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Omfang Denne prosedyren gjelder for bioingenigrer som har fatt oppleering i Idylla.
Bakgrunn Hensikten med denne prosedyren er 3 beskrive:

e Hvordan Ildylla settes i gang for en molekylzer testing.

e Hvordan prgvemateriale klargjgres og kjgres pa Idylla.

e Hvordan resultater handteres.

Akkreditert? Nei

Prinsipp e Idylla er et fullautomatisert system som dekker hele prosessen fra prgve
til resultat, inkludert fullstendig integrert klargjgring av prgven,
frigjgring av nukleinsyre, PCR-amplifikasjon og resultatbearbeidelse.

e Formalin fiksert parafininnstgpt vev (FFPE) brukes for molekyleaer testing
av KRAS, NRAS, BRAF, EGFR, MSI og Genefusion (ALK, ROS1, RET og
METex14 skipping) .

Ytelse e Pavist/ ikke pavist.

e Den analytiske sensitiviteten (deteksjonsgrensen, limit of detection eller
LOD) vurderes for negative resultater. Se punkt «Evaluering av
resultat/Vurdering av kontroller».

Sikkerhet For @ unngad kontaminering fra andre prgver eller fra omgivelsene, er det veldig

viktig:

e A bruke hansker i hele prosessen

e A bytte hansker ofte

e Arengjgre arbeidsoverflate med absolutt alkohol fgr og etter utfgrelse
av analyse

e A vaske pinsetter som brukes for klargjgring av prgvemateriale med
AlphaSat pre-wetted polyster wipers (som er 70% IPA/ 30% deionized

water)
Prgvemateriale Ufargede snitt fra histologisk FFPE med en tykkelse pa 10um.
Undersgkelse Molekylzaer testing fordeles i 4 hovedgrupper:

e Kolonpakke (KRAS, NRAS- BRAF): For pasienter med kolorektal kreft
e MSI: Alle type kreft

e NRAS-BRAF: For pasienter med malignt melanom (MM)

e EGFR og Genefusion: For pasienter med lkke-smacellet lungekreft

(NSCLC)
e KRAS og MSI: For pasienter med pankreas kreft
Forsendelse Skjaering og behandling av snitt til molekylsere undersgkelser.

Molekylserpatologi. Histologisk enhet. Avd. for patologi
SSK.https://kvalitet.sshf.no/docs/pub/DOK47715.pdf

Oppbevaring og Ikke relevant.
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Utstyr, kalibrering

Abs. alk., cellestoff, AlphaSat pre-wetted polyster wipers, objektglass, pinsett,
pipette, nukleasefritt vann, sirkellapper eller filterpapir fra GE Healthcare Life

Science, VWR knivblad, Idylla linjal, og Idylla kassetter (KRAS, NRAS-BRAF, MSI,
EGFR og Genefusion)

og andere feilkilder

Interferens/kryssreaksjoner e Feil prgvetaking eller utilstrekkelig handtering av prgven kan fgre til

degradert DNA, noe som potensielt pavirker testresultatet (for
eksempel ved overfiksering av prgvemateriale i formalin eller ved bruk
av ubufret formalin).

e Forurensing under snitting og klargjgring av prgvemateriale kan pavirke
resultatene.

e Prgver som ikke oppfyller kriteriene angitt under "Utfgrelse" eller
"Analysering med Idylla" kan ikke garanteres a gi palitelige eller gyldige
resultater.

e Forekomst av hemmede stoffer i prgven, utilstrekkelig amplifisertbart
DNA, nekrotisk vev og stroma kan pavirke resultatene.

e Feil innsetting av prgven i en kassett vil pavirke prgveresultatene.

e Eventuelle feil med kassetter, som skader eller utlgpsdato, kan fgre til
falske resultater.

e Nar det gjelder heterogenitet av mutasjoner, vil kun den dominerende
mutasjonen rapporteres. Heterogenitet av interlesjoner ma vurderes
under kliniske beslutninger.

Reagenser, sla sammen

Ikke relevant.

Tillaging av reagenser

Ikke relevant.

Kontrollmateriale

Ikke relevant.

Utfarelse

Analysering med Idylla

Pakrevd tumorareal, tumorandel, antall snitt og kjgretid for de ulike
molekylaere analyser er beskrevet i tabellen under.

Mutasjons Antall snitt med | Tumorprosent | Tumorareal | Kjgretid
analyse tykkelse 10um (mm?2) (min)
KRAS 1-3 >10% 25-300 120
NRAS-BRAF 1-3 >10% 25-300 110
MSI 1-3 >20% 25-300 150
EGFR 1-3 >10% >1 150
Genefusion 1-3 >10% >1 180

+ Dersom det bestilles kolonpakke pa en pasientprgve, ma man fgrst
kjore KRAS- analyse. Hvis mutasjon ikke er pavist i KRAS, skal man kjgre
videre NRAS-BRAF analyse.
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Klargjgring av Idylla

Maskinen skal som hovedregel sta pa.

e Velg «Logg pa»

e Velg operatgrnavn

e Oppgi passord: 000001

e Velg «Ny test»

e Skann LID- etiketten som inneholder blokknummer. og molpat-
samplelD- nummer ved hjelp av Idyllas strekkodeleser.

e Pakk ut den gnskede kassetten og skriv prgvenummer og dato i
firkantfeltet pa kassetten.

e Skann 2D-koden pa kassetten.

e Velg «Bekreft».

e Etter a ha skannet kassetten, kryss av for den tilsvarende analysen som
vises pa skjermen.

Klargjgring av vev

e Vask arbeidsflaten grundig med absolutt alkohol (abs. alk).

e Plasser cellestoffet eller en serviett pa arbeidsflaten. Legg alt utstyret
som skal brukes for klargjgring av vevet oppa cellestoffet. Dette
inkluderer for eksempel steril kniv, rent objektglass, pinsett og
filterpapir. Vaer oppmerksom pa a vaske pinsettene grundig med
AlphaSat wipers.

e Legg to filterpapir pa objektglasset ved hjelp av pinsett, og fukt dem
med nukleasefritt vann. 50 pl vann er tilstrekkelig for begge
filterpapirene.

e Bruk knivbladet til 3 skrape av omradet som samsvarer med merket
tumoromrade pa HE-snittet og overfgr deretter tumormaterialet opp pa
filterpapirene. Alternativt kan du umiddelbart plassere tumormaterialet
pa filterpapirene etter snitting.

e Legg deretter det andre filterpapiret oppa ved hjelp av pinsett.

Klargjering til kjgring

e Apne dekslet pa kassetten og ta av klipsen.

e Bruk pinsett til 8 forsiktig plukke opp den klargjorte prgven. Plasser
prgven midt pa lysisplaten, som er det gjennomsiktige omradet nederst
i kassetten. Unnga bergring av lysisplaten med pinsett eller fingre.

e Lukk kassetten ved a skyve dekslet helt inn. Veer oppmerksom pa at nar
klipsen er fjernet og dekslet er skjgvet helt inn, kan det ikke lenger
apnes.
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e Nar det hvite lyset blinker rundt skuffen som systemet foreslar, apne
denne. Det er ogsa mulig a bruke andre skuffer enn den som blinker.
Plasser kassetten i skuffen, og hold den vannrett under flytting.

e Lukk modulskuffen. Hvis kassetten er satt inn feil, vil skuffen ikke kunne
lukkes. Testen starter automatisk. Hvis modulen ikke leser kassetten,
prov a apne/lukke skuffen pa nytt, eventuelt tgrk strekkoden pa
undersiden av kassetten.

e Legg HE-snitt og remissen i hyllen merket "under kjgring" til molekylaer
testing er ferdig.

e Rengjgr arbeidsplassen grundig til slutt.

Resultathandtering

Etter at analysen er fullfgrt, vil resultatene bli overfgrt automatisk til LVMS.
Registrer resultatet i LVMS slik:

e Apne DIT og g4 til "Resultatregistrering."

e Skann barkoden pa blokken eller skriv inn LID i sample ID feltet.

e Velg "Foreldreprgve" - "Vedlegg" - Velg/trykk pa Idylla-rapportene >

Trykk pa "Inkludere i svarrapport."”
e Fyll ut felgende steg basert pa rapportene:
» KONTROLL-RE-SS: Trykk pa "Utfgrt" hvis du har dobbeltsjekket at

alt (bestilling, blokk nr. osv.) stemmer.
FORBEHANDLE-SS: Angi hvilken/hvilke kassetter du har brukt.
TUMORAREAL-SS
TUMORANDEL-SS
TYKKELSE-SS: Oppgi tykkelsen pa snittene du har brukt, for
eksempel 10um.
» ANTALL-SS: Indiker antallet snitt som du har brukt i analysen.
» Resultatet av molekyleer testing.

e Lagre endringene.

YV VY

Levering av MolPat-liste til Kollega (Kun MolPat-Analytikere):

e Lever MolPat-listen til din kollega for godkjenning av resultatene i LVMS
under Medisinsk Validering (MedVal).

Godkjenning av Molekylaere Resultater i MedVal:

e Finn prgven og apne den i MedVal.

e Kontroller svarene i rapporten mot det som er lagt inn i LVMS.

e Trykk pa "Godkjenn"-knappen gverst til hgyre hvis alt er korrekt.

e Hvis det er avvik, kontakt MolPat-operatgren for a Igse problemet.

e Plasser MolPat-listen pa hyllen til LIS-legen som har ansvaret for MolPat
denne uken.

Evaluering av resultat/
Vurdering av kontroller

Evaluering og vurdering av resultater
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Idylla tolker automatisk testresultatet og gjgr det tilgjengelig for visning pa
konsollen. Det rapporteres tre mulige resultatkategorier:

Mutasjon pavist
For a se mulige mutasjonsresultater rapportert av ldylla, referer til
"Bruksanvisning for hver mutasjonsanalyse" eller "Tolkning av
resultater." Papirversjonene av bruksanvisningene finnes i den bl
permen merket "ldylla, Bruksanvisning," mens PDF-versjonen er
tilgjengelig i Avdelingsomrade - Medisinsk serviceklinikk - Avdeling
for Patologi SSK - Felles > Molekylaerpatologi = Idylla bruksanvisning.
e Nar en mutasjon pavises, vil fglgende informasjon vises pa
konsollskjermen:

» Protein: Angir mutasjonen i henhold til HGVS-nomenklaturen
(Human Genome Variation Society).

» Nukleotidendring: Angir nukleotidendringer og deres posisjon i
genet.

2. Ingen mutasjon pavist

e Nar konsollen viser "Ingen mutasjon pavist," kan dette skyldes at
forekomsten av mutasjonen(e) ikke fullstendig kan utelukkes. Dette
resultatet avhenger av fglgende faktorer:

» Integritet til provens DNA: Kvaliteten pa det ekstraherte DNA-et i
prgven er avgjgrende for ngyaktig deteksjon av mutasjoner.

» Prosentandel mutante alleler i prgven: Resultatet kan veere
pavirket av den relative andelen mutante alleler i prgven.

» Fravaer av hemmende stoffer: Utelukkelse av interfererende
stoffer er viktig for ngyaktig deteksjon. Eventuell tilstedeveerelse
av slike stoffer kan pavirke resultatet.

» Forekomst av tilstrekkelig amplifiserbart DNA: For en palitelig
deteksjon kreves tilstrekkelig mengde DNA som kan amplifiseres
under analysen.

Ugyldig

e Narresultatet viser "Ugyldig," indikerer dette at resultatene fra prgven
avviker fra forventningene, og arsakene kan vaere mangfoldige, for
eksempel:

» Forekomst av hemmere i prgven.

» Kraftig DNA-fragmentering: Potensielt forarsaket av for lang

fikseringstid.

Feil plassering av pr@ven i en kassett.

Prgvevolum utenfor akseptabelt omrade.

Ingen prgve tilsatt.

Kassetten er oppbevart feil, for eksempel kassett med utlgpt
bruksdato, kassett som er tatt ut av posen etter at brukstiden
har utlgpt, eller kassett som ikke fungerer korrekt.

YV VYV
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e Ved ugyldig resultat er det ngdvendig a gjenta testen med en ny kassett
og felge de spesifikke kriteriene.

NB!: Idylla™ EGFR Mutation Test kan rapportere resultater for syv
genotypeoppkallinger. En gyldig kassett kan inneholde et ugyldig resultat for en
spesifikk EGFR-genotype eller -genotyper. Resultatet for den genotypen eller de
genotypene som er ugyldige, vil bli angitt som UGYLDIG. Dette betyr imidlertid
ikke at hele testen er ugyldig. For at testen skal vaere ugyldig, ma alle syv
genotypene ha et ugyldig resultat.

NB!: En MSI-kassett anses gyldig hvis > 5 av 7 MSI-biomarkgrer viser et gyldig
resultat for prgven. For hver MSl-analyse, rapporteres en "Quality Status" i
resultatrapporten.

Antall ugyldige | Quality status i resultatrapporten
biomarkgrer

0 7 MSI biomarkgrer har blitt korrekt forsterket og
testresultatet er derfor GYLDIG.

1 6 av 7 MSI biomarkgrer har blitt korrekt
forsterket og testresultatet er derfor GYLDIG.

2 5 av 7 MSI biomarkgrer har blitt korrekt

forsterket og testresultatet er derfor GYLDIG.

Vurdering av palitelighet og gyldighet av resultater

Nar man far «Mutasjon registrert i ...» for hver mutasjonsanalyse:
Man kan overfgre resultatet i LVMS uten a vurdere verdier eller PCR-kurver.

Nar man far «lngen mutasjon registrert»

Den eneste molekylaeranalysen som ikke gir informasjon om kvaliteten av
analysen er KRAS. Hvis du kjgrer bare KRAS analysen (for eks. for pankreas
kreft) og resultatet er negativ, ma du eksportere analyselogg av testen og
sende til Biocartis kontaktperson.

En analyselogg inneholder radataene til en test. Denne loggfilen kan brukes til
problemetterforskning eller sikkerhetskopiering ved behov. Slik eksporterer du
en enkelt analyselogfil:
1. Velg «Eksporter analyselogger» pa skjermen til rapporten du vil lagre.
2. Koble en USB-pinne til en av USB-portene pa baksiden av konsollen.
3. Velg «Eksporter analyselogger»- mappe i USB-pinne, og klikk pa
«Eksporter».
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4. Send analyselogger-filene via e-post til kontaktpersonen i Biocartis. De
sender tilbake en fil som inneholder PCR-kurver og noen verdier som
hjelper a vurdere gyldighet av negative og ugyldige resultater.

e Det finnes kvantifiseringsverdi (Cg- verdi) for hver gyldig kurve. Denne
Cg-verdien gir en indikasjon pa mengden av forsterkbart inngangs-DNA,
og kan korreleres til testens deteksjonsgrensen (Limit Of Detection,
LOD). LOD defineres som den laveste allelefrekvensen der de mutante
allelene konsekvent kan pavises i 295 % av testtilfellene.

e SPC-signaler (Sample Processing Control) brukes til a8 kontrollere at
behandlingen av den fullstendige prosessen (prgve til resultat) er
tilfredsstillende.

e Forekomsten av en mutant genotype fastsette ved a beregne forskjellen
mellom SPC Cq og Cq som ble oppnadd for ett eller flere mutantsignal.
Denne forskjellen mellom kontrollsignalet og mutantsignalet defineres
som ACq.

e Det mutante signalet anses som pavist hvis ACg-verdien er innenfor et
forhandsdefinert intervall, og prgven rapporteres deretter som
«Mutasjon er registrert i ...». Prgver som har et gyldig kontrollsignal,
men der en ACq-verdi ligger utenfor det forhandsdefinerte intervallet
for alle mutante signaler, rapporteres som «Ingen mutasjon registrert i
N

Usikkerhet

Konferer feilkilder.

Avfallshandtering

Generelle avfallsrutiner.

Validering/dokumentasjon/
referanser

11.MSK.Pat.10.3.2.5.1-1 Endringskontroll Idylla - Molekyleerpatologi. Histologisk
enhet. Avd. for patologi. SSK

11.MSK.Pat.10.3.2.5.2-1 Verifisering av Idylla - Molekyleerpatologi. Histologisk
enhet. Avd. for patologi. SSK

11.MSK.Pat.2.3.4.1-3 Service- og vedlikeholdsoppgaver i molpat lab.
Molekylserpatologi. Histologisk enhet. Avd. for patologi SSK.

0O:\Medisinsk serviceklinikk\Avdeling for patologi SSK\Avd for patologi SSK\HIST
Seksjon\Molekylaerpatologi\Bruksanvisning

Vedlegg:

Kryssreferanser:

11.MSK.Pat.2.3.4.2-1 Skjema for rutineanalyser pa Idylla. Molekylaerpatologi. Histologisk enhet. Avd. for patologi SSK. (ARKIVERT)

11.MSK.Pat.10.3.2.5.1-1 Endringskontroll Idylla - Molekylserpatologi. Histologisk enhet. Avd. for patologi. SSK

11.MSK.Pat.10.3.2.5.2-1 Verifisering av Idylla - Molekylaerpatologi. Histologisk enhet. Avd. for patologi. SSK

11.MSK.Pat.2.3.4.1-3 Service- og vedlikeholdsoppgaver i molpat lab. Molekylserpatologi. Histologisk enhet. Avd. for patologi SSK.
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Idylla ™ KRAS Mutasjon Test, Bruksanvisning IVD BCT007559, Ref A0020. 02/2017
Idylla ™ NRAS-BRAF Mutasjon Test, Bruksanvisning IVD BCT005568, Ref A0030. 12/2016
Idylla ™ BRAF Mutasjon Test, Bruksanvisning IVD BCT005528, Ref A0010. 02/2016
Idylla ™ EGFR Mutasjon Test, Bruksanvisning IVD BCT007551, Ref AO060. 06/2017

Idylla ™ Brukerhandbok, Biocartis. 12/2016




