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Xpert® Breast Cancer STRAT4

Dispozitiv medical de diagnosticare in vitro

1 Denumire brevetata

Xpert® Breast Cancer STRAT4

2 Denumire comuna sau obisnuita

Xpert Breast CA STRAT4
Xpert BC STRAT4

3 Utilizare preconizata

Testul Xpert Breast Cancer STRAT4 este un test semi-cantitativ bazat pe reactia in lant a polimerazei cu valori limita
calitative pentru receptorul de estrogen (ESRI), receptorul de progesteron (PGR), receptorul factorului de crestere
epidermica umand 2 (ERBB2/HER?2), si markerul de proliferare Ki-67 (MKi67) izolat ARNm din tesut din cancer mamar
invaziv fixat in formalina si Incorporat in parafind (FFPE). ARN este extras dintr-o zona imbogétitd cu tumora dintr-o
sectiune microscopica de tesut, asa cum este identificatd de un patolog. Testul trebuie utilizat in asociere cu alte date clinice
sau de laborator pentru a clasifica tesuturile cu cancer mamar in functie de starea receptorului hormonal, starea receptorului
HER2 si starea markerului de proliferare. Testul este destinat utilizirii cu sistemul GeneXpert®, care include izolarea ARN
din tesutul FFPE, precum si amplificarea si detectarea secventelor tinta din cartus.

Testul Xpert Breast Cancer STRAT4 nu este conceput drept:

e Predictor al severitatii bolii
e Dispozitiv independent pentru testarea de diagnosticare a cancerului mamar
e Prognostic pentru recidiva bolii

Indicatii de utilizare: Testul este conceput pentru a fi utilizat la evaluarea nivelurilor ARNm de ESRI, PGR, ERBB?2 si
MKi67 in tesut de cancer mamar invaziv obtinut de la pacienti si pregatit sub forma de specimene FFPE, precum si ca ajutor
la evaluarea clinica in asociere cu alte date de laborator.

4 Rezumat si explicatii

Cancerul mamar este unul dintre cele mai frecvente tipuri de cancer la femeile din intreaga lume, cu aproximativ 1,7
milioane de cazuri noi de cancer mamar in fiecare an.! in Europa, aproximativ 494.000 de noi cazuri sunt diagnosticate in
fiecare an si 143.000 de paciente mor de pe urma acestei boli. in SUA, aproximativ 200.000 de noi cazuri de cancer mamar
invaziv au fost diagnosticate in 2015.2 Cancerul de san este cea mai frecventa cauza de mortalitate din cauza cancerului in
randul femeilor din térile in curs de dezvoltare si cea de-a doua cea mai frecventa cauza de mortalitate din cauza cancerului
(dupa cancerul pulmonar) in rAndul femeilor din tarile dezvoltate.2

La femei, cancerul mamar este cancerul cel mai frecvent diagnosticat si principala cauza de deces din cauza de cancer.!
Mortalitatea din cauza cancerului de san a scazut cu 34 de procente incepand cu anul 1990, in mare parte datorita
tratamentului Tmbundtatit si detectdrii precoce.3 Masurarea expresiei proteice ER si PR reprezintd un prognostic bun pentru
rezultatele cancerului mamar si prezic raspunsul la tamoxifen si alte terapii hormonale.*5.6.7 Expresia in exces a HER2
transmite un prognostic advers la femeile cu cancer mamar; dar, cel mai important aspect, raspunsul la trastuzumab sau alte
terapii tintite pe HER2 sunt previzute de expresia in exces a proteinei HER2 (ERBB2) sau de amplificarea genei HER2.8
Markerul de proliferare Ki-67 (MKi67) a fost studiat pe larg in studii retrospective care implicau pacienti cu cancer mamar
9 si este considerat un indicator important al necesitatii chimioterapiei.! Meta-analizele au demonstrat cd este asociat cu
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cele mai slabe rezultate privind supravietuirea la cancerul mamar incipient.!! Data fiind importanta acestor markeri in
selectarea unui regim de tratament eficient pentru un pacient cu cancer mamatr, liniile directoare pentru tratament furnizate
de Societatea Europeand de Oncologie Medicala (ESMO) recomanda ca toate carcinoamele de san primare sa fie testate
pentru ER, PR, HER2 (ERBB?2) si Ki67 la momentul diagnosticarii.l2

Imunohistochimia (IHC) este folositd frecvent pentru masurarea expresiei proteice ER, PR, HER2 si Ki67. Pentru expresia
HER?2, de reguld IHC este primul test efectuat, iar rezultatele sunt raportate pe o scard de la 0 la 3+. Daca rezultatul este
echivoc pentru expresia HER2 (2+), proba este confirmata intr-o HER2 in testul de hibridizare in situ (ISH), cum ar fi
hibridizarea in situ cu fluorescentd (FISH) sau hibridizarea cromogenica in situ (CISH) care cautd amplificarea genei
HER2.13 Pentru IHC si ISH s-a demonstrat un grad mare de variabilitate n ceea ce priveste rezultatele atunci cand s-

au comparat intre laboratoare, in mare parte din cauza diferentelor legate de anticorpii folositi pentru IHC, precum si a
subiectivitatii metodelor de interpretare.!4

Testul Xpert Breast Cancer STRAT4 este un test de diagnosticare in vitro folosit pentru a determina nivelurile de expresie
ARNm pentru ESRI, PGR, ERBB?2 si MKi67 izolate din specimene FFPE din tesut de cancer mamar invaziv.

Analiza este efectuatd Intr-un cartus autonom, urmand un pas scurt de pregatire a lizatului probei in afara analizorului, care
necesitd mai putin de 15 minute de timp de lucru cu un timp total de procesare mai scurt de 2 ore.

5 Principiul procedurii

Testul Xpert Breast Cancer STRAT4 este o analiza in timp real cu in lant cu transcriptie inversa (PCR) pentru detectarea
ARNm-urilor ESR1, PGR, ERBB2 si MKi67 izolate din tesut mamar invaziv fixat in formalina si Incorporat in parafina
(FFPE). Analiza este efectuata pe sistemele instrumentului Cepheid GeneXpert. Sistemele instrumentului GeneXpert
automatizeaza si integreaza purificarea probelor, amplificarea acidului nucleic si detectarea secventei tintd din probele
simple sau complexe utilizand RT-PCR in timp real. Sistemul consta dintr-un instrument, un scaner de coduri de bare, un
computer si software preincarcat pentru executia testelor si vizualizarea rezultatelor. Sistemele utilizeaza cartuse de unica
folosinta GeneXpert consumabile, care contin reactivi RT-PCR si gazduiesc procesele RT-PCR. Pentru o descriere completa
a sistemului, consultati manualul de utilizare a sistemului instrumentului GeneXpert.

Testul Xpert Breast Cancer STRAT4 include reactivi pentru detectarea simultand a ESR1, PGR, ERBB2, MKi67, o
proteind care interactioneaza cu gena de referintd FMR1 citoplasmatica 1 (CYFIP1), un control RT-PCR intern (CIC) si
un control de verificare a sondei (PCC). Gena de referinta verifica caracterul de adecvare al specimenului si este utilizata
pentru a normaliza nivelurile de expresie ARNm pentru ESR1, PGR, ERBB2 si MKi67. Controlul RT-PCR intern (CIC)
este utilizat pentru a verifica daca reactia RT-PCR s-a desfasurat corect. PCC verifica rehidratarea picaturii de reactiv,
umplerea eprubetei RT-PCR, integritatea sondei si stabilitatea colorantului din cartus. in total, testul utilizeaza sase canale
fluorescente diferite pentru detectarea tintei sau controlului/referintei cu proprii parametri de limitare pentru valabilitatea
tintei/controlului/referintei.

Probele de FFPE trebuie mai intéi tratate cu trusa de lizd FFPE Xpert® pregatind o sectiune de tesut groasd de 4-5 pm
(microni) in care tesutul FFPE este mai intai macro-disecat, daca este necesar, pentru imbogatirea zonei tumorei invazive,
apoi razuit si introdus intr-o eprubetd impreuna cu volumele recomandate de reactiv de lizd FFPE si K proteinaza. Solutia
este apoi incubata intr-un bloc de caldura la 80 °C timp de 30 de minute. Apoi, etanolul este combinat cu proba si volumul
recomandat de lizat al probei pregatite este adaugat apoi direct intr-un cartus de testare. Cartusul de testare este introdus intr-
un modul al unui sistem instrument GeneXpert, in care purificarea acidului nucleic, amplificarea si detectarea in timp real
sunt complet automatizate si complet integrate de catre sistem. Toti reactivii necesari pentru pregatirea directd a probei si
analiza RT-PCR sunt preincarcati in cartus. Acizii nucleici din lizat sunt capturati intr-un filtru, spalati si eluati prin sonicare.
Acidul nucleic purificat este combinat cu reactivii RT-PCR uscati, iar solutia este transferatd in eprubeta de reactie pentru
RT-PCR si detectare. Timpul pana la obtinerea rezultatului este de aproximativ 75 minute in GeneXpert.

Limitarile de detectare pe care le utilizeaza testul Xpert Breast Cancer STRAT4 in fiecare canal fluorescent au fost stabilite
pentru a creste la maximum acordul de procente pozitive, negative si generale comparativ cu rezultatele IHC sau IHC/
FISH de laborator de referinta pentru fiecare tintd. IHC pentru ER, PR, Ki67 si HER2, precum si FISH pentru HER2 au
fost prelucrate si marcate conform instructiunilor din instructiunile de utilizare. Interpretarea rezultatelor au fost comparate
conform liniilor directoare ASCO/CAP 2013 .15 Tumorile au fost clasificate drept ER sau PR IHC pozitive cind >1% din
celulele tumorii invazive au prezentat coloratie nucleara definita, indiferent de intensitatea coloratiei. Expresia HER2 a fost
evaluata folosindu-se trusa HercepTest (IHC) (Dako) si marcata drept 0, 1+, 2+ sau 3+. Tumorile marcate drept 2+ au fost
confirmate cu HER2 FISH folosind testul de sonde ADN PathVysion HER2 (Vysis-Abbott, Chicago, IL). Cazurile au fost
HER2-pozitiv daca au fost marcate drept 3+ de IHC si/sau amplificate de FISH (definit drept HER2:CEP17 (raport > 2,0),
si/sau numar de copii medii HER2 > 6,0 semnale/celuld conform liniei directoare pentru practici clinice 2013 ASCO/CAP
actualizate pentru testarea HER2 in cancerul mamar.!5 Pentru Ki67, tumorile au fost clasificate drept (puternic) pozitive
atunci cand > 20% din celulele tumorii invazive au prezentat coloratie nucleard definita, indiferent de intensitatea coloratiei.
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Nota

Nota

in cazul controlului pentru gena de referinti si controlului RT-PCR intern, limitele de detectare definesc intervalul valorilor
PCR cu prag de ciclu (Ct) minim si maxim care determind un rezultat valid, un aport de proba minim adecvat si nicio
inhibare PCR. in cazul tintelor ESR1, PGR, ERBB2 si MKi67, limitele de detectare sunt definite de valorile pragului de
ciclu delta (dCt) (Ct al genei de referintd minus Ct al genei tintd) care determina rezultatele POZITIV (POSITIVE) vs.
NEGATIV (NEGATIVE) pentru o anumita tinta dintr-un canal.

6 Reactivi si instrumente

6.1 Materiale furnizate

Trusa Xpert Breast Cancer STRAT4 contine suficienti reactivi pentru procesarea a 10 probe de control sau lizat FFPE
pregétite cu trusa Xpert FFPE Lysis Kit (numar de catalog GXFFPE-LY SIS-CE-10). Trusa Xpert Breast Cancer STRAT4
contine urmatoarele elemente:

Cartuse Xpert Breast Cancer STRAT4 cu

eprubete de reactie integrate 10

e Picaturile 1, 2 si 3 (liofilizate) 1 per cartus

e Reactiv de clatire, 1,0 ml per cartus
e Reactiv de eluare, 2,0 ml per cartus
cDh 1 per trusa

e Figier de definitie a analizei (ADF)
e Instructiuni de utilizare

Fisele cu date de securitate (FDS) sunt disponibile la www.cepheid.com sau www.cepheidinternational.com in fila
ASISTENTA (SUPPORT).

Albumina serica bovina (BSA) din picaturile din cadrul acestui produs a fost produsa si fabricata exclusiv din plasma
bovina provenita din Statele Unite. Nicio proteina de la animale rumegatoare sau proteina de la alt animal nu a fost

oferits ca hrana animalelor; animalele au trecut testarea ante- si post-mortem. In timpul procesarii, nu s-a combinat

materialul cu alte materiale de origine animala.

7 Depozitare si manipulare

Depozitati continutul trusei Xpert Breast Cancer STRAT4 1a 2 - 28 °C.
Nu deschideti capacul cartusului pana cand nu sunteti gata sa efectuati testul.
Utilizati cartusul in decurs de 30 de minute dupa deschiderea capacului.

Nu utilizati un cartus care s-a scurs.

8 Materiale necesare, dar care nu sunt furnizate

e Trusa de lizd FFPE Xpert (numar de catalog GXFFPE-LY SIS-CE-10) pentru pregétirea lizatului FFPE. Aceasta trusa
consta din reactiv pentru liza FFPE, proteinaza K (PK), eprubete de 1,5 ml si flacoane de 5 ml.
Mixer centrifugational.
Pipete si pipete de filtrare a aerosolului compatibile cu pipeta de 600 ul, 1,2 pl si 520 pl.
Computer cu software proprietar GeneXpert versiunea 4.7b sau ulterioard sau Xpertise versiunea 6.4b sau ulterioara,
scaner de coduri de bare si manual de utilizare corespunzator pentru sistemul instrumentului GeneXpert.

e Imprimantd: Dacd este necesara o imprimanta, contactati Asistenta tehnica Cepheid pentru a lua masuri pentru
achizitionarea unei imprimante recomandate.

Xpert® Breast Cancer STRAT4
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9 Avertizari si masuri de precautie

Utilizare numai pentru diagnosticare in vitro.

Toate probele biologice trebuie tratate ca si cum ar putea transmite agenti infectiosi. Toate probele umane trebuie tratate
cu masuri de precautie standard. Liniile directoare privind manipularea probelor sunt disponibile de la Organizatia
Mondiala a Sanatatii sau Centrele SUA pentru Controlul si Prevenirea Bolilor.

e Urmati procedurile de siguranta ale institutiei dumneavoastra pentru lucrul cu substante chimice si pentru manipularea
probelor biologice.

e Caracteristicile de performanta ale acestui test au fost stabilite cu tipul de specimene prezentat in Sectiunea 3.
Performanta acestei analize cu alte tipuri de specimene sau probe nu a fost evaluata.

Tesutul FFPE trebuie procesat cu trusa de lizd FFPE Xpert (numar de catalog GXFFPE-LYSIS-CE-10).
Indepartarea incompletd (rizuirea) a suprafetei tumorale de pe lama pentru pregitirea lizatului FFPE poate genera
un volum incomplet de material pentru analiza si, prin urmare, la o ratd mai mare decat cea prevazuta de rezultate
nedeterminate/nevalide la folosirea testului Xpert Breast Cancer STRAT4.

Deschideti capacul cartusului Xpert Breast Cancer STRAT4 doar atunci cand adaugati lizatul FFPE preparat.

Nu utilizati un cartus care a fost scapat dupa ce l-ati scos din ambalaj.

Nu agitati cartusul. Agitarea sau scaparea cartusului dupa deschiderea capacului cartusului poate produce rezultate
nevalide.

Nu utilizati un cartus care are o eprubeta de reactie deteriorata.

e Fiecare cartus de unica folosinta al testului Xpert Breast Cancer STRAT4 este utilizat pentru a procesa un test. Nu

reutilizati cartusele utilizate.

Nu utilizati un cartus daca acesta pare ud sau daca sigiliul capacului pare sa fi fost rupt.

Nu puneti eticheta cu ID-ul probei pe capacul cartusului sau peste eticheta cu codul de bare.

Se recomanda urmarea unor bune practici de laborator, inclusiv schimbarea manusilor intre manipularea specimenelor
pacientilor pentru a evita contaminarea specimenelor sau a reactivilor.

e Consultati personalul institutiei dumneavoastra responsabil cu eliminarea la deseuri pentru eliminarea corespunzatoare
a cartuselor utilizate si a reactivilor neutilizati. Consultati reglementarile de stat, regionale sau locale, deoarece acestea
pot diferi de reglementarile nationale privind eliminarea. Acest material poate prezenta caracteristici specifice deseurilor
periculoase care necesitd masuri de eliminare specifica. Institutiile trebuie sa consulte cerintele de eliminare a deseurilor
periculoase.

10 Pericole chimice16:17

Conform Sistemului global armonizat de clasificare si etichetare (GHS), acest material nu este considerat periculos.

11 Colectarea, transportul si depozitarea specimenelor

e Utilizati doar specimene FFPE procesate cu trusa Xpert FFPE Lysis Kit (numar de catalog GXFFPE-LYSIS-CE-10).
Respectati liniile directoare ASCO/CAP!5 pentru pregatirea tesutului FFPE.

e Lizat pentru FFPE trebuie pregatit din blocul tumoral FFPE cu cea mai mare suprafata de carcinom mamar viabil
(celularitate tumorala de minim 30%) si trebuie efectuatd macro-disectia manuald, daca este cazul, inainte de testarea
cu testul Xpert Breast Cancer STRAT4. Pentru probele de tumord mai mici de 10 mm? cu tumora mai putin de 30%,
utilizati procedura de lizat concentrat sau poate fi necesard mai mult de o sectiune de 4-5 pm pentru a se obtine rezultate
valide.
Lizatul FFPE trebuie transportat la laborator la 2 - 8 °C.
Lizatul FFPE este stabil pana la o saptamana la 2 - 8 °C sau 4 saptamani la <-20 °C inainte de testarea cu Xpert Breast
Cancer STRATA4. Pentru perioade de depozitare pe termen lung, pastrati la -80 °C. Nu se recomandd mai mult de 1 ciclu
de congelare-dezghetare. La dezghetare, lasati sa se dezghete la temperatura camerei si centrifugati lizatul timp de 15
secunde inainte de utilizare.

12 Procedura

Utilizarea cartusului Xpert Breast Cancer STRAT4 necesita pregatirea unui lizat folosind trusa de liza FFPE

Important o+ (numar de catalog GXFFPE-LYSIS-CE-10).

6 Xpert® Breast Cancer STRAT4
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Important

Important

Nota

incepeti testul in decurs de 30 de minute de la adiugarea probei pregitite la cartus.

12.1 Pregatirea lizatului FFPE

Pregatiti lizatul FFPE conform instructiunilor de utilizare din trusa lizatului FFPE.

12.2 Pregatirea cartusului

1. Scoateti cartusul din ambalajul de carton.

2. Centrifugati lizatul FFPE pregatit timp de 15 secunde inainte de utilizare.

3. Deschideti capacul cartusului.

4. Folosind o pipeta, transferati 520 pl de lizat FFPE in camera pentru probe a cartusului. (Nota: poate fi prezenta o

cantitate mica de precipitat, care nu afecteaza performanta testului).

Pastrati lizatul FFPE ramas la 2-8 °C sau <-20 °C pentru retestare.

Compartiment pentru proba
(deschidere mare)

Figura 1. Cartus Xpert Breast Cancer STRAT4 (vedere de sus)

5. Inchideti capacul cartusului. Asigurati-va de fixarea fermi a capacului in pozitie.

12.3 Inceperea testului

inainte de inceperea testului, asigurati-va c Fisierul de detectare a analizei (ADF) Xpert Breast Cancer STRAT4
este importat in software.

Aceasta sectiune listeaza pasii impliciti pentru a utiliza sistemul GeneXpert. Pentru instructiuni detaliate, consultati
Manualul de utilizare al sistemului GeneXpert Dx sau Manualul de utilizare al sistemului GeneXpert Infinity, in functie de
instrumentul care este utilizat.

Pasii de urmat pot fi diferiti in cazul in care administratorul sistemului a modificat fluxul de lucru implicit al sistemului.

1. Pomniti instrumentul GeneXpert:

» Dacd de utilizeaza instrumentul GeneXpert Dx, porniti mai intai instrumentul GeneXpert Dx si apoi porniti
computerul. Software-ul GeneXpert Dx se va lansa automat sau poate fi necesar sa faceti dublu clic pe pictograma
software-ului GeneXpert Dx de pe desktopul Windows®.

sau

* Daca se utilizeaza instrumentul GeneXpert Infinity, porniti instrumentul. Software-ul Xpertise se va lansa automat
sau poate fi necesar sa faceti dublu clic pe pictograma software-ului Xpertise de pe desktopul Windows.

2. Conectati-va la software-ul sistemului instrumentului GeneXpert utilizind numele de utilizator si parola dumneavoastra.
In fereastra sistemului GeneXpert Dx, faceti clic pe Creare test (Create Test) (GeneXpert Dx) sau faceti clic pe
Comenzi (Orders) si Comanda test (Order Test) (Infinity). Se deschide fereastra Creare test (Create Test).

Xpert® Breast Cancer STRAT4
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3. Scanati sau tastati ID-ul probei. Daca tastati ID-ul probei, asigurati-va ca ID-ul probei este tastat corect. ID-ul probei este
asociat cu rezultatele testului si este afisat in fereastra Vizualizare rezultate (View Results) si in toate rapoartele. Apare
caseta de dialog Scanare cartus (Scan Cartridge).

4. Scanati codul de bare de pe cartusul Xpert Breast Cancer STRAT4. Apare fereastra Creare test (Create Test). Utilizand
informatiile despre codul de bare, software-ul umple automat casetele pentru urmatoarele campuri: Selectare analiza
(Select Assay), ID lot reactiv (Reagent Lot ID), Nr. serie cartus (Cartridge SN).

5. Faceti clic pe incepere test (Start Test) (GeneXpert Dx) sau Trimitere (Submit) (Infinity). Introduceti parola
dumneavoastra, daca vi se solicita.
6. Pentru instrumentul GeneXpert Dx:
a) Deschideti usa modulului instrumentului cu indicatorul luminos verde care lumineaza intermitent si incarcati cartusul.
b) Inchideti usa. Testul incepe si indicatorul luminos verde inceteaza sa lumineze intermitent. Atunci cand testul este
finalizat, indicatorul luminos se stinge.
¢) Asteptati pana cand sistemul elibereaza dispozitivul de blocare a usii inainte de a deschide usa modulului. indepartati
cartusul.

d) Eliminati la deseuri cartusele utilizate in recipientele corespunzétoare pentru deseuri de specimene, in conformitate cu
practicile standard ale institutiei dumneavoastra. Consultati Sectiunea 9.

sau

Pentru sistemul GeneXpert Infinity, asezati cartusul pe banda transportoare. Cartusul va fi incarcat automat, testul va
fi executat si cartusul utilizat va fi introdus in recipientul pentru deseuri.

13 Vizualizarea si tiparirea rezultatelor

Aceasta sectiune enumera pasii de baza pentru vizualizarea si tiparirea rezultatelor. Pentru instructiuni mai detaliate privind
modul de vizualizare si de tiparire a rezultatelor, consultati Manualul de utilizare al sistemului GeneXpert Dx sau Manualul
de utilizare al sistemului GeneXpert Infinity, in functie de instrumentul care este utilizat.

1. Faceti clic pe pictograma Vizualizare rezultate pentru a vizualiza rezultatele.

2. La finalizarea testului, faceti clic pe butonul Raport (Report) de pe ecranul Vizualizare rezultate (View Results) pentru a
vizualiza si/sau pentru a genera un fisier de raport PDF.

14 Controlul calitatii

Fiecare test contine un control al genei de referinta (CYFIPI) si un control de verificare a sondei (PCC).

e Controlul CYFIPI: Aceasta gend de referinta este utilizatd pentru a normaliza nivelurile de expresie pentru ESR/,
PGR, ERBB? si MKi67. De asemenea, serveste drept control pentru stabilirea caracterului adecvat al probei (SAC),
asigurandu-se ca proba contine suficient ARN. Pentru un rezultat de test valid este necesar un semnal CYFIPI minim.
Un semnal CYFIP1 sub cantitatea minima sau un semnal negativ indica faptul cd sonda nu contine suficient ARN.

o Substituent CYFIP1: Aceasta este un control CYFIPI duplicat utilizat in algoritm atunci cand pragul de ciclu delta
(dCt) pentru PGR sau MKi67 este sub setarea de limitare a testului. Pentru aceste tinte este necesar un semnal al
substituentului CYFIP] minim pentru a se asigura un rezultat al testului valid.

e Controlul verificirii sondei (PCC): Inainte de inceperea PCR, sistemul de instrumente GeneXpert misoard semnalul de
fluorescentd de la sonde pentru a monitoriza rehidratarea picaturii, umplerea eprubetei de reactie, integritatea sondei si
stabilitatea colorantului. PCC reuseste daca indeplineste criteriile de acceptare validate.

e Controale externe (nu sunt furnizate): Controalele externe trebuie utilizate in conformitate cu cerintele organizatiilor
de acreditare locale, de stat si federale, dupa caz.

15 Interpretarea rezultatelor

Rezultatele sunt interpretate automat de sistemul de instrumente GeneXpert din semnale fluorescente masurate si algoritmi
de calcul incorporati si sunt afisate in mod clar in fereastra Vizualizare rezultate (View Results) de pe filele Rezultatele
testului (Test Results) si Rezultatul analitului (Analyte Result). Rezultatele testului (Test Results) si Rezultatul analitului
(Analyte Result) sunt afisate si in Raportul testului (Test Report). Rezultatele posibile sunt prezentate in Tabelul 1 si Tabelul
2.
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Tabelul 1. Toate rezultatele posibile pentru testul Xpert Breast Cancer STRAT4

Rezultat afisat

CYFIP1

Substituent CYFIP1

Cic

ESRNEGATVE) | REUSITA(PASS) "NEG (NEG) "NEG (NEG)
ey | ceemienss | PoRloom | Porpodm
EruBzPOSTIVE) | REUSITA(PASS) "NES (NEG) "NEG (NEG)
(K67 POSITIVE) | REUSITA (PASS) "NEG (NEG) "NEG (NEG)
(MKiGY NEGATIVE) |  REUSITA(PASS) POz "NEG (NEG)
Mor ”\(II\DAEERMWAT REUSITA (PASS) NEG PC,)\IZE((;P(O,\ISE)S)&‘“
INDETERMINATE)

TS | ceameass | ToECoe”
NEVALID (INVALID) NEREUSITA (FAIL) NEG P%ZEéP(C,’\ISE)éfu
eroare (ERROR) | FESREENTNT | FRS e | MiNoResun |
FARA REZULTAT FARA REZULTAT FARA REZULTAT FARA REZULTAT

(NO RESULT) (NO RESULT) (NO RESULT) (NO RESULT)
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Tabelul 2. Rezultatele reprezentative Xpert Breast Cancer STRAT4 si interpretare

Rezultat

Interpretare

ESR1 POZITIV
(ESR1 POSITIVE)

Consultati Figura 2.

Transcriptul ARNm ESRI este exprimat in exces si are un prag al ciclului delta
(dCt) peste setarea de limita.

CYFIP] — REUSITA (PASS); transcriptul ARNm CYFIP] a fost detectat si

are un prag de ciclu (Ct) in intervalul valabil si un punct final peste setarea
pragului.

Verificarea sondei — REUSITA (PASS); toate rezultatele verificarii sondei au
reusit.

PGR POZITIV
(PGR POSITIVE)

Consultati Figura 2.

Transcriptul ARNm PGR este exprimat in exces si are un prag al ciclului delta
(dCt) peste setarea de limita.

CYFIPI — REUSITA (PASS); transcriptul ARNm CYFIPI a fost detectat si
are un prag de ciclu (Ct) in intervalul valabil si un punct final peste setarea
pragului.

Verificarea sondei — REUSITA (PASS); toate rezultatele verificarii sondei au
reusit.

ERBB2 POZITIV
(ERBB2 POSITIVE)

Consultati Figura 2.

Transcriptul ARNm ERBB? este exprimat in exces si are un prag al ciclului
delta (dCt) peste setarea de limita.

CYFIPI —REUSITA (PASS); transcriptul ARNm CYFIPI a fost detectat si
are un prag de ciclu (Ct) in intervalul valabil si un punct final peste setarea
pragului.

Verificarea sondei — REUSITA (PASS); toate rezultatele verificarii sondei au
reusit.

MKi67POZITIV
(MKi67 POSITIVE)

Consultati Figura 2.

Transcriptul ARNm MKi67 este exprimat in exces si are un prag al ciclului
delta (dCt) peste setarea de limita.

CYFIPI —REUSITA (PASS); transcriptul ARNm CYFIPI a fost detectat si
are un prag de ciclu (Ct) in intervalul valabil si un punct final peste setarea
pragului.

Verificarea sondei — REUSITA (PASS); toate rezultatele verificarii sondei au
reusit.

ESR1 NEGATIV
(ESR NEGATIVE)

Consultati Figura 3.

Transcriptul ARNm ESR/I nu este exprimat in exces si are un prag al ciclului
delta (dCt) sub setarea de limita.

CYFIP] — REUSITA (PASS); transcriptul ARNm CYFIP] a fost detectat si
are un prag de ciclu (Ct) in intervalul valabil si un punct final peste setarea
pragului.

Verificarea sondei — REUSITA (PASS); toate rezultatele verificarii sondei au
reusit.

PGR NEGATIV
(PGR NEGATIVE)

Consultati Figura 3.

Transcriptul ARNm PGR nu este exprimat in exces si are un prag al ciclului
delta (dCt) sub setarea de limita.

CYFIPI — REUSITA (PASS); transcriptul ARNm CYFIP] a fost detectat si
are un prag de ciclu (Ct) in intervalul valabil si un punct final peste setarea
pragului.

Substituent CYFIPI — POZ (POS); CYFIP] are un prag de ciclu (Ct) in
intervalul valabil si un punct final peste setarea pragului.

Verificarea sondei — REUSITA (PASS); toate rezultatele verificarii sondei au
reusit.
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Rezultat

Interpretare

ERBB2 NEGATIV
(ERBB2 NEGATIVE)

Consultati Figura 3.

Transcriptul ARNm ERBB2 nu este exprimat in exces si are un prag al ciclului
delta (dCt) sub setarea de limita.

CYFIPI —REUSITA (PASS); transcriptul ARNm CYFIPI a fost detectat si
are un prag de ciclu (Ct) in intervalul valabil si un punct final peste setarea
pragului.

Verificarea sondei — REUSITA (PASS); toate rezultatele verificarii sondei au
reusit.

MKi67 NEGATIV
(MKi67 NEGATIVE)

Consultati Figura 3.

Transcriptul ARNm MKi67 nu este exprimat in exces si are un prag al ciclului
delta (dCt) sub setarea de limita.

CYFIPI — REUSITA (PASS); transcriptul ARNm CYFIPI a fost detectat si
are un prag de ciclu (Ct) in intervalul valabil si un punct final peste setarea
pragului.

Substituent CYFIPI — POZ (POS); CYFIPI are un prag de ciclu (Ct) in
intervalul valabil si un punct final peste setarea pragului.

Verificarea sondei — REUSITA (PASS); toate rezultatele verificarii sondei au
reusit.

PGR indeterminat
(PGR Indeterminate)

Consultati Figura 4.

Nivelul expresiei ARNm PGR nu poate fi determinat din cauza faptului ca
proba nu contine suficient material. Repetati testul utiliznd un lizat mai
concentrat.

CYFIPI —REUSITA (PASS); transcriptul ARNm CYFIP! a fost detectat si
are un prag de ciclu (Ct) in intervalul valabil si un punct final peste setarea
pragului.

Substituent CYFIPI — NEG; pragul de ciclu (Ct) CYFIPI nu s-a incadrat in
intervalul valabil sau punctul final a fost sub setarea pragului necesar pentru
determinarea starii PGR.

Verificarea sondei — REUSITA (PASS); toate rezultatele verificirii sondei au
reusit.

MKi67 indeterminat
(MKi67 Indeterminate)

Consultati Figura 4.

Nivelul expresiei ARNm MKi67 nu poate fi determinat din cauza faptului
cd proba nu contine suficient material. Repetati testul utilizand un lizat mai
concentrat.

CYFIPI — REUSITA (PASS); transcriptul ARNm CYFIP1 a fost detectat si
are un prag de ciclu (Ct) in intervalul valabil si un punct final peste setarea
pragului.

Substituent CYFIP1 — NEG; pragul de ciclu (Ct) CYFIPI nu s-a incadrat in
intervalul valabil sau punctul final a fost sub setarea pragului necesar pentru
determinarea starii MKi67.

Verificarea sondei — REUSITA (PASS); toate rezultatele verificarii sondei au
reusit.

REPETARE TEST
(REPEAT TEST)

Consultati Figura 5.

Nivelurile expresiei ARNm ESRI/PGR/ERBB2/MKi67 nu pot fi determinate.
Repetati testul folosind un alicot al lizatului probei FFPE pastrate.

CYFIPI —REUSITA (PASS); transcriptul ARNm CYFIP! a fost detectat si
are un prag de ciclu (Ct) in intervalul valabil si un punct final peste setarea
pragului.

Substituent CYFIPI — POZ/NEG (POS/NEQG); transcriptul ARNm CYFIP1

a fost detectat. Transcriptul poate sau nu sa fi avut un prag de ciclu (Ct) in
intervalul valabil si un punct final peste setarea pragului.

CIC — NEG; controlul intern are un prag de ciclu (Ct) in afara intervalului
valabil.

Verificarea sondei — REUSITA (PASS); toate rezultatele verificarii sondei au
reusit.

Xpert® Breast Cancer STRAT4
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Rezultat Interpretare

e NEVALID (INVALID) — nivelurile expresiei ESRI/PGR/ERBB2/MKi67 nu
pot fi determinate din cauza faptului cé proba nu contine suficient material.
Repetati testul utilizdnd un lizat mai concentrat.

e CYFIPI - NEREUSITA (FAIL); pragul de ciclu (Ct) CYFIPI nu s-a incadrat in

NEVALID (INVALID) intervalul valabil sau punctul final a fost sub setarea pragului.

e Substituent CYFIPI — NEG; pragul de ciclu (Ct) CYFIPI nu s-a incadrat in
intervalul valabil sau punctul final a fost sub setarea pragului.

e Verificarea sondei — REUSITA (PASS); toate rezultatele verificarii sondei au
reusit.

e Nivelurile expresiei ARNm ESRI/PGR/ERBB2/MKi67 nu pot fi determinate.
Repetati testul folosind un alicot al lizatului probei FFPE pastrate.
ESR1/PGR/ERBB2/MKi67 — FARA REZULTAT (NO RESULT)

Substituent CYFIP1/CYFIPI — FARA REZULTAT (NO RESULT)

EROARE (ERROR) e Verificarea sondei — REUSITA (PASS)*/NEREUSITA (FAIL); toate sau unul
dintre rezultatele verificarii sondei au/a esuat.

* Daca verificarea sondei a reusit, eroarea a fost cauzata de limita
maxima de presiune care depaseste intervalul acceptabil, o eroare la
potrivirea curbei sau de defectiunea unei componente a sistemului.

e Nivelurile expresieit ARNm ESRI/PGR/ERBB2/MKi67 nu pot fi determinate.
Au fost colectate date insuficiente pentru a genera un rezultat al testului. De
exemplu, acest lucru se poate intdmpla daca operatorul a oprit un test care era
in desfasurare. Repetati testul folosind lizatul probei FFPE pastrate.

ESR1/PGR/ERBB2/MKi67 — FARA REZULTAT (NO RESULT)
Substituent CYFIP1/CYFIPI — FARA REZULTAT (NO RESULT)
Verificarea sondei — NA (nu este cazul) (NA (not applicable))

FARA REZULTAT
(NO RESULT)

}| TestResult | AnalyteResult | Detail | Errors | History | Messages | Support |
| Assay Name Xpert Breast Cancer STRAT4 Version 1

| TestResult |gsrq pOSITIVE;
] PGR POSITIVE;
ERBB2 POSITIVE;
MKi67 POSITIVE

||For In Vitro Diagnostic Use

Legend

1200 Vi [/| CYFIP1; Primary A
v /] ESR1; Primary
1000 Vi /| PGR; Primary
v | /| ERBB2; Primary
2 800 [vi || MKi67; Primary
3 o i|/| cic; Primary
@ 600 Vi [/| CYFIP1 alternate; Primary
& 400 ol
Figura 2. Fereastra rezultatelor pentru vizualizarea
GeneXpert Dx: ESR1/PGR/ERBB2/MKi67 POZITIV (POSITIVE)
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> a

Assay Name
| TestResult

Test Result

Xpert Breast Cancer STRAT4 Version 1

ESR1 NEGATIVE;
PGR NEGATIVE;
ERBB2 NEGATIVE;
MKi67 NEGATIVE

[Forin Vitro

Diagnostic Use

Legend
500 Vi [/] CYFIP1; Primary 4]
[vI | /| ESR1; Primary
Vi [/| ERBB2; Primary
2 [vI || MKi67; Primary
§ 300 v | /] cic; Primary
o [V /| CYFIP1 alternate; Primary
S 200
w
100
0 —_
10 20 30 40
Cycles
Figura 3. Fereastra rezultatelor pentru vizualizarea GeneXpert
Dx: ESR1/PGR/ERBB2/MKi67 NEGATIV (NEGATIVE)
(| TestResut | Analyte Result | Detil | Errors | 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
3
“ 100
0
10 20
Cycles

Figura 4. Fereastra rezultatelor pentru vizualizarea GeneXpert
Dx: PGR/MKi67 INDETERMINAT (INDETERMINATE)

Xpert® Breast Cancer STRAT4
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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
S 200 /
2 ;
/

<

Figura 5. Fereastra rezultatelor pentru vizualizarea GeneXpert Dx: REPETARE TEST (REPEAT TEST)

16 Motive pentru repetarea testului

Repetati testul folosind un cartus nou (nu reutilizati cartusul).

Un rezultat REPETARE TEST (REPEAT TEST) indica faptul ca acest control intern a esuat. Proba nu a fost procesata
corespunzitor. in acest caz, repetati restul folosind un nou alicot de 520 ul din acelasi lizat FFPE.

Un rezultat NEVALID (INVALID) indica faptul ca controlul de referinta a esuat. Proba nu a fost procesata
corespunzitor, PCR a fost inhibat sau calitatea ARN din tumora evaluati a fost inadecvata. in acest caz, repetati testul cu
un lizat FFPE mai concentrat, conform instructiunilor din instructiunile de utilizare ale trusei pentru liza FFPE.

Un rezultat EROARE (ERROR) indica faptul ca controlul de verificare a sondei a esuat, iar testul a fost anulat, posibil
din cauza unei eprubete de reactie umpluta incorect, s-a detectat o problema de integritate a sondei cu reactiv, deoarece s-
a depasit limita maxima de presiune sau s-a detectat o eroare de pozitionare a valvei. In acest caz, repetati restul folosind
un nou alicot de 520 pl din acelasi lizat FFPE.

Un mesaj FARA REZULTAT (NO RESULT) indici faptul ci au fost colectate date insuficiente. De exemplu,
operatorul a oprit un test care era in desfasurare sau a apirut o pani de curent. in acest caz, repetati restul folosind un
nou alicot de 520 pl din acelasi lizat FFPE.

in cazul in care un control extern al calititii nu reuseste conform asteptirilor, repetati testul de control extern si/sau
contactati Cepheid pentru asistenta.

17 Limitari

Modificarile aduse acestor proceduri pot altera performanta testului. Rezultatele testului Xpert Breast Cancer STRAT4
trebuie interpretate impreuna cu alte date de laborator si clinice disponibile clinicianului

Performanta Xpert Breast Cancer STRAT4 a fost validata folosind procedurile furnizate in aceste instructiuni de utilizare
si utilizand specimene FFPE care aveau intre cinci si zece ani.

Performanta Xpert Breast Cancer STRAT4 a fost validata utilizand numai procedurile furnizate in aceste instructiuni de
utilizare.
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e Rezultatele eronate ale testului pot aparea in urma recoltarii, manipuldrii sau stocarii sau amestecarii incorecte a probei.
Este necesard respectarea cu atentie a instructiunilor din aceste instructiuni de utilizare pentru a evita rezultatele eronate.
Caracteristicile de performanta nu au fost stabilite la pacientii cu varsta sub 25 de ani.

Mutatiile sau polimorfismele in regiunile de legare ale amorsei sau probei pot duce la rezultate eronate dar credibile
pentru ESRI, PGR, ERBB?2 si MKi67.

18 Caracteristici de performanta

18.1 Performanta clinica

Caracteristicile de performanta ale testului Xpert Breast Cancer STRAT4 au fost evaluate comparativ cu rezultatele [HC
pentru ER, PR, HER?2 si Ki67 si cu hibridizarea in situ cu fluorescentd (FISH) pentru amplificarea genei HER2 in centrele
din SUA si UE. Initial au fost inrolate in acest studiu 211 specimene FFPE ramase anonimizate de tumori de cancer mamar
invaziv primare din SUA si UE, 10 specimene au fost excluse deoarece tumora nu a fost suficienta pentru testare si un
specimen a fost exclus din cauza consimtdmantului retras. Astfel, au fost disponibile 200 de specimene pentru includerea in
analiza datelor. Pentru fiecare specimen FFPE au fost pregatite mai multe lamele pentru testarea cu Xpert; pentru testarea
IHC a ER, PR, HER?2 si Ki67; si pentru testarea FISH a amplificarii genei HER2.

Per total, Xpert Breast Cancer STRAT4 a generat rezultate valide la prima incercare de testare pentru 99,5% (199/200)
din specimenele din studiu. O proba initiala care genereaza un rezultat nedeterminat (EROARE (ERROR), NEVALID
(INVALID) sau FARA REZULTAT (NO RESULT)) a oferit un rezultat al testului dupi o singuri testare. Rata de succes
globala a testului a fost de 100,0% (200/200).

Din cele 200 de specimene cu rezultate valide la testul Xpert, ESR1 si ERBB2 au generat un rezultat pozitiv sau negativ
valid 100% din cazuri (200/200). Pentru PGR si MKi67, Xpert a generat un rezultat pozitiv sau negativ valid la test in 98,5%
(197/200) si respectiv 97,0% (194/200) din cazuri. Cele 7 specimene cu rezultate Xpert nedeterminate pentru PGR si/sau
MKi67 au fost retestate folosind metoda cu lizat FFPE concentrat. Atat rezultatele initiale (prima incercare) cat si cele de la
retestare sunt prezentate in Tabelul 3.

Pentru intregul set de date, inclusiv rezultatele retestarii, Xpert Breast Cancer STRAT4 a demonstrat un acord procentual
pozitiv (PPA) de 97,2%, un acord procentual negativ (NPA) de 95,0% si un acord procentual global (OPA) de 97,0% pentru
ESR1 comparativ cu IHC;!8PPA de 88,4%, NPA de 90,7% si OPA de 88,9% pentru PGR comparativ cu IHC;!8 PPA de
100,0%, NPA de 92,4% si OPA de 93,3% pentru ERBB2 comparativ cu IHC;!° si PPA de 100%, NPA de 92,0% si OPA de
93,3% pentru ERBB2 comparativ cu HER2 FISH.!? Pentru MKi67 un PPA de 88,8%, NPA de 100% si OPA de 90,7% cu
pragul IHC setat 1a>20% pentru pozitiv si <10% pentru negativ. Specimenele intermediare IHC MKi67 (prag 10%-20%,
inclusiv) au fost excluse din analiza. PPA, NPA si OPA generale pentru fiecare tintd sunt prezentate in Tabelul 3.

Tabelul 3. Performanta clinica

Comparatie | set de date? Total (n)b PPA 1195% NPA 1195% OPA 1195%
CSRUER Initial 199 ( 1%1’/21?’9) 93,6988 | 100% (20/20) |  83,9-100 ( 1%1’/‘??9) 94,3-98,9
Xpertvs. IHC | Rotestarea 199 ( 1971’/21?’9) 93,6-988 | 95.0% (19/20) | 76,4-99,1 ( 1%73’%9) 93,6% (44/47)
BGRIPR Initial 196 (1%%%4) 83,0930 | 929% (39/42) | 81,0975 ( 18796%’6) 84,8933

Xpertvs. IHC | Rotestarea 198 ( 1%%/";?5) 82,4925 | 90,7% (39/43) | 784-96,3 ( 1%/3?8) 83,8925
EREBIHERD Initial 180 100% (22/22) | 85,1-100 ( 13%’/43?8) 87,2-95,6 ( 1%35/3;:/;’0) 88.7-96.1
Xpertvs. IHC |  Rotestarea 180 100% (22/22) |  85,1-100 ( 13%’/";?8) 87,2956 ( 1%%/3;‘1/3"0) 88.7-96.1
CREBIHERD Initial 178 100% (28/28) |  87,9-100 ( 1%%%’0) 86,5-95,4 ( 1%%%’8) 88,6-96.1
Xpertvs. FISH | Rotestarea 178 100% @8/28) | &7o00 | BT | eesesd | | 886
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Comparatie | Set de date? Total (n)b PPA 1195% NPA 1195% OPA 1195%
iy 91,2% 92,4%
o, _ ’ - ’ .
ERBB2/HER2 Initial 197 100% (27/27) 87,5-100 (155/170) 86,0-94,6 (182/197) 87,8-95,3
gt Retestarea 197 100% (27/27) 87,5-100 91,2% 86,0-94,6 92.4% 87,8-95,3
IHC +FISH ° ' (155/170) 094, (182/197) 899,
iy 88,7% ) 90,5%
VKiG7Ki6T Initial 148 (110/124) 81,9-93,2 100% (24/24) 86,2-100 (134/148) 84,7-94,3
Xpert vs. IHC 88,8% ) o ) 90,7% g
Retestarea 151 (11/125) 82,1-93,2 100% (26/26) 87,1-100 (137/154) 85,0-94,4

a |Initial = 1x lizat conform instructiunilor din instructiunile de utilizare; Retestare = rezultatul retestarii pe un lizat concentrat 4x in

cazurile unde specimenul initial (1x lizat) a generat un rezultat nedeterminat pentru PGR si/sau MKi67.

b Specimenele cu rezultate Xpert nedeterminate sau indeterminate, specimenele cu rezultate IHC echivoce sau intermediare,

specimenele cu IHC nereusit si FISH nereusit sunt excluse.

= [

19 Performanta analitica

19.1 Sensibilitate analitica/aport minim pentru test

Aportul minim pentru test a fost determinat prin evaluarea CYFIP1 Ct maxim (gena de referintd) care determina cu precizie
aportul de proba necesar pentru o performanta corectd a testului. Acest aport de proba asigura faptul ca se obtin rezultate
valide la majoritatea probelor FFPE testate. Probele cu o valoare CYFIP1 Ct mai mare decat cea permisd vor genera un
rezultat NEVALID (INVALID).

Sensibilitatea analiticd/aportul minim pentru test pentru testul Xpert Breast Cancer STRAT4, definita ca CYFIP1 Ct maxim
care determind > 95% din rezultatele valide, a fost stabilita utilizand dilutii de lizat de proba clinicd FFPE pentru a provoca
CYFIP1 Ct. Pentru a evalua sensibilitatea CYFIP1 Ct, un lizat de proba clinica FFPE a fost diluat si testat in serie, cu N=20
replicate per nivel de dilutie in 3 zile, pand cand < 95% din rezultatele testelor au fost valide. Nivelurile de dilutie au inclus
o proba la aportul minim preconizat pentru test, doud niveluri sub acesta si doua niveluri peste. Testarea a fost efectuata pe
doua loturi de cartuse Xpert Breast Cancer STRATA4.

fnainte de inceperea studiului, limita testirii martor a fost efectuatd cu N=60 replicate folosind dous loturi independente

de cartuse Xpert Breast Cancer STRAT4. Limita probei martor a constat dintr-o sectiune cu parafina martor (fara proba de
tesut) si toate rezultatele testelor au afisat rezultatele preconizate NEVALID (). Dilutiile seriale ale aportului de proba
clinicd de tesut FFPE la 1/1000 au generat CYFIP1 Ct-uri 20/20 valide cu Ct mediu = 33,4 si SD 0,6 din lotul 1 al testului
Xpert Breast Cancer STRAT4 si Ct mediu = 33,6 si SD 0,5 din lotul 2. Dilutiile urmatoare cu valorile Ct CYFIP1 ulterioare
nu au indeplinit rezultatele > 95% valide necesare pentru studiu. Tabelul 4 prezintd pe scurt numarul de efectuari de teste
valide pentru fiecare nivel de aport de proba diluata serial drept dilutie relativa sau ca Ct CYFIP1 mediu. Sensibilitatea
analitica, folosind doua loturi de cartuse de testare Xpert Breast Cancer STRAT4, a demonstrat cerintele privind aportul
minim pentru test al Ct CYFIP1 = 33,4. Aceasta valoare, combinati cu variabilitatea testului, ar permite ca limita superioara
Ct CYFIP1 = 35 sa fie setatad pentru testul Xpert Breast Cancer STRAT4.

Tabelul 4. Aport minim pentru testare in Xpert Breast Cancer STRAT4

Aport de proba . N rulari valide
Lot de truse (dilutie relativa) Ct CYFIP1 mediu SD (Ct < 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 (Lot 1)
1/2000 34,2 0,5 9/20
1/4000 34,5 0,5 2/20
NTC Nu este cazul Nu este cazul 0/20
1/20 27,8 0,3 20/20
00903 (Lot 2)
1/100 30,0 0,3 20/20

16

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



Xpert® Breast Cancer STRAT4

Lot de truse aﬁzgedfer;:?\?; Ct CYFIP1 mediu SD N r(u(ljrsl \égl)ide
1/1000 33,6 0,5 20/20
1/2000 34,2 0,4 9/20
1/4000 34,6 0,0 1/20
NTC Nu este cazul Nu este cazul 0/20

19.2 Testarea interferentelor

Tesut normal/netumoral adiacent

Tesuturile normale adiacente (netumorale) (NAT) sunt prezente de regulé in specimenele de tesut de cancer mamar drept
contaminati care pot interfera cu detectarea tintei specifice. Este posibil ca pentru testul Xpert Breast Cancer STRAT4

sa fie necesara o verificare patologica a sectiunii FFPE a tumorii mamare macrodisecata pentru a reduce la minimum
efectele contaminantilor netumorali in cazurile aplicabile stabilite de un patolog. Pentru a evalua efectul tesuturilor normale/
netumorale adiacente, cincisprezece (15) blocuri de tesut FFPE cu carcinom mamar invaziv, care contin 21-98% NAT
inconjurator au fost testate cu testul Xpert Breast Cancer STRAT4 cu si fara macrodisectie. Testarea Xpert Breast Cancer
STRAT4 a fost efectuatd cu N=4 replicate din acelasi lizat pentru fiecare conditie. dCt-urile ESR1, PGR, ERBB2 si MKi67
pentru fiecare proba de tesut cu macrodisectie (graficul cu bare albastre) sau fard macrodisectie (graficul cu bare negre) au
fost mai intai evaluate cu One-Way ANOVA pentru a se determina interferenta statisticd a NAT. Interferentele semnificative
clinic ale NAT au fost considerate prezente cand ddCt (Ct delta-delta) dintre probele macro si non-macrodisecate a fost >1,0
si a existat o modificare la rezultatul testarii. Rezultatele studiului sunt rezumate in Figura 6.

dCt-urile ESR1, PGR, ERBB2 si MKi67 pentru toate cele 15 probe au fost grupate in functie de % NAT (<30%, 31-60% sau
>61%). Graficele cu bara verticala albastra si neagra cu SD reprezinta dCt-urile tintd medii din N=4 replicate ale sectiunilor
FFPE macro si non-macrodisecate ale unui bloc de cancer mamar invaziv FFPE. Toate cele 15 blocuri FFPE (N=1 sub 30%
NAT, N=8 cu 31-60% NAT si N=6 peste 60% NAT) au prezentat fie nicio importanta statistica a interferentelor tesutului
adiacent normal/netumoral pe baza analizelor One-Way ANOVA cu valoare p >0,05; fie nicio importanta clinica (marcata cu
#) daca variatia valorilor delta Ct de la fiecare tinta dintre probele macrodisecate si non-macrodisecate a fost <1,0 sau cand
rezultatele testului tinta (pozitive, negative) au ramas neafectate.
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ERBB2 dCt PGR dCt ESR dCt

MKi67 dCt

Figura 6. Interferenta tesutului adiacent normal/netumoral
cu dCt-urile Xpert Breast Cancer STRAT4 Target dCts
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Tesut DCIS, necrotic, hemoragic

Pentru a se evalua efectul carcinomului ductal in situ (DCIS), tesuturi necrotice si hemoragice, un numar total de 9 probe
de tumord mamara FFPE (3 blocuri de tumora mamara FFPE care contin 3-61% DCIS, 3 blocuri FFPE care contin 10-65%
tesut necrotic si 3 blocuri FFPE care contin 15-41% tesut hemoragic) au fost testate cu testul Xpert Breast Cancer STRAT4
cu si fara macrodisectie. Testul Xpert Breast Cancer STRAT4 a fost efectuat cu N=4 determinari duplicat din acelasi lizat
pentru fiecare conditie. S-a constatat ca toate conditiile de testare au avut fie niciun impact statistic fie niciun impact
semnificativ clinic din partea diferitelor contaminari cu tesuturi DCIS, necrotic si hemoragic, folosind testul Xpert Breast
Cancer STRAT4 (nu se prezinta datele grafice).

ADN genomic uman (hgDNA)

Testul Xpert Breast Cancer STRAT4 utilizeaza amorse extrem de specifice si sonde pentru a hibridiza eficient cu modelele
ARNm ESR1, PGR, ERBB?2 si MKi67 tinta dintr-o gama de acizi nucleici genomici (ADN genomic uman = hgDNA).
Pentru a evalua efectul hgDNA asupra testului Xpert Breast Cancer STRAT4, au fost macrodisecate 10 blocuri de tumori
mamare FFPE cu diferit continut de celule carcinoase ductale invazive si au fost testate cu si fira addugarea de 25 ng de
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hgDNA la lizatul de proba FFPE folosind testul Xpert Breast Cancer STRAT4 la N=4 replicate din acelasi lizat pentru
fiecare conditie. S-a constatat ca toate conditiile de testare au avut fie niciun impact statistic fie niciun impact semnificativ
clinic din partea interferentei hgDNA (nu se prezinta datele grafice).

19.3 Transferare contaminare

Un studiu a fost efectuat pentru a demonstra ca cartusele GeneXpert de unica folosinta autonome reduc la minimum

contaminarea prin transfer de la probele puternic pozitive la probele negative urmatoare, rulate in acelasi modul GeneXpert.
Studiul a constat dintr-o proba negativa, procesata in acelasi modul GeneXpert, urmand imediat dupa o proba ESR1/PGR/
ERBB2/MKIi67 puternic pozitiva. Proba negativa a constat din ARN cu transcriere in vitro (IVT) care contine transcript
CYFIP1 in 5 x 104 copii pentru a se asigura prezenta unei gene de referinta tintd. Proba puternic pozitiva a constat din

ARN IVT care contine transcript CYFIP1 in 5 x 105 copii si ARN IVT care contine transcripturi ESR1, PGR, ERBB2 si
MKi67 in 5 x 10° copii, pregitite ca lizat FFPE. Schema de testare a fost repetatd de 41 de ori folosind un modul GeneXpert
individual, pentru un numar total de 20 de probe puternic pozitive si 21 negative. Toate cele 20 de probe puternic pozitive au
fost raportate corect drept ESR1/PGR/ERBB2/MKi67 POZITIVE si toate cele 21 de probe negative au fost raportate corect

drept ESR1/PGR/ERBB2/MKi67 NEGATIVE.

19.4 Reproductibilitatea si precizia testului

Reproductibilitatea Xpert Breast Cancer STRAT4 a fost evaluata folosindu-se un panou de cinci probe de specimen lizate.

Trei panouri au fost pregitite adaugandu-se ARN de transcriere in vitro (IVT) in solutie tampon lizata FFPE imbogatita in
~2dCt-uri din limitele dCt pentru ESR1 (ARN IVT 1), PGR (ARN IVT 2) si ERBB2 (ARN IVT 3), avand valori Ct CYFIP1
~2-3 Ct-uri de la nivelul aportului minim pentru test.

Doua panouri (Proba clinica FFPE 4 si Proba clinicd FFPE 5) au fost create din probe clinice FFPE combinate in solutie
tampon FFPE lizata pentru a genera valorile Ct CYFIP1 apropiate de aportul minim pentru test si a avea valorile limita dCt

pentru toate tintele din intervalul raportabil si, daca este posibil, aproape de limitele dCt ale testului.

Doi operatori din fiecare cele trei centre de studiu au testat doua panouri a céte cinci probe pe zi, timp de sase zile de testare
(cinci probe x sase zile x doi operatori x doud replicate x trei centre). In total au fost testate 72 de replicate pentru fiecare
proba. S-au folosit trei loturi de cartuse Xpert Breast Cancer STRAT4 la fiecare din cele trei centre de testare. Testul Xpert
Breast Cancer STRAT4 a fost efectuat in conformitate cu procedura prezentata in instructiunile de utilizare.

Reproductibilitatea Xpert Breast Cancer STRAT4 a fost evaluata in ceea ce priveste dCt pentru fiecare dintre cele patru
tinte pentru fiecare panou. Media, abaterea standard (SD) si coeficientul de variatie (CV) intre centre, intre loturi, intre zile,
intre.operatori si in cadrul aceleiasi analize pentru fiecare membru al grupului sunt prezentate in Tabelul 5.

Tabelul 5. Rezumatul datelor de reproductibilitate

in cadrul
Canal dct intre centre intre loturi intre zile intre operatori aceleiasi Total
Proba |analiza| N2 : analize
. mediu
(analit)
var [cv(w)| var |cvw)| var [cvw)| var |cvie)| var [cvw) | var |cvis
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
1-ARN 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
T ERBB2 72 -2,42 0,00 0,00 0,04 27,90 0,02 11,40 0,00 2,60 0,08 58,10 0,13 0,36
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.ARN 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
vt 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
3-ARN 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
vt 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
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in cadrul

Canal intre centre intre loturi intre zile intre operatori aceleiasi Total
Proba |analiza| N2 dCt. analize

(analit) mediu

Var [cv(%)| Vvar |cv(%)| var |[cv(%)| Var |cv(%)| var |cv(%)| var |cv (%)

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
P:o-bé 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
°'!i;"i,°Eé ERBB2| 72 | 239 | 002 | 31,30 | 000 | 220 | 000 | 000 | 000 | 370 | 005 [ 6280 | 007 | 027

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

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
Prso-bé 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
c'!i:li:;'zé 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 Rezultate cu valori Ct delta valide din 72
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21 Locatiile sediului central al Cepheid

Sediul central

Cepheid
904 Caribbean Drive
Sunnyvale, CA 94089

USA

Telefon: + 1 408 541 4191
Fax: + 1408 541 4192
www.cepheid.com

Sediul din Europa

Cepheid Europe SAS
Vira Solelh

81470 Maurens-Scopont
France

Telefon: + 33 563 825 300
Fax: + 33 563 825 301
www.cepheidinternational.com

22 Asistenta tehnica

Inainte de a contacta Asistenta tehnicd Cepheid, colectati urmétoarele informatii:

Denumire produs

Numar lot

Numar de serie al instrumentului
Mesaj de eroare (daca exista)

Versiunea software si, daca este cazul, numarul etichetei serviciului computerizat

Statele Unite

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

Telefon: + 33 563 825 319

E-mail: support@cepheideurope.com

Informatiile de contact pentru toate birourile de Asistenta tehnica Cepheid sunt disponibile pe site-ul nostru web:

www.cepheid.com/en/support/contact-us

23 Tabel de simboluri

Simbol Semnificatie
Numar de catalo
REF ’
Dispozitiv medical de diagnosticare in vitro
IVD

Marcaj CE — Conformitate Europeana

REP

Reprezentant autorizat in Comunitatea Europeana

& |[=z|| =~

A nu se reutiliza

LOT

Cod lot

Consultati instructiunile de utilizare

Atentie

Producator

Tara de fabricatie

Contine material suficient pentru n teste

CONTROL

Control

Data de expirare

Limitarea temperaturii

S FE <R

Riscuri biologice

REP

Reprezentant autorizat in Elvetia

e

Importator
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Cepheid

904 Caribbean Drive
Sunnyvale, CA 94089
USA

EC |REP

Cepheid Europe SAS
Vira Solelh

81470 Maurens-Scopont
France

CH |REP

Cepheid Switzerland GmbH
Zircherstrasse 66

Postfach 124, Thalwil
CH-8800

Switzerland

®

Cepheid Switzerland GmbH
Zlrcherstrasse 66

Postfach 124, Thalwil
CH-8800

Switzerland

wvb|C €

24 |Istoricul revizuirilor

Sectiunea

Descrierea modificarii

Pe tot parcursul documentului

Au fost sterse referintele la software-ul ONCore.
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