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Xpert® NPM1 Mutation

Na in vitro diagnostiku.

1 Obchodny nazov

Xpert® NPM1 Mutation

2 Bezne pouzivany nazov

Xpert NPM1 Mutation
3 Zamyslany ucel

3.1 Uréené pouzitie

Test Xpert NPM1 Mutation vykonavany na pristroji GeneXpert® Dx System od spolo¢nosti Cepheid je diagnosticky test

in vitro na kvantifikdciu mutovanych transkriptov NPM1 mRNA (typy A, B a D v exéne 12) vo vzorkach periférnej krvi
od pacientov s aktitnou myeloidnou leukémiou (AML). Test vyuziva automatizovani reverznt transkripénti polymerazovi
retazovu reakciu (RT-PCR) v redlnom Case a uvadza percentualny pomer mutantnych transkriptov NPM1 k endogénnym
kontrolnym transkriptom mRNA ABL1. Test je uréeny ako pomdcka pri monitorovani pacientov s AML s mutaciou NPM1
na hladinu transkriptu mutovanej NPM1 mRNA. Test by sa mal pouzivat’ v spojeni s d’al§imi klinicko-patologickymi
faktormi.

Test Xpert NPM1 Mutation nerozliSuje medzi mutantnymi transkriptmi NPM1 typu A, B alebo D a nezist'uje ani nesleduje
iné zriedkavé typy mutantnych NPM1. Tento test nie je ur¢eny na diagnostiku AML.

3.2 Zamyslany pouzivatel/Zivotné prostredie

Test Xpert NPM1 Mutation maji vykonavat’ vyskoleni pouzivatelia v laboratérnych podmienkach.

4 Suhrn a vysvetlenie

Akutna myeloidna leukémia (AML) je rakovina myeloidnych krvnych kmefiovych buniek v kostnej dreni!? a je znama
roznymi mutédciami exénu 12 nukleofosminu (NPM1)3. VloZenie nukleotidov do exénu 12 vedie k mutécii posunu ramca
a vytvoreniu jadrového exportného signalu (NES). Mutécie v géne NPM1 vedu k aberantnej cytoplazmatickej lokalizacii
NPM1 a proteinov interagujiicich s NPM1. NPM1 je jednym z najviac mutovanych génov pri AML a mutécie sa vyskytuj
v 28 % az 35 % vSetkych pripadov AML. Hoci sa v sti€asnosti skiima niekol'ko liekov zameranych na mutovany NPM1,

v sucasnosti nie je k dispozicii ziadna cielend lie¢ba schvalena FDA .4

Gén NPM1 koduje jadrovy posunovaci protein, ktory zohrava tilohu v bioldgii centrozomov a ribozéomov, ako aj v regulacii
inych bunkovych systémov vratane drah nadorovych supresorov. NPM1 je jadrovy fosfoprotein, ktory sluzi ako transfer
medzi jadrom a cytoplazmou. Reguluje transport ribozomalnych ¢Eastic cez jadrovit membranu. Mutacie NPM1 boli

prvykrat objavené u jedincov s AML po pozorovani abnormalnej cytoplazmatickej lokalizacie namiesto normalnej jadrovej
lokalizacie. Genetické hodnotenie leukemickych blastov v kombinacii s cytoplazmatickou lokalizaciou NPM1 viedlo k
poznaniu znamych mutécii exénu 12 s posunom ramca.3 Naj¢astejsie sa vyskytujuce mutacie NPM1 st typ A (~75-80 %),
typ B (~10 %) a typ D (=5 %), vSetky v exdone 12, ¢o vedie k mutacii typu frameshift z inzercie $tyroch nukleotidov. Mutacia
sposobuje stratu jadrového lokalizaéného signalu a aberantnu cytoplazmaticku lokalizaciu proteinu u pacientov s AML.5
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5 Princip postupu

Test Xpert NPM1 Mutation je automatizovany test na kvantifikdciu mnozstva transkriptov mutacie NPM1 ako pomer
mutacia NPM1/ABLI1. Test sa vykonéva na zariadeni Cepheid od spolo¢nosti GeneXpert Dx System, ktoré automatizuje

a integruje Cistenie vzoriek, amplifikaciu nukleovych kyselin a detekciu ciel'ovej sekvencie v jednoduchych alebo

komplexnych vzorkach pomocou analyz RT-PCR v redlnom ¢ase a vnorenej PCR. Systém sa sklada z pristroja, pocitaca
a predinstalovaného softvéru na vykonavanie analyz a prezeranie vysledkov. Systém si vyzaduje pouZitie jednorazovych
zasobnikov GeneXpert, ktoré obsahuju RT-PCR ¢inidla a ¢inidl4 vnorenej PCR a v ktorych prebieha proces RT-PCR

a proces vnorenej PCR. Kompletny popis systému uvadza GeneXpert Dx System Operator Manual.

Test Xpert NPM1 Mutation obsahuje ¢inidla na detekciu mutacie NPM1 a transkriptu ABL1 ako endogénnej kontroly vo
vzorkach periférnej krvi. Mnozstvo transkriptu mutacie NPM1 sa kvantifikuje ako percentudlny pomer mutadcie NPM1/
ABLI1. Test Xpert NPM1 Mutation obsahuje dve kontroly — endogénnu kontrolu (ABL1) a kontrolu skusky sondy (PCC).
Endogénna kontrola ABL1 normalizuje ciel mutacie NPM1 a zabezpecuje, ze sa v analyze pouzije dostato¢né mnozstvo
vzorky. PCC overuje rehydrataciu ¢inidla, naplnenie skimavky PCR a pritomnost’ a funkénost’ vSetkych reakénych zloziek

vratane sond a farbiv v zasobniku.
6 Cinidla a nastroje

6.1 Poskytované materialy

Suprava Xpert NPM1 Mutation (GXNPM1-CE-10) obsahuje dostato¢né mnozstvo ¢inidiel na spracovanie 10 vzoriek

analyzy alebo kontrol kvality. Suprava obsahuje nasledujice:

Xpert NPM1 Mutation Cinidla

po 10 na supravu

Proteinaza K (PK)

10 x 130 pl v kazdej
liekovke

Komponent

Zlozka ¢inidla

Proteinaza K

<5%

Cinidlo na lyzu (LY) (guanidiniumtiokyanat)

10 x 5,3 ml v kazdej
liekovke

Komponent Zlozka €inidla
Guanidiniumchlorid 25-50%
Mocovina 25-50%
Dodecylsiran sodny <2%

Premyvacie ¢inidlo

10 x 2,9 ml v kazdej
ampulke

Komponent Zlozka €inidla
Etanol <50 %
Guanidiniumtiokyanat <50 %
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Xp?rt NPM1 _Mutation Zasobniky s integrovanymi reakénymi 10 v kazdej stprave

skamavkami

Komponent Zlozka €inidla Mnozstvo
Enzym: Taq DNA polymeraza < 50 U/

Guléeka 1 (lyofilizovana) guiocku 1 z kazdého na zasobnik
dNTPs < 0,05 %

Guldcka 2 (lyofilizovana) Priméry a sondy < 0,005 % 1 z kazdého na zasobnik

Guldcka 3 (lyofilizovana) Priméry a sondy < 0,005 % 1 z kazdého na zsobnik
Enzym: Taq DNA polymeraza < 50 U/

Guléeka 4 (lyofilizovana) guiocku 1 z kazdého na zasobnik
dNTPs < 0,05 %
Chlorid sodny < 4 %

5 Azid sodny < 0,1 %

Cinidlo na vymyvanie 2 ml na kazdy zasobnik
Polyetylénglykol < 40 %
Tween 20 < 0,2 %
Trizma zésada < 0,3 %

Eluéné cinidlo Trizma hydrochlorid < 0,1 % 2,5 ml na kazdy zasobnik
Azid sodny < 0,05 %

CD 1 v kazdej suprave

e Subor s definiciou analyzy (ADF)
e Pokyny na importovanie ADF do softvéru GeneXpert
e Pokyny na pouzivanie (IFU)

Poznamka

Hovadzi sérovy albumin (BSA) v guléékach tohto produktu bol vyprodukovany a vyrobeny vyhradne z hovadzej plazmy
pochadzajucej z USA. Zvieratdam nebol podavany Ziadny protein z prezivavcov ani iné zivogi$ne bielkoviny; zvierata
presli testovanim pred porazkou a po nej. Po€as spracovania nedochadzalo k mieSaniu materialu s inymi zivo¢iSnymi
materialmi.

Poznamka

Osvedcenia o analyze a listy udajov so Specifikaciami Sarzi su k dispozicii na oddeleni technickej podpory spolo€nosti
Cepheid.

7 Pozadované materialy, ktoré nie su suéast’ou balenia

GeneXpert Dx System (katalogové ¢islo sa lisi podl'a konfiguracie): pristroj GeneXpert, pocita¢, snimac¢ ¢iarového kodu
a navod na obsluhu.

Pre GeneXpert Dx System: verzia softvéru GeneXpert Dx 6.2 alebo novsia.

Tlacdiaren: Ak sa vyzaduje tlaciaren, vhodn1l tla¢iaren vam odporuci technicka podpora spolo¢nosti Cepheid.

Vortexovy mixér

Mikrocentrifiga (minimalne 1 000 x g)

Pipety a pipetovacie $picky s aerosdlovym filtrom

50 ml konické skamavky

Absolutny etanol vhodny na pouZitie ako ¢inidlo

IX PBS, pH 7,4
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8 Skladovanie a manipulacia

Obsah supravy Xpert NPM1 Mutation skladujte pri teplote 2 °C — 8 °C az do datumu exspiracie uvedeného na §titku.
Veko zasobnika otvarajte, az ked’ ste pripraveni na vykonanie testu.

Nepouzivajte zasobniky, ktoré su po datume expiracie.

Nepouzivajte zasobnik, z ktoré¢ho unika tekutina.

Premyvacie ¢inidlo je ¢ira, bezfarebna kvapalina. Nepouzivajte premyvacie ¢inidlo, ak sa zakalilo alebo doslo k zmene
jeho zafarbenia.

Dvadsat’ (20) minut pred zacatim postupu vyberte vzorku krvi, ¢inidla na pripravu vzorky zo skladu a nechajte ich
stuhnut’ na izbovu teplotu (20 — 30 °C).

9 Varovania a bezpecnostné opatrenia

9.1 VSeobecné

Na in vitro diagnostiku.

So vsetkymi biologickymi vzorkami vratane pouzitych zasobnikov a ¢inidiel zaobchadzajte, akoby boli schopné prenosu
infekénych latok. Nakol'ko ¢asto nie je mozné zistit’, ktoré vzorky mozu byt infekéné, so vSetkymi biologickymi
vzorkami je potrebné zaobchadzat’ so Standardnymi bezpeCnostnymi opatreniami.

Usmernenia pre manipulciu so vzorkou st k dispozicii v Centrach na kontrolu a prevenciu ochoreni v USA®

a v Institate pre klinické a laboratorne normy (CLSI).”

Pri praci s chemikaliami a pri manipulécii s biologickymi vzorkami dodrziavajte bezpecnostné postupy urcené vasou
institiciou.

Vykonnostné charakteristiky tohto testu boli stanovené len pre krv odobratt do skimaviek EDTA. Funkcia analyzy
nebola hodnotena s inymi typmi vzoriek.

Sporlahlivé vysledky zavisia od primeraného odberu, prepravy, uskladnenia a spracovania vzoriek. Nespravne vysledky
analyzy sa mozu vyskytnut’ pri nespravnom odbere, manipulacii alebo skladovani vzoriek, technickej chybe, zamene
vzoriek alebo preto, Ze cielovy transkript vo vzorke je pod limitom detekcie analyzy. Aby sa zabranilo chybnym
vysledkom, je potrebné dosledne dodrziavat’ pokyny na pouzite a GeneXpert Dx System Operator Manual.
Uskutocnenie testu Xpert NPM1 Mutation mimo odporucanych teplotnych rozsahov a ¢asu skladovania vzorky moéze
mat za nasledok chybné alebo neplatné vysledky.

Biologické vzorky, prenosové zariadenia a pouzité zasobniky sa povazuju za zdroj prenosu infekénych agens, ¢o

si vyzaduje $tandardné bezpecnostné opatrenia. Pri spravnom zneSkodniovani pouzitych zasobnikov a nepouZitych
¢inidiel sa riad’te postupmi ochrany Zivotného prostredia pri zneskodnovani odpadov svojej institicie. Tieto materialy
moézu mat’ vlastnosti chemicky nebezpeéného odpadu vyzadujiuceho osobitné narodné alebo regionalne postupy
zneSkodnovania. Ak narodné alebo regionalne predpisy neposkytuju jasné pokyny pre spravnu likvidaciu, biologické
vzorky a pouzité zdsobniky je potrebné likvidovat’ podl'a pokynov WHO (Svetova zdravotnicka organizacia) pre
nakladanie so zdravotnickym odpadom a jeho zneskodnovanie.8

9.2 Vzorka

Dodrziavajte spravne podmienky skladovania, aby ste zabezpegili integritu vzorky (pozrite si Cast’ 11, Odber a
skladovanie vzoriek). Stabilita vzoriek v podmienkach prepravy inych ako odportc¢anych nebola vyhodnotena.

Vzorku periférnej krvi EDTA nezmrazujte.
Pre spravnost’ vysledkov je nevyhnutny spravny odber, uskladnenie a preprava vzoriek.

9.3 Test/¢inidlo

Cinidl4 testu Xpert NPM1 Mutation nezamiefiajte za iné ¢inidla.

Neotvarajte veko zasobnika Xpert NPM1 Mutation s vynimkou priddvania vzorky a premyvacieho ¢inidla.
Nepouzivajte zasobnik, ktory vam po vybaleni spadol.

Zasobnikom netraste. Ak po otvoreni veka zasobnika dojde k traseniu zasobnikom alebo jeho padu, vysledok testu moze
byt neplatny.

Stitok s ID vzorky neumiestiiujte na veko zasobnika ani na §titok s ¢iarovym koédom zasobnika.

Nepouzivajte zasobnik s poskodenym $titkom s ¢iarovym kodom.

Xpert® NPM1 Mutation
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Poznamka

Nepouzivajte zasobnik, ktory mé poskodent reakénu skiimavku.

Pri pouzivani zasobnikov Xpert NPM1 Mutation na testovanie sa odporuca, aby mali izbovu teplotu (20 °C az 30 °C).
Kazdy jednorazovy zasobnik testu Xpert NPM1 Mutation sa pouziva na spracovanie jedinej analyzy. Spracované
zasobniky nepouzivajte opakovane.

Preneste cely obsah jednej (1) ampulky s premyvacim ¢inidlom do komory's premyvacim ¢inidlom. Chybajtce pridanie
premyvacieho ¢inidla moze sposobit’ falo§ny vysledok NEDETEGOVANE (NOT DETECTED).

Jednorazové pipetové Spicky nepouzivajte opakovane.

Nepouzivajte zasobnik, ak je vlhky alebo ak je poSkodené tesnenie veka.

Ak je ¢inidlo pridané do nespravneho otvoru, zasobnik Xpert NPM1 Mutation nepouZivajte.

Po skonéeni analyzy zasobnik Xpert NPM1 Mutation neotvarajte.

Vyhrad'te si stipravu pipiet a ¢inidiel vyluc¢ne na pripravu vzoriek.

Noste ¢isty laboratorny plast’ a rukavice. Medzi manipulaciou s kazdou vzorkou si vymerite rukavice.

V pripade, ak ddjde k uniku vzorky alebo kontrol, majte rukavice a uniknuta tekutinu utrite papierovymi utierkami.
Nasledne dokladne ocistite kontaminovanu plochu Eerstvo pripravenym chlérovym bielidlom pre domacnost’ zriedenym
v pomere 1 : 10. Kone¢na koncentracia aktivneho chloru by mala byt’ 0,5 % bez ohl'adu na koncentraciu bielidla pre
domacnosti vo vasej krajine. Nechajte pdsobit’ minimalne 2 mintty.

Pred pouzitim 70% denaturovaného etanolu na odstranenie zvyskov bielidla sa ubezpecte, Ze pracovna plocha je sucha.
Skor, ako budete pokracovat’, pracovné povrchy nechajte obschnut’. Pripadne postupujte podl'a standardnych postupov
vasej institucie pre pripady kontaminacie alebo tniku. V pripade zariadenia postupujte podl'a odporucani vyrobcu pre
dekontaminaciu.

10 Chemické nebezpeéenstvo

NizSie uvedené informacie sa vztahuju na cely produkt obsahujuci proteinazu K, lyza¢né, premyvacie a oplachovacie
¢inidla.

Piktogram nebezpecenstva CLP/OSN: @ @

Signalizaéné heslo: NEBEZPECENSTVO
Vystrazné upozornenia GHS OSN

Vysoko horl'ava kvapalina a para — H225.

Drazdi kozu — H315.

Sposobuje vazne podrazdenie oci — H319.

Moze spdsobit’ ospalost’ alebo zavraty — H336.
Podozrenie, ze spdsobuje genetické poskodenie — H341.
Bezpecnostné vyhlasenia GHS OSN

e Prevencia

Pred pouzitim si pozrite kartu bezpe¢nostnych udajov, kde najdete osobitné pokyny.
Pred pouzitim sa oboznamte s osobitnymi pokynmi.

Nepouzivajte, kym si neprecitate a nepochopite vsetky bezpecnostné opatrenia.
Chrénte pred teplom, iskrami, otvorenym ohniom a/alebo horucimi povrchmi. Zékaz fajcenia.
Nadobu uchovavajte tesne uzavretu.

Vyhnite sa vdychovaniu hmly, vyparov alebo postreku.

Po manipulacii starostlivo umyte.

Pouzivajte iba na volnom priestranstve alebo v dobre vetranom priestore.

Noste ochranné rukavice/ochranny odev/ochranné okuliare/ochranu tvare.
Pouzivajte predpisané osobné ochranné prostriedky.

e Reakcia

V pripade POZIARU: Na hasenie pouZite vhodné hasiace médium.

PO VDYCHNUTI: Presuiite postihnutého na &erstvy vzduch a nechajte ho oddychovat v polohe, ktora mu
umozni pohodlné dychanie.

Pri zdravotnych problémoch volajte NARODNE TOXIKOLOGICKE INFORMACNE CENTRUM alebo lekara.

PRI KONTAKTE S POKOZKOU (alebo vlasmi): Odstrafte/vyzledte vietky kontaminované asti odevu.
Pokozku oplachnite vodou/sprchou.

e V pripade $pecifického oSetrenia si pozrite dopliiujuce informacie o prvej pomoci.
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Kontaminovany odev vyzlecte a pred d’al§im pouzitim vyperte.
Ak sa prejavi podrazdenie pokozky: Vyhl'adajte lekarsku pomoc/starostlivost’.
PO ZASIAHNUTI OCI: Opatrne niekol’ko minut oplachujte vodou. Ak pouZivate kontaktné Sosovky a ak je to
mozné, odstraite ich. Pokracujte vo vyplachovani.
e Ak podrazdenie oci pretrvava: Vyhladajte lekarsku pomoc/starostlivost’.
e Po expozicii alebo podozreni z nej: Vyhladajte lekarsku pomoc/starostlivost’.
o Skladovanie/Likvidacia

Uchovavajte v chlade.

Uchovavajte na dobre vetranom mieste.
Nadobu uchovavajte tesne uzavreti.
Uchovavajte uzamknuté.

Obsah a/alebo nadobu zlikvidujte v stilade s miestnymi, regionalnymi, narodnymi a/alebo medzinarodnymi
predpismi.

11 Odber a uskladnenie vzoriek

e Vzorky periférnej krvi by sa mali odoberat’ do skiimaviek EDTA podl'a pokynov vasej institiicie. Plazma by sa nemala
oddel'ovat’ od buniek.

Vzorky by sa mali pred testovanim skladovat’ pri teplote 2 °C az 8 °C najviac 3 dni (72 hodin).

Pre funkciu tejto analyzy su spravny odber a uskladnenie vzoriek vel'mi dblezité. Stabilita vzoriek v podmienkach
skladovania inych ako uvedenych v Cast’ 12, postupe nizsie, nebola v pripade testu Xpert NPM1 Mutation vyhodnotena.

12 Postupy

12.1 Predtym, ako za¢nete

Dvadsat’ (20) minut pred zacatim postupu vyberte vzorku krvi, ¢inidla na pripravu vzoriek a kazety z chladiaceho zariadenia,
aby mali izbovu teplotu. Proteinazu K (PK) kratko odstred’te v mikrocentrifuge.

Dolezité Test spustite do 1 hodiny od pridania vzorky o$etrenej vzorkovacim éinidlom do kazety.
Délezité Pred pripravou vzorky vyberte kazetu z karténového obalu. (Pozrite si Cast’ 12.3, Priprava kazety).
12.2 Priprava vzorky
12.2.1 Priprava vzorky s neznamym poctom bielych krviniek (WBC) alebo vzorky s menej ako 30 milionmi
WBC/mi
1. Nadno novej oznacenej 50 ml konickej skimavky pridajte 100 pl proteinaza K (PK).
2.  Bezprostredne pred pipetovanim sa uistite, Ze je vzorka krvi dobre premiesana 8-krat prevratenim skiimavky na odber
krvi. Pozrite si ndvod na pouzitie skimavky na odber krvi EDTA od vyrobcu.
3. Do skumavky, ktora uz obsahuje PK, pridajte 4 ml vzorky krvi.
4.  Vzorku nepretrzite miesajte virivym mieSadlom pri maximalnom nastaveni pocas 3 sekund.
5.  Inkubujte pri izbovej teplote 1 minutu.
6. Do tej istej skimavky pridajte 2,5 ml ¢inidla na lyzu (LY).
Poznamka Zvysné &inidlo na lyzu si ponechajte na dalSie pouZitie v kroku 13.
7. Vzorku nepretrzite mieSajte virivym mieSadlom pri maximalnom nastaveni pocas 10 sekund.
8. Inkubujte pri izbovej teplote 5 minut.
9. Vzorku nepretrzite mieSajte virivym mie$adlom pri maximalnom nastaveni pocas 10 sekind.
10. Inkubujte pri izbovej teplote 5 minut.
11. Vzorku premiesajte 10-krat poklepanim na dno skumavky.
12. Preneste 1 ml pripraveného lyzatu do novej oznacenej 50 ml konickej skimavky.
8 Xpert® NPM1 Mutation
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Poznamka

Délezité

Poznamka

Zvysny lyzat sa moze skladovat pri teplote 2 — 8 °C az 48 hodin alebo pri teplote —20 °C alebo nizsej az 1 mesiac.

13. Do novej konickej skimavky obsahujuce;j lyzat pridajte 1,5 ml zadrzaného LY z kroku 6.

14. Vzorku nepretrzite miesajte virivym mieSadlom pri maximalnom nastaveni pocas 10 sektind.

15. Inkubujte pri izbovej teplote 10 minat.

16. Do tej istej konickej skimavky pridajte 2 ml absoliitneho etanolu reagenénej kvality (poskytne pouzivatel).
17. Vzorku nepretrzite miesajte virivym mieSadlom pri maximalnom nastaveni pocas 10 sekund. Odlozte.

18. Zlikvidujte vSetky zvys$né ¢inidla PK alebo LY.

12.2.2 Priprava vzorky s po¢tom WBC rovnym alebo vaésim ako 30 milionov WBC/ml

p—
.

Na dno novej 50 ml kénickej skimavky pridajte 100 ul PK.

N

Bezprostredne pred pipetovanim sa uistite, Ze je vzorka krvi dobre premiesana 8-krat prevratenim skumavky na odber
krvi. Pozrite si ndvod na pouzitie skimavky na odber krvi EDTA od vyrobcu.

Do skumavky, ktora uz obsahuje PK, pridajte 250 pl vzorky krvi a 3,75 ml 1 x PBS (pH 7,4, poskytne pouzivatel’).
Vzorku nepretrzite mie$ajte virivym miesadlom pri maximalnom nastaveni pocas 3 sekund.

Inkubujte pri izbovej teplote 1 minutu.

Na vytvorenie kone¢ného lyzatu postupujte podla krokov 6 az 17 v Cast' 12.2.1.

Zlikvidujte vSetky zvysné ¢inidla PK alebo LY.

AR

12.3 Priprava zasobnika
Pridajte vzorku do testovacieho zasobnika Xpert NPM1 Mutation:

1. Vyberte zasovnik z kartonového obalu.

2. Skontrolujte, ¢i zasobnik nie je poskodeny. Ak je poskodeny, nepouZzivajte ho.

3. Otvorte zasobnik zdvihnutim veka zasobnika a preneste cely obsah ampulky s jednym (1) premyvacim ¢inidlom do
komory s premyvacim ¢inidlom (s malym otvorom). Pozrite Obrazok 1.

4. Pipetujte cely obsah pripravenej vzorky do komory na vzorky (4,5 ml) (velky otvor). Pozrite Obrazok 1.

o et \

Komora na vzorky

Premyvacie €inidlo (velky otvor)

(maly otvor)

Obrazok 1. Xpert NPM1 Mutation Zasobnik (pohlad zhora)
5. Zatvorte kryt zasobnika. Uistite sa, e veko pevne zacvaklo na miesto. Spustite analyzu (pozrite si Cast’ 12.4, Spustenie
analyzy).

12.4 Spustenie analyzy

Pred zaciatkom analyzy sa presvedcte, ze systém pouziva softvér GeneXpert Dx verzie 6.2 alebo novsi a ze
do softvéru je importovany spravny subor s definiciou analyzy. V tejto ¢asti si uvedené predvolené kroky na
prevadzku systému GeneXpert Dx System.

Konkrétne kroky sa mozu lisit, ak administrator systému zmenil predvoleny tok ¢innosti systému.

1. Systém GeneXpert zapnete tak, Ze najprv zapnete pristroj GeneXpert Dx a potom pocita¢. Softvér GeneXpert Dx sa
spusti automaticky, pripadne moéze byt potrebné dvakrat kliknat’ na ikonu softvéru GeneXpert Dx na ploche systému
Windows®.

2. Do softvéru GeneXpert sa prihlaste pomocou svojho mena pouzivatel’a a hesla.
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Poznamka

Poznamka

3.V okne systému GeneXpert kliknite na polozku Vytvortit’ test (Create Test) (GeneXpert Dx). Otvori sa okno
Vytvorit’ test (Create Test).

4. Naskenujte alebo zadajte ID pacienta. Ak ID pacienta zadavate pomocou klavesnice, uistite sa, Ze je spravne. ID
pacienta je spojené s vysledkami testu a zobrazuje sa v okne Zobrazit’ vysledky (View Results) a vo vsetkych
spravach. Zobrazi sa kontextové okno na skenovanie ¢iarového kodu Skenovat’ ID vzorky (Scan Sample ID).

5. Naskenujte alebo zadajte ID vzorky. Ak ID vzorky zadavate pomocou klavesnice, uistite sa, ze je spravne. ID vzorky
sa zobrazuje na l'avej strane okna Zobrazit’ vysledky (View Results) a vo vSetkych spravach. Zobrazi sa kontextové
okno Skenovat’ €iarovy kéd zasobnika (Scan Cartridge Barcode).

6. Naskenujte ¢iarovy kod zasobnika Xpert NPM1 Mutation. Softvér prostrednictvom informacii z ¢iarového kodu
automaticky vyplni tidaje do nasledujtcich poli: ID Sarze reagencie (Reagent Lot ID), Sériové ¢. zasobnika (Cartridge
SN) a Datum expiracie (Expiration Date).

Ak nie je Ciarovy kod na zasobniku Xpert NPM1 Mutation mozné oskenovat, analyza zopakujte s novym zasobnikom.
Ak ste v softvéri naskenovali Ciarovy kod a subor s definiciou analyzy nie je dostupny, zobrazi sa obrazovka, ktora
informuje, Zze v systéme nie je nahraty subor s definiciou analyzy. Ak sa zobrazi tato obrazovka, kontaktujte technicku
podporu spolo¢nosti Cepheid.

7.  Kliknite na polozku Spustit’ test (Start Test). V zobrazenom dialogovom okne moze byt’ potrebné zadat’ heslo.

8.  Otvorte dvierka modulu pristroja s blikajucim zelenym svetlom a vlozte zasobnik.

9. Zatvorte dvierka. Test sa spusti a zelené svetlo prestane blikat’. Po ukonceni analyzy sa svetlo vypne.

10. Pockajte, kym systém neodomkne dvierka pre modul, nasledne vyberte zasobnik.

11. Pouzité zasobniky zlikvidujte v prislusnej nadobe na odpad vzoriek v sulade so Standardnymi postupmi vasej instittcie.

Cas potrebny na dosiahnutie vysledku je menej ako 3 hodiny (priblizne 30 minut na pripravu vzorky mimo paluby
a menej ako 2,5 hodiny na vykonanie analyzy).

13 Zobrazenie a tla¢ vysledkov

Tato Cast’ uvadza zakladné kroky na zobrazenie a tla¢ vysledkov. Podrobnejsie pokyny na prezeranie a tla¢ vysledkov
uvadza GeneXpert Dx System Operator Manual.

® Na zobrazenie vysledkov kliknite na ikonu Zobrazit’ vysledky (View Results).

® Po dokonceni analyzy kliknutim na tlacidlo Sprava (Report) na obrazovke Zobrazenie vysledkov (View Results)
zobrazite a/alebo vygenerujete PDF subor so spravou.

14 Kontrola kvality

Kazdy zasobnik obsahuje endogénnu kontrolu ABL1 a kontrolu skusky sondy (Probe Check Control, PCC).

Endogénna kontrola ABL1 — endogénnou kontrolou ABL1 sa overuje, ¢i sa pri analyze pouziva dostatocné mnozstvo
vzorky. Této kontrola okrem toho deteguje inhibiciu testu PCR v redlnom ¢ase stvisiacu so vzorkou. Ak st uréené kritéria
splnené, kontrola ABL1 je uspesna.

Kontrola skusky sondy (Probe Check Control, PCC) — pred zaciatkom reakcie PCR meria systém GeneXpert
fluorescencny signal zo sond na monitorovanie rehydratacie gul'6¢ok, plnenia reakénych skiimaviek a ¢i su vSetky reakéné
komponenty v zasobniku funkéné. Ak st uréené kritéria splnené, kontrola PCC je uspesna.

15 Interpretacia vysledkov

Vysledky sa interpretuju automaticky systémom GeneXpert z nameranych fluorescenénych signalov a zo zabudovanych
vypoctovych algoritmov a st zobrazené v okne Zobrazit’ vysledky (View Results). Mozné vysledky a interpretacie st
uvedené na obrazku Tabulka 1.

10

Xpert® NPM1 Mutation
302-8304-SK, Rev. C
April 2023



Xpert® NPM1 Mutation

Tabulka 1. Xpert NPM1 Mutation Vysledky testu a interpretacia

Vysledok

Interpretacia

Mutacia NPM1
DETEGOVANA (NPM1
Mutation DETECTED)

Pozrite Obrazok 2,
Obrazok 3, Obrazok 4

Zistil sa transkript mutacie NPM1.

e Mutacia NPM1 DETEGOVANA (NPM1 Mutation DETECTED) — transkript mutécie
NPM1 sa detegoval a prahova hodnota cyklu je v plathom rozsahu a koncovy bod je nad
nastavenim hrani¢nej hodnoty.

e Mozné zistené vysledky:

e Mutacia NPM1 DETEGOVANA [# ##%] (NPM1 Mutation DETECTED [#.##%]);
Obrazok 2

e MUTACIA NPM1 DETEGOVANA [Nad hornym limitom] (NPM1 MUTATION
DETECTED [Above upper LoQ]); Obrazok 3.

e MUTACIA NPM1 DETEGOVANA [pod LoD; <#.##%] (NPM1 MUTATION DETECTED
[Below LoD; <#.###%]); Obrazok 4.

e ABL — PLATNY VYSLEDOK (PASS) — transkript ABL sa detegoval a prahova hodnota
cyklu je v platnom rozsahu a koncovy bod je nad nastavenim hrani¢nej hodnoty.

e Kontrola sondy — PLATNY VYSLEDOK (PASS); vsetky vysledky kontroly sondy st platné.

Mutacia NPM1
NEDETEGOVANA
(NPM1 Mutation NOT
DETECTED)

Pozrite Obrazok 5

Nezistil sa transkript mutacie NPM1.

e Mutacia NPM1 NEDETEGOVANA [dostatoény transkript ABL] (NPM1 Mutation NOT
DETECTED [Sufficient ABL transcript]) — transkript mutacie NPM1 sa nedetegoval
a prahova hodnota cyklu je nula alebo vysSia ako platny rozsah a koncovy bod je pod
nastavenim hrani¢nej hodnoty.

e ABL — PLATNY VYSLEDOK (PASS) — transkript ABL sa detegoval a prahova hodnota
cyklu je v platnom rozsahu a koncovy bod je nad nastavenim hraniénej hodnoty.

e Kontrola sondy — PLATNY VYSLEDOK (PASS); véetky vysledky kontroly sondy st platné.

NEPLATNY (INVALID)

Pozrite Obrazok 6,
Obrazok 7, Obrazok 8,
Obrazok 9, Obrazok 10

Hladina transkriptu mutacie NPM1 sa neda urcit, pretoze vzorka obsahuje nadbytocny
transkript mutacie NPM1 a/alebo nadbytoény alebo nedostato&ny transkript ABL. Dal$ie
pokyny na opétovné testovanie vzorky najdete v &asti Cast 18, Priru¢ka na rie$enie
problémov.

e Mutacia NPM1 NEPLATNA (NPM1 Mutation INVALID) — prah cyklu NPM1 (Ct) bol nad
nulou a pod dolnou hranicou platného rozsahu (Obrazok 8, Obrazok 9)

e ABL ZLYHANIE (FAIL) — prahova hodnota cyklu (Ct) ABL nebola v platnom rozsahu,
alebo koncovy bod bol pod nastavenim hrani¢nej hodnoty (Obrazok 6, Obrazok 7,
Obrazok 8, Obrazok 10)

e Kontrola sondy — PLATNY VYSLEDOK (PASS); véetky vysledky kontroly sondy st platné.

CHYBA (ERROR)
Pozrite Obrazok 11

Hladina transkriptu mutvécie NPM1 sa neda urgit. Dalie pokyny na opatovné testovanie
vzorky najdete v Casti Cast 18, Priruc¢ka na rieSenie problémov.

ZIADNY VYSLEDOK pre mutaciu NPM1 (NPM1 Mutation NO RESULT)
ZIADNY VYSLEDOK PRE ABL (ABL NO RESULT)
Kontrola sondy — ZLYHANIE (FAIL) — vSetky alebo jeden z vysledkov kontroly sondy
zlyhal.

e Kontrola sondy PLATNY VYSLEDOK (PASS) alebo neuplatiiuje sa (NA) a prerusenie
tlaku*.

* Ak mala kontrola sondy platny vysledok, chyba bola spdsobena limitom maximalneho tlaku
presahujucim prijatelny rozsah alebo zlyhanim komponentu systému.

ZIADEN VYSLEDOK
(NO RESULT)

Hladina transkriptu mutacie NPM1 sa neda urcit. Na vysledok analyzy neboli ziskané
dostato¢né udaje. Toto sa mdze napriklad stat, ked operator pozastavil analyzu, ktory
prebiehal. Dalsie pokyny na opatovné testovanie vzorky najdete v &asti Cast 18, Priru¢ka na
rieSenie problémov.

e ZIADNY VYSLEDOK pre mutaciu NPM1 (NPM1 Mutation NO RESULT)
e ZIADNY VYSLEDOK PRE ABL (ABL NO RESULT)
e Kontrola sondy — neuplatiiuje sa (not applicable)
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16 Kvantitativne vysledky

Kvantitativne vystupy testu Xpert NPM1 Mutation su uvedené ako percentualny pomer mutacia NPM1/ABL1. Stipravam su
priradené hodnoty ucinnosti (Excy) a Skalovacieho faktora (SF) Specifické pre jednotlivé Sarze, ktoré spajaju kvantifikaciu
transkriptov mutacie NPM1 (A, B a D) a ABL1 s poctom kopii syntetickych primarnych Standardov mutacie NPM1 a in
vitro transkribovanej RNA (IVT-RNA) ABL1.

Tabulka 2. Priklady vysledkov testu Xpert NPM1 Mutation

, Mutacia NPM1 ABL Xpert NPM1 Mutation ,
Analyza Vvsledky test Poznamky
Ct Vysledok® Ct Vysledok’ y y testu
] NEPLATNY VYSLEDOK [prili§ vysoka
y 592 NEPLATNY 58 ZLYHANIE [ mutacia NPM1 a transkripty ABL] _
’ (INVALID) ’ (FAIL) (INVALID [Too high NPM1 Mutation
and ABL transcripts])
’ NEPLATNY VYSLEDOK [prili§ vysoky
2 9 ’\:E\wﬁ]g; 5,5 ZLEXIAL'\)“E transkripty ABL] (INVALID [Too high -
ABL transcripts])
NEPLATNY PLATNY | NEPLATNY VYSLEDOK [prili§ vysoké
3 55 (INVALID) 8,5 VYSLEDOK | transkripty mutacie NPM1] (INVALID -
(PASS) [Too high NPM1 Mutation transcripts])
. NEPLATNY VYSLEDOK [neplatny
4 25,0 ’\éﬁmfl‘]g; 21,8 ZL}'::IAL'\)“E transkript ABL] (INVALID [Insufficient -
ABL transcript])
’ NEPLATNY VYSLEDOK [Ziadny
NEPLATNY ZLYHANIE )
5 0 (INVALID) 0 (FAIL) transkript ABL] INVALID [No ABL -
transcript]
PLATNY | Mutacia NPM1 DETEGOVANA [Nad
6 8,5 POZ. 13,6 VYSLEDOK | hornym limitom] (NPM1 Mutation -
(PASS) | DETECTED [Above upper LoQ])
PLATNY | Mutacia NPM1 DETEGOVANA Nahi4sena hodnota:
7 22,5 POZ. 14,8 | VYSLEDOK |[1,05 %] (NPM1 Mutation DETECTED 105 9% !
(PASS)  [[1.05%)) o
PLATNY | Mutacia NPM1 DETEGOVANA [pod
8 27.9 POZ. 14,0 | VYSLEDOK |LoD; <0,030 %] (NPM1 Mutation -
(PASS) |DETECTED [Below LoD; <0.030%)])
PLATNY | NEGATIVNY VYSLEDOK [dostatocny
9 0 NEG. 14,6 | VYSLEDOK | transkript ABL]. NEGATIVE [Sufficient -
(PASS) ABL transcript]
ZIADEN ZIADEN Napriklad:
VYSLEDOK VYSLEDOK Chyba 5017
10 0 (NO 0 (NO CHYBA (ERROR) [ABL] kontrola
RESULT) RESULT) sondy zlyhala

a Podrobnosti najdete na karte Vysledky analyzy v softvéri systému GeneXpert Dx.
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16.1 Mutacia NPM1 DETEGOVANA [#.##%)] (NPM1 Mutation DETECTED [#.##
%)),
Mutacia NPM1 bola zistena na trovni #,## %.

V pripade vysledku ,,Mutacia NPM1 DETEGOVANA“ (NPM1 Mutation DETECTED) je mutacia NPM1 detekovatelna s
Ct mutacie NPM1 vécsou alebo rovnou ,,6° a mensou alebo rovnou ,,32° a Ct ABL vécésou alebo rovnou ,,6° a mensou alebo
rovnou ,,20“. Softvér GeneXpert vypocita % pomocou nasledujicej rovnice, kde sa hodnota Delta Ct (ACt) ziska z ABL Ct
minus NPM1 Mutation Ct:

% = E4cA2 x 100 x §kalovaci faktor

Skalovaci faktor (SF) je parameter $pecificky pre dant $arzu, ktory je vioZeny do &iarového kédu testovace] kazety.
Hodnota tohto faktora a Gg¢innost testu Specificka pre danu Sarzu (E,¢) sa uréuje pri testovani kontroly kvality kazdej

Poznamka $arze testu pomocou primarnych $tandardov kalibrovanych podfa poétu kopii syntetickej mutacie NPM1 a kalibratorov
in vitro transkribovanej RNA (IVT-RNA) ABL1 na kvantifikaciu transkriptu mutacie NPM1. Hodnota E,¢; je nastavena na
1,95 a hodnota SF je nastavena na 1,79 na pouzitie v uvedenom priklade.

Priklad: Ect Specifické pre Sarzu = 1,95; SF = 1,79
Ct ABL analyzy = 14,5; Ct mutacie NPM1 =17,1; ACt=-2,6
% =1,95(-26) x 100 x 1,79 = 31,53 %

Vysledok: Mutacia NPM1 DETEGOVANA [31,53 %] (NPM1 Mutation DETECTED [31.53%)]). Pozrite
Obrazok 2.

| TestResult | Analyte Result | 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

v Legend |
600 vi [/] NPM1 Mutation; Primary |4
v | /| ABL; Primary
@
£ 400
@
@
o
/] g
& 200
Z 0
2 10
Cycles
Obrazok 2. GeneXpert Dx Zobrazenie okna s vysledkami: Mutacia
NPM1 DETEGOVANA [31,53 %] (NPM1 Mutation DETECTED [31.53%])
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16.2 Mutacia NPM1 DETEGOVANA [Nad hornym limitom] (NPM1 Mutation
DETECTED [Above upper LoQ])

Mutacia NPM1 bola zistena na trovni > 500 %.

V pripade vysledku ,,Mutacia NPM1 DETEGOVANA [nad hornym LoQ]“ (NPM1 Mutation DETECTED [Above
upper LoQ]) je mutacia NPM1 detekovatel'nad s Ct mutacie NPM1 vécsou alebo rovnou ,,6“ a mensou alebo rovnou ,,32
a Ct ABL vicsou alebo rovnou ,,6° a mensou alebo rovnou ,,20%. Softvér GeneXpert vypocita % pomocou nasledujucej
rovnice, kde sa hodnota Delta Ct (ACt) ziska z ABL Ct minus NPM1 Mutation Ct:

% = E 4 A€ x 100 x Skéalovaci faktor (SF)

Skalovaci faktor (SF) je parameter pecificky pre dant $arzu, ktory je vioZeny do &iarového kédu testovacej kazety.
Hodnota tohto faktora a Gc¢innost testu Specificka pre danu $arzu (E,¢) sa uréuje pri testovani kontroly kvality kazdej

Poznamka $arZe testu pomocou primarnych standardov kalibrovanych podra poétu kopii syntetickej mutacie NPM1 a kalibratorov
in vitro transkribovanej RNA (IVT-RNA) ABL1 na kvantifikaciu transkriptu mutacie NPM1. Hodnota E,¢; je nastavena na
1,95 a hodnota SF je nastavena na 1,79 na pouzitie v uvedenom priklade.

Priklad: E ¢t Specifické pre Sarzu = 1,95; SF=1,79
Ct ABL analyzy = 13.4; Ct mutacie NPM1 = 10,2; ACt = 3,2
% =1,95(3:2) x 100 x 1,79 = 1 516,92 % je vacsi ako definovany horna medzna hodnota
testu pri 500 %

Vysledok: Mutacia NPM1 DETEGOVANA [Nad hornym limitom] (NPM1 Mutation DETECTED
[Above upper LoQ]. Pozrite Obrazok 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 |
500 vi [/] NPM1 Mutation; Primary ||
v | /| ABL; Primary
@
£ 400
@
?
e_) >
S
T 200
2 0
73] 10 20 30
Cycles
@‘ CALLTTLLLTLTLATETL LT AL LA TL AL ATLTA LT LTS AT LA AT A LGS TS AS TS 4 CETLEL LTSS LTS TAS AT LT A{/) :
Obrazok 3. GeneXpert Dx Zobrazenie okna s vysledkami: Mutacia NPM1
DETEGOVANA [Nad hornym limitom] (NPM1 Mutation DETECTED [Above upper LoQ])
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16.3 Mutacia NPM1 DETEGOVANA [pod LoD; <0,030 %] (NPM1 Mutation
DETECTED [Below LoD; <0.030%])

Mutacia NPM1 bola zistena na tirovni < 0,030 %.

V pripade vysledku ,,Mutacia NPM1 DETEGOVANA [pod LoQ <0,030 %]« (NPM1 Mutation DETECTED [Below
LoD; <0.030%]) je mutacia NPM1 detekovatel'na s Ct mutacie NPM1 vicsou alebo rovnou ,,6° a mensou alebo rovnou ,,32%
a Ct ABL vicsou alebo rovnou ,,6° a mensou alebo rovnou ,,20%. Softvér GeneXpert vypocita % pomocou nasledujucej
rovnice, kde sa hodnota Delta Ct (ACt) ziska z ABL Ct minus NPM1 Mutation Ct:

% = E 42 x 100 x $kélovaci faktor (SF)

Skalovaci faktor (SF) je parameter $pecificky pre dant $arzu, ktory je vioZeny do &iarového kédu testovace] kazety.
Hodnota tohto faktora a Gg¢innost testu Specificka pre danu Sarzu (E,¢) sa uréuje pri testovani kontroly kvality kazdej

Poznamka $arze testu pomocou primarnych $tandardov kalibrovanych podfa poétu kopii syntetickej mutacie NPM1 a kalibratorov
in vitro transkribovanej RNA (IVT-RNA) ABL1 na kvantifikaciu transkriptu mutacie NPM1. Hodnota E,¢; je nastavena na
1,95 a hodnota SF je nastavena na 1,79 na pouzitie v uvedenom priklade.

Priklad: Ect Specifické pre Sarzu = 1,95; SF = 1,79
Ct ABL analyzy = 14,3; Ct mutacie NPM1 = 28,8; ACt = -14,5
% = 1,95C145 x 100 x 1,79 = 0,011 % je menej ako definovany LoD analyzy pri 0,030 %

Vysledok: Mutacia NPM1 DETEGOVANA [pod LoD; <0,030 %] (NPM1 Mutation DETECTED [Below
LoD; <0.030%]); . Pozrite Obrazok 4.

Assay Name Xpert NPM1 Mutation Version 1

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

For In Vitro Diagnostic Use Only

Legend

(2>
/ 400 v | /| NPM1 Mutation; Primary ||
/ [vi | /| ABL; Primary
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1 23 /
1 2 200
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1 “ 100 '
4
4
\Z 0 z & s
7 10 20 30
Cytles
QzzzzzzZzZZzZ A =
0brézo|§ 4. Okno zobrazenia vysledkov softvéru GeneXpert: Mutacia NPM1
DETEGOVANA [pod LoD; <0,030 %] (NPM1 Mutation DETECTED [Below LoD; <0.030%])
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16.4 Mutacia NPM1 NEDETEGOVANA [dostatoény transkript ABL] (NPM1
Mutation NOT DETECTED [Sufficient ABL transcript])

Mutacia NPM1 nebola zistena s Ct mutacie NPM1 rovnou ,,0“ a va¢Sou ako ,,32* a Ct ABL vicSou ako ,,6“ a menSou alebo
rovnou ,,20.

Softvér GeneXpertvyzaduje, aby hodnota ABL Ct bola vicsia alebo rovna ,,6° a mensia alebo rovna ,,20%, aby test Xpert
NPM| Mutation zabezpeéil ,,dostatoény transkript ABL®. Pozrite si Cast’ 15, Interpretacia vysledkov, tabul’ka &. 1.
Priklad: Ct mutacie NPM1 analyzy = 0; Ct ABL = 14,0 je medzi 6" a ,20“.

Vysledok: Mutacia NPM1 NEDETEGOVANA [dostatoény transkript ABL] (NPM1 Mutation NOT
DETECTED [Sufficient ABL transcript]. Pozrite Obrazok 5.

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

LCE U8 INPM1 Mutation NOT DETECTED [Sufficient ABL transcrip
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Obrazok 5. Okno zobrazenia vysledkov softvéru GeneXpert: Mutacia NPM1 NEDETEGOVANA
[dostato€ny transkript ABL] (NPM1 Mutation NOT DETECTED [Sufficient ABL transcript])
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16.5 NEPLATNY VYSLEDOK [ziadny transkript ABL] INVALID [No ABL
transcript]

Mutacia NPM1 bola zistend alebo nebola zistena pri ABL Ct rovnej ,,0.

Softvér GeneXpertvyzaduje, aby hodnota ABL Ct bola vicsia alebo rovna ,,6° a mensia alebo rovna ,,20%, aby test Xpert
NPM1 Mutation zabezpe¢il ,,dostatoény transkript ABL“. Pozrite si ¢ast’ Cast’ 18, Priru¢ka na rie$enie problémov.

Priklad: Ct mutacie NPM1 analyzy = 0; Ct ABL = 0.
Vysledok: NEPLATNY VYSLEDOK [ziadny transkript ABL] INVALID [No ABL transcript]. Pozrite
Obrazok 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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Obrazok 6. Okno zobrazenia vysledkov softvéru GeneXpert: NEPLATNY
VYSLEDOK [zZiadny transkript ABL] INVALID [No ABL transcript]
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16.6 NEPLATNY VYSLEDOK [neplatny transkript ABL] (INVALID [Insufficient

ABL transcript])

Mutécia NPM1 bola zistena alebo nebola zistena pri ABL Ct vicsej ako ,,20%.

Softvér GeneXpertvyzaduje, aby hodnota ABL Ct bola vicsia alebo rovnév ,,0° a mensia alebo rovna ,,20, aby test Xpert

NPM1 Mutation zabezpecil ,,dostatocny transkript ABL*. Pozrite si ¢ast’ Cast’ 18, Prirucka na rieSenie problémov.
Priklad: Ct mutacie NPM1 testu = 33,3; ABL Ct = 20,2 je vySSie ako ,20".

Vysledok: NEPLATNY VYSLEDOK [neplatny transkript ABL] (INVALID [Insufficient ABL
transcript]. Pozrite Obrazok 7.

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

TestResult | NvALID [insufficient ABL transcript]
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Obrazok 7. Okno zobrazenia vysledkov softvéru GeneXpert: NEPLATNY
VYSLEDOK [neplatny transkript ABL] (INVALID [Insufficient ABL transcript])
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16.7 NEPLATNY VYSLEDOK [prili§ vysoka mutacia NPM1 a transkript ABL]
(INVALID [Too high NPM1 Mutation and ABL transcript])
Mutacia NPM1 bola zistend pri mutacii NPM1 aj ABL Ct vicsej ako ,,0° a mensej ako ,,6%.

Softvér GeneXpertvyzaduje, aby hodnota ABL Ct bola vicsia alebo rovna ,,6° a mensia alebo rovna ,,20%, aby test Xpert
NPM1 Mutation zabezpe¢il ,,dostatoény transkript ABL“. Pozrite si ¢ast’ Cast’ 18, Priru¢ka na rie$enie problémov.

Priklad: Ct mutacie NPM1 analyzy = 5,4 je vacsia ako ,0 a mensia ako ,6“; Ct ABL = 5,9 je mensSia
ako ,6“

Vysledok: NEPLATNY VYSLEDOK [prili$ vysoka mutacia NPM1 a transkript ABL] (INVALID [Too
high NPM1 Mutation and ABL transcript]. Pozrite Obrazok 8.

| TestResult | AnalyteResult | Detail | Errors | History | Messages | Support |
Assay Name Xpert NPM1 Mutation Version 1

TestResult | NvALID [Too high NPM1 Mutation and ABL transcripts]
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Obrazok 8. GeneXpert Dx Zobrazenie okna s vysledkami: NEPLATNY VYSLEDOK [prili§ vysoka
mutacia NPM1 a transkript ABL] (INVALID [Too high NPM1 Mutation and ABL transcript])
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16.8 NEPLATNY VYSLEDOK [prili$ vysoky transkript mutacie NPM1] (INVALID
[Too high NPM1 Mutation transcript])

Mutacia NPM1 bola zistena s Ct mutacie NPM1 vacsou ako ,,0“ a menSou ako ,,6° a Ct ABL vicSou ako ,,6 a menSou
alebo rovnou ,,20%.

Softvér GeneXpertvyzaduje, aby hodnota ABL Ct bola vicsia alebo rovna ,,6° a mensia alebo rovna ,,20%, aby test Xpert
NPM1 Mutation zabezpe&il ,,dostatoény transkript ABL®. Pozrite si ¢ast’ Cast’ 18, Prirutka na rieenie problémoyv.
Priklad: Ct mutacie NPM1 analyzy = 5,8 je vacsia ako ,0 a mensia ako ,6“; Ct ABL = 13 je medzi
,6“a ,20%

Vysledok: NEPLATNY VYSLEDOK [prili$ vysoky transkript mutacie NPM1] (INVALID [Too high
NPM1 Mutation transcript]. Pozrite Obrazok 9.

( TestResult | Analyte Result | Detail | Errors | History | Messages | Support |
ASS&Y Name Xpert NPM1 Mutation Version 1
TestResult | NvALID [Too high NPM1 Mutation transcript]
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Obrazok 9. Okno zobrazenia vysledkov softvéru GeneXpert: NEPLATNY VYSLEDOK
[prilis vysoky transkript mutacie NPM1] (INVALID [Too high NPM1 Mutation transcript])
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16.9 NEPLATNY VYSLEDOK [prili§ vysoky transkript mutacie ABL] (INVALID
[Too high ABL Mutation transcript])

Mutacia NPM1 bola zistena s Ct mutacie NPM1 vicsou ako ,,6° a mensSou alebo rovou ,,32° a Ct ABL vécsou ako ,,0“a
mensSou ako ,,6%.

Softvér GeneXpertvyzaduje, aby hodnota ABL Ct bola vicsia alebo rovna ,,6° a mensia alebo rovna ,,20%, aby test Xpert
NPM1 Mutation zabezpe¢il ,,dostatoény transkript ABL“. Pozrite si ¢ast’ Cast’ 18, Priru¢ka na rie$enie problémov.
Priklad: Ct mutacie NPM1 testu = 13,2; ABL Ct = 5,8 je mensSie ako ,6".

Vysledok: NEPLATNY VYSLEDOK [prili$ vysoky transkript ABL] (INVALID [Too high ABL
transcripts]. Pozrite Obrazok 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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Obrazok 10. Okno zobrazenia vysledkov softvéru GeneXpert: NEPLATNY
VYSLEDOK [prili$ vysoky transkript ABL] (INVALID [Too high ABL transcripts])
Xpert® NPM1 Mutation 21

302-8304-SK, Rev. C
April 2023



Xpert® NPM1 Mutation

16.10 CHYBA (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>

Obrazok 11. Okno zobrazenia vysledkov softvéru GeneXpert: CHYBA (ERROR)

17 Obmedzenia analyzy

Analyza nie je ur€ena na pouZitie s externymi kalibratormi.

Uprava tychto postupov mdze mat’ za nasledok zmenu fungovania analyzy.

Tento vyrobok bol navrhnuty len na pouzitie s krvou odobratou do skimaviek EDTA.

Ako antikoagulant nepouzivajte heparin, pretoze moze inhibovat reakciu PCR.

Citrat sodny, leukocyto-dostickova vrstva a vzorky kostnej drene neboli validované.

Chybné vysledky analyzy sa mozu vyskytnat’ v dosledku nespravneho odberu, manipulécie alebo uskladnenia vzoriek,
pripadne zdmeny vzoriek. Aby sa zabranilo chybnym vysledkom, je potrebné désledne dodrziavat’ pokyny na pouzite.
Mutécie alebo polymorfizmy vo vizbovych oblastiach priméru alebo sondy moézu ovplyvnit’ detekciu novych alebo
neznamych variantov a viest’ k falo$ne negativnemu vysledku.

Nadmerne vysoky pocet bielych krviniek méze sposobit’ vznik tlaku v kazete a viest’ k preruseniu testovania alebo k
nepresnym vysledkom.

Niektoré vzorky s vel'mi nizkymi hladinami transkriptu ABL alebo s po¢tom bielych krviniek niz§im ako 150 000
buniek/ml m6zu byt’ vykazované ako NEPLATNY VYSLEDOK (INVALID) (typ 1). Neur¢ity vysledok nevyluéuje
pritomnost’ vel'mi nizkych hladin leukemickych buniek u pacienta.
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18 Priru€ka na rieSenie problémov

Tabulka 3. Priru¢ka na rieSenie problémov

Vysledok analyzy Mozné priciny Navrhy
e Skontrolujte kvalitu vzorky (napr.
. . S prekroCenie poziadaviek na skladovanie
Typ 1: Zlyhanie endogénnej vzorky vratane ¢asu a teploty)
kontroly ABL: y ) ) . ploty).
e Zopakujte analyzu s pévodnou vzorkou
Nizka kvalita vzorky (ak je k dispozicii) alebo zo zadrzaného
Inhibicia RT-PCR lyzatu a novej kazety podla postupu
ABL Ct > 20 a/alebo koncovy opisaného v ¢asti Cast 19.1, Postup
NEPLATNY bod < 100 opakovaného testu pre CHYBA (ERROR)
(INVALID) alebo NEPLATNY VYSLEDOK (INVALID)
(typ 1).
Typ 2: Hladina transkriptu mutacie 'Zopall<u1te z'an”alyzu S povodnczu v’zorkou '(ak
C e < je k dispozicii) alebo zo zadrzaného lyzatu
NPM1 sa neda urcit, pretoze ; ) . A
. o a novej kazety podla postupu opisaného v
vzorka obsahuje nadbyto¢ny sasti Gast 19.2. P K “h
transkripty mutacie NPM1 a/alebo casti Cast 19.2, Postup opakovaneho testu
transkripty ABL (Ct < 6) pre CHYBA (ERROR) (kod 2008) alebo
Py ’ NEPLATNY VYSLEDOK (INVALID) (typ 2).
e Kontrola kvality vzorky
e Kontrola vyrazne zvySeného poctu WBC
e Zopakujte analyzu s pévodnou vzorkou (ak
CHYBA (ERROR) Tlak prekraguje limit (chybové je k dispozicii) alebo zo zadrzaného lyzatu
(kdd 2008) hlasenie 2008) a novej kazety podla postupu opisaného
v Casti Cast' 19.2, Postup opakovaného
testu pre CHYBA (ERROR) (kéd 2008)
alebo NEPLATNY VYSLEDOK (INVALID)
(typ 2).
CHYBA (ERROR) Zopakujte analyzu s pévodnou vzorkou (ak

(kod 5006, 5007,
5008 a 5009%)

* Toto nie je uplny
zoznam kédov
CHYBA (ERROR).

Zlyhanie kontroly sondy

je k dispozicii) alebo zo zadrzaného lyzatu

a novej kazety podla postupu opisaného

v ¢asti Cast' 19.1, Postup opakovaného testu
pre CHYBA (ERROR) alebo NEPLATNY
VYSLEDOK (INVALID) (typ 1).

ZIADEN VYSLEDOK
(NO RESULT)

Zlyhanie zberu udajov. Operator
napriklad pozastavil analyzu,
ktory prebiehal, alebo doslo

k vypadku napdjania.

Zopakujte analyzu s pévodnou vzorkou (ak
je k dispozicii) alebo zo zadrzaného lyzatu

a novej kazety podla postupu opisaného

v gasti Cast' 19.1, Postup opakovaného testu
pre CHYBA (ERROR) alebo NEPLATNY
VYSLEDOK (INVALID) (typ 1).
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19 Opakovanie testov

1Q.1 Postup opakovaného testovania pre CHYBA (ERROR) alebo NEPLATNY
VYSLEDOK (INVALID) (typ 1)

Opitovné testovanie vzoriek s vysledkami CHYBA (ERROR) alebo NEPLATNY VYSLEDOK (INVALID) z dévodu,
ze prah cyklu ABL (Ct) prekracuje maximalnu platnit hodnotu Ct (Ct > 20) alebo koncovy bod je nizsi ako nastaveny prah
(< 100). Pozrite si tiez &ast’ Cast’ 18, Priru¢ka na riesenie problémov.

1.

Ak je k dispozicii dostatoény objem vzorky krvi, vykonajte opakovany test z povodnej skimavky na odber vzorky krvi
podra postupu uvedeného v Cast’ 12.2.

—ALEBO-
Ak je objem vzorky krvi nedostatoény, moze sa vykonat’ opakovany test so zadrzanym lyzatom z Cast’ 12.2.1, kroku 12.

a. Ak sa zadrzany lyzat z Cast’ 12.2.1, kroku 12 skladuje zmrazeny, pred pouZitim ho rozmrazte na izbovii teplotu.

b. Uistite sa, ze je lyzat dobre premieSany mie$anim vzorky virivym mieSadlom pri maximalnom nastaveni nepretrzite
pocas 10 sektind a odlozte ho na 3 minuty, aby sa usadili bubliny.

Preneste 1 ml pripraveného lyzatu do novej 50 ml kénickej skimavky.

Na vytvorenie koneéného lyzatu postupujte podla krokov 13 az 17 v Cast’ 12.2.1.

Otvorte zasobnik zdvihnutim veka zasobnika a preneste cely obsah ampulky s jednym (1) premyvacim ¢inidlom do

komory s premyvacim ¢inidlom (s malym otvorom). Pozrite Obrazok 1.

Pipetujte cely obsah pripravenej vzorky do komory na vzorky (vel’ky otvor). Pozrite Obrazok 1.

Zatvorte kryt zasobnika. Spustite analyzu (pozrite si Cast’ 12.4, Spustenie analyzy).

19.2 Postup opakovaného testovania pre CHYBA (ERROR) (kéd 2008) alebo
NEPLATNY VYSLEDOK (INVALID) (typ 2)

Opétovne testujte vzorky s hladinami transkriptu mutacie NPM1 a/alebo ABL pod platnou minimalnou hodnotou Ct (Ct > 0
a Ct < 6) a/alebo pri prekroceni limitu tlaku. Pozrite si tiez ¢ast’ Cast’ 18, Prirucka na rieSenie problémov.

1.
2.

Na dno novej 50 ml kénickej skimavky pridajte 100 pl PK (proteinaza K).

Bezprostredne pred pipetovanim sa uistite, Ze je vzorka krvi alebo zvys$ny lyzat z Cast’ 12.2, kroku 12, dobre premiesany
8-krat prevratenim skiimavky.

Do skimavky, ktora uz obsahuje proteindzu K, pridvajte 250 pl vzorky krvi a 3,75 ml PBS (pH 7,4, poskytne pouZzivatel’),
ak je k dispozicii, alebo 60 pl zadrzaného lyzatu z Cast’ 12.2.1, kroku 12.

a. Ak sa zadrzany lyzat z Cast’ 12.2.1, kroku 12 skladuje zmrazeny, pred pouzitim ho rozmrazte na izbovii teplotu.
b. Uistite sa, ze je lyzat dobre premieSany mieSanim vzorky virivym mieSadlom pri maximalnom nastaveni nepretrzite
pocas 10 sekund a odlozte ho na 3 minuty, aby sa usadili bubliny.

Vzorku nepretrzite mieSajte virivym mieSadlom pri maximalnom nastaveni pocas 3 sekund.

Inkubujte pri izbovej teplote 1 mintitu.

Pri opakovanom testovani vzorky krvi s PBS postupujte podl'a krokov 6 — 17 v Cast’ 12.2.1, aby ste pripravili kone¢ny
lyzat. Pri opakovanom testovani vzorky zadrzaného lyzatu postupujte podla nizSie uvedenych krokov a — g, aby ste
vytvorili kone¢ny lyzat.

Do skimavky s opétovne testovanou vzorkou zadrzaného lyzatu pridajte 2,5 ml LY.

Vzorku nepretrzite miesajte virivym miesadlom pri maximalnom nastaveni pocas 10 sekund.

Inkubujte pri izbovej teplote 5 minut.

. Vzorku nepretrzite mieSajte virivym mieSadlom pri maximalnom nastaveni pocas 10 sekund.

Inkubujte pri izbovej teplote 5 mintt.

Do tej istej skimavky pridajte 2 ml absolitneho etanolu reagenc¢nej kvality (poskytne pouzivatel’).

“me e TR

Vzorku nepretrzite miesajte virivym mieSadlom pri maximalnom nastaveni pocas 10 sektind. Odlozte.

Otvorte zasobnik zdvihnutim veka zasobnika a preneste cely obsah ampulky s jednym (1) premyvacim ¢inidlom do
komory s premyvacim ¢inidlom (s malym otvorom). Pozrite Obrazok 1.

Pipetujte cely obsah pripravenej vzorky do komory na vzorky (velky otvor). Pozrite Obrazok 1.

Zatvorte kryt zasobnika. Spustite analyzu (pozrite si Cast’ 12.4, Spustenie analyzy).
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20 Oc¢akavané hodnoty

Rozsah Xpert NPM1 Mutation zahinia kI'icové body klinického rozhodovania pri monitorovani AML. O¢akévané hodnoty
st vyjadrené ako percentualny pomer mRNA mutdcie NPM1 k mRNA ABL a pohybujt sa od 0,030 % do 500 %. Merania
pod tymto rozsahom sa uvadzaju ako nezistené alebo pod hranicou detekcie (LoD). Merania nad tymto rozsahom sa
uvadzaju ako merania nad hranicou stanovenia (LoQ). Podrobnosti najdete v ¢asti Cast’ 15.

21 Klinicka vykonnost’

Porovnavacia Stidia s viacerymi pozorovacimi metédami sa uskutocnila na troch miestach v Spojenych $tatoch americkych
a na jednom mieste mimo Spojenych §tatov americkych. Do stadie boli zaradené vzorky od 40 diskrétnych pacientov s AML
s mutaciou NPM1 z jedného ¢asového bodu a v celom dynamickom rozsahu testu Xpert NPM1 Mutation. U pacientov, od
ktorych sa vzorky ziskali, sa zistoval vek a pohlavie. Podl'a pohlavia bolo 11 muzov (27,5 %) a 29 zien (72,5 %). Vsetky
vzorky boli od pacientov vo veku od 16 do 81 rokov s priemerom 59,7 roka.

Vsetkych 40 vzoriek poskytlo platné vysledky testov. Tridsat'Sest’ zo 40 vzoriek poskytlo vysledky v kvantitativnom
rozmedzi oboch testov. Styri vzorky boli vyliiGené z Demingovej regresie, pretoZe vzorky boli negativne v a/alebo
komparativnom teste Xpert NPM1 Mutation. Dalsia vzorka bola vyluena, pretoze predstavovala odl'ahli hodnotu. Do
Demingovej regresnej analyzy bolo zahrnutych celkovo 35 vzoriek.

Vykonnost testu Xpert NPM1 Mutation v porovnani s porovnavacim testom sa hodnotila pomocou Demingovej regresie na
urcenie sklonu a intercepcie. Test Obrazok 12 uvadza vysledky Demingovej regresnej analyzy vratane sklonu, intercepcie a
priamky totoznosti na 35 vzorkach. Hranice spol'ahlivosti 95 % boli vypocitané pomocou metody jackknife a zobrazeny je
Pearsonov korela¢ny koeficient.

0% 100 % 200 % 300 % 400 %
1 1 1 1 1
Demingova regresna zhoda (n = 35)
— 0,05 + 1,06 * Percentualny pomer porovnavacieho testu (PR)
Identita N
o
< - o - o°
> ES
& °
: ‘ g "
Z ™ -3
5 R
[0
o
x
S
o] N
S o« ° =
€ B 3
@
£
o
Q
> ]
£ <)
& ~- -3
2 B
= o
S o ©
<4
7} 3
o <
od # Pearsonover=0,981 | o
ES
T T T T T
0 1 2 3 4
Percentualny pomer porovnavacieho testu (PR)
Hranice spolahlivosti 0,95 su vypocitané pomocou metddy jackknife.

Obrazok 12. Demingova regresia pre percentualny pomer

Sklon a intercept percentualneho pomeru z Demingovej regresnej analyzy boli 1,06 a 0,05 a Pearsonova korelacia bola 0,981
medzi meraniami testu Xpert NPM1 Mutation a porovnavacieho testu.
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Bland-Altmanova analyza rozdielu v percentualnom pomere sa vyhodnotila pre 35 vzoriek s kvantitativnymi vysledkami,
ktoré boli v linedrnom rozsahu testu Xpert NPM1 Mutation a porovnéavacicho testu. Test Obrazok 13 zobrazuje Bland-
Altmanov graf s rozdielom v percentudlnom pomere medzi oboma testami oproti priemernym vysledkom percentualneho
pomeru pre kazda vzorku. Graf zobrazuje aj horné a dolné dve Standardné odchylky (2SD) priemerného rozdielu, ktory bol

pozorovany v $tadii.
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Obrazok 13. Bland-Altmanov graf pre percentualny pomer mutacie Xpert NPM1 a porovnavacieho testu

Priemerny rozdiel bol 0,08 v percentualnom pomere medzi vysledkom testu Xpert NPM1 Mutation a porovnavacieho testu.

Vicsina (91,4 %, 32/35) vysledkov bola v ramci 2SD priemerného rozdielu.
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22 Analytické udaje

22.1 Linearita/dynamicky rozsah

Linearita bola stanovena pre kazdy z troch mutantnych podtypov NPM1, mutA, mutB a mutD, s pouzitim bunkovych

lyzatov, ktoré obsahuju vysoké hladiny transkriptu kazdého podtypu. Takéto lyzaty sa riedili v lyzate pozadia pripravenom z
darcov s pravdepodobne negativnou mutaciou NPM1 na ciel'ové rozmedzie ~0,01 — 2 500 % mutacie NPM1/ABL. Vsetky
hladiny sa testovali na jednej davke ¢inidla v Styroch opakovaniach. Testovanie a $tatistické analyzy sa vykonali v sulade s

CLSI EP06-A”. Regresné krivky pre kazdy podtyp st uvedené v Obrazok 14, Obrazok 15, a Obrazok 16. Linearny rozsah

kazdého podtypu a ich koeficienty linearneho modelu st zhrnuté v Tabulka 4.

Dennik (ziskané % hlasenia)

MutA logaritmické regresné krivky cielového a ziskaného % hlasenia

® Log (Obtained %Report)

—Linear
——Quadratic
——Cubic

-5 4 -3 -2 -1 0 1

Dennik (cielové % hlasenia)

Obrazok 14. Regresné krivky pre mutA

Dennik (ziskané % hlasenia)

MutB logaritmické regresné krivky cielového a ziskaného % hlasenia

® Log (Obtained %Report)
—Linear
===Quadratic
— Cubic

5 4 3 2 1 0 1
Dennik (cielové % hlasenia)

Obrazok 15. Regresné krivky pre mutB
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MutD logaritmické regresné krivky cielového a ziskaného % hlasenia

® Log (Obtained %Report) $

—Linear

——Quadratic
——Cubic

w

Dennik (ziskané % hlasenia)

5 4 3 2 1
Dennik (cielové % hlasenia)

Obrazok 16. Regresné krivky pre mutD

Tabulka 4. Suhrn linearnych rozsahov a koeficientov linearneho modelu

Podtyp (Subtype) | Linearny rozsah Prieseénik Sklon R2
mutA 0,010 -2 020 % -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

Sthrnne test Xpert NPM1 Mutation preukazal linearitu v rozsahu 0,014 — 2 020 % mutacie NPM1/ABL. Ohrani¢eny hornou
hranicou LoQ a hornou hranicou softvéru je ohlasovany dynamicky rozsah 0,030 — 500 %.

22.2 Analyticka citlivost’ (limit detekcie, limit kvantifikacie, limit slepého
pokusu)

NPM1 DETEGOVANA [##.##%]“ (NPM1 Mutation DETECTED [##.#4%]). LoD sa stanovila pre podtypy mutA, mutB
a mutD jednotlivo testovanim sériovych zriedeni bunkovych lyzatov pozitivnych na mutaciu NPM1 a klinickych lyzatov s
kazdym podtypom mutécie. Prislusné LoD boli odhadnuté a overené v sulade s CLSI EP17-A2.10 Vysledné analyzy poskytli
LoD 0,025 % pre mutA, 0,023 % pre mutB a 0,030 % pre mutD (Tabul’ka 5). Najvyssia hodnota LoD spomedzi troch
podtypov 0,030 % sa povazuje za celkovi hodnotu LoD testu Xpert NPM1 Mutation.

odchylkou < 0,36 log redukcie (LR) pre priemerné LR nad 3,5. V sulade s CLSI EP17-A219 sa LoQ odhadli a overili na
0,025 % pre podtyp mutA, 0,023 % pre podtyp mutB a 0,030 % pre podtyp mutD (Tabul’ka 5). Najvyssia hodnota LoQ
spomedzi troch podtypov 0,030 % sa povazuje za celkovii hodnotu LoQ testu Xpert NPM1 Mutation.

Hranica slepého pokusu (LoB) je najvyssi vysledok mutdcie NPM1/ABL, ktory sa ocakédva medzi 95 % slepych vzoriek od
darcov pravdepodobne negativnych na mutaciu NPM1. V stlade s CLSI EP17-A210 bola LoB testu Xpert NPM1 Mutation
odhadnuta a overena na 0,0085 % (Tabulka 5).
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Tabulka 5. Limit detekcie, limit kvantifikacie a limit slepého
pokusu testu Xpert NPM1 Mutation [% mutacie NPM1/ABL]

Podtyp LoD LoQ LoB
(Subtype) [%NPM1 mutacia/ABL] [%NPM1 mutacia/ABL] [%NPM1 mutacia/ABL]
([%NPM1 Mutation/ABL]) | ([%NPM1 Mutation/ABL]) | ([%NPM1 Mutation/ABL])
mutA 0,025 % 0,025 %
mutB 0,023 % 0,023 % 0,0085 %
mutD 0,030 % 0,030 %

22.3 Analyticka Specifickost’

Analyticka Specifickost’ testu Xpert NPM1 Mutation bola stanovena testovanim vzoriek periférnej krvi osetrenych EDTA,
odobratych dvadsiatim piatim zdravym darcom.

Zo ziadnej z pravdepodobne NPM1 mutécie negativnych vzoriek hodnotenych v tejto $tidii nebol ziskany vysledok Mutacia
NPM1 DETEGOVANA (NPM1 Mutation DETECTED). Test Xpert NPM1 Mutation je teda §pecificky pre mutantné
transkripty NPM1 mRNA (typy A, B a D v exéne 12) spojené s AML a méa 100 % analyticku Specifickost’ pre vzorky
periférnej krvi s EDTA.

22.4 Hodnotenie kontaminacie prenosom

Vykonala sa $tudia s cielom preukazat’, Ze jednorazové autonémne zasobniky GeneXpert zabrafiuji prenosu kontaminacie
zo zasobnikov prevadzkovanych postupne v tom istom module nastroja. Pravdepodobne NPM 1-negativna vzorka bola
testovana po vzorke s vysokou NPM1-mutéciou v tom istom module GeneXpert. Testovacia schéma sa opakovala 10-krat
na dvoch moduloch GeneXpert (spolu 22 negativnych a 20 pozitivnych vysledkov). VSetky behy pozitivnej vzorky priniesli
otakavany vysledok ,,Mutacia NPM1 DETEGOVANA [#.##%]“ (NPM1 Mutation DETECTED [#.##%]) a vietky

behy negativnych vzoriek priniesli oakavany vysledok , Mutacia NPM1 NEDETEGOVANA [dostatoény transkript
ABL]“ (NPM1 Mutation NOT DETECTED [Sufficient ABL transcript]).

22.5 Potencialne interferujuce latky

V tejto stadii sa hodnotilo pét’ 1atok, ktoré mézu byt pritomné vo vzorkach periférnej krvi EDTA a ktoré mozu interferovat’
s vykonnostou testu. Testované zluceniny a hladiny (pozrite si Tabul’ka 6) boli zaloZené na pokynoch z dokumentu

CLSI EP07-ED3!!, Interferencné zlozky sa testovali vo vzorkéach periférnej krvi s EDTA a lyzatoch kultivovanych

buniek pozitivnych na mutaciu NPM1, ¢o predstavuje tri urovne: > 1 %, 0,1 — 0,5 %, a negativnych. Testovacie kontroly
pozostavali z rovnakych vzoriek bez potencialne rusivych latok. Kazda tiroven sa testovala v nepritomnosti a pritomnosti
piatich jednotlivych interferentov v 4 opakovaniach pre kazdu podmienku. Latka sa povazovala za neinterferujicu, ak v jej
pritomnosti bol priemerny pozorovany percentualny pomer v ramci 3-nasobného rozdielu v porovnani s kontrolou.

Pri ziadnej z interferujticich latok hodnotenych v tejto stadii neboli pozorované klinicky vyznamné inhibi¢né u¢inky na test
Xpert NPM1 Mutation. Hoci sa v ziadnych testovanych podmienkach nepozorovali ziadne $tatisticky vyznamné rozdiely
(p-hodnota < 0,05) a uvadzané percentualne pomery medzi testovanymi a kontrolnymi podmienkami boli v prijatel'nom 3-
nasobnom rozmedzi.

Tabulka 6. Testované potencialne interferujiice substancie s pouzitim Xpert NPM1 Mutation

Interferujuce latky Testovana koncentracia
Nekonjugovany bilirubin 20 mg/dI
Cholesterol, celkovy 500 mg/di
Triglyceridy, celkové (lipidy) 3 000 mg/dl
Heparin 3500 U/
EDTA (kratky odber) 930 mg/dl
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23 Presnost’ a reprodukovatel’nost’

Stadia bola navrhnuta v stlade so vieobecnymi zasadami uvedenymi v norme CLSI EP05-A3 pre viacfaktorové §tudie.
Uskutoc¢nila sa na troch pracoviskach. Navrh studie zahfal ¢lenov panelu vzoriek, ktory obsahoval mutacie A, BaD v
dvoch koncentraciach. Sedem ¢lenov panelu bolo testovanych duplicitne, dve série za def, celkovo 6 dni kazdym z dvoch
operatorov na troch roznych miestach (3 miesta x 2 operatori x 3 série X 2 dni x 2 série x 2 repliky = 144 vysledkov testov/
¢len panelu). Panely reprodukovatel'nosti a presnosti pripravila spolocnost’ Cepheid a pozostavaju zo siedmich ¢lenov
panelu, ako je uvedené v Tabul'ka 7. Panely boli vytvorené v simulovanej matrici periférnej krvi EDTA (PB).

Tabulka 7. Panely presnosti a reprodukovatelnosti

Clenovia panelu

Ciel

Percentualny pomer (PR) urovne

1

Negativne

Mutacia NPM1 A

Stredne pozitivne (~ 5 %)

Mutéacia NPM1 A

Nizko pozitivne (~ 0,2 %)

Mutéacia NPM1 B

Stredne pozitivne (~ 5 %)

Mutéacia NPM1 B

Nizko pozitivne (~ 0,2 %)

Mutacia NPM1 D

Stredne pozitivne (~ 5 %)

N|jo|loa]l b~ DN

Mutacia NPM1 D

Nizko pozitivne (~ 0,2 %)

Pocet vzoriek s platnymi vysledkami pre kazdého ¢lena panelu analyzovaného kazdym z dvoch prevadzkovatel'ov na troch

miestach je uvedeny v Tabul’ka 8.

Tabul'ka 8. Presnost’ a reprodukovatelnost’: Pocet vzoriek s platnymi vysledkami

Pracovisko 1 Pracovisko 2 Pracovisko 3 Celkovy
Clenovia panelu poéet
Op1 Op 2 Pracoviskg Op1 Op2 Pracoviskg Op1 Op 2 Pracoviskq vzoriek
1 | Negativne 24/248 | (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 % pomer) (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (144/144)
LR2.7: mut A
3 ((~02% (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (144/144)
pomer)
LR1.3: mut B
4 (~ 5 % pomer) (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (144/144)
LR2.7: mut B
5 [(~02% (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (144/144)
pomer)
LR1.3: mutD
6 o (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (144/144)
(~ 5 % pomer)
LR2.7: mut D
7 [(~02% (24/24) | (24/24) | (48/48) (24/24)0 (24/24) (48/48)C (24/24) | (24/24) | (48/48) | (144/144)
pomer)
a Dve negativne vzorky mali platné, ale zistené vysledky (FP)
b Jedna negativna vzorka mala platny, ale zisteny vysledok (FP)
¢ Jedna vzorka LR 2,7: mut D (~0,2 % pomer) mala platny, ale nezisteny vysledok (FN)
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Kvantitativne vysledky boli analyzované vnorenou analyzou rozptylu (ANOVA) s ndhodnymi efektmi a variacnym
koeficientom (CV). Vysledky vypoctov ANOVA pre Standardnti odchylku a rozptyl pre kazdu pozitivnu vzorku su uvedené
v Tabul’ka 9. Rozptyl a percento celkového rozptylu, na ktorom sa podiel'a kazda zlozka (pracovisko/pristroj, operator,
davka, den, cyklus), sa uvadza ako SD a percentudlny podiel kazdej zlozky.

Tabulka 9. Vysledky z variaéného koeficientu (CV): Percentualny pomer (PR)

. Pracovisko Op Sarza Den Cyklus v ralr'ncl Celkovo
Clenovia L analyzy
lu N Priemen— - - - - - -
pane & | cv | & [cv | S |cv | & |cv |8 [cv | St |cv| st |cv
odch.| (%) |odch.| (%) |[odch.| (%) |odch.| (%) |odch.| (%) |odch.| (%) |odch.| (%)

LR1.3: mut A

(~5% 144 | 43 % | 0,00 | 6,14 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 4,29 | 0,00 | 8,91 | 0,00 | 4,36 | 0,01 |17,83| 0,01 | 21,74
pomer)
LR2.7: mut A

(~0,2 % 14410,2% | 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
pomer)
LR1.3: mut B

(~5% 1441 5% | 0,00 | 8,24 | 0,00 | 0,00 | 0,01 | 11,50 0,00 | 7,19 | 0,00 | 0,00 | 0,01 |20,88| 0,01 | 26,23
pomer)
LR2.7: mut B

(~0,2 % 14410,2% | 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
pomer)
LR1.3: mut D

(~5% 144 14,2% | 0,00 | 5,15 | 0,00 | 0,00 | 0,01 [12,91| 0,00 | 8,78 | 0,00 | 0,00 | 0,01 |18,30| 0,01 | 24,60
pomer)
LR2.7: mut D

(~0,2 % 1433 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
pomer)

a Jedna vzorka nebola detegovana pomocou Xpert NPM1 a bola vyluéena z analyzy, pretoZe v nej nebolo vykonané kvantitativne
meranie.

Celkovy percentudlny variaény koeficient (CV) percentualneho pomeru uvadzajuceho kvantitativne hodnoty pre stredne
pozitivne vzorky LR1.3: mut A, mut B a mut D (~5 % pomer) sa pohyboval od 21,74 do 26,23 a pre nizko pozitivne vzorky

LR2.7: mut A, mut B a mut D (~0,2 % pomer) sa pohyboval od 20,68 do 79,22.
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25 Umiestnenia ustredi spolo¢nosti Cepheid

Ustredia spoloénosti

Cepheid

904 Caribbean Drive
Sunnyvale, CA 94089
USA

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

Eurépske ustredie

Cepheid Europe SAS
Vira Solelh

81470 Maurens-Scopont
France

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

26 Technicka podpora

Pred kontaktovanim technickej podpory spolo¢nosti Cepheid majte nasledovné:

Nazov produktu

Cislo sarze

Sériové Eislo pristroja

Chybové hlasenia (ak nejaké su)

Verziu softvéru a pripadne ¢islo servisnej znacky pocitaca

Spojené staty americké

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

Francuzsko

Telefon: + 33 563 825 319
E-mail: support@cepheideurope.com

Kontaktné udaje vSetkych pobociek technickej podpory spolocnosti Cepheid su k dispozicii na nasej webovej stranke:
www.cepheid.com/en_US/support/contact-us.
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27 Tabulka symbolov

Symbol Vyznam
REF Katalégové &islo
C € Oznacenie CE — znacka Eurépskej zhody
IVD In vitro diagnostické zdravotnicke zariadenie
LOT Kod Sarze

Nepouzivajte opakovane

Pozrite si navod na pouzitie

Vyrobca

Krajina vyroby

Obsah postacuje na vykonanie n testov

Kontrola

Datum exspiracie

Teplotné obmedzenie

Biologickeé rizika

Upozornenie

Horlavé tekutiny

Reprodukéna a organova toxicita

@@@b@%ml@@ﬁ@@

Varovanie
EC |REP| [ Authorizovany zastupca pre Eurépske spologenstvo
CH | REP| | Autorizovany zastupca vo Svajéiarsku

Dovozca
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il

Cepheid

904 Caribbean Drive
Sunnyvale, CA 94089
USA

Telefén: + 1 408 541 4191
Fax: + 1 408 541 4192

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 Historia revizii

EC |REP

Cepheid Europe SAS
Vira Solelh

81470 Maurens-Scopont
Francuzsko

Telefon: + 33 563 825 300
Fax: + 33 563 825 301

Cast

Opis zmeny

23

Oprava chyby v €asti ,Presnost a
reprodukovatelnost®.
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