktet var under den nedvendige terskelindstilling
for bestemmelse af PGR-status.

Probekontrol — BESTAET (PASS); alle probekontrolresultater bestod.

MKi67-ubestemmelig
Se Figur 4.

MKi67-mRNA-ekspressionsniveau kan ikke bestemmes, da preven indeholder
utilstraekkeligt materiale. Gentag testen med et mere koncentreret lysat.
CYFIP1 — BESTAET (PASS); CYFIPI-mRNA-transkript blev pavist og

har en cyklusterskel (Ct) inden for det gyldige omréade og slutpunkt over
teerskelindstillingen.

CYFIP1-alternativ — NEG; CYFIPI-cyklusterskel (Ct) var ikke inden for det
gyldige omrade, eller slutpunktet var under den nedvendige taerskelindstilling
for bestemmelse af MKi67-status.

Probekontrol - BESTAET (PASS); alle probekontrolresultater bestod.

GENTAG TEST
(REPEAT TEST)

Se Figur 5.

ESR1/PGR/ERBB2/MKi67-mRNA-ekspressionsniveauer kan ikke bestemmes.
Gentag testen med en alikvot af opbevaret FFPE-provelysat.

CYFIPI — BESTAET (PASS); CYFIPI-mRNA-transkript blev pavist og

har en cyklusterskel (Ct) inden for det gyldige omréde og slutpunkt over
teerskelindstillingen.

CYFIP]-alternativ — POS/NEG; CYFIP1-mRNA-transkript blev pavist. Det er
uvist, om transkriptet har en cyklusterskel (Ct) inden for det gyldige omrade og
slutpunkt over teerskelindstillingen.

CIC — NEG; intern kontrol har en cyklusterskel (Ct) uden for det gyldige
omrade.

Probekontrol — BESTAET (PASS); alle probekontrolresultater bestod.

UGYLDIG (INVALID)

UGYLDIG (INVALID) — ESRI/PGR/ERBB2/MKi67-mRNA-
ekspressionsniveau kan ikke bestemmes, da preven indeholder utilstreekkeligt
materiale. Gentag testen med et mere koncentreret lysat.

CYFIPI — MISLYKKET (FAIL); CYFIPI-cyklusterskel (Ct) var ikke inden for
det gyldige omrade, eller slutpunktet var under teerskelindstillingen.
CYFIPI-alternativ — NEG; CYFIPI-cyklusterskel (Ct) var ikke inden for det
gyldige omréde, eller slutpunktet var under taerskelindstillingen.

Probekontrol — BESTAET (PASS); alle probekontrolresultater bestod.

Xpert® Breast Cancer STRAT4
301-4981-DA, Rev. F
2025-03

11



Xpert® Breast Cancer STRAT4

Resultat

Fortolkning

FEJL (ERROR)

ESR1/PGR/ERBB2/MKi67-mRNA-ekspressionsniveauer kan ikke bestemmes.
Gentag testen med en alikvot af opbevaret FFPE-provelysat.
ESRI/PGR/ERBB2/MKi67 — INTET RESULTAT (NO RESULT)
CYFIP1/CYFIPI-alternativ — INTET RESULTAT (NO RESULT)
Probekontrol - BESTOD*/MISLYKKET (PASS*/FAIL)*; alle eller et af
probekontrolresultaterne er mislykket.

*Hvis probekontrollen er bestaet, skyldtes fejlen den maksimale
trykgraense, der overskrider det acceptable omrade, en
kurvetilpasningsfejl eller en fejl i en systemkomponent.

INTET RESULTAT
(NO RESULT)

ESR1/PGR/ERBB2/MKi67-mRNA-ekspressionsniveauer kan ikke bestemmes.

Der var indsamlet utilstraekkelige data til at frembringe et testresultat. Dette
kan f.eks forekomme, hvis operateren stoppede en test, der var i gang. Gentag
testen med opbevaret FFPE-provelysat.

ESRI/PGR/ERBB2/MKi67 — INTET RESULTAT (NO RESULT)
CYFIP1/CYFIPI-alternativ — INTET RESULTAT (NO RESULT)
Probekontrol — Ikke relevant (NA)

| TestResult

/| TestResult | Analyte Result | Detail | Errors | History | Messages | Support |

‘|Assay Name Xpert Breast Cancer STRAT4

Version 1

ESR1 POSITIVE;
PGR POSITIVE;
ERBB2 POSITIVE;
MKi67 POSITIVE

||For In Vitro Diagnostic Use

Fluorescence

1200

1000

800

600

400

Legend

v [/] CYFIP1; Primary
v /] ESR1; Primary
v || PGR; Primary
vl |/| ERBB2; Primary
v [ | MKi67; Primary
v /] cic; Primary

v [/] CYFIP1 alternate; Primary

ID

Ll

Figur 2. Vinduet Vis resultater (View Results) pa GeneXpert Dx: ESR1/

PGR/ERBB2/MKi67-POSITIV (ESR1/PGR/ERBB2/MKi67 POSITIVE)
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( TestResult | Analyie Result | Detail | Ermors | History | Messages | Support |
Assay Name Xpert Breast Cancer STRAT4 Version 1
| TestResult |gsR1 NEGATIVE;
: PGR NEGATIVE;
ERBB2 NEGATIVE;
MKi67 NEGATIVE
[For In Vitro Diagnostic Use
Legend
500 [vi | /| CYFIP1; Primary =
[vi|/| ESR1; Primary
400 [vi || PGR; Primary
Vi [/| ERBB2; Primary
o [v| | MKi67; Primary
§ 300 v | /] cic; Primary
o [V /| CYFIP1 alternate; Primary
S 200
w
100
0 =
10 20 30 40
Cycles
Figur 3. Vinduet Vis resultater (View Results) pa GeneXpert Dx: ESR1/
PGR/ERBB2/MKi67-NEGATIV (ESR1/PGR/ERBB2/MKi67 NEGATIVE)
{ TestResut | Analyte Result | Detal | Erors | History | Messages | Support |
Assay Name Xpert Breast Cancer STRAT4 Version 1
|| TestResult |¢srq NEGATIVE;
: PGR INDETERMINATE;
ERBB2 NEGATIVE;
MKi67 INDETERMINATE
|[For In Vitro Diagnostic Use
Legend
300 [vi [/] CYFIP1; Primary B
Vi /| ESR1; Primary
[vI[.”| PGR; Primary
[vI | /| ERBB2; Primary
2 200 VI || MKi67; Primary
3 v [/] cic; Primary
2 [V [/] CYFIP1 alternate; Primary
o
=
= 100
0
10 20
Cycles

Figur 4. Vinduet Vis resultater (View Results) pa GeneXpert Dx:
PGR/MKi67-UBESTEMMELIG (PGR/MKi67 INDETERMINATE)
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[ TestResult | Analyte Result | Detail | Errors | History | Messages | Support |

:|Assay Name Xpert Breast Cancer STRAT4 Version 1
| TestResult |REPEAT TEST
||For In Vitro Diagnostic Use
Legend
500 [vi[/] CYFIP1; Primary 4|
[vI[/] ESR1; Primary
400 Vi [.| PGR; Primary
o [v [ /| ERBB2; Primary
2 T [vi || MKi67; Primary
§ 300 < [vi[/] cic; Primary
8 /,/ [vi /| CYFIP1 alternate; Primary
o
=3
frol ;

<

Figur 5. Vinduet Vis resultater (View Results) pa GeneXpert Dx: GENTAG TEST (REPEAT TEST)

16 Grunde til at gentage testen

Gentag testen med en ny kassette (kassetten ma ikke genanvendes).

Resultatet GENTAG TEST (REPEAT TEST) angiver, at den interne kontrol mislykkedes. Praven blev ikke behandlet
korrekt. I dette tilfeelde skal testen gentages med en ny 520 pl alikvot af det ssmme FFPE-lysat.

Resultatet UGYLDIG (INVALID) angiver, at referencekontrollen mislykkedes. Praven blev ikke behandlet korrekt, PCR
blev haemmet, eller RNA-kvaliteten i den foreliggende tumor var utilstrackkelig. I dette tilfelde skal testen gentages med
et mere koncentreret FFPE-lysat i henhold til anvisningerne i brugsanvisningen til FFPE-lysiskittet.

Resultatet FEJL (ERROR) angiver, at probekontrollen mislykkedes, og at analysen blev afbrudt muligvis pa grund af,
at reaktionsreret blev fyldt forkert, der blev registreret et integritetsproblem med reagensproben, fordi de maksimale
trykgraenser blev overskredet, eller der blev registreret en fejl med ventilpositionering. I dette tilfeelde skal testen
gentages med en ny 520 pl alikvot af det sasmme FFPE-lysat.

Et INTET RESULTAT (NO RESULT) angiver, at der ikke blev indsamlet tilstraekkelige data. For eksempel at
operateren stoppede en test, der var i gang, eller der opstod en stremafbrydelse. I dette tilfzelde skal testen gentages med
en ny 520 pl alikvot af det samme FFPE-lysat.

Hyvis en ekstern kvalitetskontrol ikke fungerer som forventet, skal du gentage den eksterne kontroltest og/eller kontakte
Cepheid for at fa hjelp.

17 Begransninger

Zndringer af disse procedurer kan @ndre testens ydeevne. Resultater fra Xpert Breast Cancer STRAT4 skal fortolkes
sammen med andre laboratoriemassige og kliniske data, som klinikeren har til radighed.

Ydeevnen af Xpert Breast Cancer STRAT4 blev valideret ved hjeelp af de procedurer, der er angivet i denne
brugsanvisning, og ved anvendelse af FFPE-praparater, der var fem til ti ar gamle.

Ydeevnen af Xpert Breast Cancer STRAT4 blev alene valideret ved hjelp af procedurerne i denne brugsanvisning.
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e Fejlagtige testresultater kan forekomme pa grund af forkert indsamling, h&ndtering eller opbevaring af praparater
eller forveksling af praparater. Det er nedvendigt at overholde anvisningerne i denne brugsanvisning neje for at undga
fejlagtige resultater.

Ydeevneegenskaber blev ikke fastlagt for patienter under 25 ar.
Mutationer eller polymorfismer i primer- eller probebindingsregioner kan fore til fejlagtige, men trovaerdige resultater
for ESR1, PGR, ERBB2 og MKi67.

18 Ydeevneegenskaber

18.1 Klinisk ydeevne

Ydeevneegenskaberne for Xpert Breast Cancer STRAT4-testen blev evalueret i forhold til IHC resultater for ER, PR, HER2
og Ki67 og til fluorescens in situ-hybridisering (FISH) for HER2-genamplifikation pa undersegelsessteder i USA og EU.
Indledningsvist indgik i alt 211 afidentificerede tiloversblevne FFPE-praparater af primare invasive brystkrafttumorer

fra USA og EU i denne undersegelse. 10 praeparater blev ekskluderet, fordi der var utilstreekkelig tumor tilgengelig til
testning, og et preeparat blev ekskluderet pa grund af tilbagetrukket samtykke. Séledes var i alt 200 praeparater tilgeengelige
til inddragelse i dataanalyserne. For hvert FFPE-praparat blev der klargjort flere objektglas til testning med Xpert, til IHC-
testning af ER, PR, HER2 og Ki67 samt til FISH-testning af HER2-genamplifikation.

Samlet gav Xpert Breast Cancer STRAT4 gyldige resultater for det forste testforseg for 99,5 % (199/200) af preparaterne
i undersegelsen. Et praeparat, som i starten gav et ubestemmeligt resultat (FEJL (ERROR), UGYLDIG (INVALID) eller
INTET RESULTAT (NO RESULT)), gav et testresultat efter en enkel gentest. Den samlede successrate for analysen var
100,0 % (200/200).

Af de 200 praeparater med gyldige Xpert-testresultater gav ESR1 og ERBB2 et gyldigt positivt eller negativt testresultat
100 % af tiden (200/200). For PGR og MKi67 gav Xpert et gyldigt positivt eller negativt testresultat i henholdsvis 98,5

% (197/200) og 97,0 % (194/200) af tilfeeldene. De 7 preeparater med ikke-bestemmelige Xpert-resultater for PGR og/
eller MKi67 blev gentestet ved anvendelse af metoden med koncentreret FFPE-lysat. Bade de oprindelige resultater (forste
forseg) og resultaterne fra gentesten vises i Tabel 3.

For hele datasattet, inklusive gentestresultaterne, viste Xpert Breast Cancer STRAT4 en positiv overensstemmelse i procent
(PPA) pa 97,2 %, en negativ overensstemmelse i procent (NPA) pd 95,0 %, og en samlet overensstemmelse i procent (OPA)
pa 97,0 % for ESR1 i forhold til IHC;!8PPA pa 88,4 %, NPA pé 90,7 % og OPA pa 88,9% for PGR i forhold til IHC;'8PPA
pé 100,0 %, NPA pa 92,4 % og OPA pa 93,3 % for ERBB2 i forhold til IHC!® og PPA pa 100 %, NPA pé 92,0 % og OPA
pé 93,3 % for ERBB2 i forhold til HER2-FISH.!° For MKi67 en PPA pé 88,8 %, NPA p& 100 % og OPA pa 90,7 % med
IHC-tzersklen sat til > 20 % for positiv og < 10 % for negativ. Intermedizert IHC-folsomme MKi67-preparater (10 %-20 %
teerskel, begge inklusive) blev ekskluderet fra analysen. Den samlede PPA, NPA og OPA for hvert mal vises i Tabel 3.

Tabel 3. Klinisk ydeevne

Sammenligning Dataszt® 1 alt (n)b PPA 95% ClI NPA 95% ClI OPA 95% ClI

ESR1/ER Original 199 (19774/21 ;/"9) 93,6-98,8 | 100 % (20/20) [  83,9-100 ( 1997 45’1 ;/"9) 94,3-98,9
Xpertvs. IHC Gentest 199 ( N ;/"9) 93,6-98,8 ?155?200/") 764991 | M °g/°9) 93,6-98,6

PGR/PR Original 196 ( 18397’?1 05/‘;) 83,0-93,0 ?3255?402/3 81,0-97,5 ( 1879(51 °9/"6) 84,8-93,3
Xpert vs. IHC Gentest 198 (18387,;11 °5/05) 82,4-92,5 ?&/74;/‘; 78.4-96.3 (18786,?1 ;A,S) 638925
ERBBHERD Original 180 100 % (22/22) | 85,1-100 ( o Z)s) 87,2956 ( vy Z’O) 88.7-96.1
Xpert vs. IHC Gentest 180 100 % (22/22) | 85,1-100 ( e ;/"8) 87,2-95,6 ( B °8/°0) 88.7-96.1
ERBEAHER? Original 178 100% (28/28) | 87.0-100 | o ;/"0) 865954 | v ;/"8) 88,6-96,1
Xpert vs. FISH Gentest 178 100 % (28/28) | 87,9-100 ( o 05/"0) 86,5-95,4 ( o °7/°8) 88,6-96.1
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Sammenligning Dataszet® 1alt (n)b PPA 95% CI NPA 95% CI OPA 95% Cl
- 91,2 % 92,4 %
o, _ ’ - ’ .
ERBB2/HER2 Original 197 100 % (27/27) 87,5-100 (155/170) 86,0-94,6 (182/197) 87,8-95,3
gt Gentest 197 100 % (27/27) 87,5-100 91,2 % 86,0-94,6 92,4 % 87,8-95,3
IHC +FISH ° : (155/170) O9% (182/197) S99
. 88,7 % o 90,5 %
MKi67/Ki67 Original 148 (110/124) 81,9-93,2 100 % (24/24) 86,2-100 (134/148) 84,7-94,3
Xpert vs. IHC 88,8 % R o ) 90,7 % g
Gentest 151 (111/125) 82,1-93,2 100 % (26/26) 87,1-100 (137/151) 85,0-94,4

a  Original = 1X lysat i henhold til anvisninger i brugsanvisningen; Gentest = resultat af gentest pa et 4X koncentreret lysat i tilfeelde,

hvor det originale praeparat (1X lysat) gav et ikke-bestemmeligt resultat for PGR og/eller MKi67.

b Praeparater med ikke-bestemmelige eller ubestemmelige Xpert-resultater, preeparater med tvetydige eller intermedizere IHC-

resultater, praeparater med mislykket IHC og mislykket FISH er ekskluderet.

19 Analytisk ydeevne

19.1 Analytisk sensitivitet/minimum analyseinput

Minimum analyseinput blev bestemt ved at vurdere den maksimale CYFIP1 Ct (referencegen), der bestemmer det
pékravede preveinput korrekt for fyldestgarende analyseydeevne. Dette preveinput sikrer, at der opnés gyldige resultater
i de fleste testede kliniske FFPE-prover. Prover med en CYFIP1 Ct-verdi, der er hejere end den tilladte, vil generere et
UGYLDIGT resultat.

Analytisk sensitivitet/minimum analyseinput for Xpert Breast Cancer STRAT4-testen, defineret som den maksimale
CYFIP1 Ct, der resulterer i > 95 %, blev fastlagt ved hj®lp af fortyndinger af kliniske FFPE-provelysater med henblik pa
CYFIP1 Ct-challenge. For at vurdere sensitiviteten af CYFIP1 Ct blev et klinisk FFPE-provelysat fortyndet serielt og testet
med N=20 replikater pr. fortyndingsniveau over 3 dage, indtil < 95 % af testresultaterne var gyldige. Fortyndingsniveauerne
omfattede et praeparat ved det forventede minimum analyseinput, to niveauer under og to niveauer over dette. Testning
udfortes pé to partier Xpert Breast Cancer STRAT4-kassetter.

Inden undersegelsens indledning udfertes testning af blankprevegranse med N=60 replikater med anvendelse af to
uafthangige partier af Xpert Breast Cancer STRAT4-kassetter. Blankprovegransen bestod af et blankt paraffinsnit (ikke en
vaevsprave), og alle testresultater viste de forventede resultatbestemmelser UGYLDIG ( UGYLDIGT ). Serielle fortyndinger
af det kliniske FFPE-vavspreveinput ved 1/1000 gav 20/20 gyldige CYFIP1 Ct-verdier med middel Ct = 33,4 og 0,6 SD fra
parti 1 af Xpert Breast Cancer STRAT4-testen og middel Ct = 33,6 og 0,5 SD fra parti 2. Yderligere fortyndinger med senere
CYFIP1 Ct-verdier opfyldte ikke de pakraevede > 95% gyldige resultater til undersegelsen. Tabel 4 opsummerer antallet af
gyldige testkarsler ved hvert serielt fortyndet preveinputniveau som relativ fortynding eller som middel CYFIP1 Ct. Den
analytiske sensitivitet ved anvendelse af to partier Xpert Breast Cancer STRAT4-testkassetter viste et krav om minimum
analyseinput for CYFIP1 Ct = 33,4. Kombineret med analysevariabilitet ville denne vaerdi gere det acceptabelt at sette den
ovre grense for CYFIP1 Ct = 35 for Xpert Breast Cancer STRAT4-testen.

Tabel 4. Minimum analyseinput i Xpert Breast Cancer STRAT4

. . Praveinput (relativ . N gyldi
Kitparti by rtypn dif‘g) Middel CYFIP1 Ct SD kgrsef{m g 35)

1/20 27,6 0,4 20/20

1/100 29,8 0,3 20/20

1/1000 33,4 0,6 20/20

00801 (parti 1) 1/2000 34,2 0,5 9/20

1/4000 34,5 0,5 2/20

Ingen Ikke relevant Ikke relevant 0/20

skabelonkontrol
00903 (parti 2) 1/20 27,8 0,3 20/20
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Kitparti Pm‘f’;i_;'ypn”;il(n’:)'a“" Middel CYFIP1 Ct SD kmgef'{(';"t"g 35)
1/100 30,0 0,3 20/20
1/1000 33,6 05 20/20
1/2000 34,2 04 9/20
1/4000 34,6 0,0 1/20
skab«larllg:l?ontrol Ikke relevant Ikke relevant 0/20

19.2 Interferenstestning

Tilstedende normalt/ikke-tumor vaev

Normale tilstedende (ikke-tumor) veev (NAT) er hyppigt til stede i praparater af brystkraftveev som kontaminanter, der
potentielt kan interferere med pavisning af specifikke mal. Xpert Breast Cancer STRAT4-testen kan krave, at et patologisk
bekraeftet FFPE-snit af brystkraeft makrodissekeres for at minimere potentielle virkninger af ikke-tumor kontaminanter

i tilfelde, hvor en patolog finder det relevant. For at vurdere virkningen af tilstedende normale/ikke-tumor vav blev
femten (15) FFPE-vavsblokke med invasivt brystkarcinom indeholdende 21-98 % omgivende NAT testet med Xpert
Breast Cancer STRAT4-testen med og uden makrodissektion. Xpert Breast Cancer STRAT4-testning udfertes med N=4
replikater fra samme lysat pr. tilstand. ESR1-, PGR-, ERBB2- og MKi67-dCt’er for hver veevspreve med makrodissektion
(sejlediagram i blat) eller uden makrodissektion (sejlediagram i sort) blev forst evalueret ved hjaelp af ensidet ANOVA

for at bestemme statistisk interferens fra NAT. Klinisk signifikant interferens fra NAT ansas for at vere tilstede, nar ddCt
(delta-delta Ct) mellem makrodissekerede og ikke-makrodissekerede prever var > 1,0, og der var en @ndring i testresultatet.
Undersogelsesresultaterne er sammenfattet i Figur 6.

ESR1-, PGR-, ERBB2- og MKi67-dCt’er for alle 15 prever blev grupperet baseret pa % NAT (<30 %, 31-60 % eller > 61
%). Bla og sorte lodrette sgjlediagrammer med SD reprasenterer middel mal-dCt’er fra N=4 replikater af makrodissekerede
og ikke-makrodissekerede FFPE-snit af en FFPE-blok af invasiv brystkraeft. Alle 15 FFPE-blokke (N=1 under 30 % NAT,
N=8 med 31-60 % NAT og N=6 over 60 % NAT) viste enten ingen statistisk signifikans med hensyn til interferens fra
normalt/ikke-tumor veev baseret pa ensidede ANOVA-analyser med p-vaerdi > 0,05, eller viste ingen klinisk signifikans
(angivet med #), hvis variationen i delta-Ct-veerdier for hvert mal mellem makrodissekerede eller ikke-makrodissekerede
prover var < 1,0 eller nar testresultaterne for malene (positiv, negativ) forblev upéavirket.
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ERBB2 dCt PGR dCt ESR dCt

MKi67 dCt

Figur 6. Interferens fra tilstedende normalt/ikke-tumor vaev med Xpert Breast Cancer STRAT4-mal-dCt’er
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DCIS, nekrotisk, blodfyldt vaev

For at vurdere virkningen af duktalt karcinom in situ (DCIS), nekrotiske og blodfyldte vev, blev i alt 9 FFPE-
brysttumorprever (3 FFPE-brysttumorblokke indeholdende 3-61 % DCIS, 3 FFPE-blokke indeholdende 10-65 % nekrotisk
vaev og 3 FFPE-blokke indeholdende 15-41 % blodfyldt vav) testet med Xpert Breast Cancer STRAT4-testen med og uden
makrodissektion. Xpert Breast Cancer STRAT4-testen blev udfert med N=4 replikater fra samme lysat pr. tilstand. Alle
testtilstandene fandtes enten ikke at have nogen statistisk eller klinisk signifikant pavirkning af varierende kontamination fra
DCIS, nekrotisk og blodfyldt veev ved anvendelse af Xpert Breast Cancer STRAT4-testen (grafisk prasentation af data ikke
vist).

Humant genomisk DNA (hgDNA)

Xpert Breast Cancer STRAT4-testen benytter hajspecifikke primere og prober til effektivt at hybridisere med ESR1-, PGR-,
ERBB?2- og MKi67-mRNA-maélskabeloner fra en pulje af genomiske nukleinsyrer (humant genomisk DNA = hgDNA). For
at vurdere virkningen af hgDNA pé Xpert Breast Cancer STRAT4-testen blev 10 FFPE-brysttumorblokke med varierende
celleindhold fra invasivt duktalt karcinom makrodissekeret og testet med og uden tilseetning af 25 ng hgDNA til FFPE-
provelysater ved anvendelse af Xpert Breast Cancer STRAT4-testen i N=4 replikater fra samme lysat pr. tilstand. Alle
testtilstandene fandtes enten ikke at have nogen statistisk eller klinisk signifikant pavirkning af hgDNA-interferens (grafisk
repraesentant af data ikke vist).
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19.3 Overfgringskontaminering

Der blev gennemfort en undersogelse for at vise, at selvstendige GeneXpert-kassetter til engangsbrug minimerer
overforingskontaminering fra meget hgje positive prover til efterfolgende negative prover, der kares i det samme
GeneXpert-modul. Undersggelsen bestod af en negativ prove, der blev behandlet i det samme GeneXpert-modul
umiddelbart efter en hejpositiv ESR1/PGR/ERBB2/MKi67-prave. Den negative prove bestod af in vitro-transkriberet (IVT-)
RNA, der indeholdt CYFIP1-transkript ved 5 x 10* kopier for at sikre tilstedeveerelse af et referencegenmal. Den hajpositive
prove bestod af IVT-RNA, der indeholdt CYFIP1-transkript ved 5 x 103 kopier, og IVT-RNA indeholdende ESR1, PGR,
ERBB2 og MKi67-transkripter ved 5 x 10°¢ kopier, klargjort som FFPE-lysat. Testplanen blev gentaget 41 gange med et
enkelt GeneXpert-modul for i alt 20 hgjpositive og 21 negative prever. Alle 20 hgjpositive prover blev korrekt rapporteret
som ESR1/PGR/ERBB2/MKi67-POSITIVE (POSITIVE), og alle 21 negative prever blev korrekt rapporteret som ESR1/
PGR/ERBB2/MKi67-NEGATIVE (NEGATIVE).

19.4 Analysens reproducerbarhed og praecision

Reproducerbarhed for Xpert Breast Cancer STRAT4 blev evalueret ved anvendelse af et panel af fem prover af
lysatpraeparater.

Tre panelmedlemmer blev klargjort ved at tilsaette in vitro-transkriberet (IVT-) RNA til FFPE-lysisbuffer, som blev tilsat
inden for ~2dCts for dCt-skaringsverdierne for ESR1 (1 IVT RNA), PGR (2 IVT RNA) og ERBB2 (3 IVT RNA), og som
havde CYFIP1 Ct-vaerdier ~2-3 Cts fra minimum analyseinputniveauet.

To panelmedlemmer (4 kliniske FFPE-prever og 5 kliniske FFPE-prever) blev dannet fra puljede kliniske FFPE-prover i
FFPE-lysisbuffer for at generere CYFIP1 Ct-verdier tet pa minimum analyseinputtet og for at have dCt-skaringsveerdier
for alle mal hen over det rapporterbare omrade, og i det omfang det er muligt, tet pa analysens dCt-skaringsvardier.

To operaterer pa hvert af de tre underseggelsessteder testede to paneler med fem prover pr. dag over seks testdage (fem prover
x seks dage x to operaterer x to replikater x tre steder). I alt blev der testet 72 replikater pr. preve. Tre partier Xpert Breast
Cancer STRAT4-kassetter blev anvendt pa de tre undersegelsessteder. Xpert Breast Cancer STRAT4-testen blev udfert i
overensstemmelse med proceduren i denne brugsanvisning.

Reproducerbarheden af Xpert Breast Cancer STRAT4 blev evalueret med hensyn til dCt for hvert af de fire mal for hvert
panel. Gennemsnittet, standardafvigelsen (SD) og variationskoefficienten (CV) mellem steder, mellem partier, mellem dage,
mellem operaterer og inden for analyse for hvert panelmedlem er vist i Tabel 5.

Tabel 5. Resumé af reproducérbarhedsdata

. Mellem sted Mellem parti Mellem dag ongzlrlaeg . Iannc:;sf:; Samlet

Prove Am(l;l,):]s;;:(ta)nal NE M:;:g:ltel
Var cv Var cv Var cv Var cv Var cv Var cv
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
ESR1 72 0,20 0,00 0,00 0,03 29,30 0,00 0,00 0,00 1,80 0,07 68,90 0,11 0,33
1VT PGR 72 -0,03 0,00 0,00 0,01 14,70 0,00 2,30 0,00 0,00 0,06 83,00 0,07 0,26
RNA | ErBB2 72 | 242 | 000 | 000 | 004 [279 | 002 | 1140 | 000 | 260 | 008 | 5810 | 013 [ 036
MKi67 70 -2,55 0,00 0,00 0,32 62,10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,20 37,90 0,52 0,72
ESR1 72 -1,03 0,00 1,60 0,01 9,20 0,01 5,50 0,00 0,00 0,10 83,70 0,12 0,35
2.VT PGR 72 -1,26 0,00 0,00 0,01 12,20 0,00 0,00 0,01 10,70 0,04 77,10 0,05 0,23
RNA ERBB2 72 -3,49 0,01 4,80 0,03 31,60 0,00 0,00 0,00 0,40 0,07 63,20 0,11 0,33
MKi67 72 -3,563 0,00 0,00 0,08 49,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,08 51,00 0,16 0,40
ESR1 72 3,64 0,00 0,00 0,01 8,40 0,01 16,50 0,00 0,00 0,06 75,10 0,08 0,29
VT PGR 72 3,34 0,00 3,40 0,00 0,00 0,01 9,70 0,00 5,40 0,05 81,50 0,06 0,25
RNA ERBB2 72 0,91 0,02 20,60 0,01 10,30 0,00 0,00 0,00 0,00 0,05 69,10 0,08 0,28
MKi67 72 1,14 0,00 0,00 0,02 15,40 0,02 18,00 0,00 0,00 0,07 66,60 0,10 0,31
4- ESR1 72 -0,11 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 14,40 0,00 15,90 0,02 69,70 0,03 0,17
k'ill:lFl’sEk PGR 72 -1,99 0,00 6,30 0,01 19,70 0,00 2,50 0,00 0,00 0,02 71,60 0,03 0,18
prove ERBB2 72 -2,39 0,02 31,30 0,00 2,20 0,00 0,00 0,00 3,70 0,05 62,80 0,07 0,27
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Prove

Analysekanal

Mellem sted Mellem parti Mellem dag Mellem Inden for Samlet
Middel operatar analysen

NG
(analyt) dCt cVv cv cv cv cv cv

Var (%) Var (%) Var (%) Var (%) Var (%) Var (%)

MKi67 72 -0,93 0,00 0,00 0,02 | 36,50 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,03 | 63,50 | 0,04 0,21

5-
FFPE

klinisk
prove

ESR1 72 -2,83 0,00 0,00 0,05 | 13,70 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,34 | 86,30 | 0,39 0,63

PGR 72 -5,66 | 0,00 0,00 0,02 3,60 0,03 4,40 0,00 0,00 0,56 | 92,00 | 0,60 0,78

ERBB2 72 1,93 0,00 2,90 0,00 3,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,03 | 94,20 | 0,03 0,17

MKi67 72 -1,57 0,00 1,70 0,01 17,10 | 0,01 9,00 0,00 11,10 | 0,05 | 61,10 | 0,09 0,29

a

Resultater med gyldige delta-Ct-veerdier ud af 72
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22 Teknisk assistance

For du kontakter Cepheids tekniske support, skal du indsamle felgende oplysninger:

Produktnavn

Partinummer

Instrumentets serienummer

Fejlmeddelelser (hvis nogen)

Softwareversion og, hvis det er relevant, meerkenummer til computerservice

USA

Telefon: + 1 888 838 3222
E-mail: techsupport@cepheid.com

Frankrig

Telefon: + 33 563 825 319
E-mail: support@cepheideurope.com
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Kontaktoplysninger for alle Cepheids tekniske supportkontorer fas pa vores hjemmeside: www.cepheid.com/en/support/

contact-us

23 Symboltabel

Symbol Betydning
Katalognummer
REF 9
Medicinsk udstyr til in vitro-diagnostik
IVD Y 9

CE-meerkning — europaeisk overensstemmelse

REP

Autoriseret repraesentant i Det Europeeiske Feellesskab

& |[=z|| =~

Ma ikke genanvendes

LOT

Batchkode

Se brugsanvisningen

Forsigtig

Fabrikant

Produktionsland

Indeholder tilstraekkeligt til n test

CONTROL

Kontrol

Udlgbsdato

Temperaturbegraensning

S FE <R

Biologiske risici

REP

Autoriseret repraesentant i Schweiz

e

Importer
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CH |REP

Cepheid Switzerland GmbH
Zircherstrasse 66

Postfach 124, Thalwil
CH-8800

Switzerland

®

Cepheid Switzerland GmbH
Zlrcherstrasse 66

Postfach 124, Thalwil
CH-8800

Switzerland
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24 Revisionshistorik

Afsnit Beskrivelse af @ndring
Overalt Slettede henvisninger til ONCore-software.
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