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Xpert® NPM1 Mutation

Pro diagnostické pouziti in vitro.

1 Vlastnicky nazev

Xpert® NPM1 Mutation

2 Bézny nebo obvykly nazev

Xpert NPM1 Mutation
3 Uéel pouziti

3.1 Uréené pouziti

Test Xpert NPM1 Mutation provadény na piistroji Cepheid GeneXpert® Dx System je test pro diagnostiku in vitro pro
kvantifikaci mutantnich transkripti NPM1 mRNA (typy A, B a D v exonu 12) ve vzorcich periferni krve pacientl s akutni
myeloidni leukémii (AML). Test pouziva technologii polymerazové fet€zové reakce s reverzni transkripci v redlném case
(RT-PCR) a hlasi procentualni pomér mutantnich transkriptit NPM1 a endogennich kontrolnich transkripti ABL1 mRNA.
Test je urCen jako pomicka pii sledovani hladiny transkriptu mutované NPM1 mRNA u pacienti s AML s mutaci NPM1.
Test by mél byt pouzivan ve spojeni s dal§imi klinicko-patologickymi faktory.

Test Xpert NPM1 Mutation nerozliSuje mezi mutantnimi transkripty NPM1 typu A, B nebo D a nedetekuje ani nesleduje
jiné vzacné typy mutantnich NPM1. Tento test neni urcen k diagnostice AML.

3.2 Zamysleny uzivatel/prostredi

Test Xpert NPM1 Mutation je ur€en k pouziti vySkolenymi uzivateli v laboratornim prostiedi.

4 Souhrn a vysvétleni

Akutni myeloidni leukemie (AML) je nadorové onemocnéni myeloidnich kmenovych bunék krvetvorby v kostni dienil-2

u kterého jsou znamy riizné mutace exonu 12 nukleofosminu (NPM1)3. Inzerce nukleotid v exonu 12 ma za nasledek
posunovou mutaci a vytvaii jaderny exportni signal (NES). Mutace v genu NPM1 vedou k aberantni cytoplazmatické
lokalizaci NPM1 a proteinti interagujicich s NPM1. NPM1 je jednim z nejvice mutovanych gent u AML a mutace se
vyskytuji u 28 % az 35 % vSech piipadi AML. V soucasné dobé¢ se zkouma nékolik 1ékti zaméfenych na mutovany NPM1,
ale zatim neni k dispozici zadna cilend 1é¢ba schvéalena FDA 4

Gen NPM1 kéduje jaderny ,.kyvadlovy* protein, ktery hraje roli v biologii centrozomi a ribozomi a také v regulaci

dal8ich bunéénych systémii, véetné nadorovych supresorovych drah. NPM1 je nukleolarni fosfoprotein, ktery slouzi jako
.kyvadlova“ doprava mezi jadrem a cytoplazmou. Reguluje transport ribozomalnich ¢astic pfes jadernou membranu. Mutace
NPMI byly poprvé objeveny u jedinci s AML po pozorovani abnormalni cytoplazmatické lokalizace namisto normalni
jaderné lokalizace. Genetické hodnoceni leukemickych blasti v kombinaci s cytoplazmatickou lokalizaci NPM1 vedlo

k poznani zndmych posunovych mutaci exonu 12.3 Nej¢ast&jsimi mutacemi NPM1 jsou typ A (~75-80 %), typ B (~10 %)
atyp D (=5 %), vSechny v exonu 12, coz vede k posunové mutaci z vlozeni ¢tyf nukleotidi. Mutace u pacientd s AML
zpiisobuje ztratu signalu nukleolarni lokalizace a aberantni cytoplazmatickou lokalizaci proteinu.’

Xpert® NPM1 Mutation 3
302-8304-CS, Rev. C
Duben 2023



Xpert® NPM1 Mutation

5 Princip postupu

Test Xpert NPM1 Mutation je automatizovany test pro kvantifikaci mnozstvi transkriptti s mutaci NPM1 jako pomér
mutace NPM1 /ABL1. Test se provadi na systému Cepheid GeneXpert Dx System, ktery automatizuje a integruje purifikaci
vzorkd, amplifikaci nukleovych kyselin a detekei cilovych sekvenci v jednoduchych nebo komplexnich vzorcich RT-PCR
v realném cCase a nested PCR testech. Systém sestava z pfistroje, pocitace a pfedem nacteného softwaru pro zpracovani
testll a zobrazeni vysledkt. Systém vyZzaduje pouziti jednordzovych kazet GeneXpert, které obsahuji reagencie RT-PCR

a reagenci nested PCR a ve kterych probihaji procesy RT-PCR a nested PCR. Uplny popis systému viz piisluiny dokument
GeneXpert Dx System Operator Manual.

Test Xpert NPM1 Mutation obsahuje reagencie pro detekci mutace NPM1 a transkriptu ABL1 jako endogenni kontroly ve
vzorcich periferni krve. Mnozstvi transkriptu s mutaci NPM1 je kvantifikovano jako procentudlni pomér mutace NPM1/
ABLI. Test Xpert NPM1 Mutation obsahuje dvé kontroly — endogenni kontrolu (ABL1) a systém kontroly sondy (PCC).
Endogenni kontrola ABL1 normalizuje cilovou mutaci NPM1 a zji$t'uje, zda je v testu pouzito dostate¢né mnozstvi vzorku.
PCC ove¢tuje rehydrataci reagencie, plnéni zkumavky s PCR a zda jsou v kazet¢ pfitomny vSechny reakéni slozky, véetné
sond a barviv, a zda jsou funk¢ni.

6 Reagencie a pristroje

6.1 Dodané materialy

Souprava Xpert NPM1 Mutation (GXNPM1-CE-10) obsahuje dostateéné mnozstvi reagencii pro zpracovani 10 vzorka testu
nebo vzorku pro kontrolu kvality. Obsah soupravy:

Xpert NPM1 Mutation Reagencie 10 od kazdého na
soupravu

10 x 130 pl v kazdé

Proteinaza K (PK) lahviéce

Slozka

Ingrediencie reagencie

Proteinaza K

<5%

Reagencie lyzy (LY) (guanidinchlorid)

10 x 5,3 ml v kazdé
lahvicce

Slozka

Ingrediencie reagencie

Guanidinchlorid

25-50 %

Mocovina

25-50 %

Dodecylsiran sodny

<2%

Promyvaci reagencie

10 x 2,9 ml v kazdé
ampulce

Slozka Ingrediencie reagencie
Etanol <50 %
Guanidin thiokyanat <50 %
4 Xpert® NPM1 Mutation
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Xpert NPM1 Mutation Kazety s integrovanymi reakénimi zkumavkami

10 v kazdé soupravé

Slozka

Ingrediencie reagencie

Mnozstvi

Perlicka 1 (suSena mrazem)

Enzym: Taq DNA-polymeraza < 50 U/
perlicka

dNTP <0,05 %

1 v kazdé kazeté

Perlicka 2 (susena mrazem)

Primery a sondy <0,005 %

1 v kazdé kazeté

Perlicka 3 (susena mrazem)

Primery a sondy <0,005 %

1 v kazdé kazeté

Perlicka 4 (suSena mrazem)

Enzym: Taq DNA-polymeraza < 50 U/
perlicka

dNTP <0,05 %

1 v kazdé kazeté

Proplachovaci reagencie

Chlorid draselny <4 %

Azid sodny <0,1 %

Polyethylenglykol <40 %

Tween 20 <0,2 %

2 ml v kazdé kazeté

Eluéni reagencie

Baze Trizma <0,3 %

Trizma hydrochlorid <0,1 %

Azid sodny <0,05 %

2,5 ml v kazdé kazeté

CD

e Soubor definice analyzy (ADF)
e Pokyn k importu souboru ADF do softwaru GeneXpert

e Navod k pouziti (IFU)

1 v kazdé soupravé

Hovézi sérovy albumin (BSA) v perlickach v tomto produktu byl vyroben vyhradné z hovézi plazmy pochazejici

Poznamka

zvifecimi materialy.

ze Spojenych statll americkych. Zvifata nebyla krmena bilkovinami pochéazejicimi z prezvykavcu ¢i jinych zvifat; zvifata
pro$la testy ante-mortem i post-mortem. V priibéhu zpracovani nedochazelo k Zzadnému smésovani materiald s jinymi

Poznamka Osvédceni o analyze a datové listy specifikace $arzi jsou k dispozici u technické podpory spole¢nosti Cepheid.

7 Pozadované materialy, které nejsou soucasti dodavky

o GeneXpert Dx System (katalogové ¢islo se lisi podle konfigurace): piistroj GeneXpert, pocitac, ctecka carovych koda

anavod k obsluze.

Pro GeneXpert Dx System: GeneXpert Dx software verze 6.2 nebo vyssi.

doporucené tiskarny.
Vortexova michacka

Konické zkumavky 50 ml

1X PBS, pH 7,4

Mikrocentrifuga (minimalné 1 000 x g)
Pipety a pipetovaci $picky s filtrem proti aerosolu

Absolutni ethanol reagenéni tfidy

Tiskarna: Pokud pozadujete tiskarnu, kontaktujte technickou podporu spole¢nosti Cepheid a sjednejte si nakup

Xpert® NPM1 Mutation
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8 Skladovani a manipulace

Obsah soupravy testu Xpert NPM1 Mutation skladujte pfi teploté 2 °C az 8 °C az do data exspirace uvedeného na $titku.
Viko kazety neotevirejte, pokud nejste pfipraveni k provedeni testu.

Nepouzivejte kazety s proslym datem exspirace.

Nepouzivejte kazetu, ktera vytekla.

Promyvaci reagencie je ird, bezbarva kapalina. Nepouzivejte promyvaci reagencii, pokud se zakalila nebo zménila
barvu.

Dvacet (20) minut pfed zahajenim postupu vyjméte z chlazeného skladovaciho prostoru vzorky krve, kazetu a reagencie
na piipravu vzorkd a vytemperujte je na pokojovou teplotu (20°C az 30 °C).

9 Varovani a bezpecnostni upozornéni

9.1 Obecné

Pro diagnostické pouziti in vitro.

Se vsemi biologickymi vzorky, véetné pouzitych kazet a reagencii, zachdzejte jako s potencialné schopnymi ptenosu
infek¢énich agens. Protoze ¢asto neni mozné védeét, které vzorky mohou byt infekéni, se vSemi biologickymi vzorky je
tteba zachazet se standardnimi bezpe¢nostnimi opatfenimi.

Pokyny pro manipulaci se vzorky jsou k dispozici od center pro kontrolu a prevenci onemocnéni v USA® (U.S. Centers
for Disease Control and Prevention) a od Institutu pro klinické a laboratorni standardy (Clinical and Laboratory
Standards Institute).”

Pii praci s chemikaliemi a manipulaci s biologickymi vzorky dodrzujte bezpecnostni postupy vaseho zafizeni.
Charakteristiky u€innosti tohoto testu byly stanoveny pouze za pouziti krve odebrané do zkumavek s EDTA. Funkce
testu nebyla hodnocena s jinymi typy vzorkda.

Spolehlivé vysledky zavisi na adekvatnim odbéru, pieprave, skladovani a zpracovani vzorkl. Pfi nespravném odbéru,
manipulaci nebo skladovani vzorkd, pfi technické chybé, pfi zdmeéné vzorkd, nebo pokud je cilovy transkript ve vzorku
nizsi nez limit detekce (LoD) testu, mize dojit k nespravnym vysledkim testu. Aby se zabranilo chybnym vysledkim, je
nutné peclivé dodrzovat navod k pouziti a GeneXpert Dx System Operator Manual.

Provadeni testu Xpert NPM1 Mutation mimo doporucené teplotni rozsahy pfi uskladnéni a ¢asy muize vést k chybnym
nebo neplatnym vysledkim.

Biologické vzorky, pfenosové prostfedky a pouzité kazety je nutné povazovat za schopné pienosu infekénich

agens a vyzadujici standardni bezpecnostni opatieni. Pti spravné likvidaci pouzitych kazet a nepouzitych reagencii
dodrzujte postupy vaseho zdravotnického zatizeni pro ekologickou likvidaci odpadu. Tyto materialy mohou vykazovat
charakteristiky chemického nebezpecného odpadu vyzadujiciho dodrzovani specifickych narodnich nebo regionalnich
postupt pro likvidaci. Pokud narodni nebo regionalni predpisy neobsahuji jasné pokyny ke spravné likvidaci, biologické
vzorky a pouzité kazety je tfeba likvidovat podle pokynt Svétové zdravotnické organizace (World Health Organization,
WHO) k manipulaci se zdravotnickym odpadem a k jeho likvidaci.®

9.2 Vzorek

Dodrzujte spravné podminky skladovani, aby byla zajidténa neporusenost vzorku (viz Cast 11, Odbér a skladovani
vzork). Stabilita vzorku za jinych nez doporucenych prepravnich podminek nebyla hodnocena.

Vzorek periferni krve s EDTA nezmrazujte.
Spravny odbeér, skladovani a pfeprava vzorkt jsou nezbytné k ziskani spravnych vysledkd.

9.3 Test/reagencie

Nenahrazujte reagencie Xpert NPM1 Mutation jinymi reagenciemi.

Neotevirejte viko kazety Xpert NPM1 Mutation s vyjimkou piipadi, kdy ptidavate vzorek a promyvaci reagencii.
Nepouzivejte kazetu, kterd po vyjmuti z obalu upadla.

S kazetou netiepejte. Zatfeseni nebo upusténi kazety po otevieni vika kazety mize zptsobit neplatné vysledky.
Stitek s ID vzorku neumistujte na viko kazety ani na &arovy kod kazety.

Nepouzivejte kazetu s poskozenym Stitkem s ¢arovym kodem.

Nepouzivejte kazetu s poskozenou reakéni zkumavkou.

Xpert® NPM1 Mutation
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Doporucuje se, aby kazety Xpert NPM1 Mutation mély pfi testovani pokojovou teplotu (20 °C az 30 °C).

Kazda jednorazova kazeta testu Xpert NPM1 Mutation se pouziva ke zpracovani jednoho testu. Zpracované kazety
nepouzivejte opakované.

Preneste cely obsah jedné (1) ampule promyvaci reagencie do komory pro’prom}'IVaCi reagencii. Chybé&jici ptidani
promyvaci reagencie by mohlo zpisobit falesny vysledek NEDETEKOVANO (NOT DETECTED).

Pipetovaci $picky nepouzivejte opakované.

Nepouzivejte kazetu, pokud se zda byt vlhka nebo pokud se zda, Ze je porusené tésnéni vika.

Nepouzivejte kazetu Xpert NPM1 Mutation, pokud je reagencie pfidana do nespravného otvoru.

Neotevirejte kazety Xpert NPM1 Mutation po dokonceni testu.

Vyhrad’te sadu pipet a reagencii vyhradné pro ptipravu vzorkd.

Noste ¢isty laboratorni plast’ a rukavice. Mezi manipulacemi s jednotlivymi vzorky si vzdy vymeéiite rukavice.

V piipadé rozliti vzorkti nebo kontrol si nasad’te rukavice a vysajte unikly material papirovymi utérkami. Poté peclive
vycistéte kontaminovanou plochu 1:10 roztokem Eerstvé pripraveného chlorového béliciho prostiedku pro domacnost.
Koneéna koncentrace aktivniho chloru by méla byt 0,5 % bez ohledu na koncentraci béliciho prostiedku pro domacnost
ve vasi zemi. Nechejte prostiedek plisobit dvé minuty.

Drive, nez odstranite zbytky béliciho prostiedku 70% denaturovanym alkoholem, zkontrolujte, zda je pracovni plocha
sucha. Nez budete pokracovat, nechejte zcela uschnout pracovni povrch. Pfipadné postupujte podle standardnich postupt
vaseho zdravotnického zafizeni pro ptihodu kontaminace nebo uniku. U vybaveni postupujte pii dekontaminaci podle
doporuceni vyrobcti.

10 Chemicka nebezpedi

Poznamka

Informace nize se vztahuji na cely produkt obsahujici reagencie proteinkinazy K, lyzaéni, promyvaci a proplachovaci

reagencie.

Piktogram pro nebezpeci podle CLP/GHS: @ @

Signalni slovo: NEBEZPECT
Véty o nebezpecnosti podle Globalné harmonizovaného systému klasifikace OSN

e Vysoce hotlava kapalina a pary H225.

e Drazdi kazi H315.

e Zputsobuje vazné podrazdéni o¢i H319.

o Mize zpulsobit ospalost nebo zavraté H336.

e Podezieni na genetické poskozeni H341.

Pokyny pro bezpecné zachazeni podle Globalné harmonizovaného systému klasifikace OSN

e Prevence

Pted pouzitim si prostudujte zvlastni pokyny v bezpec¢nostnim listu.

Pted pouzitim si obstarejte specialni instrukce.

Nepouzivejte, dokud jste si neptecetli v§echny bezpeénostni pokyny a neporozuméli jim.
Chraiite pred teplem, jiskrami, otevienym ohném a horkymi povrchy. Zakaz koufteni.
Uchovavejte obal tésn¢ uzavieny.

Zabraite vdechovani mlhy/par/aerosol.

Po manipulaci dikladné omyjte.

Pouzivejte pouze venku nebo v dobie vétranych prostorach.

Pouzivejte ochranné rukavice/ochranny odév/ochranné bryle/obli¢ejovy Stit.

Pouzivejte pozadované osobni ochranné prostiedky.

e Reakce

V piipadé POZARU: K hageni pouzijte vhodna média.

PRI VDECHNUTI: Pieneste postizeného na ¢erstvy vzduch a ponechte jej v klidu v poloze usnadiiujici dychani.
Necitite-li se dobfe, volejte TOXIKOLOGICKE INFORMACNI STREDISKO nebo 1ékafe.

PRI STYKU S KUZI (nebo s vlasy): Veskeré kontaminované ¢asti odévu okamzité svléknéte. Oplachnéte kiizi
vodou/osprchujte.

Konkrétni pokyny pro oSetfeni najdete v doplitkovych informacich o prvni pomoci.
Kontaminovany odév svléknéte a pred opétovnym pouzitim ho vyperte.
Pii podrazdéni ktize: Vyhledejte 1ékatrskou pomoc/osetieni.

Xpert® NPM1 Mutation 7
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e PRI ZASAZENI OCi: Nékolik minut opatrné oplachujte vodou. Vyjméte kontaktni &ocky, jsou-li nasazeny,
a pokud je 1ze vyjmout snadno. Pokracujte ve vyplachovani.

e Pietrvava-li podrazdéni o¢i: Vyhledejte 1ékafskou pomoc/oSetieni.
e Pti expozici nebo podezieni na ni: Vyhledejte 1ékaiskou pomoc/osetieni.
e Skladovani/likvidace

Uchovavejte v chladu.

Skladujte na dobfe vétraném miste.
Uchovavejte obal tésné uzavieny.
Skladujte uzamcené.

Obsah a/nebo nadobu zlikvidujte v souladu s mistnimi, regionalnimi, narodnimi a/nebo mezinarodnimi ptedpisy.

11 Odbér a skladovani vzorku

e Vzorky periferni krve se musi odebirat do zkumavek s EDTA dle smérnic zdravotnického zafizeni. Plazma se nema
odd¢lovat od bunck.

Vzorky by mély byt pted testovanim skladovany pfi teploté 2 °C az 8 °C po dobu nejvyse 3 dnil (72 hodin).
Spravny odbér a skladovani vzorkt jsou pro spravnou funkci testu rozhodujici. Stabilita vzorku za jinych skladovacich
podminek neZ jsou uvedeny v Cést 12, Postupu niZe nebyla s testem Xpert NPM1 Mutation hodnocena.

12 Postup

12.1 Nez zacnete

Dvacet (20) minut pfed zahdjenim postupu vyjméte z chlazeného skladovaciho prostoru vzorky krve, reagencie na pfipravu
vzorktl a kazety a vytemperujte je na pokojovou teplotu. Kratce odstied'te proteinkinazu K (PK) v mikrocentrifuze.

Dulezité Spustte test do 1 hodiny od pfidani vzorku osetfeného vzorkovou reagencii do kazety.
Dulezité Nez zaénete pripravovat vzorek, vyjméte kazetu z karténového obalu. (Viz Cast 12.3, Pfiprava kazety).
12.2 Priprava vzorku
12.2.1 P¥iprava vzorku s neznamym poctem leukocytli nebo vzorkd s méné nez 30 milidny leukocytt/mli
1. Na dno nové oznacené 50ml konické zkumavky pridejte 100 pl proteinkinazy K (PK).
2. Tésné pred pipetovani zajistéte fadné promichani vzorku krve tak, Ze odbérovou zkumavku na krev 8krat obratite.
Krevni odbérové zkumavky EDTA viz pokyny vyrobce.
3. Do zkumavky, ktera jiz obsahuje PK, pfidejte 4 ml vzorku krve.
4. Promichejte vzorek ve vortexové michacce nastavené na maximalni vykon, a to nepfetrzité po dobu 3 vtefin.
5.  Inkubujte pfi pokojové teploté po dobu 1 minuty.
6. Do stejné zkumavky pridejte 2,5 ml lyzacni reagencie (LY).
Poznamka Zbylou lyza¢ni reagencii uchovejte pro dal$i pouZiti v kroku 13.
7.  Promichejte vzorek ve vortexové michacce nastavené na maximalni vykon, a to nepietrzité po dobu 10 vtefin.
8.  Inkubujte pti pokojové teploté po dobu 5 minut.
9. Promichejte vzorek ve vortexové michacce nastavené na maximalni vykon, a to nepfetrzité po dobu 10 vtefin.
10. Inkubujte pfi pokojové teploté po dobu 5 minut.
11. Promichejte vzorek tak, ze 10krat klepnete na dno zkumavky.
12. Pteneste 1 ml ptipraveného lyzatu do nové oznacené 50ml konické zkumavky.
Poznamka Zbyvajici lyzat muze byt ulozen az 48 hodin pfi teploté 2 °C az 8 °C, nebo az 1 mésic pii teploté nejméné -20 °C.
13. Do nové konické zkumavky obsahujici lyzat pridejte 1,5 ml zbylé LY z kroku 6.
8 Xpert® NPM1 Mutation
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14.
15.
16.
17.

18.

Promichejte vzorek ve vortexové michacce nastavené na maximalni vykon, a to nepfetrzité po dobu 10 vtefin.
Inkubujte pii pokojové teploté po dobu 10 minut.

Do stejné konické zkumavky ptidejte 2 ml absolutniho ethanolu reagenéni tfidy (doda uzivatel).

Promichejte vzorek ve vortexové michacce nastavené na maximalni vykon, a to nepietrzité po dobu 10 vtefin. Postavte
stranou.

Zbylé reagencie PK nebo LY zlikvidujte.

12.2.2 Priprava vzorku s po¢tem WBC rovnym nebo vétSim nez 30 miliontt WBC/ml

NP R

. Na dno nové 50ml kénické zkumavky pfidejte 100 ul PK.

Tésné pted pipetovani zajistéte fadné promichani vzorku krve tak, ze odbérovou zkumavku na krev 8krat obratite. Krevni
odbérové zkumavky EDTA viz pokyny vyrobce.

Do zkumavky, ktera jiz obsahuje PK, pfidejte 250 ul vzorku krve a 3,75 ml 1xPBS (pH 7,4, doda uzivatel).

Promichejte vzorek ve vortexové michacce nastavené na maximalni vykon, a to nepfetrzité po dobu 3 vtefin.

Inkubujte pii pokojové teploté po dobu 1 minuty.

Pro piipravu koneéného lyzatu postupujte podle kroka 6-17 v Cast 12.2.1.

Zbylé reagencie PK nebo LY zlikvidujte.

12.3 Priprava kazety

Jak ptidat vzorek do kazety Xpert NPM1 Mutation:

1. Vyjméte kazetu z kartébnového obalu.
2. Zkontrolujte, zda kazeta neni poskozena. Poskozené kazety nepouzivejte.
3. Oteviete kazetu zvednutim vika kazety a vyprazdnéte veskery obsah jedné (1) ampule promyvaci reagencie do komory
pro promyvaci reagencii (s malym otvorem). Viz Obrazek 1.
4. Napipetujte veskery obsah ptipraveného vzorku (4,5 ml) do komory na vzorek (velky otvor). Viz Obrazek 1.
P L N Vzorkova komora
ro’myvam reagencig (velky OtVOf)
(maly otvor)
Obrazek 1. Xpert NPM1 MutationKazeta (pohled shora)
5. Zaviete viko kazety. Ujistéte se, Ze viko pevné zapadne na misto. Spuste test (viz Cést 12.4, Spusténi testu).
12.4 Spusténi testu

Pred spusténim testu se ujistéte, ze v systému je nainstalovan software GeneXpert Dx 6.2 nebo vyssi a ze
Dulezité do softwaru byl importovan spravny soubor definice testu. Tato ¢ast uvadi vychozi kroky k obsluze systému
GeneXpert Dx System.

Poznamka Postup se muze lisit, pokud spravce systému zménil vychozi pracovni postup systému.

1.

Systém GeneXpert zapnete tak, Ze nejprve zapnete piistroj GeneXpert Dx a poté pocitac. Software GeneXpert Dx se
spusti automaticky, nebo mtize vyzadovat dvojité kliknuti na ikonu zastupce softwaru GeneXpert Dx na pracovni plose
systému Windows®.

Prihlaste se do softwaru GeneXpert pouzitim svého uzivatelského jména a hesla.

V okné systému GeneXpert kliknéte na tlacitko Vytvorit test (Create Test) (GeneXpert Dx). Otevie se okno
Vytvorit test (Create Test).

Naskenujte nebo zadejte ID pacienta. Pokud ID pacienta (Patient ID) zadavate, dbejte, aby bylo zadano spravné. ID
pacienta (Patient ID) je spojeno s vysledky testu a je zobrazeno v okné Zobrazit vysledky (View Results). Objevi
se dialogovy ramecek Naskenovat ¢arovy kod ID vzorku (Scan Sample ID barcode).
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5. Oskenujte nebo zadejte ID vzorku (Sample ID). Pokud ID vzorku (Sample ID) zadavate, dbejte, aby bylo zadano
spravné. ID vzorku (Sample ID) se zobrazuje na levé strané okna zobrazeni vysledkl (View Results)
a vSech vysledki testl. Objevi se dialogovy ramecek Naskenovat ¢arovy kod kazety (Scan Cartridge
Barcode).

6. Naskenujte ¢arovy kod kazety Xpert NPM1 Mutation. Pomoci informaci z ¢arového kodu software automaticky
vyplni nasledujici pole: ID SarZe reagencie (Reagent Lot ID), Sériové ¢islo kazety (Cartridge SN) a Datum exspirace
(Expiration Date).

Pokud se ¢arovy kéd na kazeté Xpert NPM1 Mutation neoskenuje, opakujte test s novou kazetou. Pokud jste
naskenovali ¢arovy kdéd kazety v softwaru a soubor definice analyzy neni k dispozici, otevie se obrazovka s informaci,

Poznamka Ze v systému neni nacten soubor definice analyzy. Pokud se zobrazi tato obrazovka, kontaktujte technickou podporu
spole¢nosti Cepheid.
7.  Kliknéte na tladitko Spustit test (Start Test). V zobrazeném dialogovém okné miize byt nutné zadat heslo.
8.  Otevrete dvitka modulu pfistroje s blikajicim zelenym svétlem a zalozte kazetu.
9. Zaviete dvifka. Spusti se test a zelené svétlo piestane blikat. Po dokonceni testu svétlo zhasne.
10. Pied otevienim dvifek modulu a vyjmutim kazety pockejte, az systém uvolni zamek dvifek.
11. Pouzité kazety zlikvidujte do vhodné odpadové nadoby na vzorky podle standardni praxe vaseho zafizeni.

P Doba do dosazeni vysledku je krats$i nez 3 hodiny (pfiblizné 30 minut pfiprava vzorku mimo pfistroj a méné nez

Poznamka ; e

2,5 hodiny provadéni testu).
ré - L4 o
13 Zobrazeni a tisk vysledku
Tato ¢ast uvadi zakladni kroky pfi zobrazeni a tisku vysledkti. Podrobné&jsi pokyny k zobrazeni a tisku vysledkt uvadi
GeneXpert Dx System Operator Manual.
e Vysledky zobrazite kliknutim na ikonu Zobrazeni vysledku (View Results).
® Po dokonéeni testu kliknéte na tlagitko Zprava (Report) na obrazovce Zobrazeni vysledki (View Results) pro
zobrazeni a/nebo vytvofeni PDF souboru zpravy.
14 Kontrola kvality
Kazda kazeta zahrnuje endogenni kontrolu ABL1 a kontrolni systém sondy (PCC).
Endogenni kontrola ABL1 — endogenni kontrola ABL1 ovétuje, zda je v testu pouzito dostateéné mnozstvi vzorku. Tato
kontrola navic detekuje inhibici testu PCR souvisejici se vzorkem v realném case. ABL1 vyhovuje, pokud spliuje pfifazena
kritéria pfijatelnosti.
Systém kontroly sondy (PCC) — pied zahjenim PCR reakce méti systém GeneXpert fluorescenéni signal ze sond
a monitoruje tak rehydrataci perliek, plnéni reakéni zkumavky a zda jsou v§echny slozky reakci v kazeté funkéni. PCC
vyhovuje, pokud spliiuje validovana kritéria piijatelnosti.
” o
15 Interpretace vysledku
Vysledky jsou interpretovany automaticky pfistrojovym systémem GeneXpert z naméfenych fluorescencnich signala
a vlozenych vypocetnich algoritmi a jsou zieteln¢ zobrazovany v okné Zobrazeni vysledktl (View Results). Mozné vysledky
a interpretace jsou uvedeny v Tabulka 1.
10 Xpert® NPM1 Mutation
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Tabulka 1. Xpert NPM1 Mutation Vysledky a interpretace testu

mutace NPM1
(NPM1 Mutation NOT
DETECTED)

Viz Obrazek 5

Vysledek Interpretace
DETEKOVANA mutace | Byl zjistén transkript s mutaci NPM1.
g:géé#‘;g Mutation | DETEKOVANA mutace NPM1 (NPM1 Mutation DETECTED) — byl detekovan transkript
s mutaci NPM1 a ma hodnotu prahu cykld (Ct) v platném rozsahu a koncovy parametr
Viz Obrazek 2, Obrazek nad nastavenou prahovou hodnotou.
3, Obrazek 4 e Mozné detekované vysledky:
e DETEKOVANA MUTACE NPM1 [#,##%] (NPM1 MUTATION DETECTED [#.##%));
Obrazek 2.
e DETEKOVANA MUTACE NPM1 [nad horni hranici LoQ] (NPM1 MUTATION
DETECTED [Above upper LoQ]); Obrazek 3.
e DETEKOVANA MUTACE NPM1 [pod hranici LoD; <# ###%] (NPM1 MUTATION
DETECTED [Below LoD; #.###%]); Obrazek 4.
e ABL USPECH (PASS); transkript ABL byl detekovan a ma hodnotu prahu cykld (Ct)
v platném rozsahu a koncovy parametr nad nastavenou prahovou hodnotou.
e Kontrola sondy USPESNA (PASS) — v8echny vysledky kontroly sondy byly Gspésné.
NEDETEKOVANA Nebyl zjistén transkript s mutaci NPM1.

e NEDETEKOVANA mutace NPM1 [dostate&ny transkript ABL] (NPM1 Mutation
DETECTED [Sufficient ABL transcript]) — nebyl detekovan transkript s mutaci NPM1 a ma
prahovou hodnotu cyklu (Ct) nulu nebo vySSi nez horni hranice platného rozsahu a/nebo
koncovy parametr je nizSi nez nastavena prahova hodnota.

e ABL USPECH (PASS); transkript ABL byl detekovan a méa hodnotu prahu cykl( (Ct)

v platném rozsahu a koncovy parametr nad nastavenou prahovou hodnotou.
e Kontrola sondy USPESNA (PASS) — v8echny vysledky kontroly sondy byly Gsp&sné.

NEPLATNY (INVALID)

Viz Obrazek 6, Obrazek
7, Obrazek 8, Obrazek 9,
Obrazek 10

Hladinu transkriptu s mutaci NPM1 nelze stanovit, protoZe vzorek obsahuje nadbyte¢ny
pocet transkriptt s mutaci NPM1 a/nebo nadbytecny ¢i nedostatecny pocet transkriptd ABL.
DalSi pokyny pro opakované testovani vzorku viz Cast 18, Pfirucka k odstrariovani problémd.

e Mutace NPM1 NEPLATNA (INVALID) — prahova hodnota cyklu (Ct) pro NPM1 byla nad
nulou a pod dolni hranici platného rozsahu (Obréazek 8, Obrazek 9).

e ABL NEUSPESNY (FAIL) — prahova hodnota cyklu (Ct) pro ABL nebyla v platném
rozsahu nebo koncovy parametr byl pod nastavenou prahovou hodnotou (Obrazek 6,
Obrazek 7, Obrazek 8, Obrazek 10).

e Kontrola sondy — USPESNA (PASS); véechny vysledky kontroly sondy byly ispé&sné.

CHYBA (ERROR)
Viz Obrazek 11

Hlaqmu transkriptu s mutaci NPM1 nelze urcit. DalSi pokyny pro opakované testovani vzorku
viz Cast 18, Priru¢ka k odstrafiovani problém.

Mutace NPM1 ZADNY VYSLEDEK (NO RESULT)

ABL ZADNY VYSLEDEK (NO RESULT)

Kontrola sondy NEUSPESNA (FAIL) — jeden nebo v8echny vysledky kontroly sondy byly

neuspésné.
e Kontrola sondy USPESNA (PASS) nebo NA (Neuplatfiuje se) ukonéeni z divodu tlaku*.
* Pokud kontrola sondy probéhla Uuspésné, byla chyba zpisobena maximalnim limitem tlaku
presahujicim pfijatelny rozsah nebo selhanim souc€ésti systému.

ZADNY VYSLEDEK (NO
RESULT)

Hladinu transkriptu s mutaci NPM1 nelze ur¢it. Nebylo shromazdéno dostate¢né mnozstvi
dat k vyprodukovani vysledku testu. Tato situace mGze nastat napfiklad tehdy, kdyz operator
zastavil probihajici test. Dali pokyny pro opakované testovani vzork( viz Cast 18, Pfirugka
k odstrariovani problému.

e Mutace NPM1 ZADNY VYSLEDEK (NO RESULT)
e ABL ZADNY VYSLEDEK (NO RESULT)
e Kontrola sondy NA (Neuplatriuje se)

Xpert® NPM1 Mutation
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16 Kvantitativni vysledky

Kvantitativni vystupy Xpert NPM1 Mutation jsou vykazany jako procentudlni pomér mutace NPM1/ABL1. Soupravam
jsou piifazeny hodnoty ucinnosti (Excy) a faktoru stupniovan (SF) specifické pro danou Sarzi, které upravuji kvantifikaci
transkript mutace NPM1 (A, B a D) a ABL1 na pocty kopii syntetickych primarnich standardi mutace NPM1

a transkribované in vitro RNA (IVT-RNA) ABLI1.

Tabulka 2. Priklady vysledkt testti Xpert NPM1 Mutation

. Mutantni NPM1 ABL Xpert NPM1 Mutation ,
est - Vvsledky testu Poznamky
Ct Vysledek® Ct Vysledek y y
’ o NEPLATNY [transkripty mutace NPM1
1 59 NEPLATNY 58 NEUSPESNY | a ABL jsou pfili§ vysoké] (INVALID Neuplatriuie se
’ (INVALID) ’ (FAIL) [Too high NPM1 Mutation and ABL P I
transcripts])
. remEann, | NEPLATNY [transkripty ABL jsou
2 9 NEPLATNY 5,5 NEUSPESNY prili§ vysoké] (INVALID [Too high ABL Neuplatriuje se
(INVALID) (FAIL) 4
transcripts])
¢ remiany, | NEPLATNY [transkripty mutace NPM1
3 5,5 ,\éﬁ\nﬁjg; 8,5 U(SPZESSS'\)W jsou pfilis vysoké] (INVALID [Too high Neuplatriuje se
NPM1 Mutation transcripts])
. reniann, | NEPLATNY [nedostategny transkript
4 25,0 NEPLATNY 21,8 NEUSPESNY ABL] (INVALID [Insufficient ABL Neuplatriuje se
(INVALID) (FAIL) .
transcript])
5 0 NEPLATNY 0 NEUSPESNY | NEPLATNY [2adny transkript ABL] Neulatiiuie se
(INVALID) (FAIL) (INVALID [No ABL transcript]) P I
USPESNY DETEKOVANA mutace NPM1 [nad
6 8,5 POz 13,6 (PASS) horni hranici LoQ] (NPM1 Mutation Neuplatriuje se
DETECTED [Above upper LoQ])
rapany | DETEKOVANA mutace NPM1 e _
7 225 POZ 14,8 | YSPESNY 114 05 %] (NPM1 Mutation DETECTED [\ahiasend hodnota:
(PASS) o 1,05 %
[1.05%])
DETEKOVANA mutace NPM1
USPESNY | [pod hranici LoQ; <0,030%] (NPM1 .
8 27.9 POz 14,0 (PASS) | Mutation DETECTED [Below LoQ; < Neuplatriuje se
0.030%])
USPESNY NEGATIVNI [dostate&ny transkript
9 0 NEG 14,6 ABL] (NEGATIVE [Sufficient ABL Neuplatfiuje se
(PASS) :
transcript])
Napfiklad,
ZADNY ZADNY Chyba 5017 [ABL]
VYSLEDEK VYSLEDEK kontrola sondy
10 0 (NO 0 (NO CHYBA (ERROR) selhala (Error
RESULT) RESULT) 5017 [ABL] probe
check failed)

a Podrobnosti viz karta Vysledky analytl v softwaru systému GeneXpert Dx.

12
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16.1 DETEKOVANA mutace NPM1 [#,##]% (NPM1 Mutation DETECTED [#.##]%)
Byla zjisténa mutace NPM1 na hladiné #,##%.

V piipadé vysledku ,,DETEKOVANA mutace NPM1 [#,##]%“ (NPM1 Mutation DETECTED [#.##]%) je mutace NPM1
detekovatelna s Ct pro mutaci NPM1 vétsi nebo rovnou ,,6“ a mensi nebo rovnou ,,32“ a Ct pro ABL vétsi nebo rovnou ,,6%
a mensi nebo rovnou ,,20. Software GeneXpert vypocita % pomoci nasledujici rovnice, kde se hodnota delta Ct (ACt) ziska
z Ct pro ABL minus Ct pro mutaci NPM1:

% = E 42V x 100 x faktor stupfiovéani

Faktor stupriovani (SF) je parametr specificky pro $arzi, ktery je vioZzen do ¢arového kédu kazety s testem. Hodnota
tohoto faktoru a ucinnost testu specificka pro danou $arzi (E,¢) se stanovi pfi testovani kontroly kvality kazdé

Poznamka $arze testu pomoci primarnich standardu kalibrovanych podle po&tu kopii syntetické mutace NPM1 a kalibratord
transkribované in vitro RNA (IVT-RNA) ABL1 pro kvantifikaci transkriptu s mutaci NPM1. Pro pouziti v nasledujicim
ptikladu je hodnota E, ¢ nastavena na 1,95 a hodnota SF na 1,79.

Priklad: Specificka pro Sarzi hodnota E,¢¢ = 1,95; SF=1,79
Ct pro test ABL = 14,5; Ct pro mutaci NPM1 = 17,1; ACt =-2,6
% = 1,95(-2.6) x 100 x 1,79 = 31,53 %

Vysledek: DETEKOVANA mutace NPM1 [31,53%] (NPM1 Mutation DETECTED [31.53%]). Viz
Obrazek 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

L\‘\\j

Legend J
600 vi [/] NPM1 Mutation; Primary |4
v | /| ABL; Primary
@
£ 400
@
@
o
7] g
& 200
Z 0
2 10
Cycles
Obrazek 2. GeneXpert DxOkno zobrazeni vysledkd : DETEKOVANA
mutace NPM1 [31,53%] (NPM1 Mutation DETECTED [31.53%])
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16.2 DETEKOVANA mutace NPM1 [nad horni hranici LoQ] (NPM1 Mutation
DETECTED [Above upper LoQ])

Byla zjisténa mutace NPM1 na hladin€ >500 %.

V piipadé vysledku ,,DETEKOVANA mutace NPM1 [nad horni hranici LoQ]“ (NPM1 Mutation DETECTED [Above
upper LoQ]) je mutace NPM1 detekovatelna s Ct pro mutaci NPM1 vétsi nebo rovnou ,,6“ a mensi nebo rovnou ,,32“ a Ct
pro ABL vétsi nebo rovnou ,,6“ a mensi nebo rovnou ,,20%. Software GeneXpert vypocita % pomoci nasledujici rovnice, kde
se hodnota delta Ct (ACt) ziska z Ct pro ABL minus Ct pro mutaci NPM1:

% = E 1AV x 100 x faktor stupiiovani (SF)

Faktor stupriovani (SF) je parametr specificky pro $arzi, ktery je vioZen do ¢arového kédu kazety s testem. Hodnota
tohoto faktoru a ucinnost testu specificka pro danou $arzi (E,¢) se stanovi pfi testovani kontroly kvality kazdé

Poznamka s$arZe testu pomoci primarnich standard(i kalibrovanych podle poé&tu kopii syntetické mutace NPM1 a kalibratoru
transkribované in vitro RNA (IVT-RNA) ABL1 pro kvantifikaci transkriptu s mutaci NPM1. Pro pouziti v nasledujicim
pfikladu je hodnota E,¢; nastavena na 1,95 a hodnota SF na 1,79.

Priklad: Specificka pro Sarzi hodnota E,¢; = 1,95; SF = 1,79
Ct pro test ABL = 13,4; Ct pro mutaci NPM1 = 10,2; ACt = 3,2
% =1,95(3.2) x 100 x 1,79 = 1516,92 % je vétsi nez definovana horni hranice LoQ testu
na 500 %

Vysledek: DETEKOVANA mutace NPM1 [nad horni hranici LoQ] (NPM1 Mutation DETECTED
[Above upper LoQ]. Viz Obrazek 3.

\Assay Name Xpert NPM1 Mutation Version 1

LCLTLT B N PM1 Mutation DETECTED [Above upper LoQ

For In Viro Diagnostic Use Only

2z _ Legend |
600 v [/] NPM1 Mutation; Primary | 4|
v | /| ABL; Primary
@
£ 400
@
?
e_) >
S
= 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{/) :
Obrazek 3. GeneXpert DxOkno zobrazeni vysledk(i : DETEKOVANA mutace
NPM1 [nad horni hranici LoQ] (NPM1 Mutation DETECTED [Above upper LoQ])
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16.3 DETEKOVANA mutace NPM1 [pod hranici LoQ; <0,030%] (NPM1 Mutation
DETECTED [Below LoQ; < 0.030%])

Byla zjisténa mutace NPM1 na hladiné <0,030%.

V piipadé vysledku ,,DETEKOVANA mutace NPM1 [pod hranici LoQ; <0,030%]*“ (NPM1 Mutation DETECTED
[Below LoQ; < 0.030%]) je mutace NPM1 detekovatelna s Ct pro mutaci NPM1 vétsi nebo rovnou ,,6 a mensi nebo rovnou
,,32° a Ct pro ABL vétsi nebo rovnou ,,6° a mensi nebo rovnou ,,20%. Software GeneXpert vypocita % pomoci nasledujici
rovnice, kde se hodnota delta Ct (ACt) zisk4 z Ct pro ABL minus Ct pro mutaci NPM1:

% = E 42 x 100 x faktor stupfiovéni (SF)

Faktor stupriovani (SF) je parametr specificky pro $arzi, ktery je vioZzen do ¢arového kédu kazety s testem. Hodnota
tohoto faktoru a ucinnost testu specificka pro danou $arzi (E,¢) se stanovi pfi testovani kontroly kvality kazdé

Poznamka $arze testu pomoci primarnich standardu kalibrovanych podle po&tu kopii syntetické mutace NPM1 a kalibratord
transkribované in vitro RNA (IVT-RNA) ABL1 pro kvantifikaci transkriptu s mutaci NPM1. Pro pouziti v nasledujicim
ptikladu je hodnota E, ¢ nastavena na 1,95 a hodnota SF na 1,79.

Priklad: Specificka pro Sarzi hodnota E,¢¢ = 1,95; SF=1,79
Ct pro test ABL = 14,3; Ct pro mutaci NPM1 = 28,8; ACt = -14,5
% = 1,95(-14.5) x 100 x 1,79 = 0.011 % je mensi nez definovana horni hranice LoQ testu
na 0,030 %

Vysledek: DETEKOVANA mutace NPM1 [pod hranici LoQ; < 0,030%] (NPM1 Mutation DETECTED
[Below LoQ; < 0.030%]). Viz Obrazek 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
] o 300
g N R
1 23 /
1 3 200
1 s
3
1 “ 100 '
4
4
\Z 0 + +
2> 10 20 30
Cytles
QzzzzzzZzZzZZZZZ Z ) =
Obrazek 4. Okno zobrazeni vysledki GeneXpert: DETEKOVANA mutace NPM1
[pod hranici LoQ; <0,030%] (NPM1 Mutation DETECTED [Below LoQ; < 0.030%])
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16.4 NEDETEKOVANA mutace NPM1 [dostateény transkript ABL] (NPM1
Mutation NOT DETECTED [Sufficient ABL transcript])

Mutace NPM1 byla detekovéana s Ct pro mutaci NPM1 rovnou ,,0° a vétsi ,,32* a Ct pro ABL vétsi nez ,,6 a mensi nebo
rovnou ,,20.

Software GeneXpert vyzaduje, aby hodnota Ct pro ABL byla vétsi nebo rovna ,,6* a mensi nebo rovna ,,20, aby test Xpert
NPM1 Mutation zajistil ,,dostateéné mnozstvi transkriptu ABL*. Viz Cést 15, Interpretace vysledkd, tabulka 1.
Priklad: Ct pro test mutace NPM1 = 0; Ct pro ABL = 14,0 je mezi hodnotami ,6“ a ,20".

Vysledek: NEDETEKOVANA mutace NPM1 [dostateény transkript ABL] (NPM1 Mutation NOT
DETECTED [Sufficient ABL transcript]. Viz Obrazek 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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Obrazek 5. Okno zobrazeni vysledkd GeneXpert: NEDETEKOVANA mutace NPM1
[dostateény transkript ABL] (NPM1 Mutation NOT DETECTED [Sufficient ABL transcript])
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16.5 NEPLATNY [zadny transkript ABL] (INVALID [No ABL transcript])

Mutace NPM1 byla detekovéana nebo nebyla detekovana u Ct pro ABL vétsi nez ,,0%.
Software GeneXpert vyzaduje, aby hodnota Ct pro ABL byla vétsi nebo rovna ,,6* a mensi nebo rovna ,,20“, aby test Xpert
NPMI Mutation zajistil ,,dostate¢né mnozstvi transkriptu ABL*. Viz Cést 18, Piirutka k odstraiiovani problémd.

Priklad: Ct pro test mutace NPM1 = 0; Ct pro ABL = 0.

Vysledek: NEPLATNY [zadny transkript ABL] (INVALID [No ABL transcript]). Viz Obrazek 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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Obrazek 6. Okno zobrazeni vysledki GeneXpert: NEPLATNY
[zadny transkript ABL] (INVALID [No ABL transcript])
Xpert® NPM1 Mutation 17

302-8304-CS, Rev. C
Duben 2023




Xpert® NPM1 Mutation

16.6 NEPLATNY [nedostateény transkript ABL] (INVALID [Insufficient ABL
transcript])

Mutace NPM1 byla detekovéana nebo nebyla detekovana u Ct pro ABL vétsi nez ,,20%.

Software GeneXpert vyzaduje, aby hodnota Ct pro ABL byla vétsi nebo rovna ,,6* a mensi nebo rovna ,,20, aby test Xpert
NPM1 Mutation zajistil ,,dostateéné mnozstvi transkriptu ABL*. Viz Cast 18, P¥irucka k odstrafiovani probléma.

Priklad: Ct pro test mutace NPM1 = 33,3; Ct pro ABL = 20,2 je vétsi nez ,20“.
Vysledek: NEPLATNA [nedostateény transkript ABL] (INVALID [Insufficient ABL transcript]). Viz
Obrazek 7.

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

TestResult | NvALID [insufficient ABL transcript]
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Obrazek 7. Okno zobrazeni vysledkd GeneXpert: NEPLATNY
[nedostate€ny transkript ABL] (INVALID [Insufficient ABL transcript])
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16.7 NEPLATNY [transkript mutace NPM1 a ABL je pfilis vysoky] (INVALID [Too
high NPM1 Mutation and ABL transcript])
Mutace NPM1 byla detekovéna jak u Ct pro mutaci NPM1, tak u Ct pro ABL, vétsich nez ,,0 a mensich nez ,,6“.

Software GeneXpert vyzaduje, aby hodnota Ct pro ABL byla vétsi nebo rovna ,,6* a mensi nebo rovna ,,20“, aby test Xpert
NPMI Mutation zajistil ,,dostate¢né mnozstvi transkriptu ABL*. Viz Cést 18, Piirucka k odstraiiovani problémd.

Priklad: Ct pro test mutace NPM1 = 5,4 je vétsi nez ,0“ a mensi nez ,6%; Ct pro ABL = 5,9 je menSi
nez ,6“.

Vysledek: NEPLATNY [transkript mutace NPM1 a ABL je piili$ vysoky] (INVALID [Too high
NPM1 Mutation and ABL transcript]. Viz Obrazek 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
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Obrazek 8. GeneXpert DxOkno zobrazeni vysledk( : NEPLATNY [transkript mutace
NPM1 a ABL je pfilis vysoky] (INVALID [Too high NPM1 Mutation and ABL transcript])
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16.8 NEPLATNY [transkript mutace NPM1 je pfilis vysoky] (INVALID [Too high
NPM1 Mutation transcript])

Mutace NPM1 byla detekovéana s Ct pro mutaci NPM1 vétsi nez ,,0¢ a mensi nez ,,6° a Ct pro ABL vétsi nez ,,6 a mensi
nebo rovnou ,,20%.

Software GeneXpert vyzaduje, aby hodnota Ct pro ABL byla vétsi nebo rovna ,,6* a mensi nebo rovna ,,20, aby test Xpert
NPMI Mutation zajistil ,,dostateéné mnozstvi transkriptu ABL*. Viz Cast 18, P¥irucka k odstrafiovani probléma.

Priklad: Ct pro test mutace NPM1 = 5,8 je vétsi nez ,0“ a mensi nez ,6%; Ct pro ABL = 13 je mezi
hodnotami ,6“ a ,20".

Vysledek: NEPLATNY [transkript mutace NPM1 je pfili§ vysoky] (INVALID [Too high NPM1
Mutation transcript]. Viz Obrazek 9.

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

TestResult | NvALID [Too high NPM1 Mutation transcript]
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Obrazek 9. Okno zobrazeni vysledki GeneXpert: NEPLATNY [transkript
mutace NPM1 je pfilis vysoky] (INVALID [Too high NPM1 Mutation transcript])
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16.9 NEPLATNY [transkript ABL je pfili$ vysoky] (INVALID [Too high ABL
transcript])

Mutace NPM1 byla detekovéana s Ct pro mutaci NPM1 vétsi nez ,,6° a mensi nebo rovou ,,32* a Ct pro ABL nerovnajici se
,,0° a mensi nez ,,6%.

Software GeneXpert vyzaduje, aby hodnota Ct pro ABL byla vétsi nebo rovna ,,6* a mensi nebo rovna ,,20“, aby test Xpert
NPMI Mutation zajistil ,,dostate¢né mnozstvi transkriptu ABL*. Viz Cést 18, Piirutka k odstraiiovani problémd.

Priklad:
Vysledek:

Ct pro test mutace NPM1 = 13,2; Ct pro ABL = 5,8 je menSi nez ,6".
NEPLATNY [transkript ABL je pFili$ vysoky] (INVALID [Too high ABL transcript]. Viz

Obrazek 10.

]

Test Resuit

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

INVALID [Too high ABL transcript]
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Obrazek 10. Okno zobrazeni vysledkd GeneXpert: NEPLATNY
[transkript ABL je priliS vysoky] (INVALID [Too high ABL transcript])
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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>

Obrazek 11. Okno zobrazeni vysledkii GeneXpert: CHYBA (ERROR)

17 Omezeni testu

Test neni uréen k pouziti s externimi kalibratory.

Upravy téchto postupti mohou ovlivnit funkci testu.

Tento produkt je uréen pro pouziti pouze s krvi odebranou do zkumavek s EDTA.

Nepouzivejte heparin jako antikoagulant, protoze mize inhibovat reakci PCR.

Vzorky typu citrat sodny, buffy-coat a kostni dfen nebyly ovéfeny.

Pti nespravném odbéru, manipulaci nebo skladovani vzorku €i pii jejich zdméné miize dojit k chybnym vysledktim testu.
Aby se zabranilo chybnym vysledkim, je nutné peclivé dodrzovat navod k pouziti.

Mutace nebo polymorfismy v regionech vazby primert nebo sond mohou ovlivnit detekci novych nebo nezndmych
variant, coz miize vést k faleSné negativnim vysledktim.

Nadmérmé vysoky pocet bilych krvinek mize zpuisobit zvyseni tlaku v kazeté a vést k pieruseni cykli nebo nepfesnym
vysledkdm.

Nekteré vzorky s velmi m'zkyrr'li hladinami transkriptu ABL nebo s poctem leukocytii niz§im nez 150 000 bunék/ml
mohou vykazovat NEPLATNY (INVALID) vysledek (typ 1). Neurdity vysledek nevylu¢uje pfitomnost velmi nizkych
hladin leukemickych buné¢k u pacienta.
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18 Prirucka k odstranovani problému

Tabulka 3. Pfirucka k odstranovani problémti

Vysledek testu

Mozné priciny

Navrhy

NEPLATNY
(INVALID)

Typ 1: Selhala ABL endogenni
kontroly:

e Spatna kvalita vzorku

e Inhibice RT-PCR

e Ctpro ABL >20 a/nebo
koncovy parametr <100

e Zkontrolujte kvalitu vzorku (nap¥. poruseni
podminek uskladnéni vzorku, v€etné doby
a teploty).

e Zopakujte test s plivodnim vzorkem
(je-li k dispozici) nebo z uchovaného
lyzatu a novou kazetou za pouziti
postupu popsaného v Cast 19.1, Postup
opakovaného testu, je-li vysledek CHYBA
(ERROR) nebo NEPLATNY (INVALID)
(typ 1).

Typ 2: Hladinu transkriptu

s mutaci NPM1 nelze stanovit,
protoZe vzorek obsahuje nadbytek
transkriptd s mutaci NPM1 a/nebo
ABL (Ct <6).

Zopakujte test s plvodnim vzorkem (je-

li k dispozici) nebo z uchovaného lyzatu

a novou kazetou za pouziti postupu
popsaného v Cast 19.2, Postup opakovaného
testu, je-li vysledek CHYBA (ERROR) (kéd
2008) nebo NEPLATNY (INVALID) (typ 2).

CHYBA (ERROR)
(kéd 2008)

Tlak pfesahuje hranici (chybova
zprava 2008)

Zkontrolujte kvalitu vzorku
Zkontrolujte silné zvySené hladiny
leukocytd

e Zopakujte test s plvodnim vzorkem
(je-li k dispozici) nebo z uchovaného
lyzatu a novou kazetou za pouziti
postupu popsaného v Cast 19.2, Postup
opakovaného testu, je-li vysledek CHYBA
(ERROR) (k6d 2008) nebo NEPLATNY
(INVALID) (typ 2).

CHYBA (ERROR)
(kéd 5006, 5007,
5008 a 5009*)

*Nejednd se o pliny
seznam chybovych
koda.

Kontrola sondy selhala

Zopakujte test s pivodnim vzorkem (je-

li k dispozici) nebo z uchovaného lyzatu

a s novou kazetou za pouziti postupu
popsaného v Cast 19.1, Postup opakovaného
testu, je-li vysledek CHYBA (ERROR) nebo
NEPLATNY (INVALID) (typ 1).

ZADNY VYSLEDEK
(NO RESULT)

Odbér dat selhal. Napfiklad
obsluha zastavila probihajici test
nebo doslo k vypadku napéjeni.

Zopakujte test s plivodnim vzorkem (je-

li k dispozici) nebo z uchovaného lyzatu

a s novou kazetou za pouziti postupu
popsaného v Cast 19.1, Postup opakovaného
testu, je-li vysledek CHYBA (ERROR) nebo
NEPLATNY (INVALID) (typ 1).
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19 Opakované testy

19.1 Postup pfi opakovaném testu, je-li vysledek CHYBA (ERROR) nebo
NEPLATNY (INVALID) (typ 1)

Opakované testy vzorki s vysledkem CHYBA (ERROR) nebo NEPLATNY (INVALID) z toho divodu, Ze prahova
hodnota cyklu (Ct) pro ABL piesahuje maximalni platnou hodnotu Ct (Ct >20) nebo proto, ze koncovy parametr je pod
nastavenou hranici (<100). Viz robn&z Cast 18, Ptiru¢ka k odstrafiovani problémi.

1. Pokud je k dispozici dostate¢né mnozstvi vzorku, zopakujte test za pouziti pivodni odbérové zkumavky se vzorkem krve
podle postupu v Cést 12.2.

-NEBO-
Pokud je objem vzorku krve nedostatedny, lze provést opakovany test za pouZiti zbylého lyzatu z Cast 12.2.1, krok 12.

a. Je-li lyzat z Cast 12.2.1, krok 12, skladovan ve zmrazeném stavu, pied pouZitim jej vytemperujte na pokojovou
teplotu.
b. Ujistéte se, Ze je lyzat fadné promichan tak, ze jej nepietrzité po dobu 10 vtefin promichate vortexovou michackou
nastavenou na maximalni vykon, a poté ji na 3 minuty nechate stat, aby se usadily bublinky.
2. Pieneste 1 ml pfipraveného lyzatu do nové 50ml kénické zkumavky.
3. Pro ptipravu koneéného lyzatu postupuijte podle krokti 13—17 v Cast 12.2.1.
4. Oteviete kazetu zvednutim vika kazety a vyprazdnéte veskery obsah jedné (1) ampule promyvaci reagencie do komory
pro promyvaci reagencii (s malym otvorem). Viz Obrazek 1.
5. Napipetujte veSkery obsah ptipraveného vzorku do komory na vzorek (velky otvor). Viz Obrazek 1.
6. Zaviete viko kazety. Spuste test (viz Cast 12.4, Spuiténi testu).

19.2 Postup pri gpakovaném testu, je-li vysledek CHYBA (ERROR) (k6d 2008)
nebo NEPLATNY (INVALID) (typ 2)

Znovu otestujte vzorky s hladinami transkriptu pro mutaci NPM1 a/nebo ABL pod platnou minimalni hodnotou Ct (Ct >0
a Ct <6) a/nebo kdy? je presazen limit tlaku. Viz robn&z Cast 18, Pfiru¢ka k odstraiiovani problémi.

1. Na dno nové 50ml koénické zkumavky piidejte 100 pl PK (proteinkinazy K).

2. Zajistéte, aby byl vzorek krve nebo zbytek lyzatu z Cast 12.2, krok 12, dobfe promichan 8nasobnym pfevracenim
zkumavky bezprosttedné pied pipetovanim.

3. Do zkumavky, ktera jiz obsahuje proteinkidzu K, pfidejte 250 pl vzorku krve a 3,75 ml PBS (pH 7,4, dodé uzivatel),
pokud je k dispozici, nebo 60 pl zbylého lyzatu z Cast 12.2.1, krok 12.

a. Je-li lyzat z Cast 12.2.1, krok 12, skladovan ve zmrazeném stavu, pfed pouzitim jej vytemperujte na pokojovou
teplotu.
b. Ujistéte se, Ze je lyzat fadné promichan tak, Ze jej nepfetrzité¢ po dobu 10 vtefin promichéte vortexovou michackou
nastavenou na maximalni vykon, a poté ji na 3 minuty nechate stat, aby se usadily bublinky.
4. Promichejte vzorek ve vortexové michacce nastavené na maximalni vykon, a to nepfetrzité po dobu 3 vtetin.
5. Inkubujte pti pokojové teplot€ po dobu 1 minuty.
6. U opakovaného testu vzorku krve s PBS postupujte podle krokii 6-17 v Cast 12.2.1, abyste ziskali koneény lyzat.
U opakovaného testu vzorku zbylého lyzatu postupujte podle nize uvedenych krokti a-g a vytvoite konecny lyzat.

Do zkumavky s opakované testovanym vzorkem zbylého lyzatu piidejte 2,5 ml LY.

Promichejte vzorek ve vortexové michacce nastavené na maximalni vykon, a to nepfetrzité po dobu 10 vtefin.
Inkubujte pfi pokojové teploté po dobu 5 minut.

. Promichejte vzorek ve vortexové michacce nastavené na maximalni vykon, a to nepfetrzité po dobu 10 vtefin.
Inkubujte pii pokojové teploté po dobu 5 minut.

Do stejné zkumavky ptidejte 2 ml absolutniho ethanolu reagenéni tfidy (doda uzivatel).

“me e TR

Promichejte vzorek ve vortexové michacce nastavené na maximalni vykon, a to nepietrzité po dobu 10 vtefin.

Postavte stranou.

7. Oteviete kazetu zvednutim vika kazety a vyprazdnéte veskery obsah jedné (1) ampule promyvaci reagencie do komory
pro promyvaci reagencii (s malym otvorem). Viz Obrazek 1.

8. Napipetujte veskery obsah pfipravené¢ho vzorku do komory na vzorek (velky otvor). Viz Obrazek 1.

9. Zaviete viko kazety. Spust'e test (viz Cast 12.4, Spusténi testu).
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20 Ocekavané hodnoty

Rozsah Xpert NPM1 Mutation pokryva klicové body klinickych rozhodnuti pro monitorovani AML. Ocekavané hodnoty
jsou vyjadfeny jako procentudlni pomér mutace NPM1 mRNA oproti ABL mRNA a jsou v rozsahu od 0,030 % do 500 %.
Meéteni pod dolni hranici tohoto rozsahu jsou vykazovana jako nedetekovand nebo pod dolni hranici limitu detekce (LoD).
Meéteni nad horni hranici tohoto rozsahu jsou vykazovana jako nad horni hranici limitu kvantifikace (LoQ). Podrobnosti viz
Cast 15.

21 Klinicka ucinnost

Na tiech pracovistich ve Spojenych statech a na jednom pracovisti mimo Spojené staty byla provedena multicentricka
srovnavaci studie. Do studie byly zafazeny vzorky od 40 diskrétnich pacientti s AML s mutaci NPM1 z jednoho ¢asového
bodu a v celém dynamickém rozsahu testu Xpert NPM1 Mutation. U pacientd, u nichz byly odebrany vzorky, byl zjistovan

vek a pohlavi. Zastoupeni pohlavi bylo 11 muzti (27,5 %) a 29 zen (72,5 %). VSechny vzorky byly od pacientl ve véku od
16 do 81 let o primérném véku 59,7 let.

Vsech 40 vzorkt poskytlo platné vysledky testl. Tticet Sest ze 40 vzorkl poskytlo vysledky v kvantitativnim rozmezi obou
testil. Ctyfi vzorky byly z Demingovy regrese vylouceny, protoze vzorky byly v testu Xpert NPM1 Mutation a/nebo ve
srovnavacim testu negativni. Dalsi vzorek byl vyloucen, protoze pfedstavoval odlehlou hodnotu. Do Demingovy regresni
analyzy bylo zahrnuto celkem 35 vzorki.

Ukinnost testu Xpert NPM1 Mutation oproti srovnavacimu testu byla vyhodnocena pomoci Demingovy regrese pro uréeni
smérnice a pruseciku. Obrazek 12 uvadi vysledky Demingovy regresni analyzy véetné smérnice, priseciku a pfimky shody
u 35 vzorkii. Pomoci vybocovaci metody byly vypocéteny 95% intervaly spolehlivosti a zobrazen Pearsontiv korela¢ni

koeficient.
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Hranice spolehlivosti o 0,95 jsou vypocteny vybocovaci metodou.

Obrazek 12. Demingova regrese pro procentualni pomér

Smérnice a prusecik procentudlniho poméru z Demingovy regresni analyzy byly 1,06 a 0,05 a Pearsonova korelace mezi
meéfenimi testu Xpert NPM1 Mutation a srovnavaciho testu byla 0,981.
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U 35 vzorka s kvantitativnimi vysledky, které se nachazely v linedrnim rozsahu testu Xpert NPM1 Mutation a srovnavaciho
testu, byla vyhodnocena Bland-Altmanova analyza rozdilu v procentudlnim poméru. Obrazek 13 ukazuje Bland-Altmantv
graf's rozdilem v procentudlnim poméru mezi obéma testy oproti prumérmym vysledktim procentudlniho poméru pro kazdy
vzorek. Graf také ukazuje horni a dolni dvé smérodatné odchylky (2SD) primérmého rozdilu, ktery byl ve studii zjistén.
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Obrazek 13. Bland-Altmantiv graf pro procentualni pomér Xpert mutace NPM1 & srovnavaciho testu

Primérny rozdil v procentualnim poméru mezi vysledkem testu Xpert NPM1 Mutation a srovnavaciho testu byl 0,08.

Vétsina vysledki (91,4 %, 32/35) se pohybovala v rdmci 2SD primérného rozdilu.
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22 Analyticka data

22.1 Rozsah linearity/dynamicky rozsah

Linearita byla stanovena pro kazdy ze tff mutantnich podtyptt NPM1, mutA, mutB a mutD, za pouziti bunéénych lyzatt,
které obsahuji vysoké hladiny transkriptu kazdého podtypu. Tyto lyzaty byly zfedény v zdkladnim lyzatu pfipraveném
z darci s pravdépodobné negativni mutaci NPM1 na cilové rozmezi ~0,01-2500 % mutace NPM1/ABL. V§echny hladiny

koncentraci byly testovany na jedné Sarzi reagencie ve Ctyfech opakovanich. Testovani a statistické analyzy byly provedeny
v souladu s CLSI EP06-A®. Regresni k¥ivky pro jednotlivé podtypy jsou uvedeny v Obrazek 14, Obrazek 15, a Obrazek 16.
Linearni rozsah jednotlivych podtypt a koeficienty jejich linedrnich modeld jsou shrnuty v Tabulka 4.

Log (ziskana %zprava)

Log-Log regresni kfivky MutA mezi cilenou a ziskanou %zpravou

® Log (Obtained %Report)

—Linear
——Quadratic
——Cubic

4 3 2 1 0 1
Log (cilova %zprava)

Obrazek 14. Regresni krivky pro mutA

Log (ziskana %zprava)

Log-Log regresni kfivky MutB mezi cilenou a ziskanou %zpravou

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

4 3 2 1 0 1
Log (cilova %zprava)

Obrazek 15. Regresni kFivky pro mutB
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Log-Log regresni kfivky MutD mezi cilenou a ziskanou %zpravou
2
® Log (Obtained %Report) $
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§ o ——Quadratic
© —— Cubic
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Obrazek 16. Regresni kiivky pro mutD
Tabulka 4. Souhrn linearnich rozsaht a koeficientd linearniho modelu
Podtyp Linearni rozsah Prisecnik Smeérnice 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

Souhrnné test Xpert NPM1 Mutation prokazal linearitu v rozmezi 0,014-2020 % mutace NPM1/ABL. Pokud je dynamicky
rozsah ohrani¢en hodnotou LoQ a horni mezi softwaru, jsou jeho vykazované hodnoty 0,030-500 %.

22.2 Analyticka citlivost (limit detekce, limit kvantifikace, limit blanku)

Limit detekce (LoD) je nejnizsi uroveni mutace NPM1/ABL, pfi které je 95 % vzorkl konzistentné hlaSeno jako
,DETEKOVANA mutace NPM1 [##,##%],, (NPM1 Mutation DETECTED [##.##%]). LoD byla stanovena jednotlivé
pro podtypy mutA, mutB a mutD testovanim sériovych fedéni bunécnych lyzati pozitivnich na mutaci NPM1 a klinickych
lyzath obsahujicich kazdy podtyp mutace. Odpovidajici LoD byly odhadnuty a ovéfeny v souladu s CLSI EP17-A210,
Vysledné analyzy poskytly LoD 0,025 % pro mutA, 0,023 % pro mutB a 0,030 % pro mutD (Tabulka 5). Nejvyssi LoD ze
til podtypti o hodnoté 0,030 % je povazovana za celkovou LoD testu Xpert NPM1 Mutation.

odchylkou < 0,36 sniZeni logu (LR) pro primémé LR nad 3,5. V souladu s CLSI EP17-A219 byla hodnota LoQ odhadnuta
a ovéfena na 0,025 % pro podtyp mutA, 0,023 % pro podtyp mutB a 0,030 % pro podtyp mutD (Tabulka 5). Nejvyssi LoQ
mezi tfemi podtypy o hodnoté 0,030 % je povazovana za celkovou LoQ testu Xpert mutace NPM1.

Limit blanku (LoB) je nejvyssi vysledek mutace NPM1/ABL, ktery se o¢ekava mezi 95 % blanki od darcti s pravdépodobné
negativni mutaci NPM1. V souladu s CLSI EP17-A210 byla LoB testu Xpert mutace NPM1 odhadnuta a ové&fena na
0,0085 % (Tabulka 5).
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Tabulka 5. Limit detekce, limit kvantifikace, limit blanku

testu Xpert NPM1 Mutation [% mutace NPM1/ABL]

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

22.3 Analyticka specificita

Analyticka specifita testu Xpert NPM1 Mutation byla stanovena testovanim vzorkt periferni krve osetfenych EDTA, které
byly odebrany pétadvaceti zdravym darcim.

U zadného z predpokladanych vzorkt negativnich na mutaci NPM1, které byly v této studii hodnoceny, nebyl ziskan
vysledek DETEKTOVANA mutace NPM1 (NPM1 Mutation DETECTED). Test Xpert NPM1 Mutation je tedy specificky
pro mutantni transkripty NPM1 mRNA (typy A, B a D v exonu 12) spojené s AML a ma 100% analytickou specifitu pro
vzorky periferni krve s EDTA.

22.4 Hodnoceni kontaminace z prenosu

Byla provedena studie, jejimz cilem bylo prokazat, Ze sobéstacné kazety GeneXpert na jedno pouziti brani v kontaminaci

z pienosu z kazet, které jsou nasledné testovany ve stejném modulu pfistroje. Vzorek s pravdépodobné negativni mutaci
NPMI1 byl testovan po vzorku s vysokou pozitivitou mutace NPM1 ve stejném modulu GeneXpert. Schéma testovani bylo
opakovano 10x na dvou modulech GeneXpert (celkem 22 negativnich a 20 pozitivnich). VSechny cykly pozitivniho vzorku
piinesly oéekavany vysledek ,,DETEKOVANA mutace NPM1 [##,##%]“ (NPM1 Mutation DETECTED [#.##%)])

a viechny cykly negativnich vzorki pfinesly otekavany vysledek ,, NEDETEKOVANA mutace NPM1 [dostateény
transkript ABL]“ (NPM1 Mutation NOT DETECTED [Sufficient ABL transcript]).

22.5 Potencialné interferujici latky

Tato studie vyhodnotila pét latek, které mohou byt pfitomny ve vzorcich periferni krve s EDTA a mohou potencialné
interferovat s u¢innosti testu. Testované slozky a hladiny (viz Tabulka 6) se zakladaly na pokynech v dokumentu

CLSI EP07-ED3!1. Interferujici latky byly testovany ve vzorcich periferni krve s EDTA a lyzaty kultivovanych bunék
pozitivnich na mutaci NPM1, které piedstavovaly tfi Girovné: >1 %, 0,1-0,5 % a negativni. Kontroly testu se skladaly ze
stejnych vzorki bez potencialné interferujicich latek. Kazda hladina byla testovana za neptitomnosti i za ptitomnosti péti
jednotlivych interferujicich latek ve 4 replikatech na stav. Latka byla povazovana ze neinterferujici, pokud v jeji pfitomnosti
vypozorovany prumérny procentualni pomér vykazoval nanejvys trojnasobny rozdil ve srovnani s kontrolou.

U zadnych interferujicich latek hodnocenych v této studii nebyly pozorovany zadné klinicky vyznamné inhibi¢ni uéinky
testu Xpert NPM1 Mutation. Nebyly pozorovany zadné statisticky vyznamné rozdily (hodnota p = <0,05) v zadnych
testovacich podminkach a uvadéné procentualni poméry mezi podminkami testu a kontrolnimi podminkami spadaly to
pfijatelného trojnasobného rozsahu.

Tabulka 6. Potencialné interferujici latky testované pouzitim Xpert NPM1 Mutation

Interferujici latky Testovana koncentrace
Nekonjugovany bilirubin 20 mg/dI
Cholesterol celkem 500 mg/di
Triglyceridy celkem (lipidy) 3 000 mg/dl
Heparin 3500 U/l
EDTA (kratky odbér) 930 mg/dl
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23 Reprodukovatelnost a preciznost

Studie byla navrzena v souladu s obecnymi zasadami uvedenymi ve standardu CLSI EP05-A3 pro vicefaktorové studie.
Byla provedena na tech pracovistich. Design studie zahrnoval ¢leny panelu vzorkd, které zahrnovaly mutace A, Ba D ve
dvou koncentracich. Sedm ¢leni panelu bylo testovano duplicitng, dva cykly denné, celkem 6 dni kazdym ze dvou operatort
na tiech riznych pracovistich (3 pracovisté x 2 operatofi x 3 Sarzex 2 dni x 2 cykly x 2 replikaty = 144 vysledku test na
¢lena panelu). Panely reprodukovatelnosti a preciznosti pfipravila spolecnost Cepheid a skladaji se ze sedmi ¢lent panelu,
jak je uvedeno v Tabulka 7. Panely byly vytvofeny v simulované matrici periferni krve (PB) s EDTA.

Tabulka 7. Panely reprodukovatelnosti a preciznosti

Clen panelu cil Hladina procentualniho

poméru (PR)

1 Negativni Neuplatriuje se

2 Mutace PM1 A Mirné pozitivni (~5 %)

3 Mutace PM1 A Malo pozitivni (~0,2 %)

4 Mutace PM1 B Mirné pozitivni (~5 %)

5 Mutace PM1 B Malo pozitivni (~0,2 %)

6 Mutace PM1 D Mirné pozitivni (~5 %)

7 Mutace PM1 D Malo pozitivni (~0,2 %)

Pocet vzorku s platnymi vysledky pro kazdého ¢lena panelu analyzovaného kazdym ze dvou operatorti na tfech pracovistich
je uveden v Tabulka 8.

Tabulka 8. Reprodukovatelnost a preciznost: Pocet test s platnymi vysledky

. Pracovisté 1 Pracovisté 2 Pracovisté 3 Vzorkd
Clen panelu Tk
1. operatoR. operatofPracovistdl. operatoR. operatoPracovitdl. operatoR. operatoPracovistg celkem
1 | Negativni 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 . (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (144/144)
(pomér ~5 %)
LR2.7: mut A
3 | (pomér (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (144/144)
~0,2 %)
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)
(pomér ~5 %)
LR2.7: mut B
5 | (pomér (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (144/144)
~0,2 %)
LR1.3: mut D
6 N o (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (144/144)
(pomér ~5 %)
LR2.7: mut D
7 | (pomér (24/24) | (24/24) | (48/48) (24/24)C (24/24) (48/48)0 (24/24) | (24/24) | (48/48) | (144/144)
~0,2 %)
a Dva negativni vzorky mély platné, ale zjisténé vysledky (FP)
b Jeden negativni vzorek mél platny, ale zjiStény vysledek (FP)
¢ Jeden vzorek LR 2.7: mut D (pomér ~0,2 %) mél platny, ale nezjistény vysledek (FN).
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Kvantitativni vysledky byly analyzovany nested analyzou variance (ANOVA) s ndhodnymi efekty a varia¢nim koeficientem
(CV). Vysledky vypocti ANOVA pro smérodatnou odchylku a rozptyl pro kazdy pozitivni vzorek jsou uvedeny v Tabulka
9. Rozptyl a procento celkového rozptylu, na kterém se podili kazda slozka (pracovisté/pfistroj, operator, Sarze, den, cyklus),
je uveden jako SD a procentni podil kazdé slozky.

Tabulka 9. Vysledky z variaéniho koeficientu (CV): Procentni pomér (PR)

Pracovisté Operator Sarze Den Cyklus sYa;aor\r/l:;i Celkem
Clen panelu | N |Pramér]

cv cv cv cv cv cv cv

D | o | S0 | om | S [ o |52 | om! S| cm!|s®| el en

LR13:mutA |01 439% | 000|614 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 420 | 0,00 | 891 | 0,00 | 4,36 | 0,01 |17,83| 0,01 | 21,74
(pomér ~5 %)
LR2.7: mut A

(pomér | 144 | 02% [ 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
~0,2 %)

LR1.3:mutB |, 59 [ 000824000 |000]|001]|1150]000]719]000|000] 0012088 0012623
(pomér ~5 %)
LR2.7: mut B

(pomér | 144 | 02% [ 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
~0,2 %)

LR1.3:mutD 1404429 | 0,00 | 515 | 0,00 | 0,00 | 0,01 |12,91] 0,00 | 8,78 | 0,00 | 0,00 | 0,01 | 18,30| 0,01 | 24,60
(pomeér ~5 %)
LR2.7: mut D

(pomér  |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
~0,2 %)

a Jeden vzorek nebyl detekovan testem Xpert NPM1 a byl z analyzy vylou€en, protoze u néj nebylo provedeno kvantitativni méfeni.

Celkovy varia¢ni koeficient (CV) procenta procentualniho poméru vykazujiciho kvantitativni hodnoty pro stiedné pozitivni
vzorky LR1.3: mut A, mut B a mut D (pomér ~5 %) se pohyboval od 21,74 do 26,23 a pro malo pozitivni vzorky LR2.7:
mut A, mut B a mut D (pomér ~0,2 %) se pohyboval od 20,68 do 79,22.
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25 Hlavni sidla spole¢nosti Cepheid

Podnikova centrala

Cepheid

904 Caribbean Drive
Sunnyvale, CA 94089
USA

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

Evropska centrala

Cepheid Europe SAS
Vira Solelh

81470 Maurens-Scopont
France

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

www.cepheidinternational.com

26 Technicka pomoc

Drive, nez kontaktujete technickou podporu spole¢nosti Cepheid, pfipravte si nasledujici informace:

Nazev produktu
Cislo $arze
Sériové ¢islo pristroje

Spojené staty americké
Telefon: + 1 888 838 3222

E-mail: techsupport@cepheid.com

Francie

Telefon: + 33 563 825 319

E-mail: support@cepheideurope.com

Chybové zpravy (pokud je to relevantni)
Verze softwaru a (pokud je to relevantni) ¢islo servisniho §titku pocitace

Kontaktni informace v§ech kancelati technické podpory spoleénosti Cepheid jsou uvedeny na nasem webu:

www.cepheid.com/en_US/support/contact-us.
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27 Tabulka znacek

Znacka Vyznam
REF Katalogové &islo
C E Oznaceni CE — Evropska shoda
IVD Zdravotnicky diagnosticky prostfedek in vitro
LOT Kéd sarze

Nepouzivat opakované

Ctéte navod k pouZiti

Vyrobce

Zemé vyroby

Obsahuje dostateéné mnozstvi pro n testl

CONTROL

Kontrola

Datum exspirace

Teplotni limit

Biologicka rizika

Pozor

Hoflavé kapaliny

Toxicita pro reprodukci a toxicita pro organy

@@@9@%»&'@@&&@

Varovani
EC |REP]| | Zpinomocnény zastupce v Evropském spolegenstvi
CH |REP| [ Zzpinomocnény zastupce ve Svycarsku

&

Dovozce
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il

Cepheid

904 Caribbean Drive
Sunnyvale, CA 94089
Spojené staty americké
Telefon: + 1 408 541 4191
Fax: + 1408 541 4192

wvb|C €

CH |REP

Cepheid Switzerland GmbH
Ziircherstrasse 66

Postfach 124, Thalwil
CH-8800

Switzerland

®

Cepheid Switzerland GmbH
Ziircherstrasse 66

Postfach 124, Thalwil
CH-8800

Switzerland

wvb|C €
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EC |REP

Cepheid Europe SAS
Vira Solelh

81470 Maurens-Scopont
Francie

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

Cast

Popis zmény

23

Opravena chyba v &asti ,Reprodukovatelnost a

preciznost®.

34

Xpert® NPM1 Mutation
302-8304-CS, Rev. C
Duben 2023



	Xpert® NPM1 Mutation
	1 Vlastnický název
	2 Běžný nebo obvyklý název
	3 Účel použití
	3.1 Určené použití
	3.2 Zamýšlený uživatel/prostředí

	4 Souhrn a vysvětlení
	5 Princip postupu
	6 Reagencie a přístroje
	6.1 Dodané materiály

	7 Požadované materiály, které nejsou součástí dodávky
	8 Skladování a manipulace
	9 Varování a bezpečnostní upozornění
	9.1 Obecně
	9.2 Vzorek
	9.3 Test/reagencie

	10 Chemická nebezpečí
	11 Odběr a skladování vzorků
	12 Postup
	12.1 Než začnete
	12.2 Příprava vzorku
	12.2.1 Příprava vzorku s neznámým počtem leukocytů nebo vzorků s méně než 30 milióny leukocytů/ml
	12.2.2 Příprava vzorku s počtem WBC rovným nebo větším než 30 milionů WBC/ml

	12.3 Příprava kazety
	12.4 Spuštění testu

	13 Zobrazení a tisk výsledků
	14 Kontrola kvality
	15 Interpretace výsledků
	16 Kvantitativní výsledky
	16.1 DETEKOVÁNA mutace NPM1 [#,##]% (NPM1 Mutation DETECTED [#.##]%)
	16.2 DETEKOVÁNA mutace NPM1 [nad horní hranicí LoQ] (NPM1 Mutation DETECTED [Above upper LoQ])
	16.3 DETEKOVÁNA mutace NPM1 [pod hranicí LoQ; <0,030%] (NPM1 Mutation DETECTED [Below LoQ; < 0.030%])
	16.4 NEDETEKOVÁNA mutace NPM1 [dostatečný transkript ABL] (NPM1 Mutation NOT DETECTED [Sufficient ABL transcript])
	16.5 NEPLATNÝ [žádný transkript ABL] (INVALID [No ABL transcript])
	16.6 NEPLATNÝ [nedostatečný transkript ABL] (INVALID [Insufficient ABL transcript])
	16.7 NEPLATNÝ [transkript mutace NPM1 a ABL je příliš vysoký] (INVALID [Too high NPM1 Mutation and ABL transcript])
	16.8 NEPLATNÝ [transkript mutace NPM1 je příliš vysoký] (INVALID [Too high NPM1 Mutation transcript])
	16.9 NEPLATNÝ [transkript ABL je příliš vysoký] (INVALID [Too high ABL transcript])
	16.10 CHYBA (ERROR)

	17 Omezení testu
	18 Příručka k odstraňování problémů
	19 Opakované testy
	19.1 Postup při opakovaném testu, je-li výsledek CHYBA (ERROR) nebo NEPLATNÝ (INVALID) (typ 1)
	19.2 Postup při opakovaném testu, je-li výsledek CHYBA (ERROR) (kód 2008) nebo NEPLATNÝ (INVALID) (typ 2)

	20 Očekávané hodnoty
	21 Klinická účinnost
	22 Analytická data
	22.1 Rozsah linearity/dynamický rozsah
	22.2 Analytická citlivost (limit detekce, limit kvantifikace, limit blanku)
	22.3 Analytická specificita
	22.4 Hodnocení kontaminace z přenosu
	22.5 Potenciálně interferující látky

	23 Reprodukovatelnost a preciznost
	24 Literatura
	25 Hlavní sídla společnosti Cepheid
	26 Technická pomoc
	27 Tabulka značek
	28 Historie revizí


