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Xpert® NPM1 Mutation

Za In Vitro dijagnosticku upotrebu.

1 Vlasnicko ime

Xpert® NPM1 Mutation

2 Opsteprihvaceni ili uobic¢ajeni naziv

Xpert NPM1 Mutation

3 Namena

3.1 Predvidena upotreba

Test Xpert NPM1 Mutation, koji se izvodi na Cepheid GeneXpert® Dx System je in vitro dijagnosticki test za kvantifikaciju
mutiranih NPM1 mRNK transkripta (tipovi A, B i D na egzonu 12) u uzorcima periferne krvi kod pacijenata sa akutnom
mijeloidnom leukemijom (AML). Test koristi automatizovanu lanc¢anu reakciju polimeraze reverzne transkriptaze u realnom
vremenu (RT-PCR) i izveStava o procentualnom odnosu mutiranih NPM1 u odnosu na ABL1 endogenu kontrolu mRNK
transkripta. Test je namenjen kao pomoéno sredstvo u praéenju pacijenata sa NPM1-mutacijom u AML i to nivoa mutiranog
NPM1 mRNK transkripta. Test treba koristiti zajedno sa ostalim klini¢ko-patoloskim faktorima.

Test Xpert NPM1 Mutation ne razlikuje A, B ili D tip mutiranih NPM1 transkripta i i ne detektuje, niti prati druge retke
tipove mutiranog NPM1. Test nije namenjen za dijagnozu AML.

3.2 Predvideni korisnik/okruzenje

Xpert NPM1 Mutation test je namenjen izvodenju od strane obucenih korisnika u laboratorijskim uslovima.

4 Sazetak i objasnjenje

Akutna mijeloidna leukemija (AML) je karcinom mijeloidnih hematopoetskih mati¢nih ¢éelija u koStanoj srzi!-2 i poznato
je da moze imati razli¢ite nukleofosminske (NPM1) mutacije na egzonu 123. Insercija nukleotida na egzonu 12 dovodi do
mutacije pomeranja okvira i kreiranja nukleusnog eksportnog signala (NES). Mutacije u NPM1 genu dovode do aberantne
citoplazmatske lokalizacije NPM1 i NPM1-interaktivnih proteina. NPM1 je jedan od najces¢e mutiranih gena u AML, a
mutacije se dogadaju u 28% do 35% svih AML slucajeva. lako se nekoliko lekova koji ciljaju na mutirani NPM1 trenutno
ispituju, trenutno nema dostupnih FDA odobrenih ciljanih terapija.*

NPMI gen kodira nukleusni transportni protein koji ima ulogu u biologiji centrozoma i ribozoma, kao i u regulaciji drugih
¢elijskih sistema, ukljucujuéi putanje za supresiju tumora. NPM1 je nukleusni fosfoprotein koji sluzi kao transporter izmedu
nukleusa i citoplazme. On reguliSe transport ribozomalnih ¢estica kroz nukleusnu membranu. NPM1 mutacije su prvi put
otkrivene kod pojedinaca sa AML nakon uo€avanja abnormalne citoplazmatske lokacije, a ne normalne nukleusne lokacije.
Genetska procena blastocita u leukemiji u kombinaciji sa NPM1 lokacijom, dovela je do saznanja o mutacijama promene
okvira na poznatom egzonu 12.3 Naj¢es¢e NPM1 mutacije su tipa A (~75-80%), tipa B (~10%) i tipa D (~5%), sve na
egzonu 12, §to dovodi do mutacije promene okvira u vidu insercije na Cetiri nukleotida. Mutacija izaziva gubitak nukleusnog
lokalizacionog signala i aberantnu citoplazmatsku lokaciju proteina kod pacijenata sa AML.>
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5 Princip postupka

Test Xpert NPM1 Mutation je automatizovana analiza za kvantifikaciju koli¢ine NPM1 mutiranog transkripta kao odnos
NPM1 mutacija/ABLI. Test se izvodi na Cepheid GeneXpert Dx System, koji automatizuje i integrise preci§¢avanje uzorka,
amplifikaciju nukleinske kiseline i detekciju ciljane sekvence u prostim i slozenim uzorcima, pomo¢u RT-PCR u realnom
vremenu i ugnezdenih PCR analiza. Sistem se sastoji od instrumenta, racunara i unapred instaliranog softvera za obavljanje
analiza i pregled rezultata. Sistem zahteva upotrebu jednokratnih GeneXpert patrona koje sadrze RT-PCR i ugnezdene

PCR reagense i koji su domacini RT-PCR i ugnezdenih PCR procesa. Za pun opis sistema, pogledajte odgovarajuéi odeljak

GeneXpert Dx System Operator Manual.

Test Xpert NPM1 Mutation ukljucuje reagense za detekciju NPM1 mutacije i ABL1 transkripta kao endogene kontrole u
uzorcima periferne krvi. Koli¢ina NPM1 mutiranog transkripta je kvantifikovana kao procentualni odnos NPM1 mutacije/
ABL1. Postoje dve kontrole koje su uklju¢ene u Xpert NPM1 Mutation test — endogena kontrola (ABL1) i kontrola provere
probe (PCC). ABL1 endogena kontrola normalizuje NPM1 mutirani cilj i obezbeduje da je dovoljno uzorka koris§¢eno u
analizi. PCC verifikuje rehidrataciju reagensa, punjenje PCR epruvete, kao i to da su sve reakcione komponente, ukljucujuéi

probe i boje, prisutne i funkcionalne u patroni.

6 Reagensi i instrumenti

6.1 Prilozeni materijali

Komplet Xpert NPM1 Mutation (GXNPM1-CE-10) sadrzi dovoljno reagenasa za obradu 10 uzoraka, ili uzoraka za kontrolu

kvaliteta. Komplet sadrzi sledece:

Xpert NPM1 MutationReagensi

10 od svakog po kompletu

Proteinaza K (PK)

10 x 130 pl po bocici

Komponenta

Sastojci reagensa

Proteinaza K

<5%

Reagens za lizu (LY) (gvanidinijum-hlorid)

10 x 5,3 ml po bo¢ici

Komponenta

Sastojci reagensa

Gvanidinijum-hlorid

25-50%

Urea

25-50%

Natrijum-dodecil sulfat

<2%

Reagens za pranje

10 x 2,9 ml po ampuli

Komponenta

Sastojci reagensa

Etanol

<50%

Gvanidinijum-tiocijanat

<50%

Xpert® NPM1 Mutation
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Xpert NPM1 Mutation Patrone sa integrisanim reakcionim epruvetama |10 po kompletu

Komponenta Sastojci reagensa Koli¢ina

Zmo 1 (osugeno Enzim: Taq DNK polimeraza < 50U/zrno _
. 1 po patroni

zamrzavanjem) dNTPs < 0,05%

Zrno 2 (osuSeno R o .
. Prajmeri i probe < 0,005% 1 po patroni

zamrzavanjem)

Zmo 3 (osu_seno Prajmeri i probe < 0,005% 1 po patroni

zamrzavanjem)

Zrno 4 (osuseno Enzim: Taq DNK polimeraza < 50U/zrno .

1 po patroni

zamrzavanjem) dNTPs < 0,05%

Kalijum-hlorid < 4%

Natrijum-azid < 0,1%
Reagens za ispiranje 2 ml po patroni
Polietilen-glikol < 40%

Polisorbat-20 < 0,2%

Trizma baza < 0,3%

Reagens za eluciju Trizma-hidrohlorid < 0,1% 2,5 ml po patroni

Natrijum-azid < 0,05%

cDh 1 po kompletu

e Datoteka za definiciju testa (ADF)
e Uputstvo za uvoz ADF u GeneXpert softver
e Uputstvo za upotrebu

Govedi serumski albumin (BSA) u zrnima ovog proizvoda napravljen je i proizveden iskljuéivo od govede plazme
poreklom iz Sjedinjenih Drzava. Zivotinjama nije davan nijedan protein preZivara ili drugi proteini Zivotinjskog porekla;
Zivotinje su prosle ante- i post-mortem testiranje. Tokom obrade nije bilo meSanja materijala sa drugim Zivotinjskim
materijalima.

HanomeHa

HanomeHa Sertifikati analize i listovi sa podacima o specifikaciji serije dostupni su putem tehnicke podrske kompanije Cepheid.

7 Materijali koji su potrebni, ali nisu obezbedeni

o GeneXpert Dx System (kataloski broj se razlikuje u zavisnosti od konfiguracije): GeneXpert instrument, raunar, bar-
kod skener i priru¢nik za operatera.

Za GeneXpert Dx System: GeneXpert Dx verzija softvera 6.2 ili novija.

Stampaé: Ako je stampa& neophodan, kontaktirajte Cepheid tehni¢ku podriku da dogovorite kupovinu preporuéenog
Stampaca.

Vorteks mesalica

Mikrocentrifuga (1000 x g minimum)

Pipete i vrhovi pipeta sa filterom za aerosoli

Konusne epruvete od 50 ml

Reagens gradusa apsolutnog etanola

1X PBS, pH 7,4
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8 Skladistenje i rukovanje

Cuvajte sadrzaj Xpert NPM1 Mutation kompleta na temperaturi od 2°C do 8°C do isteka roka trajanja koji se nalazi na
nalepnici.

Nemojte otvarati poklopac patrone dok niste spremni za testiranje.

Nemojte koristiti patrone kojima je istekao rok trajanja.

Nemojte koristiti patronu koja je procurela.

Reagens za pranje je providna, bezbojna te¢nost. Nemojte koristiti reagens za pranje koji je postao zamucéen ili je
promenio boju.

Dvadeset (20) minuta pre pocetka postupka, izvadite uzorak krvi, patronu i reagense za pripremu uzoraka, kako biste ih
izjednacili sa sobnom temperaturom (20°C do 30°C).

9 Upozorenja i mere predostroznosti

9.1 Opste informacije

Za in vitro dijagnosti¢ku upotrebu.

Tretirajte sve bioloske uzorke, uklju¢ujuci i iskoris¢ene patrone i reagense, kao da mogu da prenesu infektivne agense.
Kako cesto nije moguce znati Sta bi moglo biti zarazno, svi bioloski uzorci treba da se tretiraju standardnim merama
predostroznosti.

Smernice za rukovanje uzorcima dostupne su u ameri¢kim Centrima za kontrolu i prevenciju bolesti® i Institutu za
klini¢ke i laboratorijske standarde.”

Pridrzavajte se sigurnosnih procedura koje propisuje vasa ustanova za rad sa hemikalijama i rukovanje bioloskim
uzorcima.

Karakteristike performansi ovog testa utvrdene su samo za krv prikupljenu u EDTA epruvete. Funkcija analize nije
procenjena na drugim tipovima uzoraka.

Pouzdani rezultati zavise od adekvatnog prikupljanja, transporta, skladiStenja i obrade uzoraka. Neta¢ni rezultati analize
se dogadaju zbog nepravilnog prikupljanja, rukovanja ili cuvanja uzorka, tehnicke greske, zamene uzoraka, ili zbog toga
$to je broj ciljnih transkripta u uzorku ispod granice detekcije za analizu. Da bi se izbegli pogresni rezultati, neophodno
je pazljivo postovanje ovog Uputstva za upotrebu i GeneXpert Dx System Operator Manual.

Izvodenje testa Xpert NPM1 Mutation van preporucenih opsega za temperaturu i vreme skladiStenja kompleta ili uzorka,
moze proizvesti pogresne ili nevazece rezultate.

Bioloske uzorke, sredstva za prenos i kori§¢ene patrone treba smatrati sposobnim da prenose infektivne agense i
zahtevaju standardne mere predostroznosti. Pridrzavajte se procedura za pravilno odlaganje iskoris¢enih patrona i
neiskori$¢enih reagenasa u va$oj ustanovi. Ovi materijali mogu imati karakteristike hemijski opasnog otpada i zahtevaju
posebne nacionalne ili regionalne procedure za odlaganje. Ako nacionalni ili regionalni propisi ne daju jasne smernice

o pravilnom odlaganju, bioloske uzorke i iskori§éene patrone treba odlagati prema smernicama WHO (SZO, Svetska
zdravstvena organizacija) za rukovanje i odlaganje medicinskog otpada.8

9.2 Uzorak

Odrzavajte odgovarajuce uslove skladistenja kako biste obezbedili integritet uzorka (pogledajte Odeljak 11, Prikupljanje
i skladiStenje uzorka). Stabilnost uzorka u uslovima transporta koji nisu preporuceni, nije procenjena.

Ne zamrzavajte EDTA uzorke periferne krvi.

Pravilno prikupljanje, skladiStenje i transport su esencijalni za tacne rezultate.

9.3 Test/reagens

Nemojte zamenjivati Xpert NPM1 Mutation reagense sa drugim reagensima.
Nemojte otvarati poklopac Xpert NPM1 Mutation patrone osim kad dodajete uzorak i reagens za pranje.
Nemojte koristiti patronu koja je pala nakon §to ste je izvadili iz pakovanja.

Nemojte protresati patronu. Protresanje ili ispuStanje patrone nakon otvaranja poklopca patrone moze dovesti do
nevazecih rezultata.

Nemojte stavljati nalepnicu za ID uzorka na poklopac patrone ili na nalepnicu sa bar-kodom patrone.
Nemojte koristiti patronu sa o$teCenom nalepnicom sa bar-kodom.

Xpert® NPM1 Mutation
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Nemojte koristiti patronu ¢ija je reakciona epruveta ostecena.
Preporucuje se da Xpert NPM1 Mutation patrone budu na sobnoj temperaturi (20°C do 30°C) kad se koriste za testiranje.

Svaka jednokratna Xpert NPM1 Mutation patrona koristi se za obradu jedne analize. Nemojte ponovo koristiti obradene
patrone.

e Prenesite celokupan sadrzaj jedne (1) ampule reagensa za pranje u komoru za reagens za pranje. Ako se ne doda reagens
za pranje, moze do¢i do laznog rezultata NIJJE DETEKTOVANO (NOT DETECTED).

Nemojte ponovo koristiti vrhove pipeta.

Ne koristite patronu ako se ¢ini da je mokra ili ako se ¢ini da je zaptivka poklopca polomljena.

Nemojte koristiti Xpert NPM 1 Mutation patronu ako je reagens dodat u pogresan otvor.

Nemojte otvarati Xpert NPM1 Mutation patrone nakon zavrSetka analize.

Izaberite komplet pipeta i reagenasa koji ¢e se koristiti isklju¢ivo za pripremu uzorka.

Nosite Ciste laboratorijske mantile i rukavice. Menjajte rukavice izmedu rukovanja uzoraka.

U slucaju prosipanja uzoraka ili kontrola, nosite rukavice i upijte prosutu te¢nost papirnim ubrusima. Nakon toga,
temeljno ocistite kontaminiranu oblast rastvorom sveze pripremljenog izbeljivaca na bazi hlora za kuénu upotrebu u
odnosu 1:10. Konacna koncentracija aktivnog hlora treba da bude 0,5% bez obzira na koncentraciju izbeljivaca za kuénu
upotrebu u vasoj zemlji. Vreme kontakta treba da bude najmanje dva minuta.

e Uverite se da je radna oblast suva pre nego §to upotrebite 70% denaturisani etanol da uklonite ostatke izbeljivaca.
Sacekajte da se povrsine potpuno osuse pre nego §to nastavite. Alternativno, sledite standardne procedure va$e ustanove
za slucaj kontaminacije ili prosipanja. Za opremu, sledite preporuke proizvodaca za dekontaminaciju opreme.

10 Opasnosti od hemikalija

HanomeHa Informacije u nastavku odnose se na ceo proizvod koji sadrzi proteinazu K, reagense za lizu, pranje i ispiranje.

CLP/GHS piktogram opasnosti: @ @

Signalna re¢: OPASNOST
UN GHS obavestenja o opasnosti

e Visoko zapaljiva te¢nost i isparenja H225.
e Izaziva iritaciju koze H315.
e [zaziva ozbiljnu iritaciju o¢iju H319.
o Moze izazvati pospanost ili vrtoglavicu H336.
o Sumnja se da izaziva genetske defekte H341.
e UN GHS obavestenja o merama predostroznosti

e Prevencija

Pre upotrebe pogledajte List sa bezbednosnim podacima za specijalna uputstva.

Pre upotrebe potrazite posebno uputstvo.

Nemojte rukovati proizvodom pre nego §to pro€itate i razumete sve bezbednosne mere predostroznosti.
Drzite dalje od toplote, varnica, otvorenog plamena i/ili vrelih povrsina. Zabranjeno pusenje.

Drzite ambalazu ¢vrsto zatvorenom.

Izbegavajte udisanje izmaglice/isparenja/spreja.

Temeljno oprati nakon rukovanja.

Koristite samo napolju ili na dobro provetrenom mestu.

Nosite zastitne rukavice/zadtitnu odecu/zastitu za o&i/zastitu za lice.

Po potrebi koristite licnu zastitnu opremu.
o Reagovanje

U slu¢aju POZARA: Koristiti odgovarajuée sredstvo za gaienje poZara.

AKO SE UDAHNE: Izvesti zrtvu na svez vazduh i staviti je da miruje u polozaju koji je ugodan za disanje.
Pozvati CENTAR ZA KONTROLU TROVANIJA ili se obratiti lekaru ako se ne osecate dobro.

U DODIRU SA KOZOM (ili kosom): Odmah skinuti svu kontaminiranu odeéu. Isprati kozu vodom / istugirati
se.

Za specifi¢no lecenje pogledajte dodatak sa informacijama o merama prve pomoci.
Skinite kontaminiranu odecu i operite je pre ponovne upotrebe.
Ako dode do iritacije koze: Potraziti medicinski savet/misljenje.

Xpert® NPM1 Mutation 7
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e AKO DOSPE U OCT: Pazljivo ispirati vodom nekoliko minuta. Ukloniti kontaktna so¢iva, ukoliko postoje i
ukoliko je to moguce uciniti. Nastaviti sa ispiranjem.
e Ako iritacija oka ne prolazi: Potraziti medicinski savet/misljenje.
e Ako ste izloZeni ili vas brine da ste izloZeni: Potraziti medicinski savet/misljenje.
e SkladiStenje/odlaganje

Drzite na hladnom.

Drzite na dobro provetrenom mestu.
Drzite ambalazu ¢vrsto zatvorenom.
Skladistiti zakljucano.

11 Prikupljanje i skladiStenje uzoraka

e Uzorke periferne krvi treba prikupiti u EDTA epruvete postujuci smernice vase ustanove. Plazmu ne treba odvajati od
celija.
Uzorke treba Cuvati na temperaturi od 2°C do 8°C ne duze od 3 dana (72 sata) pre testiranja.
Pravilno prikupljanje uzoraka i skladistenje su kriti¢ni za funkciju analize. Stabilnost uzorka u uslovima skladistenja koji
nisu preporuceni u nastavku u Odeljak 12, Postupak, nije procenjena sa testom Xpert NPM1 Mutation.

12 Postupak

12.1 Pre nego $to po€nete

Dvadeset (20) minuta pre pocetka postupka, izvadite uzorak krvi, reagense za pripremu uzoraka i patrone iz frizidera, kako
biste ih izjednacili sa sobnom temperaturom. Kratko centrifugirajte proteinazu K (PK) u mikrocentrifugi.

BaxHo Zapocnite analizu u roku od 1 sata od dodavanja uzorka tretiranog reagensom za uzorke u patronu.

BaxHo lzvadite patronu iz kartonskog pakovanja pre pripreme uzorka. (Pogledajte Odeljak 12.3, Priprema patrone).
12.2 Priprema uzorka
12.2.1 Priprema uzorka sa nepoznatim brojem leukocita (WBC) ili uzoraka sa manje od 30 miliona WBC/
mi
1. Na dno nove konusne, obelezene epruvete od 50 ml dodajte 100 pl proteinaze K (PK).
2. Pobrinite se za to da se uzorak krvi dobro pomesa okretanjem epruvete za prikupljanje krvi gore-dole 8 puta odmah

nakon pipetiranja. Pogledajte uputstva proizvodaca za EDTA epruvetu za prikupljanje krvi.
3. Epruveta veé sadrzi PK, dodajte 4 ml uzorka krvi.
4. Pomesajte uzorak u vorteks mesalici pri maksimalnom podeSavanju, neprekidno u toku 3 sekunde.
5.  Inkubirajte uzorak na sobnoj temperaturi 1 minut.
6. U istu epruvetu dodajte 2,5 ml reagensa za lizu (LY).
HanomeHa Sacuvajte preostali reagens za lizu da biste ga koristili ponovo u koraku 13.

7. Pomesajte uzorak u vorteks mesalici pri maksimalnom podeSavanju, neprekidno u toku 10 sekundi.
8. Inkubirajte uzorak na sobnoj temperaturi 5 minuta.
9. Pomesajte uzorak u vorteks mesalici pri maksimalnom podeSavanju, neprekidno u toku 10 sekundi.
10. Inkubirajte uzorak na sobnoj temperaturi 5 minuta.
11. Pomesajte uzorak lupkanjem po dnu epruvete 10 puta.
12. Prenesite 1 ml pripremljenog lizata u novu konusnu, obelezenu epruvetu od 50 ml.

8 Xpert® NPM1 Mutation
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Preostali lizat se moze ¢uvati na temperaturi od 2°C do 8°C do 48 sati, ili Cuvati na temperaturi od -20°C ili nizoj do

HanomeHa
mesec dana.

13. U novu konusnu epruvetu koja sadrzi lizat, dodajte 1,5 ml preostalog LY iz koraka 6.

14. Pomesajte uzorak u vorteks mesalici pri maksimalnom pode$avanju, neprekidno u toku 10 sekundi.

15. Inkubirajte uzorak na sobnoj temperaturi 10 minuta.

16. U istu konusnu epruvetu dodajte 2 ml reagensa gradusa apsolutnog etanola (treba da obezbedi korisnik).

17. Pomesajte uzorak u vorteks mesalici pri maksimalnom podeSavanju, neprekidno u toku 10 sekundi. Odlozite sa strane.
18. Bacite sve preostale PK i LY reagense.

12.2.2 Priprema uzorka sa brojem WBC jednako ili ve¢im od 30 miliona WBC/ml

i
.

Na dno nove konusne epruvete od 50 ml dodajte 100 pl PK.

N

Pobrinite se za to da se uzorak krvi dobro pomesa okretanjem epruvete za prikupljanje krvi gore-dole 8 puta odmah
nakon pipetiranja. Pogledajte uputstva proizvodaca za EDTA epruvetu za prikupljanje krvi.

U epruvetu koja ve¢ sadrzi PK, dodajte 250 pl uzorka krvi i 3,75 ml 1xPBS (pH 7,4, obezbeduje korisnik).
Pomesajte uzorak u vorteks mesalici pri maksimalnom podesavanju, neprekidno u toku 3 sekunde.

Inkubirajte uzorak na sobnoj temperaturi 1 minut.

Sledite korake 6-17 u Odeljak 12.2.1 kako biste napravili konac¢ni lizat.

Bacite sve preostale PK i LY reagense.

AR

12.3 Priprema patrone
Da biste dodali uzorak u Xpert NPM1 Mutation patronu:

1. Izvadite patronu iz kartonskog pakovanja.
2. Pregledajte patronu na osteé¢enja. Ako je ostecena, nemojte je koristiti.

3. Otvorite patronu tako $to ¢ete podici poklopac patrone i prebacite celokupan sadrzaj jedne (1) ampule reagensa za pranje
u komoru za reagens za pranje (sa malim otvorom). Pogledajte Slika 1.

4. Pipetirajte celokupan sadrzaj pripremljenog uzorka (4,5 ml) u komoru za uzorke (veliki otvor). Pogledajte Slika 1.

Komora za uzorke

Reagens za pranje (Veliki otvor)

(Mali otvor)

Slika 1. Xpert NPM1 Mutation Patrona (gornja strana)

5. Zatvorite poklopac patrone. Uverite se da je poklopac ¢vrsto ulegao na mesto. Zapocnite analizu (pogledajte Odeljak
12.4, ZapocCinjanje analize).

12.4 Zapocinjanje analize

Pre zapocéinjanja analize, uverite se da sistem radi na GeneXpert Dx verziji softvera 6.2 ili novijoj, kao i da
BaxHo je u softver uvezena ispravna datoteka za definiciju analize. Ovaj odeljak navodi podrazumevane korake za
rukovanje GeneXpert Dx System.

HanomeHa Koraci koje pratite mogu se razlikovati ako je administrator sistema promenio podrazumevani tok rada sistema.

1.  Ukljucite GeneXpert sistem tako §to ¢ete najpre ukljuciti GeneXpert Dx instrument, a zatim ukljuéiti racunar. Softver
GeneXpert Dx ce se automatski pokrenuti ili ce mozda biti potrebno dvaput kliknuti na ikonu precice za GeneXpert Dx
softver na Windows® radnoj povriini.

2.  Prijavite se na softver GeneXpert koriste¢i svoje korisnicko ime i lozinku.

Xpert® NPM1 Mutation 9
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3. U prozoru GeneXpert Dx sistema, kliknite na Kreiraj test (Create Test) (GeneXpert Dx). Otvara se prozor
Kreiraj test (Create Test).

4. Skenirajte ili ukucajte ID pacijenta (Patient ID). Ako unosite ID pacijenta (Patient ID), pobrinite se da ID pacijenta
(Patient ID) bude ta¢no upisan. ID pacijenta je povezan sa rezultatima testa i prikazuje se u prozoru Prikaz rezultata
(View Results) i u svim izvestajima. Otvara se okvir za dijalog Skeniraj barkod za ID uzorka (Scan Sample ID
barcode).

5.  Skenirajte ili unesite ID uzorka (Sample ID). Ako unosite ID uzorka (Sample ID), pobrinite se da ID uzorka (Sample
ID) bude ta¢no unet. ID uzorka (Sample ID) je prikazan na levoj strani prozora Prikaz rezultata (View Results) i
na svim izvestajima. Otvara se okvir za dijalog Skeniraj barkod patrone (Scan Cartridge barcode).

6.  Skenirajte barkod na Xpert NPM1 Mutation patroni. Koris¢enjem informacija sa bar-koda, softver automatski
popunjava sledeca polja: ID serije reagensa (Reagent Lot ID), SN patrone (Cartridge SN) i datum isteka roka
(Expiration Date).

Ako se bar-kod na Xpert NPM1 Mutation patroni ne skenira, ponovite analizu sa novom patronom. Ako ste skenirali

HanomeHa bar-kod patrone u softveru i datoteka za definiciju testa nije dostupna, pojavice se ekran koji pokazuje da datoteka za
definiciju testa nije ucitana u sistem. Ako se pojavi ovaj ekran, obratite se tehnikoj podrsci kompanije Cepheid.
7. Kliknite na Pokreni test (Start Test). Mozda ¢e biti potrebno da ukucate vasu lozinku u okviru za dijalog koji se
pojavi.
8.  Otvorite vrata modula instrumenta na kojima trepée zeleno svetlo i ubacite patronu.
9. Zatvorite vrata. Test zapocinje i zeleno svetlo prestaje da trep¢e. Kada je analiza zavrSena, svetlo se gasi.
10. Sacekajte dok sistem ne otpusti bravu vrata pre nego §to otvorite vrata modula i izvadite patronu.
11. Bacite iskori$¢ene patrone u odgovarajuci kontejner za otpad za uzorke u skladu sa standardnom praksom vase
ustanove.
H Vreme do rezultata je manje od 3 sata (priblizno 30 minuta kad se uzorak priprema van instrumenta i manje od 2,5 sata
anomMeHa . .
za vreme ciklusa analize).
13 Prikazivanje i Stampanje rezultata
Ovaj odeljak navodi osnovne korake za prikazivanje i Stampanje rezultata. Za detaljnija uputstva o tome kako pregledati i
odstampati rezultate, pogledajte GeneXpert Dx System Operator Manual.
e Kiliknite na ikonu Prikaz rezultata (View Results) da pregledate rezultate.
® Po zavrietku analize, kliknite na dugme lzvestaj (Report) na ekranu Prikaz rezultata (View Results) da biste
pogledali i/ili generisali PDF datoteku izvestaja.
14 Kontrola kvaliteta
Svaka patrona uklju¢uje ABL1 endogenu kontrolu i kontrolu provere probe (PCC).
ABL1 endogena kontrola — ABL1 endogena kontrola potvrduje da je dovoljno uzorka koriS¢eno u analizi. Pored toga,
ova kontrola detektuje inhibiciju PCR analize u realnom vremenu povezanu sa uzorkom. ABL1 je uspeSna ako ispunjava
dodeljene kriterijume prihvatljivosti.
Kontrola provere probe (PCC) — Pre pocetka PCR reakcije, GeneXpert sistem meri fluorescentni signal sa proba kako bi
nadgledao rehidrataciju zrna, punjenje reakcione epruvete, kao i to da su sve reakcione komponente funkcionalne u patroni.
PCC je uspesna ako ispunjava dodeljene kriterijume prihvatljivosti.
15 Tumacenje rezultata
Rezultati se tumace automatski putem GeneXpert sistema iz izmerenih fluorescentnih signala i ugradenih algoritama
proracuna i prikazani su u prozoru Prikaz rezultata (View Results). Moguéi rezultati i tumacenja prikazani u Tabela 1.
10 Xpert® NPM1 Mutation
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Tabela 1. Xpert NPM1 MutationRezultati i tumacenje testa

Rezultat

Tumacenje

NPM1 mutacija
DETEKTOVANA (NPM1
Mutation DETECTED)

Pogledajte Slika 2, Slika
3, Slika 4

Detektovan je NPM1 mutirani transkript.

e NPM1 mutacija DETEKTOVANA (NPM1 Mutation DETECTED) — NPM1 mutirani
transkript je detektovan i ima prag ciklusa (Ct) unutar vazeceg opsega i krajnju tacku
iznad podeSenog praga.

e Mogucéi detektovani rezultati:

o NPM1 MUTACIJA DETEKTOVANA [#.##%] (NPM1 MUTATION DETECTED [#.##%)]);
Slika 2.
o NPM1 MUTACIJA DETEKTOVANA [iznad gornje LoQ] (NPM1 MUTATION
DETECTED [Above upper LoQ]); Slika 3.
e NPM1 MUTACIJA DETEKTOVANA [ispod LoD; <#.###%] (NPM1 MUTATION
DETECTED [Below LoD; #.###%]); Slika 4.
e ABL — USPESNO (PASS); ABL transkript je detektovan i ima prag ciklusa (Ct) unutar
vazecéeg opsega i krajnju tacku iznad podeSenog praga.
e Provera probe USPESNO (PASS) — svi rezultati provere probe su uspesni.

NPM1 mutacija NIJE
DETEKTOVANA
(NPM1 Mutation NOT
DETECTED)

Pogledajte Slika 5

NPM1 mutirani transkript nije detektovan.

e NPM1 mutacija NIJE DETEKTOVANA [Dovoljno ABL transkripta] (NPM1 Mutation NOT
DETECTED [Sufficient ABL transcript]) — NPM1 mutirani transkript nije detektovan i ima
prag ciklusa (Ct) nula ili iznad gornje vrednosti vazeéeg opsega i/ili krajnju tacku ispod
podeSenog praga.

e ABL — USPESNO (PASS); ABL transkript je detektovan i ima prag ciklusa (Ct) unutar
vazecéeg opsega i krajnju tacku iznad podeSenog praga.

e Provera probe USPESNO (PASS) — svi rezultati provere probe su uspesni.

NEVAZECI (INVALID

Pogledajte Slika 6, Slika
7, Slika 8, Slika 9, Slika
10

Nivo NPM1 mutiranog transkripta ne moze biti odreden zbog uzorka koji sadrzi previSe
NPM1 mutiranog transkripta i/ili prekomerno ili nedovoljno ABL transkripta. Pogledajte
Odeljak 18, Vodi€ za reSavanje problema za dodatna uputstva za ponovno testiranje uzorka.

e NPM1 mutacija NEVAZECI (NPM1 Mutation INVALID) — NPM1 prag ciklusa (Ct) bio je
iznad nule i ispod donje vrednosti vaze¢eg opsega (Slika 8, Slika 9)

e ABL NEUSPESNO (FAIL) — ABL prag ciklusa (Ct) nije unutar vazeceg opsega ili je krajnja
tacka bila ispod podeSenog praga (Slika 6, Slika 7, Slika 8, Slika 10)

e Provera probe — USPESNO (PASS); svi rezultati provere probe su uspe$ni.

GRESKA (ERROR)
Pogledajte Slika 11

NPM1 mutirani transkript ne moze biti odreden. Pogledajte Odeljak 18, Vodi¢ za reSavanje
problema za dodatna uputstva za ponovno testiranje uzorka.

NPM1 mutacija NEMA REZULTATA (NO RESULT)
ABL NEMA REZULTATA (NO RESULT)
Provera probe NEUSPESNO (FAIL) — svi ili jedan od rezultata provere probe je
neuspesan.
e Provera prove USPESNO (PASS) ILI NP (nije primenjivo) (NA) i Obustava pritiska*
(Pressure Abort*).
*Ako je provera probe uspesna, gresku je prouzrokovalo maksimalno prekoracenje
ograni€enja pritiska koje prelazi prihvatljivi opseg ili kvar sistemske komponente.

NEMA REZULTATA (NO
RESULT)

NPM1 mutirani transkript ne moze biti odreden. Prikupljeno je nedovoljno podataka za
proizvodnju rezultata analize. Na primer, ovo se moze dogoditi ako je operater zaustavio
analizu dok je ona bila u toku. Pogledajte Odeljak 18, Vodi€ za reSavanje problema za
dodatna uputstva za ponovno testiranje uzoraka.

e NPM1 mutacija NEMA REZULTATA (NO RESULT)
e ABL NEMA REZULTATA (NO RESULT)
e Provera probe NP (nije primenjivo) (NA)

Xpert® NPM1 Mutation
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16 Kvantitativni rezultati

Xpert NPM1 Mutation kvantitativni izlazi su dati u procentualnom odnosu NPM1 mutacije/ABL1. Kompleti su dodeljeni
prema vrednostima efikasnosti specifi¢ne za seriju (Excy) 1 faktora skaliranja (SF), koje obavezuju kvantifikaciju NPM1
mutiranih (A, B i D) i ABLI1 transkripta za kopiranje brojeva sintetickih NPM1 mutacija i ABL1 in vitro transkribovane

RNK (IVT-RNK) primarnih standarda.

Tabela 2. Primeri Xpert NPM1 Mutation rezultata testa

. NPM1 mutant ABL Xpert NPM1 Mutation
Analiza Rezultati testa Napomene
Ct Rezultat® Ct Rezultat’ u
o ” NEVAZECI [Previse NPM1 mutiranih
1 52 '\éFN\QA\AZLI?I(D:I 5,8 NEU(EEIEL)SNO i ABL transkripta] (INVALID [Too high NA
NPM1 Mutation and ABL transcripts])
5 9 NEVAZECI 55 NEUSPESNO| NEVAZECI [Previse ABL transkripta] NA
(INVALID ’ (FAIL) (INVALID [Too high ABL transcripts])
o % NEVAZECI [Previse NPM1 mutiranih
3 55 NEVAZECI 8,5 USPESNO transkripta] (INVALID [Too high NPM1 NA
(INVALID (PASS) ) .
Mutation transcripts])
. . NEVAZECI [Nedovoljno ABL
4 25,0 NEVAZECI 21,8 NEUSPESNO transkripta] (INVALID [Insufficient ABL NA
(INVALID (FAIL) .
transcript])
5 0 NEVAZECI 0 NEUSPESNO| NEVAZECI [Nema ABL transkripta] NA
(INVALID (FAIL) (INVALID [No ABL transcript])
& NPM1 mutacija DETEKTOVANA
6 8,5 POZ. 13,6 U(S|EAESSS’\;O [iznad gornje LoQ] (NPM1 Mutation NA
DETECTED [Above upper LoQ])
& NPM1 mutacija DETEKTOVANA —
7 225 POZ. 14,8 | YSPESNO 114 550,] (NPM1 Mutation DETECTED Prijavijena
(PASS) o vrednost: 1,05%
[1.05%])
USPESNO NPM1 mutacija DETEKTOVANA
8 27,9 POZ. 14,0 (PASS) [Ispod LoD; <0,030%] (NPM1 Mutation NA
DETECTED [Below LoD; <0,030%])
X NEGATIVNO [Dovoljno ABL
9 0 NEG. 14,6 USPESNO transkripta] (NEGATIVE [Sufficient NA
(PASS) )
ABL transcript])
Na primer,
NEMA NEMA Greska 5017
10 0 REZULTATA 0 REZULTATA GRESKA (ERROR) [ABL] provera
(NO (NO probe neuspesna
RESULT) RESULT) ([ABL] probe
check failed)

a Pogledajte karticu Rezultati analita (Analyte Results) na softveru GeneXpert Dx sistema za detalje.
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16.1 NPM1 mutacija DETEKTOVANA [#.##%] (NPM1 Mutation DETECTED [#.##
%)

NPMI mutacija je detektovana pri nivou #,##%.

Za rezultat ,,NPM1 mutacija DETEKTOVANA [#,##] (NPM1 Mutation DETECTED [#,##])”, NPM1 mutacija je
detektabilna uz NPM1 mutacija Ct ve¢im od ili jednako ,,6” i manjim od ili jednako ,,32” i ABL Ct ve¢im od ili jednako ,,6”
i manjim od ili jednako ,,20”. Softver GeneXpert izracunava % pomocu sledece jednacine, gde je Delta Ct (ACt) vrednost
dobijena iz ABL Ct minus NPM1 mutacija Ct:

% = E 48 x 100 x faktor skaliranja

Faktor skaliranja (SF) je parametar specifian za seriju koji je ugraden unutar bar-koda patrone za analizu. Vrednost
ovog faktora i efikasnost analize specifi¢na za seriju (E,¢) utvrdena je testiranjem kontrole kvaliteta za svaku seriju

HanomeHa analize pomocu primarnih standarda kalibrisanih za kopiju brojeva sinteticke NPM1 mutacije i kalibratora ABL1 in vitro
transkribovane RNK (IVT-RNK) za kvantifikaciju NPM1 mutiranog transkripta. E,¢; je podeSena na 1,95 i SF vrednost je
podesena na 1,79 za upotrebu u ovde prikazanom primeru.

Primer: Specifi€no za seriju Excs = 1,95; SF=1,79
ABL Ct analiza = 14,5; NPM1 mutacija Ct = 17,1; ACt = -2,6
% = 1,95(-2.6) x 100 x 1,79 = 31,53%

Rezultat: NPM1 mutacija DETEKTOVANA [31,53%] (NPM1 Mutation DETECTED [31.53%]).
Pogledajte Slika 2.

’.( TestResult | Analyte Resuit | Detail | Errors | History | Messages | Support |
Assay Name Xpert NPM1 Mutation Version 1

LCEL LT NPM1 Mutation DETECTED [31.53%]

For In Vitro Diagnostic Use Only

(Z> Legend ;
220 i [/] NPM1 Mutation; Primary |4
v | /| ABL; Primary
@
£ 400
@
@
o
S
= 200
Z 0
72 10
Cycles
Slika 2. GeneXpert Dx Prozor Prikaz rezultata: NPM1 mutacija
DETEKTOVANA [31,53%] (NPM1 Mutation DETECTED [31.53%])
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HanomeHa

16.2 NPM1 mutacija DETEKTOVANA [iznad gornje LoQ] (NPM1 Mutation
DETECTED [Above upper LoQ])

NPMI1 mutacija je detektovana pri nivou > 500%.

Za rezultat ,NPM1 mutacija DETEKTOVANA [iznad gornje LoQ] (NPM1 Mutation DETECTED [Above upper
LoQ])”, NPM1 mutacija je detektabilna uz NPM1 mutacija Ct ve¢im od ili jednako ,,6” i manjim od ili jednako ,,32” i ABL
Ct ve¢im od ili jednako ,,6” i manjim od ili jednako ,,20”. Softver GeneXpert izraCunava % pomocu sledeée jednacine, gde
je Delta Ct (ACt) vrednost dobijena iz ABL Ct minus NPM1 mutacija Ct:

% = E4c/ACY x 100 x faktor skaliranja (SF)

Faktor skaliranja (SF) je parametar specifiCan za seriju koji je ugraden unutar bar-koda patrone za analizu. Vrednost
ovog faktora i efikasnost analize specificna za seriju (Ex¢y) utvrdena je testiranjem kontrole kvaliteta za svaku seriju
analize pomocu primarnih standarda kalibrisanih za kopiju brojeva sinteticke NPM1 mutacije i kalibratora ABL1 in vitro
transkribovane RNK (IVT-RNK) za kvantifikaciju NPM1 mutiranog transkripta. Exc; je podeSena na 1,95 i SF vrednost je
podesSena na 1,79 za upotrebu u ovde prikazanom primeru.

Primer: Specificno za seriju Exc; = 1,95; SF=1,79
ABL Ct analiza = 13,4; NPM1 mutacija Ct = 10,2; ACt = 3,2
% =1,95(3:2) x 100 x 1,79 = 1516,92% je vece od definisane gornje vrednosti LoQ pri 500%

Rezultat: NPM1 mutacija DETEKTOVANA [iznad gornje LoQ] (NPM1 Mutation DETECTED
[Above upper LoQ]. Pogledajte Slika 3.

\Assay Name Xpert NPM1 Mutation Version 1

LCLTLT B N PM1 Mutation DETECTED [Above upper LoQ

For In Viro Diagnostic Use Only

2 _ legend |
g0 . [/] NPM1 Mutation; Primary |4
v | /| ABL; Primary
QX
2 400
QX
br
QL /
S
T 200
2 0
75y 10 20 30
Cycles
@‘ YA L LT ETL TS AT TS A TLTT LTSS AT LT TS TS AT LTSS 4 SATLSS TS TS TS {l{/) :

Slika 3. GeneXpert Dx Prozor Prikaz rezultata: NPM1 mutacija DETEKTOVANA
[iznad gornje LoQ] (NPM1 Mutation DETECTED [Above upper LoQ])
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16.3 NPM1 mutacija DETEKTOVANA [Ispod LoD; <0,030%] (NPM1 Mutation
DETECTED [Below LoD; <0,030%])

NPMI mutacija je detektovana pri nivou < 0,030%.

Za rezultat ,,NPM1 mutacija DETEKTOVANA [Ispod LoQ; <0,030%] (NPM1 Mutation DETECTED [Below LoD;
<0.030%])”, NPM1 mutacija je detektabilna uz NPM1 mutacija Ct ve¢im od ili jednako ,,6” i manjim od ili jednako ,,32” i
ABL Ct ve¢im od ili jednako ,,6” i manjim od ili jednako ,,20”. Softver GeneXpert izracunava % pomocu sledece jednacine,

gde je Delta Ct (ACt) vrednost dobijena iz ABL Ct minus NPM1 mutacija Ct:

% = E (A x 100 x faktor skaliranja (SF)

Faktor skaliranja (SF) je parametar specifi¢an za seriju koji je ugraden unutar bar-koda patrone za analizu. Vrednost
ovog faktora i efikasnost analize specifiCna za seriju (E,¢;) utvrdena je testiranjem kontrole kvaliteta za svaku seriju
HanomeHa analize pomocu primarnih standarda kalibrisanih za kopiju brojeva sinteticke NPM1 mutacije i kalibratora ABL1 in vitro
transkribovane RNK (IVT-RNK) za kvantifikaciju NPM1 mutiranog transkripta. Exc; je podeSena na 1,95 i SF vrednost je
podeSena na 1,79 za upotrebu u ovde prikazanom primeru.

Primer:

Rezultat:

Specifi€no za seriju Exc; = 1,95; SF=1,79

ABL Ct analiza = 14,3; NPM1 mutacija Ct = 28,8; ACt =-14,5

% = 1,95(-14.5) x 100 x 1,79 = 0,011% je manje od definisane LoD analize pri 0,030%
NPM1 mutacija DETEKTOVANA [Ispod LoD; <0,030%] (NPM1 Mutation DETECTED

[Below LoD; <0,030%]). Pogledajte Slika 4.

[ TestResult | Analyte Result | Detail | Errors | History | Messages | Support |
Assay Name Xpert NPM1 Mutation Version 1

LCHUCHTTI@I NPM1 Mutation DETECTED [Below LoD;<0.030%]

For In Vitro Diagnostic Use Only

(2> Legend
400 V2 | /| NPM1 Mutation; Primary |4
3 vi || ABL; Primary
A o 300
g N SR
1 3 y
@ 200
7 > /
=
1 “ 100
A
7 o
2 0 . . . +
Z 10 20 30
Cytles
) Z 77 Z 7 7 2 =
Slika 4. GeneXpert prozor Prikaz rezultata (View results): NPM1 mutacija DETEKTOVANA
[Ispod LoD; <0,030%] (NPM1 Mutation DETECTED [Below LoD; <0,030%)])
Xpert® NPM1 Mutation 15

302-8304-SR, Rev. C
April 2023.




Xpert® NPM1 Mutation

16.4 NPM1 mutacija NIJE DETEKTOVANA [Dovoljno ABL transkripta] (NPM1
Mutation NOT DETECTED [Sufficient ABL transcript])

NPM1 mutacija nije detektovana sa NPM1 mutacija Ct jednako ,,0” ili ve¢im od ,,32” i ABL Ct ve¢im od ,,6” i manjim od ili
jednako ,,20”.

Softver GeneXpert zahteva da ABL Ct bude ve¢i od ili jednako ,,6” 1 manji od ili jednako ,,20” za test Xpert NPM1
Mutation, kako bi se osiguralo da ima ,,Dovoljno ABL transkripta (Sufficient ABL transcript)”. Pogledajte Odeljak 15,
Tumacenje rezultata, Tabela 1.

Primer: NPM1 mutacija Ct analiza = 0; ABL Ct = 14,0 je izmedu ,6” i ,20”.

Rezultat: NPM1 mutacija NIJE DETEKTOVANA [Dovoljno ABL transkripta] (NPM1 Mutation
NOT DETECTED [Sufficient ABL transcript]. Pogledajte Slika 5.

( TestResult || Analyte Result | Detail | Errors | History | Messages | Support |
Assay Name Xpert NPM1 Mutation Version 1

LCULEET 8 [NpM1 Mutation NOT DETECTED [Sufficient ABL transcrig

For In Vitro Diagnostic Use Only

\.. Lwend.......

400 Vi | /| NPM1 Mutation; Primary ||
i vi /| ABL; Primary
® 300
2 2007 /
° -
3
w
1001
- ///
0 - , R
10 20 30
Cytles
A% ) :

Slika 5. GeneXpert prozor Prikaz rezultata (View results): NPM1 mutacija NIJE DETEKTOVANA
[Dovoljno ABL transkripta] (NPM1 Mutation NOT DETECTED [Sufficient ABL transcript])
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16.5 NEVAZECI [Nema ABL transkripta] (INVALID [No ABL transcript])

NPM1 mutacija je detektovana ili nije detektovana uz ABL Ct jednako ,,0”.

Softver GeneXpert zahteva da ABL Ct bude ve¢i od ili jednako ,,6” i manji od ili jednako ,,20” za test Xpert NPM 1
Mutation, kako bi se osiguralo da ima ,,Dovoljno ABL transkripta (Sufficient ABL transcript)”. Pogledajte Odeljak 18,
Vodi¢ za reSavanje problema.

Primer: NPM1 mutacija Ct analiza = 0; ABL Ct = 0.
Rezultat: NEVAZECI [Nema ABL transkripta] (INVALID [No ABL transcript]). Pogledajte Slika 6.

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

Assay Name Xpert NPM1 Mutation Version 1
TestResult | ;NyALID [No ABL transcript)
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Slika 6. GeneXpert prozor Prikaz rezultata (View results):
NEVAZECI [Nema ABL transkripta] (INVALID [No ABL transcript])
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16.6 NEVAZECI [Nedovoljno ABL transkripta] (INVALID [Insufficient ABL
transcript])
NPM1 mutacija je detektovana ili nije detektovana uz ABL Ct veéi od ,,20”.

Softver GeneXpert zahteva da ABL Ct bude ve¢i od ili jednako ,,6” 1 manji od ili jednako ,,20” za test Xpert NPM1
Mutation, kako bi se osiguralo da ima ,,Dovoljno ABL transkripta (Sufficient ABL transcript)”. Pogledajte Odeljak 18,
Vodi¢ za reSavanje problema.

Primer: NPM1 mutacija Ct analize = 33,3: ABL Ct = 20,2 je veci od ,20".

Rezultat: NEVAZECI [Nedovoljno ABL transkripta] (INVALID [Insufficient ABL transcript]).
Pogledajte Slika 7.

( TestResult |  Analyte Result | Detail | Errors | History | Support |
Assay Name Xpert NPM1 Mutation Version 1

TestResult | NvALID [insufficient ABL transcript]

For In Vitro Diagnostic Use Only
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Slika 7. GeneXpert prozor Prikaz rezultata (View results): NEVAZECI
[Nedovoljno ABL transkripta] (INVALID [Insufficient ABL transcript])
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16.7 NEVAZECI [previse NPM1 mutiranih i ABL transkripta] (INVALID [Too high
NPM1 Mutation and ABL transcript])
NPM1 mutacija je detektovana i kod NPM1 mutacija i ABL Cts ve¢im od ,,0” i manjim od ,,6”.

Softver GeneXpert zahteva da ABL Ct bude ve¢i od ili jednako ,,6” i manji od ili jednako ,,20” za test Xpert NPM1
Mutation, kako bi se osiguralo da ima ,,Dovoljno ABL transkripta (Sufficient ABL transcript)”. Pogledajte Odeljak 18,
Vodi¢ za reSavanje problema.

Primer: NPM1 mutacija Ct analiza = 5,4 je ve¢e od ,0” i manje od ,6”, ABL Ct = 5,9 je manje od ,6".

Rezultat: NEVAZECI [previse NPM1 mutiranih i ABL transkripta] (INVALID [Too high NPM1
Mutation and ABL transcript]). Pogledajte Slika 8.

f [ TestResuit ' Analyte Result | Detail | Errors | History = Messag #Irsmw'ﬁl
Assay Name Xpert NPM1 Mutation Version 1

TestResult | NvALID [Too high NPM1 Mutation and ABL transcripts]

For In Vitro Diagnostic Use Only
f Z> Legend
/ vi /] NPM1 Mutation; Primary |~
/ 600 vi|/| ABL; Primary
2 b
4 ¢
3 400
[
S
g =
1 * 200
2) 0
D vz T V) =
Slika 8. GeneXpert Dx Prozor Prikaz rezultata: NEVAZECI [previse NPM1 mutiranih
i ABL transkripta] (INVALID [Too high NPM1 Mutation and ABL transcript])
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16.8 NEVAZECI [previse NPM1 mutiranih transkripta] (INVALID [Too high NPM1
Mutation transcript])

NPM1 mutacija je detektovana sa NPM1 mutacija Ct ve¢im od ,,0” i manjim od ,,6” i ABL Ct ve¢im od ,,6” i manjim od ili
jednako ,,20”.

Softver GeneXpert zahteva da ABL Ct bude ve¢i od ili jednako ,,6” 1 manji od ili jednako ,,20” za test Xpert NPM1
Mutation, kako bi se osiguralo da ima ,,Dovoljno ABL transkripta (Sufficient ABL transcript)”. Pogledajte Odeljak 18,
Vodi¢ za reSavanje problema.

Primer: NPM1 mutacija Ct analiza = 5,8 je ve¢e od ,0” i manje od ,6”; ABL Ct = 13 i izmedu je ,6” i
,20”.
Rezultat: NEVAZECI [previse NPM1 mutiranih transkripta] (INVALID [Too high NPM1 Mutation

transcript]). Pogledajte Slika 9.

(TestResult | Analyte Result | Detail | Errors | History | Messages | Support |
Assay Name Xpert NPM1 Mutation Version 1

TestResult | NvALID [Too high NPM1 Mutation transcript]

For In Vitro Diagnostic Use Only
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Slika 9. GeneXpert prozor Prikaz rezultata (View results): NEVAZECI [previe
NPM1 mutiranih transkripta] (INVALID [Too high NPM1 Mutation transcript])
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16.9 NEVAZECI [previse ABL mutiranih transkripta] (INVALID [Too high ABL
Mutation transcript])

NPM1 mutacija je detektovana sa NPM1 mutacija Ct ve¢im od ,,6” i manjim od ili jednako ,,32” i ABL Ct nejednakim ,,0” i
manjim od ,,6”.

Softver GeneXpert zahteva da ABL Ct bude ve¢i od ili jednako ,,6” i manji od ili jednako ,,20” za test Xpert NPM1
Mutation, kako bi se osiguralo da ima ,,Dovoljno ABL transkripta (Sufficient ABL transcript)”. Pogledajte Odeljak 18,
Vodi¢ za reSavanje problema.

Primer: NPM1 mutacija Ct analize = 13,2: ABL Ct = 5,8 je maniji od ,6”.
Rezultat: NEVAZECI [Previse ABL transkripta] (INVALID [Too high ABL transcript]). Pogledaijte
Slika 10.

]

(TestResult | Analyte Result | Detail | Errors | History | Messages | Support |
Assay Name Xpert NPM1 Mutation Version 1

TestResult | NvALID [Too high ABL transcript)

For In Vitro Diagnostic Use Only
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Slika 10. GeneXpert prozor Prikaz rezultata (View results): NEVAZECI
[PreviSe ABL transkripta] (INVALID [Too high ABL transcript])
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16.10 GRESKA (ERROR)

| TestResult | Analyte Result | Detall | Errors | History | Support |
Assay Name Xpert NPM1 Mutation Version 1
TestResult |gRROR

For In Vitro Diagnostic Use Only

<No Data Available>

Slika 11. GeneXpert prozor Prikaz rezultata (View results): GRESKA (ERROR)

17 Ogranicenja analize

Analiza nije namenjena da se koristi sa eksternim kalibratorima.

Modifikacije ovih postupaka mogu izmeniti performanse analize.

Ovaj proizvod je dizajniran samo za upotrebu sa krvlju prikupljenom u EDTA epruvete.

Nemojte koristiti heparin kao antikoagulans, jer moze inhibirati PCR reakciju.

Tipovi uzoraka sa natrijum citratom, slojem leukocita i trombocita i kostanom srzi, nisu potvrdeni.

Greske u rezultatima analize mogu nastati tokom nepravilnog prikupljanja, obrade ili skladiStenja uzorka, ili prilikom
zamene uzorka. Da bi se izbegli pogresni rezultati, neophodno je pazljivo postovanje Uputstava za upotrebu.

Mutacije ili polimorfizmi u regionima vezivanja prajmera ili probe mogu uticati na detekciju novih ili nepoznatih
varijanti, §to moze dovesti do lazno negativnog rezultata.

Izuzetno povecan broj leukocita moze dovesti do nakupljanja pritiska u patroni i do obustavljanja ciklusa, ili neta¢nih
rezultata.

Neki uzorci sa vrlo niskim nivoima ABL transkripta, ili sa leukocitima nizim od 150.000 ¢elija/ml, mogu biti prijavljeni
kao NEVAZECI (INVALID) (tip 1). Neodredeni rezultat ne iskljucuje prisustvo vrlo niskih nivoa leukemijskih ¢elija u
uzorku.
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18 Vodic¢ za reSavanje problema

Tabela 3. Vodi¢ za reSavanje problema

Rezultati analize

Moguc¢i uzroci

Predlozi

NEVAZECI (INVALID

Tip 1: Neuspeh endogene
kontrole ABL:

Los kvalitet uzorka

RT-PCR inhibicija

ABL Ct > 20, i/ili krajnja tacka
<100

e Proverite kvalitet uzorka (npr. produzeno
skladiStenje uzorka uklju€ujuci vreme i
temperaturu).

e Ponovite analizu pomocu originalnog
uzorka (ako je dostupan) ili iz preostalog
lizata i pomoéu nove patrone, slededi
postupak kako je opisano u Odeljak 19.1,
Postupak ponovnog testiranja za GRESKU
(ERROR) ili NEVAZECI (INVALID) (tip 1).

Tip 2: Nivo NPM1 mutiranog
transkripta ne moze biti odreden
zbog uzorka koji sadrzi previse
NPM1 mutiranog i/ili ABL
transkripta (Ct < 6)

Ponovite analizu pomodu originalnog uzorka
(ako je dostupan) ili iz preostalog lizata i
pomocu nove patrone, sledeci postupak
kako je opisano u Odeljak 19.2, Postupak
ponovnog testiranja za GRESKU ($ifra
2008) (ERROR (Code 2008)) ili NEVAZECI
(INVALID) (tip 2).

GRESKA (ERROR)
(Sifra 2008)

Prekoracenje ogranicenja za
pritisak (poruka o gresci 2008)

Proverite kvalitet uzorka
Proverite na enormno povecan broj
leukocita (WBC)

e Ponovite analizu pomo¢u originalnog
uzorka (ako je dostupan) ili iz preostalog
lizata i pomocu nove patrone, slededéi
postupak kako je opisano u Odeljak 19.2,
Postupak ponovnog testiranja za GRESKU
(Sifra 2008) (ERROR (Code 2008)) ili
NEVAZECI (INVALID) (tip 2).

GRESKA (ERROR)
(8ifra 5006, 5007,
5008 i 5009*)

*Ovo nije kona¢na
lista Sifara za
GRESKU (ERROR).

Neuspeh provere probe

Ponovite analizu pomocu originalnog uzorka
(ako je dostupan) ili iz preostalog lizata i
pomocu nove patrone, sledec¢i postupak
kako je opisano u Odeljak 19.1, Postupak
ponovnog testiranja za GRESKU (ERROR) ili
NEVAZECI (INVALID) (tip 1).

NEMA REZULTATA
(NO RESULT)

Neuspeh u prikupljanju podataka.

Na primer, operater je zaustavio
analizu koja je bila u toku ili je
doslo do nestanka struje.

Ponovite analizu pomoéu originalnog uzorka
(ako je dostupan) ili iz preostalog lizata i
pomocu nove patrone, sledeci postupak
kako je opisano u Odeljak 19.1, Postupak
ponovnog testiranja za GRESKU (ERROR) ili
NEVAZECI (INVALID) (tip 1).
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19 Ponovljeni testovi

19.1 Postupak ponovnog testiranja za rezultat GRESKA (ERROR) ili NEVAZECI
(INVALID) (tip 1)
Ponovo testirajte uzorke sa rezultatima GRESKA (ERROR) ili NEVAZECI (INVALID) zbog ABL praga ciklusa (Ct)

koji prekoracuje maksimalni vaze¢i Ct (Ct >20), ili ako je krajnja tacka ispod podeSenog praga (<100). Takode pogledajte
Odeljak 18, Vodi¢ za reSavanje problema.

1.

Ako je dostupno dovoljno zapremine uzorka krvi, ponovite test iz prvobitne epruvete za prikupljanje uzorka krvi sledeci
postupak u Odeljak 12.2.

-ILI-

Ako je zapremina uzorka krvi nedovoljna, ponovno testiranje se moze izvesti pomocu preostalog lizata iz Odeljak 12.2.1,
korak 12.

a. Ako je preostali lizat iz Odeljak 12.2.1 korak 12, ¢uvan u zamrznutom stanju, odmrznite ga na sobnoj temperaturi pre
upotrebe.

b. Pobrinite se za to da se lizat dobro pomesa, me$anjem uzorka pomocu vorteks mesalice pri maksimalnom
podesavanju, neprestano u toku 10 sekundi i ostavite ga sa strane na 3 minuta, kako bi se stalozili mehurici.

Prenesite 1 ml pripremljenog lizata u novu konusnu epruvetu od 50 ml.

Sledite korake 13-17 u Odeljak 12.2.1 kako biste napravili konacni lizat.

Otvorite patronu tako $to ¢ete podici poklopac patrone i prebacite celokupan sadrzaj jedne (1) ampule reagensa za pranje

u komoru za reagens za pranje (sa malim otvorom). Pogledajte Slika 1.

Pipetirajte celokupan sadrzaj pripremljenog uzorka u komoru za uzorke (veliki otvor). Pogledajte Slika 1.

Zatvorite poklopac patrone. Zapocnite analizu (pogledajte Odeljak 12.4, Zapocinjanje analize).

19.2 Postupak ponovnog testiranja za rezultat GRESKA (sifra 2008) (ERROR
(Code 2008)) ili NEVAZECI (INVALID) (tip 2)

Ponovo testirajte uzorke pomocéu nivoa NPM1 mutiranog i/ili ABL transkripta ispod vaze¢eg minimalnog Ct (Ct > 01 Ct <
6) 1/ili kad se prekoraci ograni¢enje pritiska. Takode pogledajte Odeljak 18, Vodi¢ za reSavanje problema.

1.
2.

Na dno nove konusne epruvete od 50 ml dodajte 100 pl PK (proteinaza K).

Pobrinite se da je uzorak krvi ili preostali lizat iz Odeljak 12.2, korak 12 dobro pomesan, tako §to ¢ete okrenuti epruvetu
gore-dole 8 puta odmah pre pipetiranja.

U epruvetu koja ve¢ sadrzi proteinazu K, dodajte 250 pul uzorka krvi i 3,75 ml PBS (pH 7.4, obezbeduje korisnik), ako je
dostupno, ili 60 pl preostalog lizata iz Odeljak 12.2.1, korak 12.

a. Ako je preostali lizat iz Odeljak 12.2.1 korak 12, ¢uvan u zamrznutom stanju, odmrznite ga na sobnoj temperaturi pre
upotrebe.

b. Pobrinite se za to da se lizat dobro pomesa, meSanjem uzorka pomocu vorteks mesalice pri maksimalnom
podesavanju, neprestano u toku 10 sekundi i ostavite ga sa strane na 3 minuta, kako bi se stalozili mehuriéi.

Pomesajte uzorak u vorteks mesalici pri maksimalnom podeSavanju, neprekidno u toku 3 sekunde.
Inkubirajte uzorak na sobnoj temperaturi 1 minut.

Za ponovno testiranje uzorka krvi sa PBS, pratite korake 6-17 u Odeljak 12.2.1, kako biste napravili konacni lizat. Za
ponovno testiranje uzorka preostalog lizata, pratite korake a-g u nastavku kako biste napravili kona¢ni lizat.

U epruvetu za ponovno testiranje sa preostalim lizatom dodajte 2,5 ml LY.

Pomesajte uzorak u vorteks mesalici pri maksimalnom podeSavanju, neprekidno u toku 10 sekundi.
Inkubirajte uzorak na sobnoj temperaturi 5 minuta.

. Pomesajte uzorak u vorteks mesalici pri maksimalnom podesavanju, neprekidno u toku 10 sekundi.
Inkubirajte uzorak na sobnoj temperaturi 5 minuta.

U istu epruvetu dodajte 2 ml reagensa gradusa apsolutnog etanola (treba da obezbedi korisnik)

“me e TR

Pomesajte uzorak u vorteks mesalici pri maksimalnom podes$avanju, neprekidno u toku 10 sekundi. Odlozite sa
strane.

Otvorite patronu tako Sto éete podi¢i poklopac patrone i prebacite celokupan sadrzaj jedne (1) ampule reagensa za pranje
u komoru za reagens za pranje (sa malim otvorom). Pogledajte Slika 1.

Pipetirajte celokupan sadrzaj pripremljenog uzorka u komoru za uzorke (veliki otvor). Pogledajte Slika 1.
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9. Zatvorite poklopac patrone. Zapocnite analizu (pogledajte Odeljak 12.4, Zapocinjanje analize).

20 Ocekivane vrednosti

Xpert NPM1 Mutation opseg pokriva klju¢ne klinicke tacke u odlucivanju za pra¢enje AML. Ocekivane vrednosti izrazene
su u procentualnom odnosu NPM1 mutacija mRNK u odnosu na ABL mRNK i opsegu izmedu 0,030% i 500%. Merenja
ispod ovog opsega prijavljivana su kao nedetektabilna ili ispod granice detekcije (LoD). Merenja iznad ovog opsega
prijavljivana su kao iznad granice kvantifikacije (LoQ). Pogledajte Odeljak 15 za detalje.

21 Klinicke performanse

Sprovedena je multicentri¢na, opservaciona studija sa metodom komparacije u tri centra u Sjedinjenim Drzavama i jednom
centru van Sjedinjenih Drzava. U studiju su bili uklju¢eni uzorci od 40 pacijenata sa diskretnom AML sa NPM1 mutacijom
u jednoj vremenskoj tacki i Sirom dinamickog opsega testa Xpert NPM1 Mutation. Prikupljani su uzrast i pol za pacijente od
kojih su dobijeni uzorci. Raspodela pola bila je 11 muskaraca (27,5%) i 29 Zena (72,5%). Svi uzorci su poticali od pacijenata
izmedu 16 i 81 godinu starosti, sa medijanom od 59,7 godina.

Svih 40 uzoraka dalo je vazece rezultate testa. Trideset Sest od 40 uzoraka dalo je rezultate u okviru kvantitativnih opsega za
oba testa. Cetiri uzorka je bilo iskljuéeno iz Demingove regresije jer su uzorci bili negativni na Xpert NPM1 Mutation i/ili
komparativni test. Jo§ jedan dodatni uzorak je iskljuéen jer je bio izuzetak. Ukupno 35 uzoraka bilo je uklju¢eno u analizu
Demingove regresije.

Performanse testa Xpert NPM1 Mutation naspram komparativne analize procenjene su pomoc¢u Demingove regresije, kako
bi se odredio nagib i presek. Slika 12 predstavlja rezultate analize Demingove regresije ukljucujuci nagib, presek i liniju
identiteta na 35 uzoraka. Granice poverenja od 95% izracunate su pomoc¢u metode univerzalnog noza, a prikazan je Pirsonov
koeficijent korelacije.
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Granice sa poverenjem od 0,95 izracunate su pomo¢u metode univerzalnog noza.

Slika 12. Demingova regresija za procentualni odnos

Nagib i presek za procentualni odnos iz analize Demingove regresije bili su 1,06 odnosno 0,05, a Pirsonova korelacija bila je
0,981 izmedu merenja testa Xpert NPM1 Mutation i komparativnog testa.
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Procenjena je Bland-Altman analiza za razliku u procentualnom odnosu za 35 uzoraka sa kvantitativnim rezultatima, koji
su bili unutar linearnog opsega Xpert NPM1 Mutation i komparativnog testa. Slika 13 prikazuje Bland-Altman grafikon sa
razlikom u procentualnom odnosu izmedu dva testa naspram rezultata prosecnog procentualnog odnosa za svaki uzorak.
Grafikon takode prikazuje i vise i nize dve standardne devijacije (2SD) srednje razlike, koja je uoCena u studiji.
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Slika 13. Bland-Altman grafikon za procentualni odnos testa Xpert NPM1 mutacija i komparativnog testa

Srednja razlika bila je 0,08 u procentualnom odnosu izmedu rezultata Xpert NPM1 Mutation i komparativnog testa. Veéina
(91,4%, 32/35) rezultata bila je unutar 2SD srednje razlike.
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22 Analiticki podaci

22.1 Opseg linearnosti/dinamike

Linearnost je utvrdena za svaki od tri podtipa NPM1 mutacije, mutA, mutB i mutD, pomocu lizata ¢elija koji sadrzi visoke
nivoe svakog podtipa transkripta. Takvi lizati su razblazeni u osnovnom lizatu pripremljenom iz NPM1 mutacija-negativnih

donora za koje se pretpostavlja da su negativni, na ciljane opsege od ~0,01-2500% NPM1 mutacija/ABL. Svi nivoi su
testirani na jednoj seriji reagenasa u kvadriplikatu. Testiranje i statistiCke analize su sprovedene u skladu sa CLSI EP06-
A9. Regresione krive za svaki podtip prikazane su u Slika 14, Slika 15 i Slika 16. Linearni opseg za svaki podtip i njihovi

koeficijenti linearnog modela sumirani su u Tabela 4.

Log (izvestaj o dobijenom %)

MutA log-log izvestaja regresione krive ciljanih do dobijenih %
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Slika 14. Regresione krive za mutA
MutB log-log izvestaja regresione krive ciljanih do dobijenih %
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Slika 15. Regresione krive za mutB
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MutD log-log izvestaja regresione krive ciljanih do dobijenih %

® Log (Obtained %Report) $

—Linear

——Quadratic
——Cubic

w

Log (izvestaj o dobijenom %)

2 1 0 1 2
Log (izvestaj o cilianom %)

Slika 16. Regresione krive za mutD

Tabela 4. Sazetak linearnih opsega i koeficijenti linearnog modela

Podtip Linearni opseg Presek Nagib R2

mutA 0,010-2020% -0,0223 1,0134 0,989
mutB 0,010-2673% -0,0061 1,0174 0,978
mutD 0,014-2783% -0,1163 0,9389 0,981

Generalno, test Xpert NPM1 Mutation demonstrirao je linearnost unutar 0,014-2020% NPM1 mutacija/ABL. Ograni¢eno
pomocu LoQ i gornje granice softvera, prijavljeni dinamicki opseg je 0,030-500%.

22.2 Analiticka osetljivost (Granica detekcije, Granica kvantifikacije, Granica
praznog)

Granica detekcije (LoD) je najnizi nivo NPM1 mutacije/ABL pri ¢emu se 95% uzoraka konstantno prijavljuje kao ,,NPM1
mutacija DETEKTOVANA [##.##%] (NPM1 Mutation DETECTED [##.##%])”. LoD je utvrdena pojedina¢no za
mutA, mutB i mutD podtipove testiranjem serijskih razblazenja NPM1-mutacija-pozitivna ¢elijskih lizata i klinickih lizata
koji sadrZe svaki podtip mutacije. Odgovaraju¢e LoD procenjene su i potvrdene u skladu sa CLSI EP17-A210. Rezultirajuce
analize dale su LoD od 0,025% za mutA, 0,023% za mutB 1 0,030% za mutD (Tabela 5). Najveca LoD za tri podtipa od
0,030% uzeta je kao sveukupna LoD za test Xpert NPM1 Mutation.

Granica kvantifikacije (LoQ) je najnizi nivo NPM1 mutacije/ABL iznad kog se uzorci mogu kvantifikovati uz standardnu
devijaciju < 0,36 log redukcije (LR) za LR medijane iznad 3,5. U skladu sa CLSI EP17-A210, LoQ su procenjene i
potvrdene pri 0,025% za mutA podtip, 0,023% za mutB podtip i 0,030% za mutD podtip (Tabela 5). Najveca LoQ za tri
podtipa od 0,030% uzeta je kao sveukupna LoQ za test Xpert NPM1 mutacija.

Granica praznog (LoB) je najvisi ocekivani rezultat NPM1 mutacije/ABL u 95% praznih uzoraka od donora za koje

se pretpostavljalo da su NPM1-mutacija-negativni. U skladu sa CLSI EP17-A210, LoB za test Xpert NPM1 mutacija
procenjena je i potvrdena pri 0,0085% (Tabela 5).
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Tabela 5. Granica detekcije, Granica kvantifikacije i Granica
praznog testa Xpert NPM1 Mutation [% NPM1 mutacije/ABL]

Podtip LoD LoQ LoB
[%NPM1 mutacije/ABL] [%NPM1 mutacije/ABL] [%NPM1 mutacije/ABL]
mutA 0,025% 0,025%
mutB 0,023% 0,023% 0,0085%
mutD 0,030% 0,030%

22.3 Analiticka specifichost

Analiticka specifi¢nost testa Xpert NPM1 Mutation odredena je pomocu uzoraka periferne krvi tretiranih sa EDTA, uzetih
od dvadeset pet zdravih donora.

Rezultat Nema DETEKTOVANE NPM1 mutacije (NPM1 Mutation DETECTED) dobijen je iz svakog uzorka NPM1-
mutacija-negativna za koji se pretpostavljalo da je negativan, a koji je procenjen u ovoj studiji. Stoga je test Xpert NPM1
Mutation specifican za mutirane NPM1 mRNK transkripte (tipovi A, B i D na egzonu 12) povezan sa AML i ima analiticku
specificnost od 100% za uzorke periferne krvi sa EDTA.

22.4 Procena prenosenja kontaminacije

Sprovedena je studija kako bi se demonstriralo da jednokratne, samostalne GeneXpert patrone sprecavaju prenosenje
kontaminacije iz patrona obradenih u sekvencionalnim ciklusima na istom modulu instrumenta. NPM1-mutacija-negativan
uzorak za koji se pretpostavljalo da je negativan, testiran je nakon NPM1-mutacija-pozitivnog uzorka koji je bio visoko
pozitivan u istom GeneXpert modulu. Sema testiranja je ponovljena 10 puta na dva GeneXpert modula (22 negativna i 20
pozitivna, ukupno). Svi ciklusi pozitivnih uzoraka dali su oekivani rezultat ,,NPM1 mutacija DETEKTOVANA [#.##%]
(NPM1 Mutation DETECTED [#.##%])” i svi ciklusi negativnih uzoraka dali su oéekivani rezultat ,,NPM1 mutacija
NIJE DETEKTOVANA [#.##%] (NPM1 Mutation NOT DETECTED [#.##%])”.

22.5 Potencijalno ometajuc¢e supstance

Procenjeno je pet supstanci ovom studijom, koje mogu biti prisutne u EDTA uzorcima periferne krvi sa potencijalom da
ometaju performanse testa. Testirana jedinjenja i nivoi (pogledajte Tabela 6) zasnovani su na smernici iz CLSI EP07-
ED3!1l. Ometajuce supstance su testirane u EDTA uzorcima periferne krvi dobijenim iz lizata kultivisanih NPM1-mutiranih-
pozitivnih ¢elija, koje su predstavljale tri nivoa: > 1%, 0,1-0,5% i negativan. Kontrole testa sastojale su se od istih uzoraka
bez potencijalno ometajucih supstanci. Svaki nivo testiran je u odsustvu i prisustvu pet pojedina¢nih ometajucih supstanci u
4 replikata po stanju. Za supstancu se smatralo da ne ometa ako je u njenom prisustvu, srednji procentualni odnos bio unutar
3-struke razlike u poredenju sa kontrolom.

Nisu uoceni klini¢ki znacajni inhibitorni efekti Xpert NPM1 Mutation testa ni sa jednom procenjenom ometaju¢om
supstancom u ovoj studiji. Nisu uocene statisticki znacajne razlike (p-vrednost < 0,05) ni u kakvim testiranim stanjima, a
prijavljeni procentualni odnosi izmedu testa i kontrolnih stanja bili su unutar prihvatljivog 3-strukog opsega.

Tabela 6. Testirane potencijalno ometaju¢e supstance pomocu Xpert NPM1 Mutation

Ometajuée supstance Testirana koncentracija
Nekonjugovani bilirubin 20 mg/dI
Ukupni holesterol 500 mg/di
Ukupni trigliceridi (lipidi) 3000 mg/dl
Heparin 3500 U/l
EDTA (kratko uzimanje) 930 mg/dl
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23 Reproducibilnost i preciznost

Dizajnirana je studija u skladu sa opstim principima predstavljenim u CLSI EP05-A3 standardu za multifaktorijalne studije.
Sprovedena je u tri centra. Dizajn studije obuhvatao je ¢lanove panela uzorka koji su ukljucivali mutacije A, BiD u dve
koncentracije. Testirano je sedam ¢lanova panela u duplikatu, dva ciklusa dnevno, ukupno 6 dana od strane dva operatera u
tri razli¢ita centra (3 centra x 2 operatera x 3 serije x 2 dana x 2 ciklusa x 2 replikata = 144 rezultata testova/Clana panela).
Pripremljeni su paneli za reproducibilnost i preciznost od strane kompanije Cepheid i sastojali su se od sedam ¢lanova
panela prikazanih u Tabela 7. Paneli su sadrzali simulirani EDTA matriks periferne krvi (PB).

Tabela 7. Paneli reproducibilnosti i preciznosti

Clan panela Cilj Nivo procentualnog odnosa (PR)

1 Negativno NA

2 NPM1 mutacija A Umereno pozitivno (~5%)

3 NPM1 mutacija A Nisko pozitivno (~0,2%)

4 NPM1 mutacija B Umereno pozitivno (~5%)

5 NPM1 mutacija B Nisko pozitivno (~0,2%)

6 NPM1 mutacija D Umereno pozitivno (~5%)

7 NPM1 mutacija D Nisko pozitivno (~0,2%)

Broj uzoraka sa vaze¢im rezultatima za svaki analizirani ¢lan panela od strane dva operatera Sirom tri centra prikazan je u

Tabela 8.
Tabela 8. Reproducibilnost i preciznost: Broj uzoraka sa vaze¢im rezultatima
. Centar 1 Centar 2 Centar 3 Ukupno
Clan panela k
Op1 Op2 Centar [ Op1 Op 2 Centar [ Op1 Op 2 Centar | UZoraka
1 | Negativno 24/243 (24/24) (48/48)a (24/24)b (24/24) (48/48)b (24/24) | (24/24) | (48/48) | (144/144)
LR1,3: mut A
2 (~5% odnos) (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (144/144)
0
LR2,7: mut A
3 [ (~0,2% (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (144/144)
odnos)
LR1,3: mut B
4 (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (144/144)
(~5% odnos)
LR2,7: mut B
5 [(~0,2% (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (144/144)
odnos)
LR1,3: mut D
6 (~5% odnos) (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (144/144)
LR2,7: mut D
7 |(~0,2% (24/24) | (24/24) | (48/48) (24/24)C (24/24) (48/48)C (24/24) | (24/24) | (48/48) | (144/144)
odnos)
a Dva negativna uzorka su imala vazece ali detektovane rezultate (FP)
b Jedan negativan uzorak je imao vazeci ali detektovan rezultat (FP)
¢ Jedan LR 2,7: mut D (~0,2% odnos) uzorak imao je vazedi ali nedetektovan rezultat (FN)
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Kvantitativni rezultati su analizirani ugnjezdenom analizom varijanse (ANOVA) uz nasumic¢ne efekte i koeficijent varijacije
(CV). Rezultati iz ANOVA proracuna za standardnu devijaciju i varijansu za svaki pozitivan uzorak, dati su u Tabela 9.
Varijansa i procenat ukupne varijanse kojoj doprinosi svaka komponenta (centar/instrument, operater, serija, dan, ciklus)

naznaceni su kao SD i procentualni doprinos svake komponente.

Tabela 9. Rezultati iz koeficijenta varijacije (CV): Procentualni odnos (PR)

Centar op Serija Dan Ciklus Inutar Ukupno
Clan panela | N Medijang
cv cv cv cv cv cv cv
D | o | S0 | om | S [ o |52 | om! S| cm!|s®| el en
'("";.)1,,}3;2‘:;:;‘ 144 | 43% | 0,00 | 6,14 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 429 | 0,00 | 8.91 | 0,00 | 436 | 0,01 [17.83] 0,01 | 21,74
~ (1]
LR2,7: mut A
(~0,2% | 144 | 0,2% | 0,00 | 0,00 | 0,00 [12.43] 0,00 | 0,00 | 0,00 |23,71| 0,00 | 0,00 | 0,00 |74.56| 0,00 | 79,22
odnos)
'('R;f:)z:gs 144| 5% | 0,00 | 824|000/ 000|001 [1150] 000|719 | 0000000012088 001 |2623
~ (1]
LR2,7: mut B
(~0,2% | 144 | 0,.2% | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 7,48 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 19,28 0,00 | 20,68
odnos)
'("110}3;:‘“”;3 144 | 42% | 0,00 | 515 | 0,00 | 0,00 | 0,01 |1291] 0,00 | 878 | 0,00 | 0,00 | 0,01 [18.30| 0,01 | 24,60
~ (]
LR2,7: mut D
(~0,2%  |1432| 0,2% | 0,00 | 10,86 | 0,00 | 0,00 | 0,00 [12,91] 0,00 | 6,77 | 0,00 | 0,00 | 0,00 |22,83] 0,00 | 29,18
odnos)

a Jedan uzorak nije detektovan pomocu Xpert NPM1 i isklju€en je iz analize jer nije bilo kvantitativnog merenja.

Ukupan procenat koeficijenta varijacije (CV) procentualnog odnosa sa prijavljivanjem kvantitativnih vrednosti za umereno
pozitivne uzorke LR1,3: mut A, mut B i mut D (~5% odnos) kretao se od 21,74 do 26,23, a za nisko pozitivne uzorke
LR2,7: mut A, mut B i mut D (~0,2% odnos) kretao se od 20,68 do 79,22.
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25 Lokacije sediSta kompanije Cepheid

Sedista kompanije

Cepheid

904 Caribbean Drive
Sunnyvale, CA 94089
USA

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

Sedista u Evropi

Cepheid Europe SAS
Vira Solelh

81470 Maurens-Scopont
France

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

26 Tehnicka pomo¢

Prikupite sledece informacije pre nego $to se obratite tehnickoj podrsci kompanije Cepheid:

Naziv proizvoda

Broj serije

Serijski broj instrumenta

Poruke o greskama (ako ih ima)

Verzija softvera i ako je primenjivo, broj servisne oznake racunara

Sjedinjene Drzave

Telefon: + 1 888 838 3222
I-mejl: techsupport@cepheid.com

Francuska

Telefon: + 33 563 825 319
I-mejl: support@cepheideurope.com

Informacije za kontakt sa svim kancelarijama sluzbe tehnicke podrske kompanije Cepheid dostupne su na naSem veb-sajtu:
www.cepheid.com/en_US/support/contact-us.
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27 Tabela simbola

Simbol Znacenje
REF Katalo$ki broj

C € CE oznaka — Evropska uskladenost

IVD In vitro dijagnostiéko medicinsko sredstvo

LOT Serijski kod

Ne Koristiti ponovo

Pogledajte uputstvo za upotrebu

Proizvodac

Zemlja proizvodnje

Sadrzi dovoljno za n testova

Kontrola

Rok upotrebe

Ogranicenje temperature

Oprez

Zapaljive te¢nosti

Toksi¢nost za reprodukciju i organe

@@@b@%ml@@ﬁ@@

Upozorenje
EC |REP| [ Oviaséeni predstavnik u Evropskoj zajednici
CH | REP| | Ovlagceni predstavnik u Svajcarskoj

Uvoznik
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o | EC |REP

Cepheid Cepheid Europe SAS
904 Caribbean Drive Vira Solelh
Sunnyvale, CA 94089 81470 Maurens-Scopont
SAD Francuska
Telefon: + 1 408 541 4191 Telefon: + 33 563 825 300
Faks: + 1 408 541 4192 Faks: + 33 563 825 301
wvb|C €
CH |REP

Cepheid Switzerland GmbH
Zircherstrasse 66

Postfach 124, Thalwil
CH-8800

Switzerland

®

Cepheid Switzerland GmbH
Zircherstrasse 66

Postfach 124, Thalwil
CH-8800

Switzerland

wvb|C €

28 Istorija revizija

Odeljak Opis promene
23 Ispravljena je greSka u odeljku ,Reproducibilnost i
preciznost”.
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