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Beperkingen

Dit apparaat is ontworpen om herschikkingen met breekpunten te detecteren in het
gebied dat wordt begrensd door de rode en groene klonen in deze sondeset,
inclusief het gebied IGL. Breekpunten buiten dit gebied, of herschikkingsvarianten
die geheel binnen dit gebied liggen, worden mogelijk niet gedetecteerd door dit
apparaat.

De test is nietbedoeld voor: gebruik als enig diagnostisch criterium, prenatale tests,
screening op basis van populatie, decentrale (‘'near-patient’)tests of zelftests. Dit
product is uitsluitend bedoeld voor professioneel gebruik in een laboratorium; alle
resultaten moeten worden geinterpreteerd door voldoende gekwalificeerd
personeel en er moet rekening worden gehouden met andere relevante
testresultaten.

Dit product is niet gevalideerd voor gebruik met monstertypes of ziektetypes die
niet worden gespecificeerd als hetbeoogde gebruik.

De rapportage en interpretatie van FISH-resultaten moet consistent zijn met
professionele standaardprocedures en er moet rekening worden gehouden met
andere klinische en diagnostische informatie. Deze set is bedoeld als aanvuling
op andere diagnostische laboratoriumtests en er mag geen therapeutische actie
worden ondernomen op basis van enkel het FISH-resultaat.

De prestaties van het apparaat worden mogelijk beinvioed als het protocol niet
wordt opgevolgd. Dit kan ook leiden tot fout-positieve/negatieve resultaten.

In enkele abnormale gevallenkan er een vaag overgebleven groen signaal worden
waargenomen op het gesplitste rode signaal.

Deze set is niet gevalideerd voor doeleinden die niet worden genoemd als het
beoogde gebruik.

Beoogd gebruik

De CytoCell IGL Breakapart Probe is een kwalitatieve, niet-geautomatiseerde,
fluorescentie-in-situ hybridisatietest (FISH) die wordt gebruikt voor het detecteren
van chromosoomherschikkingen in het gebied 22q11.2 op chromosoom 22 in een
Carnoy's oplossing (3:1 methanol/azijnzuur) met gefixeerde hematologisch
verkregen celsuspensies van patiénten die vermoedelijk non-Hodgkin-lymfoom
(NHL) hebben of daarmee zijn gediagnosticeerd.

Indicaties

Dit product is bedoeld als aanvulling op andere klinische en histopathologische
tests in erkende diagnostische en klinische zorgtrajecten waarbijhet belangrik is
om de herschikkingsstatus van IGL te weten voor de klinische behandeling.

Testprincipes

Fluorescentiedin-situ hybridisatie (FISH) is eentechniek waarmee DNA-sequenties
kunnen worden gedetecteerd op metafase chromosomen of in interfase nuclel van
vaste cytogenetische monsters. De techniek maakt gebruik van DNA-sondes die
hybridiseren tot gehele chromosomen of enkele unieke sequenties en is een goede
aanvulling op cytogenetische analyse met G-banding. Deze techniek kan nu
worden toegepast als essentieel onderzoekshulpmiddel voor prenatale en
hematologische chromosoomanalyse en chromosoomanalyse vansolide tumoren.
Doel-DNA is, na fixatie en denaturatie, beschikbaar voor vasthechting aan een
soortgelijk gedenatureerde en fluorescent gelabelde DNA-sonde, die een
complementaire sequentie bevat. Na de hybridisatie worden niet-gebonden en niet-
specifiek gebonden DNA-sondes verwijderd en wordt het DNA tegengekleurd ter
visualisatie. Fluorescentiemicroscopie maakt vervolgens de visualisatie van de
gehybridiseerde sonde op hetdoelmateriaal mogelik.

Sonde-informatie

Herhaaldelijke herschikkingen in het gen IGL (immunoglobuline lambda locus) op
22q11 met veel verschillende partnergenen komen voor bij lymfomen en
hematologische maligniteiten.

Een groot aantal B-celmaligniteitenbevatten translocaties van de immunoglobuline
(IG) loci. In een meerderheid van de gevallen zijn er herschikkingen van het IGH-
gen aanwezig, maar in 5-10% van de B-celneoplasma's zijn er variante
translocaties beschreven die te maken hebben met de immunoglobuline kappa
(IGK) lichte ketenlocus op 2p11.2 of de immunoglobuline lambda (IGL) lichte
ketenlocus op 22q11%2.

Variante translocaties van de |G lichte ketenloci komen voor bij Burkitt-lymfoom en
multipel myeloom met de aanwezigheid van een t(2;8)(p12;q24) MYC-IGK of
t(8;22)(q24;q11) MYCHGL®®. Bij diffuus grootcellig B-cellymfoom (DLBCL) kunnen
translocaties te maken hebben met het BCL6-gen via t(2;3)(p12;q27)- of
1(3;22)(g27;11)-translocaties of met het BCL2-gen via t(2;18)(p12;921) of
t(18;22)(q21;027)-translocaties®.

Sondespecificatie
IGL, 22911.21-q11.23, rood
IGL, 22¢911.21-9q11.23, groen
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Het IGL-product bestaat uit een 278kb-sonde, rood gemarkeerd, centromerisch
van het variabele IGL-gebied die het MAPK1-gen beslaat en een groene sonde die
een gebied van 307kb beslaat telomerisch van het constante IGL-segmernt,
inclusief het BCR-gen.

Geleverde materialen

Sonde: 50 pl per buisje (5 tests) of 100 pl per buisje (10 tests)

De sondes worden vooraf gemengd in een hybridisatieoplossing (formamide;
dextraansulfaat; SSC-buffer [saline-sodium citrate; zout-natriumcitraat]) geleverd
en zijn klaar voor gebruik.

Tegenkleuring: 150 pl per buisje (15 tests)
De tegenkleuring is DAPI Antifade (ES: 0,125 pg/ml DAPI (4,6-diamidino-2-
fenylindool).

Waarschuwingen en voorzorgsmaatregelen

1. Voorin-vitro diagnostiek. Alleen voor professioneel gebruik.

2. Draag handschoenen bij het hanteren van DNA-sondes en DAPI-
tegenkleuring.

3. De sondemengsels bevatten formamide. Dit is een teratogeen; vermijd het
inademen van de dampen en huidcontact. Draag handschoenen, een
laboratoriumjas engebruik in een zuurkast. Bij afvoeren spoelen met eengrote
hoeveelheid water.

4. DAPI is mogelijk carcinogeen. Wees voorzichtig; draag handschoenen en een
labjas. Bij afvoeren spoelen met een grote hoeveelheid water.

5. Voer al het gevaarlijke materiaal af volgens de richtlijnen voor het afvoeren
van gevaarlijk afva van uw instelling.

6. Gebruikers moetende kleuren rood, blauw en groen kunnenonderscheiden.

7. De prestaties van hetapparaat worden mogelijk beinvioed als het beschreven
protocol niet wordt opgevolgd en de voorgeschreven reagerntia niet worden
gebruikt. Dit kan ook leiden tot fout-positieve/negatieve resultaten.

8. De sonde moet niet worden verdund of gemengd met andere sondes.

9. De prestaties worden mogelijk beinvioed als er geen 10 pl sonde wordt
gebruikt tijdens het pre-denaturatiestadium van het protocol. Dit kan ook leiden
tot fout-positieve/negatieve resultaten.

Opslag en beheer
15°C De set moet worden bewaard in een vriezer bij
-25 °C tot -15 °C tot de vervaldatum die is aangegeven op het
_25uc/ﬂf setlabel. De sonde en buisjes met tegenkleuring moeten in het
donker worden bewaard.

\|/ De sonde blijft stabiel gedurende bevries-ontdooicycli bi
=~ [ - normaal gebruik (waarbij één cyclus bestaat uit het verwijderen
-"'7 I " van de sonde uit en terugplaatsen in de vriezer) en is fotostabiel
A gedurende maximaal 48 uur na blootstelling aan continue
belichting. Voorkom onnodige blootstelling aan licht en
temperatuurschommelingen.

Benodigde maar niet meegeleverde apparatuur en materialen
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Benodigde gekalibreerde apparatuur:

1. Verwarmingsplaat (meteen vaste plaat en nauwkeurige
temperatuurbediening tot maximaal 80 °C)

Gekalibreerde micropipetten en tips met variabel volume van1 pl - 200 pl
Waterbad met nauwkeurige temperatuurbediening op 37 °C en 72 °C
Microcentrifugebuisjes (0,5 ml)

Fluorescentiemicroscoop (zie de paragraaf Aanbevelingen
fluorescentiemicroscoop)

6. [Fasecontrastmicroscoop

7. Schone Coplin-potjes van plastic, keramiek of hittebestendig glas

8. Tang

9. Gekalibreerde pH-meter (of pH-indicatorstrips die pH 6,5 - 8,0 kunnen meten)
10. Bevochtigde container

11. Immersie-olie van fluorescentieniveau voor microscooplenzen

12. Werkbladcentrifuge

13. Objectglaasjes

14. Dekglaasjes van 24x24mm

15. Timer

16. 37°C-incubator

17. Rubberen lijmoplossing

18. Vortexmenger

19. Maatcilinders

20. Magneetroerder

21. Gekalibreerde thermometer

apwN

Optionele maar niet meegeleverdeap paratuur
1. Cytogenetische droogkamer

Benodigde maar niet meegeleverde reagentia
20x SSC-oplossing

100% ethanol

Tween-20

1M natriumhydroxide (NaOH)

1M zoutzuur (HCI)

Gezuiverd water

o pLWNE

Aanbevelingen fluorescentiemicroscoop

Gebruik een kwiklamp van 100 W of gelijkwaardig en planapochromatische
objectieven voor olie-immersie van 60/63x of 100x voor optimale visualisatie. De
fluoroforen die in deze sondeset worden gebruikt, worden geéxciteerd en
uitgezonden bij de volgende golflengtes:

Groen 495 521
| Rood | 596 | 615 |

Zorg ervoor dat de juiste excitatie- en emissiefilters die de bovenstaande
golflengtes beslaan op de microscoop worden aangebracht. Gebruik een
drievoudige bandpassfilter voor DAPI/het groene spectrum/het rode spectum of
een tweevoudige bandpassfiter voor het groene spectrum/rode spectrum voor
optimale gelijktijdige visualisatie van de groene en rode fluoroforen.

Controleer de fluorescentiemicroscoop voorafgaand aan gebruik op een juiste
werking. Gebruik immersie-die die geschiktis voor fluorescentiemicroscopie en is
geformuleerd voor lage automatische fluorescentie. Vermijd hetmengen van DAPI
Antifade met microscoopimmersie-olie, omdat dit signalen kan verstoren. Volg de
richtlijnen van de fabrikant wat betreftde levensduur van de lampen de filters.

Monstervoorbereiding

De set is ontworpen voor gebruik op celsuspensies die hematologisch zin
verkregen, zijn gefixeerd in Camoy's fixeeroplossing (3:1 methanol/azijnzuur) en
zijn voorbereid volgens de richtlijnen van het laboratorium of de instelling. Bereid
aan de lucht gedroogde monsters voor op objectiefglaasjes volgens standaard
cytogenetische procedures. De AGT Cytogenetics Laboratory Manual bevat
aanbevelingen voor monsterverzameling, -kweken, -afname en voor het maken
van glaasjes’.

Oplossingsvoorbereiding

Ethanoloplossingen

Verdun 100% ethanol met gezuiverd water volgens de volgende verhoudingenen
meng grondig.

e 70% ethanol - 7 delen 100% ethanol op 3 delen gezuiverd water

e 85% ethanol - 8,5 delen 100% ethanol op 1,5 delen gezuiverd water

Bewaar de oplossingen maximaal 6 maanden op kamertemperatuur in een
luchtdichte contairer.

2xSSC-oplossing

Verdun 1 deel 20xSSC-oplossing met 9 delen gezuiverd water en meng groncig.
Controleer de pH-waarde en breng deze met NaOH of HCI naar pH 7,0 indien
nodig. Bewaar de oplossing maximaal 4 weken op kamertemperatuur in een
luchtdichte contairer.

0.4xSSC-oplossing
Verdun 1 deel 20xSSC-oplossing met 49 delen gezuiverd water en meng grondig.
Controleer de pH-waarde en breng deze met NaOH of HCI naar pH 7,0 indien
nodig. Bewaar de oplossing maximaal 4 weken op kamertemperatuur in een
luchtdichte contairer.

Oplossing 2xSSC; 0,05% Tween-20

Verdun 1 deel 20xSSC-oplossingmet 9 delen gezuiverd water. Voeg 5 pl Tween-
20 per 10 ml toe en meng grondig. Controleer de pH-waarde en breng deze met
NaOH of HCI naar pH 7,0 indien nodig. Bewaar de oplossing maximaal 4 weken
op kamertemperatuur in een luchtdichte container.

FISH-protocol
(Opmerking: zorg ervoor dat de sonde en tegenkleuring zo min mogelijk worden
blootgesteld aan laboratoriumlampen).

Voorbereiding objectiefglaasjes

1. Plaats het celmonster op een glazen objectglaasje. Laat het opdrogen.
(Optioneel, indien een cytogenetische droogkamer wordt gebruikt: de
glaasjes moeten worden bevlekt met behulp van een cytogenetische
droogkamer. De kamer moet voor optimale beviekking van het celmonster
ongeveer 25 °C zijn en een luchtvochtigheid van 50% hebben. Gebruk een
zuurkast als er geen cytogenetische droogkamer beschikbaar is).

2. Dompel het glaasje 2minutenonder 2xSSC op kamertemperatuur (KT) zonder
het te bewegen.

3. Droog in een ethanolserie (70%, 85% en 100%), 2 minuten in elke oplossing,
op KT.

4. Laat het opdrogen.

Pre-denaturatie

5. Haal de sonde uit de vriezer en laat deze op KT komen. Centrifugeer de
buisjes kort voorafgaand aan gebruik.

6. Zorg er met een pipet voor dat de sondeoplossing gelijkmatig is vermengd.

7. Verwijder 10 pl sonde per test en breng dit over naar een
microcentrifugebuisje. Plaats de overgebleven sonde snel terug in de vriezer.

8. Plaats de sonde en het monsterglaasje op een verwamingsplaat van 37 C
(+/- 1 °C) gedurende 5 minuten om voor te verwarmen.

9. Plaats 10 pl sondemengsel op het celmonster en plaats voorzichtig een
dekglaasje. Dicht het af met rubberen lijmoplossing en laat de lijm volledg
opdrogen.

Denaturatie

10. Denatureer het monster en de sonde geliktijdig door het objectiefglaasie te
verwarmen op een verwarmingsplaat van 75 °C (+/-1 °C) gedurende 2
minuten.

Hybridisatie
11. Plaats het glaasje gedurende de nachtin een vochtige en luchtdichte container
bij 37 °C (+/-1°C).

Post-hybridisatie spoelbeurten

12. Haal de DAPI uit de vriezer en laat deze op KT komen.

13. Verwijder het dekglaasje en alle sporen van lijm voorzichtig.

14. Dompel het glaasje gedurende 2 minuten onder in 0,4xSSC (pH 7,0) bij 72 °C
(+/-1°C) zonder het te bewegen.

15. Laat het glaasje afdruipenen dompel het 30 seconden onder in 2xSSC; 0,05%
Tween-20 op KT (pH 7,0) zonder het te bewegen.

16. Laat het glaasje afdruipen enbreng 10 ul DAPI Antifade aan op ieder monster.

17. Bedek het meteen dekglaasje, vemwijder eventuele luchtbellen en laat de kleur
10 minuten in het donker ontwikkelen.

18. Bekik met een fluorescentiemicroscoop (zie  Aanbevelingen
fluorescentiemicroscoop).

Stabiliteit van de gereedgemaakte glaasjes
Gereedgemaakt glaasjes zijn maximaal 1 maand analyseerbaar, indien deze in het
donker worden bewaard bij/beneden KT.

Procedureaanbevelingen

1. Verhitten of verouderen van de glaasjes kan de signaalfluorescente
verminderen

2. Hybridisatiecondities kunnen nadelig worden beinvioed door het gebruik van
reagentia die niet door Cytocell Ltd. worden geleverd of aanbevolen

3. Gebruik een gekalibreerde thermometer om de temperatuur van oplossingen,
waterbaden en incubators te meten, omdat deze temperaturen van cruciaa
belang zijn voor optimale productprestaties.

4. De spoelingsconcentraties, pH en temperaturen zijn belangrijk, omdat te lage
naleving kan leiden tot het niet-specifiek binden van de sonde en te hoge
naleving er toe kan leiden dat er geen signaal aanwezig is

5. Niet-volledige denaturatie kanertoe leiden dat er geen signaal aanwezig is en
teveel denaturatie kan ook leidentot niet-specifiek binden

6. Te veel hybridisatiekan leiden tat aanvullende of onverwachte signalen

7. Gebruikers dienen het protocol te optimaliseren voor de eigen monsters
alvorens de test voor diagnostische doeleindente gebruiken

8. Suboptimale condities kunnen leiden tot niet-specifieke binding, wat verkeerd
kan worden geinterpreteerdals een sondesignaal

Interpretatie van resultaten

Glaasjeskwaliteit beoordelen

Het glaasje dient niet te worden geanalyseerd indien:

e Designalen te zwak zijn om in enkelvoudige filters te worden geanalyseerd -
om door te kunnen gaan met de analyse moeten signalen helder, duidelik en
eenvoudig te evalueren zijn

e De analyse wordt belemmerd door een groot aanta
samengeklonterde/overdappendecellen

e >50% van de cellen niet zijn gehybridiseerd

e Er zich te veel fluorescente deeltjes bevinden tussen cellen en/of een
fluorescente waas de signalen verstoort - in ideale glaasjes is de achtergrond
donker of zwart en leeg
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e Deranden van de celkernen nietkunnen worden onderscheiden en niet intact
zijn

Analyserichtlijnen

e leder monster dient door twee analisten te worden geanalyseerd en
geinterpreteerd. Eventuele verschillen moeten worden verholpen door een
beoordeling door een derde analist

ledere analist dient voldoende gekwalificeerd te zijn volgens de erkende
nationale standaarden

ledere analist dient onafhankelijk 100 kernen te noteren voor ieder monster.
De eerste analist dient de analyse te starten vanaf de linkerzijde van het
glaasje en de tweede analist vanaf de rechterzijde

ledere analist dient zijn/haar resultaten vast teleggen op afzonderlijke bladen
Analyseer alleen kernen die intact zijn en geen overlappende of opeengepakte
kernen of kernen die worden bedekt door cytoplasmatisch gruis of een hoge
mate van autofluorescentie

Vermijd gebieden met een overmaat aan cytoplasmatisch gruis of niet-
specifieke hybridisatie

Signaalintensiteit kan afwijken, zelfs binnen een enkele kern. Gebruik in
dergelijke gevallen enkelvoudigefilters en/of pas het brandpuntsviak aan

In suboptimale condities kunnen signalen diffuus worden weergegeven. Tel
het als één signaal als twee signalen van dezelfde kleur elkaar raken, as de
afstand tussen de signalen niet groter is dan twee signaalbreedtes of as de
twee signalen zijn verbonden door een vage draad

Tel het tijdens het analyseren van breakapart-sondes met twee kleuren as
een niet-herschikt/gefuseerd signaal als er tussen derode en groene signaen
een gat bestaat dat nietgroter is dan twee signaalbreedtes

Analyseer een cel niet als u niet zeker bent of deze analyseerbaar is

Niet tellen — nucleiliggen te
dicht bij elkaaromgrenzen te
kunnen bepalen

Overlappende nucleiniet
tellen — niet alle gebieden van
beide nuclei zijn zichtbaar

Tel als twee fusiesignalen -
hetgattussen hetrode en
groene signaal is minderdan
twee signaalbreedtes

Tel als twee fusiesignalen -
één fusiesignaal is diffuus
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Verwachte resultaten
Verwacht normaal signaalpatroon

In een normale cel worden twee gefuseerde rood/groene signalen (2F) verwacht.

Verwacht abnormaal signaalpatroon

In een cel met een IGL-translocatie is het verwachte signaalpatroon één duidelik
rood signaal en één duidelik groen signaal naast éénrood/groen gefuseerd signaal
van het normale chromosoom 22 (1R, 1G, 1F).

In enkele abnormale gevallenkan er een vaag overgebleven groen signaa worden
waargenomen op het gesplitste rode signaal.

Er zijn andere signaalpatronen mogelijk in aneuploide/niet-gebalanceerde
monsters.

Bekende kruisreactiviteit
Geen bekende kruisreactiviteit.

Ongewenste gebeurtenissen melden

Als u denkt dat er een storing is opgetreden bij dit apparaat of dat de
prestatiekenmerken dusdanig zijn afgenomen dat dit heeft bijgedragen aan een
ongewenst voorval (bijv. vertraagde of verkeerde diagnose, vertraagde of onjuiste
behandeling), dient dit onmiddellijk aan de fabrikant gemeld te worden (e-mail:
vigilance@ogt.com).

Indien vereist dient de gebeurtenis ook te worden gemeld aan uw nationae
bevoegde instantie. Een lijst met meldpunten is beschikbaar op:
http://ec.europa.eu/growth/sectors/medical-devices/contacts/.

Specifieke prestatiekenmerken
Laboratoria moeten de drempelwaarden verifiéren aan de hand van hun eigen

gegevens®®,

Analytische specificiteit

Analytische specificiteit doel op het percentage signalen dat met de juiste locus
hybridiseert en niet met andere loci. De analytische specificiteit werd bepaald door
het analyseren van in totaal 200 doelloci. De analytische specificiteit werd
berekend als het aantal FISH-signalen dat hybridiseerde met de juiste locus
gedeeld door het totaal aantal gehybridiseerde FISH-signalen.

Tabel 1. Analytische specificiteit voorde IGL Breakapart Probe

Rood 22g11.21-

1GL q11.23 200 200 100
Groen 22911.21-

IGL q11.23 200 200 100

Analytische sensitiviteit

Analytische sensitiviteit is het percentage scorebare interfasecellen met het
verwachte normale signaapatroon. De analytische sensitiviteit werd bepaald door
het analyseren van interfasecellen in verschillende normale monsters. De
sensitiviteit werd berekend als het percentage scorebare cellen met het verwachte
signaalpatroon (meteen betrouwbaarheidsinterval van 95%).

Tabel 2. Analytische sensitiviteit voorde IGL Breakapart Probe

483 500 96,6 2,2

Precisie en reproduceerbaarheid

Precisie is een weergave van de natuurlike variatie van een test wanneer deze
enkele keren onder dezelfde condities wordt herhaald. Ditwerd bepaald door het
analyseren van herhaalde tests met sondes van dezelfde partij op hetzelfde
monster, die op dezelfde dag onder dezelfde condities werden uitgevoerd.

Reproduceerbaarheid is een weergave van de variabiliteit van een test en is
bepaald met betrekking tot variabiliteit tussen monsters, dagen en partijen. De
reproduceerbaarheid van dag tot dag werd bepaald door het analyseren van
dezelfde monsters op drie verschillende dagen. De reproduceerbaarheid van patti
tot partij werd bepaald door het analyseren van dezelfde monsters met sondes uit
drie verschillende partijen op dezelfde dag. De reproduceerbaarheid van monster
tot monster werd bepaald door het analyseren van drie replica’s van een monster
op één dag. Voor ieder monster werden de signaalpatronenvan 100 interfasecelen
vastgelegd en werd het percentage cellen met het verwachte signaalpatroon
berekend.

De reproduceerbaarheid en precisie werden berekend als de standaardafwijking
(STDEV) tussen replica's voor iedere variabele en als algehele gemiddelde
STDEV.

Tabel 3. Reproduceerbaarheid en precisie voor de IGL Breakapart Probe

Precisie 2,45
Monster tot monster 1,53
Dag tot dag 1,22
Partij tot partij 0,91
Algehele afwijking 1,61

Aanvullende informatie
Neem contactop metde afdeling Technische ondersteuningvan CytoCell voor
aanvullende productinformatie.
T: +44(0) 1223 294048
E: techsupport@cytocell.com
W: www.ogt.com
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Symbolenverklaring

REF nl: Catalogusnummer
IVD nl: Medisch apparaat voor in-vitrodiagnostiek
LoT nl: Partijinummer
D}] nl: Raadpleeg de gebruiksaanwijzing
M nl: Fabrikant
2 nl: Houdbaarheidsdatum
-15°C
/ﬂ/ nl: Temperatuurgrens
-25°C
*--.‘:’/
-~ i‘ nl: Buiten bereik van zonlicht bewaren
()
W nl: Bevatvoldoendevoor <n> tests
CONT nl: Inhoud
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