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Do badan diagnostycznych in vitro.

1 Nazwa zastrzezona

Xpert® NPM1 Mutation

2 Nazwa powszechna lub zwyczajowa

Xpert NPM1 Mutation

3 Przeznaczenie

3.1 Przeznaczenie

Test Xpert NPM1 Mutation, wykonywany na aparatach Cepheid GeneXpert® Dx System, to test diagnostyczny in vitro do
analizy iloSciowej transkryptow mRNA zmutowanego NPM1 (typéw A, B i D w eksonie 12) w probkach krwi obwodowej
pobranych od pacjentéw z ostra biataczka szpikowg (AML). Test wykorzystuje zautomatyzowang reakcj¢ tancuchowa
polimerazy z odwrotna transkrypcja (RT-PCR) w czasie rzeczywistym i zglasza wspolczynnik procentowy zmutowanego
NPM1 wzgledem transkryptéw mRNA kontroli endogennej ABL1. Test jest przeznaczony do stosowania jako pomoc

w monitorowaniu pacjentéw cierpiacych na AML ze zmutowanym NPM1 pod katem poziomu transkryptow mRNA
zmutowanego NPM1. Ten test powinien by¢ stosowany w potaczeniu z innymi czynnikami kliniczno-patologicznymi.

Test Xpert NPM1 Mutation nie umozliwia rozroéznienia migdzy transkryptami zmutowanego NPM1 typu A, B lub D ani nie
wykrywa i nie monitoruje innych rzadkich typéw mutacji NPM1. Ten test nie jest przeznaczony do diagnostyki AML.

3.2 Uzytkownik docelowy/srodowisko

Test Xpert NPM1 Mutation jest przeznaczony dla przeszkolonych uzytkownikow pracujacych w srodowisku
laboratoryjnym.

4 Podsumowanie i objasnienie

Ostra biataczka szpikowa (AML) to nowotwor hematopoetycznych komorek macierzystych krwi linii mieloidalnej w szpiku
kostnym!:2, w przypadku ktorej wystepuja rozne mutacje nukleofosminy (NPM1) w eksonie 123. Insercja nukleotydow w
eksonie 12 powoduje mutacj¢ przesuwajaca ramke odczytu i tworzy sygnat eksportu jadrowego (NES). Mutacje genu NPM1
prowadza do nieprawidtowej lokalizacji cytoplazmatycznej genu NPM1 i biatek wchodzacych w interakcje z genem NPM1.
NPMLI jest jednym z najbardziej zmutowanych genéw w przypadku AML, a mutacje wystepuja w 28% do 35% wszystkich
przypadkéw AML. Chociaz kilka lekow ukierunkowanych na zmutowany NPM1 jest obecnie w fazie badan, nie sg obecnie
dostepne zadne terapie ukierunkowane zatwierdzone przez agencje FDA .4

Gen NPM1 koduje biatko transportu jadrowo-cytoplazmatycznego, ktore odgrywa role w biologii centrosomow i
rybosomow, a takze w regulowaniu innych uktadéw komoérkowych, w tym szlakow supresorowych guza. NPM1 to
fosfoproteina jaderkowa zapewniajaca transport mi¢dzy jadrem a cytoplazmg. Reguluje ona transport czasteczek
rybosomalnych przez blong jadra. Mutacje genu NPM1 po raz pierwszy odkryto u oséb cierpigcych na AML w zwiazku z
zaobserwowaniem nieprawidlowej lokalizacji cytoplazmatycznej zamiast prawidtowej lokalizacji jadra. Ocena genetyczna
blastéw biataczkowych w potaczeniu z lokalizacja cytoplazmatyczng NPM1 umozliwita zrozumienie znanych mutacji
przesuwajacych ramke odczytu w eksonie 12.3 Najcze$ciej wystepujacymi mutacjami NPM1 sa mutacje typu A (ok. 75—
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80%), typu B (ok. 10%) i typu D (ok. 5%), wszystkie w eksonie 12, powodujace mutacj¢ przesuwajaca ramke odczytu
w wyniku insercji czterech nukleotydéw. Ta mutacja prowadzi do utraty sygnatu lokalizacji jadrowej i nieprawidtowe;j
lokalizacji cytoplazmatycznej biatka u pacjentow cierpigcych na AML.5

5 Zasada procedury

Xpert NPM1 Mutation to zautomatyzowany test do oznaczania ilosci transkryptéw zmutowanego NPM1 w postaci
wspolczynnika mutacji NPM1/ABL1. Badanie przeprowadza si¢ w aparacie Cepheid GeneXpert Dx System, ktory
automatyzuje i integruje oczyszczanie probki, amplifikowanie kwasu nukleinowego oraz wykrywanie sekwencji docelowe;j
w prostych lub ztozonych prébkach przy uzyciu techniki RT-PCR w czasie rzeczywistym i testow Nested-PCR. System
sktada si¢ z aparatu, komputera oraz wstepnie zainstalowanego oprogramowania umozliwiajacych wykonywanie testow i
wys$wietlanie wynikow. Systemy wymagaja stosowania jednorazowych kartridzy GeneXpert, ktore zawieraja odczynniki do
reakcji RT-PCR i odczynniki Nested-PCR oraz w ktorych odbywaja si¢ reakcje RT-PCR i Nested-PCR. Pelny opis systemu
znajduje si¢ w odpowiednim GeneXpert Dx System Operator Manual.

Test Xpert NPM1 Mutation zawiera odczynniki do wykrywania w probkach krwi obwodowej mutacji NPM1 i transkryptu
ABL1 stanowiacego kontrole endogenng. [los¢ transkryptéw mutacji NPM1 jest okreslana jako wspotczynnik procentowy
mutacji NPM1/ABL1. Kazdy test Xpert NPM1 Mutation zawiera dwie kontrole — kontrol¢ endogenna (ABL1) i kontrolg
sondy (PCC). Kontrola endogenna ABL1 normalizuje sekwencj¢ docelowa mutacji NPM1 i zapewnia wykonanie testu z
uzyciem odpowiedniej ilosci probki. Kontrola PCC weryfikuje nawadnianie odczynnikdw, napetnienie probéwki do PCR
oraz obecno$¢ i dziatanie wszystkich sktadnikow reakcji w kartridzu, w tym sond i barwnikow.

6 Odczynniki i aparaty

6.1 Materialy dostarczone

Zestaw testu Xpert NPM1 Mutation (GXNPM1-CE-10) zawiera odczynniki w ilo$ci wystarczajacej do przetworzenia 10
probek testu lub probek kontroli jakosci. Zestaw zawiera nastepujace elementy:

Odczynniki Xpert NPM1 Mutation po 10 na zestaw
Proteinaza K (PK) 10 x 130 pl na fiolke
Element Skiadnik odczynnika
Proteinaza K <5%
Odczynnik do lizy (LY) (chlorek guanidyny) 10 x 5,3 ml na fiolke
Element Skiadnik odczynnika
Chlorek guanidyny 25-50%
Mocznik 25-50%
Dodecylosiarczan sodu <2%
Odczynnik do przemywania 10 x 2,9 ml na amputke
Element Skiadnik odczynnika
Etanol <50%
Tiocyjanian guanidyny < 50%

4 Xpert® NPM1 Mutation
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Xpert NPM1 Mutation Kartridze testu ze zintegrowanymi komorami

10 na zestaw

reakcyjnymi

Element Sktadnik odczynnika llos¢
Enzym: Polimeraza DNA Taq < 50 j./kulke

Kulka 1 (liofilizowana) 1 na kartridz
dNTPs < 0,05%

Kulka 2 (liofilizowana) Startery i sondy < 0,005% 1 na kartridz

Kulka 3 (liofilizowana) Startery i sondy < 0,005% 1 na kartridz
Enzym: Polimeraza DNA Taq < 50 j./kulke

Kulka 4 (liofilizowana) 1 na kartridz

dNTPs < 0,05%

Odczynnik do ptukania

Chlorek potasu < 4%

Azydek sodu < 0,1%

Glikol polietylenowy < 40%

Tween 20 < 0,2%

2 ml na kartridz

Odczynnik do elucji

Bufor zasadowy Trizma < 0,3%

Bufor HCI Trizma < 0,1%

Azydek sodu < 0,05%

2,5 ml na kartridz

Plyta CD

e Plik definicji testu (ADF)

e Instrukcja importowania pliku ADF do oprogramowania GeneXpert

e |Instrukcja uzycia

1 na zestaw

Albumina surowicy bydlecej (BSA) zawarta w kulkach w tym produkcie zostata uzyskana i wytworzona wytgcznie z

Uwaga

wymieszanie materiatu z innymi materiatami pochodzenia zwierzecego.

osocza wotowego pochodzacego z USA. Zwierzat nie karmiono biatkiem pochodzgcym od przezuwaczy ani innym
biatkiem zwierzecym; zwierzeta przebadano zaréwno przed ubojem, jak i po nim. Podczas przetwarzania nie nastgpito

Uwaga Certyfikaty analizy i specyfikacje partii sg dostgpne w Centrum wsparcia klienta firmy Cepheid.

7 Materialy wymagane, ale nie dostarczone

e Aparat GeneXpert Dx System (numer katalogowy zalezy od konfiguracji): aparat GeneXpert, komputer, skaner kodow
kreskowych 1 instrukcja obstugi.
W przypadku aparatu GeneXpert Dx System: oprogramowanie GeneXpert Dx w wersji 6.2 lub nowsze;j.

Cepheid.

1X PBS, pH 7,4

Wytrzasarka typu vortex
Mikrowiréwka (co najmniej 1000 x g)
Pipety i koncoéwki pipet z filtrem aerozolowym

Probowki stozkowe o pojemnosci 50 ml
Bezwodny alkohol etylowy o czystosci odczynnika

Drukarka: jesli wymagana jest drukarka, informacji o zakupie zalecanej drukarki udzieli Centrum wsparcia klienta firmy

Xpert® NPM1 Mutation
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8 Przechowywanie i obstuga

Zawarto$¢ zestawu Xpert NPM1 Mutation nalezy przechowywaé w temperaturze od 2 °C do 8 °C do uptywu daty
waznos$ci podanej na etykiecie.

Wieczko kartridza mozna otworzy¢ dopiero wtedy, gdy uzytkownik begdzie gotowy do wykonania badania.

Nie uzywac kartridzy po uptywie daty waznosci.

Nie uzywac nieszczelnego kartridza.

Odczynnik do przemywania to przezroczysty, bezbarwny ptyn. Nie uzywa¢ odczynnika do przemywania, ktory ulegt
zmetnieniu lub przebarwieniu.

Na dwadzie$cia (20) minut przed rozpoczgciem procedury nalezy wyjac probke krwi, kartridz i odezynniki do
przygotowania probki z miejsca przechowywania, aby osiagnety temperaturg pokojowa (od 20 °C do 30 °C).

9 Ostrzezenia i srodki ostroznosci

9.1 Ogdlne

Do diagnostyki in vitro

Wszystkie probki biologiczne, w tym uzyte kartridze i odczynniki, nalezy traktowa¢ jako mogace przenosi¢ czynniki
zakazne. Poniewaz czgsto niemozliwe jest okreslenie, ktdra z probek biologicznych moze by¢ zakazna, wszystkie nalezy
obstugiwac z zachowaniem standardowych srodkéw ostroznosci.

Wytyczne dotyczace obstugi probek mozna uzyska¢ w amerykanskiej agencji Centers for Disease Control and
Prevention® oraz w instytucie Clinical and Laboratory Standards Institute.’

Przestrzegaé procedur bezpieczenstwa obowigzujacych w placowce w zakresie pracy z substancjami chemicznymi i
obstugi probek biologicznych.

Charakterystyka robocza tego testu zostala ustalona wylacznie dla krwi pobranej do probowek zawierajacych EDTA.
Dziatania testu nie oceniono z innymi typami probek.

Wiarygodne wyniki zalezg od odpowiedniego pobierania, transportowania, przechowywania i przetwarzania probek.
Bledne wyniki testu mogg by¢ spowodowane niewtasciwym pobraniem, obstuga lub przechowywaniem probki,

btgdem technicznym, pomieszaniem probek badz iloscig transkryptow docelowych w probee bedaca ponizej granicy
wykrywalnosci testu. Uwazne przestrzeganie niniejszej instrukcji uzycia oraz GeneXpert Dx System Operator Manual
pozwoli unikng¢ uzyskania btednych wynikow.

Uzycie testu Xpert NPM1 Mutation poza zalecanymi zakresami czasu i temperatury przechowywania zestawu lub probki
moze prowadzi¢ do uzyskania blednych lub niewaznych wynikow.

Probki biologiczne, wyroby do przenoszenia i uzyte kartridze nalezy traktowaé jako mogace przenosi¢ czynniki
zakazne i wymagajace zachowania standardowych $rodkow ostrozno$ci. Nalezy przestrzega¢ obowigzujacych w
instytucji procedur dotyczacych odpadéw srodowiskowych w zakresie odpowiedniego usuwania zuzytych kartridzy i
niewykorzystanych odczynnikéw. Te materialy moga stanowi¢ niebezpieczne materiaty chemiczne, ktorych usuwanie
musi si¢ odbywaé zgodnie ze swoistymi krajowymi lub regionalnymi przepisami dotyczacymi usuwania. Jesli krajowe
lub regionalne przepisy nie regulujg kwestii dotyczacych odpowiedniego usuwania, wowczas probki biologiczne i uzyte
kartridze nalezy usuwaé zgodnie z wytycznymi Swiatowej Organizacji Zdrowia (World Health Organization, WHO)
dotyczgcymi obstugi i usuwania odpadéw medycznych.8

9.2 Probka

Nalezy utrzymywac¢ odpowiednie warunki przechowywania, aby zapewni¢ integralno$¢ probki (patrz Sekcja 11,
Pobieranie i przechowywanie probek). Nie oceniano stabilno$ci probki w innych, niz zalecane, warunkach transportu.

Nie zamraza¢ probki krwi obwodowej z EDTA.
Aby uzyska¢ prawidlowe wyniki, probki nalezy pobiera¢, przechowywac i transportowa¢ w odpowiedni sposob.

9.3 Test/odczynnik

Nie wolno zastgpowaé odczynnikow testu Xpert NPM1 Mutation innymi odczynnikami.

Nie wolno otwiera¢ wieczka kartridza testu Xpert NPM1 Mutation w celu innym niz dodanie probki i odezynnika do
przemywania.

Nie uzywa¢ kartridza, ktory upadt po wyjeciu z opakowania.

Xpert® NPM1 Mutation
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e Nie wolno potrzasac kartridzem. Potrzasanie kartridzem lub jego upuszczenie po otwarciu wieczka kartridza moze

prowadzi¢ do uzyskania niewaznych wynikow.

Nie umieszcza¢ etykiety z identyfikatorem probki na wieczku kartridza ani na etykiecie z kodem kreskowym.

Nie uzywac kartridza z uszkodzong etykieta z kodem kreskowym.

Nie wolno uzywac kartridza, jesli jego komora reakcyjna jest uszkodzona.

Zaleca sie, aby przed rozpoczeciem badan kartridze testu Xpert NPM1 Mutation osiggnety temperature pokojowa (od

20 °C do 30 °C).

e Kazdy jednorazowy kartridz testu Xpert NPM1 Mutation stuzy do wykonania jednego testu. Nie uzywac¢ ponownie
przetworzonych kartridzy.

e Przenies¢ calg zawartos¢ jednej (1) amputki z odezynnikiem do przemywania do komory na odczynnik do przemywania.
Niedodanie odczynnika do przemywania moze prowadzi¢ do uzyskania fatszywego wyniku NIE WYKRYTO (NOT
DETECTED).

Nie uzywac¢ ponownie koncowek pipet.

Nie uzywac kartridza, jesli wydaje si¢ wilgotny lub jesli uszczelka wieczka wyglada na uszkodzona.

Nie uzywac kartridza testu Xpert NPM1 Mutation, jesli odczynnik zostat dodany do niewtasciwego otworu.

Nie wolno otwiera¢ kartridza testu Xpert NPM1 Mutation po zakonczeniu testu.

Nalezy przygotowac zestaw pipet i odczynnikow wylacznie do przygotowania probki.

Stosowac czyste fartuchy laboratoryjne i rekawiczki. Zmienia¢ rekawiczki migdzy obstuga kazdej probki.

W przypadku rozlania probek lub kontroli nalezy zatozy¢ rekawice i usuna¢ rozlang substancje za pomoca papierowych
recznikow. Nastepnie nalezy doktadnie wyczysci¢ zanieczyszczony obszar przy pomocy $wiezo przygotowanego
roztworu rozcienczonego w stosunku 1:10 wybielacza chlorowego. Ostateczne stezenie aktywnego chloru powinno
wynosi¢ 0,5%, niezaleznie od st¢zenia wybielacza w danym kraju. Czas kontaktu powinien wynosi¢ co najmniej dwie
minuty.

e Upewnic sig, ze obszar roboczy jest suchy, a nastgpnie usuna¢ pozostatosci wybielacza za pomoca 70% roztworu
denaturowanego etanolu. Przed kontynuowaniem pracy nalezy poczekac¢, az powierzchnia catkowicie wyschnie.
Ewentualnie mozna postepowac zgodnie z obowigzujacymi w instytucji standardowymi procedurami dotyczacymi
zanieczyszczenia lub rozlania substancji. W przypadku sprz¢tu nalezy postgpowac zgodnie z zaleceniami producenta
dotyczacymi dekontaminacji.

10 Zagrozenia chemiczne

Ponizsze informacje dotycza catego produktu zawierajgcego proteinaze K oraz odczynniki do lizy, przemywania i

Uwaga ptukania.

Piktogramy CLP/GHS okreslajace rodzaj zagrozenia: @ @
Haslo ostrzegawcze: NIEBEZPIECZENSTWO
Zwroty GHS ONZ wskazujace rodzaj zagrozenia

o Wysoce fatwopalna ciecz i pary H225.
e Dziata drazniaco na skorg¢ H315.
o Powoduje powazne podraznienia oczu H319.
o Moze wywotywac uczucie sennosci lub zawroty gtowy H336.
e Podejrzewa si¢, ze powoduje wady genetyczne H341.
o Zwroty GHS ONZ wskazujace Srodki ostroznosci
e Zapobieganie
e Przed uzyciem nalezy si¢ zapoznac ze specjalnymi instrukcjami zamieszczonymi w karcie charakterystyki
substancji niebezpieczne;j.
Przed uzyciem zapoznac si¢ ze specjalnymi §rodkami ostroznosci.

Nie uzywacé przed zapoznaniem si¢ i zrozumieniem wszystkich srodkoéw bezpieczenstwa.

Przechowywac¢ z dala od Zrodet ciepta, zrodet iskrzenia, otwartego ognia i/lub goracych powierzchni. Palenie
wzbronione.

Przechowywac pojemnik szczelnie zamknigty.
Unika¢ wdychania mgly/par/rozpylonej cieczy.
Doktadnie umy¢ po uzyciu.
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Wazne

Wazne

e Stosowac wylacznie na zewnatrz lub w dobrze wentylowanym pomieszczeniu.
e Stosowac rekawice ochronne/odziez ochronna/ochrong oczu/ochrong twarzy.
e Stosowac wymagane $rodki ochrony indywidualne;.

e Reagowanie

W przypadku POZARU: Uzy¢ odpowiednich $rodkéw gasniczych.

W PRZYPADKU DOSTANIA SIE DO DROG ODDECHOWY CH: Wyprowadzié lub wynie$¢ poszkodowanego
na $wieze powietrze i zapewni¢ warunki do odpoczynku w pozycji umozliwiajacej swobodne oddychanie.

W przypadku ztego samopoczucia skontaktowa¢ sie z OSRODKIEM ZATRUC lub z lekarzem.

W PRZYPADKU KONTAKTU ZE SKORA (lub whosami): Natychmiast zdjaé cala zanieczyszczona odziez.
Sptukac¢ skore pod strumieniem wody/prysznicem.

Zastosowac okreslone leczenie (patrz informacje uzupetniajace dotyczace pierwszej pomocy).

Zanieczyszczong odziez zdja¢ i wypraé przed ponownym uzyciem.

W przypadku wystapienia podraznienia skory: Zasiggnac¢ porady/zglosi¢ si¢ pod opieke lekarza.

W PRZYPADKU DOSTANIA SIE DO OCZU: Ostroznie ptuka¢ woda przez kilka minut. Wyjac soczewki
kontaktowe, jezeli sg i mozna je tatwo usunaé. Kontynuowac ptukanie.

e W przypadku utrzymywania si¢ dziatania draznigcego na oczy: Zasiggnac porady/zgtosi¢ si¢ pod opieke lekarza.
e W przypadku narazenia lub styczno$ci: Zasiggnaé porady/zglosi¢ si¢ pod opieke lekarza.
e Przechowywanie/usuwanie

Przechowywaé w chtodnym miejscu.
Przechowywaé w dobrze wentylowanym miejscu.
Przechowywac¢ pojemnik szczelnie zamknigty.
Przechowywac¢ pod zamknigciem.

Zawarto$¢ i/lub pojemnik usuwac zgodnie z miejscowymi/regionalnymi/krajowymi/mi¢dzynarodowymi
przepisami.

11 Pobieranie i przechowywanie prébek

e Probki krwi obwodowej powinny by¢ pobierane do probowek zawierajacych EDTA zgodnie z wytycznymi placowki
uzytkownika. Nie nalezy oddziela¢ osocza od komorek.

e Probki nalezy przechowywaé w temperaturze od 2 °C do 8 °C nie dtuzej niz 3 dni (72 godziny) przed rozpoczeciem
badania.

e Wilasciwe pobieranie i przechowywanie probek ma krytyczne znaczenie dla dziatania tego testu. Stabilnos$¢ probki w
warunkach przechowywania innych niz wymienione w punkcie Sekcja 12 Procedura ponizej nie zostata oceniona pod
katem testu Xpert NPM1 Mutation.

12 Procedura

12.1 Przed rozpoczeciem

Na dwadzieécia (20) minut przed rozpoczgciem procedury nalezy wyjac probke krwi, odczynniki do przygotowania probki
i kartridze z miejsca przechowywania, aby osiagnely temperaturg pokojowa. Odwirowac krotko proteinazg K (PK) w
mikrowirowce.

Test nalezy rozpocza¢ w ciggu 1 godziny od czasu dodania do kartridza probki przygotowanej z uzyciem
odczynnika do probek.

Przed przygotowaniem probki wyjac¢ kartridz z teksturowego opakowania. (Patrz Sekcja 12.3, Przygotowywanie
kartridza).

Xpert® NPM1 Mutation
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12.2 Przygotowanie probki

12.2.1 Przygotowanie probki z nieznang liczbg krwinek bialych (WBC) lub prébki z mniej niz 30 milionami
krwinek biatych/ml

1.
2.

AU

Na dno nowej, oznaczonej probowki stozkowej o pojemnosci 50 ml doda¢ 100 pl proteinazy K (PK).

Upewni¢ sig, ze probka krwi zostata dobrze wymieszana poprzez odwrocenie probowki do pobierania krwi 8 razy
bezposrednio przed pipetowaniem. Zapoznac¢ si¢ z instrukcja producenta dotyczaca probowki do pobierania krwi z
EDTA.

Do probowki juz zawierajacej proteinaze K doda¢ 4 ml probki krwi.

Mieszaé probke w wytrzasarce typu Vortex z maksymalng predkos$cia w trybie ciggtym przez 3 sekundy.
Inkubowa¢ w temperaturze pokojowej przez 1 minutg.

Do tej samej probowki dodac¢ 2,5 ml odczynnika do lizy (LY).

Uwaga Zachowac pozostatg ilos¢ odczynnika do lizy do ponownego wykorzystania w Kroku 13.

Mieszaé probke w wytrzasarce typu Vortex z maksymalng predkoscia w trybie ciagtym przez 10 sekund.
Inkubowaé w temperaturze pokojowej przez 5 minut.

Miesza¢ probke w wytrzasarce typu Vortex z maksymalng predkoscia w trybie ciggtym przez 10 sekund.
Inkubowaé w temperaturze pokojowej przez 5 minut.

Wymiesza¢ probke, 10 razy stukajac w spod probowki.

Przenies¢ 1 ml przygotowanego lizatu do nowej, oznaczonej probowki stozkowej o pojemnosci 50 ml.

Uwaga

Pozostatos¢ lizatu mozna przechowywac¢ w temperaturze od 2 °C do 8 °C przez maksymalnie 48 godzin lub w
temperaturze -20 °C lub nizszej przez maksymalnie 1 miesigc.

13.
14.
15.
16.

17.

18.

Do nowej probowki stozkowej zawierajacej lizat doda¢ 1,5 ml odczynnika LY zachowanego w Kroku 6.

Mieszaé probke w wytrzasarce typu Vortex z maksymalng predkoscia w trybie ciagtym przez 10 sekund.
Inkubowa¢ w temperaturze pokojowej przez 10 minut.

Do tej samej probowki stozkowej doda¢ 2 ml bezwodnego alkoholu etylowego o czystosci odczynnika (dostarczany
przez uzytkownika).

Miesza¢ probke w wytrzasarce typu Vortex z maksymalng predkoscia w trybie ciggtym przez 10 sekund. Odstawi¢ na
bok.

Usuna¢ wszelkie pozostatosci odczynnika PK lub LY.

12.2.2 Przygotowanie probki z co najmniej 30 milionami krwinek biatych/ml

1.
2.

NSO, e

Na dno nowej probowki stozkowej o pojemnosci 50 ml doda¢ 100 pl proteinazy K.

Upewni¢ sig, ze probka krwi zostata dobrze wymieszana poprzez odwrocenie probowki do pobierania krwi 8 razy
bezposrednio przed pipetowaniem. Zapozna¢ si¢ z instrukcja producenta dotyczaca probowki do pobierania krwi z
EDTA.

Do probowki juz zawierajacej proteinaze K doda¢ 250 pl probki krwi i 3,75 ml 1xPBS (pH 7,4, dostarczana przez
uzytkownika).

Mieszaé probke w wytrzasarce typu Vortex z maksymalng predkoscia w trybie ciagtym przez 3 sekundy.
Inkubowa¢ w temperaturze pokojowej przez 1 minutg.

Wykona¢ Kroki 6-17 opisane w punkcie Sekcja 12.2.1, aby uzyskac koncowy lizat.

Usuna¢ wszelkie pozostatosci odczynnika PK lub LY.

12.3 Przygotowywanie kartridza

Aby doda¢ probke do kartridza Xpert NPM1 Mutation:

1.
2.
3.

Wyja¢ kartridz z kartonowego opakowania.

Sprawdzi¢ kartridz pod katem uszkodzen. W razie zaobserwowania uszkodzenia nie uzywac kartridza.

Otworzy¢ wieczko kartridza i przenie$¢ cala zawartos¢ jednej (1) amputki z odczynnikiem do przemywania do komory
na odczynnik do przemywania (z matym otworem). Patrz Ilustracja 1.

. Przenies¢ pipeta cata przygotowana probke (4,5 ml) do komory na probke (duzy otwor). Patrz Ilustracja 1.

Xpert® NPM1 Mutation
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Komora na prébke

Odczynnik do przemywania (duzy otwor)

(maly otwér)

llustracja 1. Xpert NPM1 MutationKartridz testu (widok z géry)

5. Zamknij wieczko kartridza. Upewni¢ si¢, ze wieczko zostato mocno zatrzasnicte. Rozpocza¢ test (patrz Sekcja 12.4,

Rozpoczynanie testu).

12.4 Rozpoczynanie testu

Przed rozpoczeciem testu nalezy si¢ upewnic, ze w systemie jest uruchomione oprogramowanie GeneXpert Dx

Wazne w wersji 6.2 lub nowszej oraz ze do oprogramowania zaimportowano odpowiedni plik definicji testu. Niniejszy
punkt zawiera opis standardowej obstugi GeneXpert Dx System.
Uwaga Wykonywane czynnosci moga by¢ inne, jesli administrator systemu zmienit domysiny cykl pracy.

1. Wilaczy¢ system GeneXpert, najpierw wiaczajac aparat GeneXpert Dx, a nastgpnie — komputer. Oprogramowanie
GeneXpert Dx zostanie uruchomione automatycznie lub moze wymaga¢ dwukrotnego kliknigcia ikony skrotu
oprogramowania GeneXpert Dx na pulpicie systemu Windows®.

2. Zalogowac¢ si¢ do oprogramowania GeneXpert, podajac nazwe uzytkownika i hasto.

3. W oknie systemu GeneXpert nalezy klikna¢ Nowe badanie (Create Test) (GeneXpert Dx). Zostanie wy$Swietlone
okno Nowe badanie (Create Test).

4. Zeskanowac lub wpisa¢ Identyfikator pacjenta (Patient ID). W wypadku wpisywania Identyfikatora pacjenta (Patient
ID) nalezy upewnic si¢, ze Identyfikator pacjenta (Patient ID) jest wpisany poprawnie. Identyfikator pacjenta (Patient
ID) jest powigzany z wynikami badania i wy$wietlany w oknie Wyswietlanie wynikow (View Results) oraz we
wszystkich raportach. Pojawi si¢ okno dialogowe Skanowanie kodu kreskowego identyfikatora prébki (Scan
Sample ID Barcode).

5.  Zeskanowa¢ lub wpisa¢ Identyfikator probki (Sample ID). W wypadku wpisywania Identyfikatora probki (Sample
ID) upewnic¢ sie, ze Identyfikator probki (Sample ID) jest wpisany poprawnie. Identyfikator probki (Sample ID) jest
wys$wietlany po lewej stronie okna Wys$wietlanie wynikéw (View Results) i wszystkich raportow. Pojawi si¢ okno
dialogowe Skanowanie kodu kreskowego kartridza (Scan Cartridge Barcode).

6. Zeskanowac kod kreskowy na kartridzu testu Xpert NPM1 Mutation. Na podstawie informacji zawartych w kodzie
kreskowym oprogramowanie automatycznie wypehi nastgpujace pola: Identyfikator serii odczynnikow (Reagent Lot
ID), Numer seryjny kartridza (Cartridge SN) i Data waznosci (Expiration Date).

Jesli nie mozna zeskanowac¢ kodu kreskowego na kartridzu testu Xpert NPM1 Mutation, wéwczas nalezy powtérzyc test

Uwa z.uzlyciem nowego kgrtri.dzla. Jesli kod kres.kowy kart.ridza .zc.>sfa+ zeskgnowany w oprogramowaniu, a plik qefipicji. tgstu
ga . .

nie jest dostepny, pojawi sie ekran wskazujgcy, ze plik definicji testu nie zostat wczytany do systemu. Jesli pojawi sie

ten ekran, nalezy skontaktowac sie z centrum wsparcia klienta firmy Cepheid.

7. Klikng¢ Rozpocznij badanie (Start Test). Konieczne moze by¢ wpisanie hasta w wyswietlonym oknie
dialogowym.

8.  Otworzy¢ drzwiczki modutu aparatu z migajaca zielong lampka i zatadowac kartridz.

9. Zamkna¢ drzwiczki. Badanie zostanie rozpoczgte, a zielona lampka przestanie miga¢. Po zakonczeniu testu lampka
przestanie swiecic.

10. Poczeka¢, az system zwolni blokade drzwiczek, a nastgpnie otworzy¢ drzwiczki modutu i wyjaé kartridz.

11. Zuzyte kartridze nalezy wyrzucaé¢ do odpowiedniego pojemnika na odpady zwigzane z probkami, zgodnie ze
standardowg praktyka obowiazujaca w danej instytucji.

Czas oczekiwania na wynik wynosi mniej niz 3 godziny (potrzeba okoto 30 minut na przygotowywanie probki poza

Uwaga LU . .

aparatem oraz mniej niz 2,5 godziny na wykonanie testu).
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13 Wyswietlanie i drukowanie wynikéw

W niniejszym punkcie opisano podstawowe kroki umozliwiajace wyswietlanie i drukowanie wynikow. Szczegdtowe
instrukcje dotyczace wyswietlania i drukowania wynikoéw mozna znalez¢ w dokumencie GeneXpert Dx System Operator
Manual.

e Klikna¢ ikong Wyswietl wyniki (View Results), aby wyswietli¢ wyniki.
® Po zakonczeniu testu klikna¢ przycisk Raport (Report) w oknic Wy$wietlanie wynikéw (View Results), aby
wys$wietli¢ i/lub utworzy¢ plik PDF z raportem.

14 Kontrola jakosci

Kazdy kartridz zawiera kontrol¢ endogenna ABL1 i kontrolg¢ sondy (PCC).

Kontrola endogenna ABL1 — Kontrola endogenna ABL1 umozliwia upewnienie si¢, ze do wykonania testu uzyto
odpowiedniej ilosci probki. Ponadto ta kontrola wykrywa hamowanie reakcji real-time PCR testu zwigzane z probka.
Kontrola ABL1 zakonczy si¢ powodzeniem, jesli spelni przypisane kryteria akceptacji.

Kontrola sondy (PCC) — Przed rozpoczgciem reakcji PCR system GeneXpert mierzy sygnat fluorescencji z sond w celu
monitorowania nawadniania kulek, napetnienia komory reakcyjnej i dziatania wszystkich sktadnikow reakcji w kartridzu.
Kontrola PCC zakonczy si¢ powodzeniem, jesli spelni przypisane kryteria akceptacji.

15 Interpretacja wynikéw

Wyniki sg interpretowane automatycznie przez aparat GeneXpert na podstawie zmierzonych sygnatow fluorescencji i
wbudowanych algorytmoéw obliczeniowych, a nastepnie wyswietlane w oknie Wyswietlanie wynikow (View Results).
Mozliwe wyniki i interpretacje przedstawia Tabela 1.
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Tabela 1. Wyniki testu Xpert NPM1 Mutation i ich interpretacja

Wynik

Interpretacja

WYKRYTO
mutacje NPM1
(NPM1 Mutation
DETECTED)

Patrz llustracja 2,
llustracja 3, llustracja
4

Transkrypt mutacji NPM1 zostat wykryty.

WYKRYTO mutacje NPM1 (NPM1 Mutation DETECTED) — zostat wykryty
transkrypt mutacji NPM1, ktérego wartos¢ cyklu progowego (Ct) miesci sie
w prawidtowym zakresie, a punkt koricowy znajduje sie powyzej wartosci
progowe;.

Mozliwe wyniki dodatnie:

o WYKRYTO MUTACJE NPM1 [#,##%] (NPM1 MUTATION DETECTED [#.##
%]); llustracja 2.

o WYKRYTO MUTACJE NPM1 [powyzej gornej granicy LoQ] (NPM1
MUTATION DETECTED [Above upper LoQ)]); llustracja 3.

e WYKRYTO MUTACJE NPM1 [ponizej LoD; < ####%] (NPM1 MUTATION
DETECTED [Below LoD; <#.###%]); llustracja 4.

ABL — POWODZENIE (PASS): zostat wykryty transkrypt ABL, ktérego wartos¢

cyklu progowego (Ct) miesci sie w prawidtowym zakresie, a punkt koricowy

znajduje sie powyzej wartosci progowe;.

Kontrola sondy — POWODZENIE (PASS): wszystkie wyniki kontroli sondy sa

poprawne.

NIE WYKRYTO
mutacji NPM1
(NPM1 Mutation
NOT DETECTED)

Patrz llustracja 5

Transkrypt mutacji NPM1 nie zostat wykryty.

NIE WYKRYTO mutacji NPM1 [dostateczny transkrypt ABL] (NPM1 Mutation
NOT DETECTED [Sufficient ABL transcript]) — transkrypt mutacji NPM1

nie zostat wykryty, a jego warto$¢ cyklu progowego (Ct) wynosita zero lub
wigcej niz wartos¢ gornej granicy prawidtowego zakresu i/lub punkt koncowy
znajdowat sie ponizej wartosci progowe;j.

ABL — POWODZENIE (PASS): zostat wykryty transkrypt ABL, ktérego wartos¢
cyklu progowego (Ct) miesci sie w prawidtowym zakresie, a punkt koricowy
znajduje sie powyzej wartosci progowe;.

Kontrola sondy — POWODZENIE (PASS): wszystkie wyniki kontroli sondy sg
poprawne.

WYNIK NIEWAZNY
(INVALID)

Patrz llustracja 6,
llustracja 7, llustracja
8, llustracja 9,
llustracja 10

Nie mozna okresli¢ poziomu transkryptéw mutacji NPM1, poniewaz prébka
zawiera zbyt wiele transkryptow mutacji NPM1 i/lub zbyt wiele albo zbyt mato
transkryptow ABL. Dodatkowe instrukcje dotyczgce ponownego badania probki
zawiera Sekcja 18, Rozwigzywanie problemoéw.

WYNIK NIEWAZNY dla mutacji NPM1 (NPM1 Mutation INVALID) — warto$¢
cyklu progowego (Ct) NPM1 wynosita wiecej niz zero i mniej niz warto$¢ dolnej
granicy prawidtowego zakresu (llustracja 8, llustracja 9)

ABL — NIEPOWODZENIE (FAIL): warto$¢ cyklu progowego (Ct) ABL nie
miescita sie w prawidtowym zakresie lub punkt koncowy znajdowat sie ponizej
wartosci progowe;j (llustracja 6, llustracja 7, llustracja 8, llustracja 10)

Kontrola sondy — POWODZENIE (PASS): wszystkie wyniki kontroli sondy sa
poprawne.
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Wynik

Interpretacja

BLAD (ERROR)

Patrz llustracja 11

Nie mozna okresli¢ poziomu transkryptow mutacji NPM1. Dodatkowe instrukcje
dotyczgce ponownego badania probki zawiera Sekcja 18, Rozwigzywanie
problemoéw.

BRAK WYNIKU dla mutacji NPM1 (NPM1 Mutation NO RESULT)
ABL — BRAK WYNIKU (NO RESULT)
Kontrola sondy — NIEPOWODZENIE (FAIL): wszystkie lub jeden wynik
kontroli sondy byt niewazny.
e Kontrola sondy — POWODZENIE (PASS) lub NIE DOTYCZY (NA) i Btad
ci$nienia (Pressure Abort)*.
* Jesli kontrola sondy zakonczyta sie powodzeniem, btgd zostat spowodowany
wartoscig graniczng cisnienia maksymalnego bedgca poza dopuszczalnym
zakresem lub awarig elementu systemu.

BRAK WYNIKU (NO
RESULT)

Nie mozna okresli¢ poziomu transkryptow mutacji NPM1. Nie mozna uzyskac
wyniku testu z powodu zgromadzenia niewystarczajgcych danych. Taka sytuacja
moze wystgpi¢ na przyktad wtedy, gdy operator zatrzymat test bedacy w toku.
Dodatkowe instrukcje dotyczgce ponownego badania prébek zawiera Sekcja 18,
Rozwigzywanie problemow.

e BRAK WYNIKU dla mutacji NPM1 (NPM1 Mutation NO RESULT)
e ABL — BRAKWYNIKU (NO RESULT)
e Kontrola sondy — NIE DOTYCZY (NA)

Xpert® NPM1 Mutation
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Kwiecien 2023
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16 Wyniki ilosciowe

Dane ilosciowe testu Xpert NPM1 Mutation sg dostarczane jako wspotczynnik procentowy mutacji NPM1/ABL1.

Do zestawow przypisuje si¢ wartosci skutecznosci wiasciwej dla serii (Eacy) 1 wspotczynnika skalowania (SF), ktore
powiazuja oznaczanie ilo$ciowe transkryptow mutacji NPM1 (A, B 1 D) i ABL1 z liczbami kopii syntetycznych standardow
podstawowych RNA zmutowanego NPM1 i ABL1 transkrybowanego in vitro (IVT-RNA).

Tabela 2. Przyktadowe wyniki testu Xpert NPM1 Mutation

Mutacja NPM1 ABL Xpert NPM1 Mutation .
Test . Wyniki testu Uwagi
Ct Wynik® Ct Wynik y
L 5.2 NIEWAZNY 5.8 WODZENIE [Too hJi h NPM1 Mutation and ABL ND.
(INVALID) (FAIL) 9
transcript])
WYNIK NIEPO- NIEWAZNY [zbyt wysoki transkrypt
2 9 NIEWAZNY 55 WODZENIE | ABL] (INVALID [Too high ABL ND.
(INVALID) (FAIL) transcript])
WYNIK POWO- NIEWAZNY [zbyt wysoki transkrypt
3 55 NIEWAZNY 8,5 DZENIE mutacji NPM1] (INVALID [Too high ND.
(INVALID) (PASS) NPM1 Mutation transcript])
WYNIK NIEPO- NIEWAZNY [niedostateczny transkrypt
4 25,0 NIEWAZNY 21,8 WODZENIE | ABL] (INVALID [Insufficient ABL ND.
(INVALID) (FAIL) transcript])
WYNIK NIEPO- .
5 0 | NEWAZNY | 0 | woDZENIE z\l','\lEVVX’:‘éN[T\Igb/&aé‘l_"tf:sggiptt‘]‘)AB"] ND.
(INVALID) (FAIL) P
WYNIK POWO- WYKRYTO mutacje NPM1 [powyzej
6 8,5 DODATNI 13,6 DZENIE gornej granicy LoQ] (NPM1 Mutation ND.
(POS) (PASS) DETECTED [Above upper LoQ])
7 225 DV(\)/;;{'II'T\II 148 S(Z)I\E/\I/\I(I)Ié WYKRYTO mutacje NPM1 [1,05%] Zgtoszona wartosc:
’ ’ H 0, 0,
(POS) (PASS) (NPM1 Mutation DETECTED [1.05%]) 1,05%
WYNIK POWO- WYKRYTO mutacje NPM1 [ponizej
8 27,9 DODATNI 14,0 DZENIE LoD; < 0,030%] (NPM1 Mutation ND.
(POS) (PASS) DETECTED [Below LoD; <0.030%])
WYNIK POWO- | JEMNY [dostateczny transkrypt ABL]
9 0 UJEMNY 14,6 DZENIE (NEGATIVE [Sufficient ABL transcript]) ND.
(NEG) (PASS) P
Na przyktad
BRAK BRAK nietgg\(/jvggggnie
10 0 W\({,\T (l)KU 0 Wr,\’;‘ (l)KU BLAD (ERROR) kontroli
sondy [ABL]
RESULT) RESULT) (IABL] probe
check failed)

a * Szczegotowe informacje mozna znalez¢ w karcie wynikéw analitu w oprogramowaniu systemu GeneXpert Dx.
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16.1 WYKRYTO mutacje NPM1 [#,##%] (NPM1 Mutation DETECTED [#.##%])

Wykryto mutacjg¢ NPM1 na poziomie #,##%.

Dla wyniku ,, WYKRYTO mutacje NPM1 [#,##%] (NPM1 Mutation DETECTED [#.##%])” mutacja NPM1 jest
wykrywalna przy wartosci Ct mutacji NPM1 wynoszacej co najmniej 6 i nie wigcej niz 32 oraz przy wartosci Ct ABL
wynoszacej co najmniej 6 i nie wigeej niz 20. Oprogramowanie GeneXpert oblicza warto$¢ % na podstawie ponizszego
réwnania, gdzie warto$¢ Delta Ct (ACt) jest rowna wartosci Ct ABL minus warto$¢ Ct mutacji NPM1:

% = E 48 x 100 x wspotczynnik skalowania

Wspétczynnik skalowania (SF) jest parametrem wtasciwym dla serii, ktéry jest zawarty w kodzie kreskowym kartridza
testu. Wartosci tego wspotczynnika i skutecznosci testu wiasciwej dla serii (Excy) sa okreslane podczas testéw kontroli
jakosci dla kazdej serii testu z uzyciem standardéw podstawowych skalibrowanych wzgledem liczby kopii syntetycznych
kalibratoréow RNA zmutowanego NPM1 i ABL1 transkrybowanego in vitro (IVT-RNA) do oznaczania ilo$ciowego
transkryptéw zmutowanego NPM1. Warto$¢ E ¢ zostata ustawiona na 1,95, a warto$¢ SF zostata ustawiona na 1,79 na
potrzeby przedstawionego przyktadu.

Uwaga

Przyktad: Wiasciwa dla serii wartos$é Exc; = 1,95; SF = 1,79
Wartos¢ Ct ABL testu = 14,5; Ct mutacji NPM1 = 17,1; ACt = -2,6
% =1,95(-2.6) x 100 x 1,79 = 31,53%

Wynik: WYKRYTO mutacje NPM1 [31,53%] (NPM1 Mutation DETECTED [31.53%]). Patrz
llustracja 2.

J'f TestResult | Analyte Result | Detail ' Errors | History |~ Messages | Support |
Assay Name Xpert NPM1 Mutation Version 1

LCELEET BN PM1 Mutation DETECTED [31.53%)

For In Vitro Diagnostic Use Only

(Z> Legend
600 (vl [/] NPM1 Mutation; Primary
v | /| ABL; Primary
@
£ 400
@
& /
o
S
= 200
(2 0
2> 10 30
QzzzzZzZZZ ) =
llustracja 2. GeneXpert Dx Okno Wyswietlanie wynikéw (View Results):
WYKRYTO mutacje NPM1 [31,53%] (NPM1 Mutation DETECTED [31.53%])
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Uwaga

16.2 WYKRYTO mutacje NPM1 [powyzej gérnej granicy LoQ] (NPM1 Mutation
DETECTED [Above upper LoQ])

Wykryto mutacje¢ NPM1 na poziomie > 500%.

Dla wyniku ,, WYKRYTO mutacje NPM1 [powyzej gérnej granicy LoQ] (NPM1 Mutation DETECTED [Above

upper LoQ])” mutacja NPM1 jest wykrywalna przy wartosci Ct mutacji NPM1 wynoszacej co najmniej 6 i nie wiecej niz
32 oraz przy wartosci Ct ABL wynoszacej co najmniej 6 i nie wigcej niz 20. Oprogramowanie GeneXpert oblicza wartos¢

% na podstawie ponizszego rownania, gdzie wartos¢ Delta Ct (ACt) jest rowna warto$ci Ct ABL minus wartos¢ Ct mutacji
NPM1:

% = E (A x 100 x wspotczynnik skalowania (SF)

Wspétczynnik skalowania (SF) jest parametrem wiasciwym dla serii, ktory jest zawarty w kodzie kreskowym kartridza
testu. Wartosci tego wspotczynnika i skutecznosci testu wtasciwej dla serii (E,¢y) sg okreslane podczas testéw kontroli
jakosci dla kazdej serii testu z uzyciem standardow podstawowych skalibrowanych wzgledem liczby kopii syntetycznych
kalibratorow RNA zmutowanego NPM1 i ABL1 transkrybowanego in vitro (IVT-RNA) do oznaczania ilosciowego
transkryptéw zmutowanego NPM1. Wartos¢ Ec; zostata ustawiona na 1,95, a warto$¢ SF zostata ustawiona na 1,79 na
potrzeby przedstawionego przykfadu.

Przyktad: Wiasciwa dla serii wartos¢ Excy = 1,95; SF=1,79
Wartos¢ Ct ABL testu = 13,4; Ct mutacji NPM1 = 10,2; ACt = 3,2
% =1,95(.2) x 100 x 1,79 = 1516,92% wynosi wiecej niz zdefiniowania gorna granica
liniowosci oznaczenia ilosciowego testu wynoszgca 500%

Wynik: WYKRYTO mutacje NPM1 [powyzej gérnej granicy LoQ] (NPM1 Mutation DETECTED
[Above upper LoQ]). Patrz llustracja 3.

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

LCLTLT B N PM1 Mutation DETECTED [Above upper LoQ
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llustracja 3. GeneXpert Dx Okno Wyswietlanie wynikow (View Results): WYKRYTO mutacje
NPM1 [powyzej gornej granicy LoQ] (NPM1 Mutation DETECTED [Above upper LoQ])
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16.3 WYKRYTO mutacje NPM1 [ponizej LoD; < 0,030%] (NPM1 Mutation
DETECTED [Below LoD; <0.030%])

Wykryto mutacjg NPM1 na poziomie < 0,030%.

Dla wyniku ,, WYKRYTO mutacje NPM1 [ponizej LoD; < 0,030%] (NPM1 Mutation DETECTED [Below LoD;
<0.030%])” mutacja NPM1 jest wykrywalna przy warto$ci Ct mutacji NPM1 wynoszgcej co najmniej 6 i nie wigcej niz
32 oraz przy wartosci Ct ABL wynoszacej co najmniej 6 i nie wigcej niz 20. Oprogramowanie GeneXpert oblicza wartos¢
% na podstawie ponizszego rownania, gdzie warto$¢ Delta Ct (ACt) jest rowna warto$ci Ct ABL minus warto$¢ Ct mutacji
NPMI:

% = E (A x 100 x wspdtczynnik skalowania (SF)

Wspéitczynnik skalowania (SF) jest parametrem wiasciwym dla serii, ktory jest zawarty w kodzie kreskowym kartridza
testu. Wartosci tego wspotczynnika i skutecznosci testu wtasciwej dla serii (Excy) sg okreslane podczas testéw kontroli
jakosci dla kazdej serii testu z uzyciem standardéw podstawowych skalibrowanych wzgledem liczby kopii syntetycznych
kalibratorow RNA zmutowanego NPM1 i ABL1 transkrybowanego in vitro (IVT-RNA) do oznaczania ilosciowego
transkryptow zmutowanego NPM1. Wartos¢ E ¢ zostata ustawiona na 1,95, a warto$¢ SF zostata ustawiona na 1,79 na
potrzeby przedstawionego przyktadu.

Uwaga

Przyktad: Wiasciwa dla serii warto$¢ Ecy = 1,95; SF= 1,79
Wartos¢ Ct ABL testu = 14,3; Ct mutacji NPM1 = 28,8; ACt = -14,5
% = 1,95(-14.5) x 100 x 1,79 = 0,011% wynosi mniej niz zdefiniowana granica
wykrywalnosci testu wynoszaca 0,030%

Wynik: WYKRYTO mutacje NPM1 [ponizej LoD; < 0,030%] (NPM1 Mutation DETECTED
[Below LoD; <0.030%]). Patrz llustracja 4.

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

LCHUCHTTI@I NPM1 Mutation DETECTED [Below LoD;<0.030%]
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llustracja 4. Okno Wyswietlanie wynikow (View Results) systemu GeneXpert: WYKRYTO
mutacje NPM1 [ponizej LoD; < 0,030%] (NPM1 Mutation DETECTED [Below LoD; <0.030%])
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16.4 NIE WYKRYTO mutacji NPM1 [dostateczny transkrypt ABL] (NPM1
Mutation NOT DETECTED [Sufficient ABL transcript])

Mutacja NPM1 nie zostata wykryta przy warto§ci Ct NPM1 wynoszacej 0 lub wigcej niz 32 oraz wartosci Ct ABL
wynoszacej wiecej niz 6 i nie wiecej niz 20.

Oprogramowanie GeneXpert wymaga wartosci Ct ABL wynoszacej co najmniej 6 i nie wigcej niz 20, aby test Xpert
NPM1 Mutation miat oznaczenie ,,Dostateczny transkrypt ABL (Sufficient ABL transcript)”. Patrz Sekcja 15, Interpretacja
wynikow, Tabela 1.

Przyktad: Warto$¢ Ct mutacji NPM1 testu = 0; Ct ABL = 14,0 wynosi wiecej niz 6 i mniej niz 20.

Wynik: NIE WYKRYTO mutacji NPM1 [dostateczny transkrypt ABL] (NPM1 Mutation NOT
DETECTED [Sufficient ABL transcript]). Patrz llustracja 5.

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

LCUUEE T [NpM1 Mutation NOT DETECTED [Sufficient ABL transcrip
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llustracja 5. Okno Wyswietlanie wynikow (View Results) systemu GeneXpert: NIE WYKRYTO mutacji
NPM1 [dostateczny transkrypt ABL] (NPM1 Mutation NOT DETECTED [Sufficient ABL transcript])
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16.5 NIEWAZNY [brak transkryptu ABL] (INVALID [No ABL transcript])
Mutacja NPM1 zostata wykryta lub nie zostata wykryta przy wartosci Ct ABL wynoszacej 0.

Oprogramowanie GeneXpert wymaga wartosci Ct ABL wynoszacej co najmniej 6 i nie wigcej niz 20, aby test Xpert NPM1
Mutation miat oznaczenie ,,Dostateczny transkrypt ABL (Sufficient ABL transcript)”. Patrz Sekcja 18, Rozwigzywanie
problemow.

Przyktad: Wartosé Ct mutacji NPM1 testu = 0; Ct ABL = 0.
Wynik: NIEWAZNY [brak transkryptu ABL] (INVALID [No ABL transcript]). Patrz llustracja 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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llustracja 6. Okno Wyswietlanie wynikow (View Results) systemu GeneXpert:
NIEWAZNY [brak transkryptu ABL] (INVALID [No ABL transcript])
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16.6 NIEWAZNY [niedostateczny transkrypt ABL] (INVALID [Insufficient ABL
transcript])

Mutacja NPM1 zostala wykryta lub nie zostata wykryta przy warto$ci Ct ABL wynoszacej wigcej niz 20.

Oprogramowanie GeneXpert wymaga wartosci Ct ABL wynoszacej co najmniej 6 i nie wigcej niz 20, aby test Xpert NPM 1
Mutation mial oznaczenie ,,Dostateczny transkrypt ABL (Sufficient ABL transcript)”. Patrz Sekcja 18, Rozwigzywanie
problemow.

Przyktad: Wartos¢ Ct mutacji NPM1 testu = 33,3; Ct ABL = 20,2 wynosi wiecej niz 20.

Wynik: NIEWAZNY [niedostateczny transkrypt ABL] (INVALID [Insufficient ABL transcript]).
Patrz llustracja 7.

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

TestResult | NvALID [insufficient ABL transcript]
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llustracja 7. Okno Wyswietlanie wynikow (View Results) systemu GeneXpert:
NIEWAZNY [niedostateczny transkrypt ABL] (INVALID [Insufficient ABL transcript])
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16.7 NIEWAZNY [zbyt wysoki transkrypt mutacji NPM1 i ABL] (INVALID [Too
high NPM1 Mutation and ABL transcript])

Mutacja NPM1 zostata wykryta przy warto$ciach Ct mutacji NPM1 i ABL wynoszacych wigcej niz 0 i mniej niz 6.

Oprogramowanie GeneXpert wymaga wartosci Ct ABL wynoszacej co najmniej 6 i nie wigcej niz 20, aby test Xpert NPM 1
Mutation miat oznaczenie ,,Dostateczny transkrypt ABL (Sufficient ABL transcript)”. Patrz Sekcja 18, Rozwigzywanie
problemow.

Przyktad: Wartosé Ct mutacji NPM1 testu = 5,4 wynosi wiecej niz 0 i mniej niz 6; Ct ABL = 5,9 wynosi
mniej niz 6.

Wynik: NIEWAZNY [zbyt wysoki transkrypt mutacji NPM1 i ABL] (INVALID [Too high NPM1
Mutation and ABL transcript]). Patrz llustracja 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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llustracja 8. GeneXpert Dx Okno Wyswietlanie wynikéw (View Results): NIEWAZNY [zbyt
wysoki transkrypt mutacji NPM1 i ABL] (INVALID [Too high NPM1 Mutation and ABL transcript])
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16.8 NIEWAZNY [zbyt wysoki transkrypt mutacji NPM1] (INVALID [Too high
NPM1 Mutation transcript])

Mutacja NPM1 zostala wykryta przy warto$ci Ct mutacji NPM1 wynoszacej wiecej niz 0 i mniej niz 6 oraz wartosci Ct
ABL wynoszacej wigcej niz 6 i nie wiecej niz 20.

Oprogramowanie GeneXpert wymaga wartosci Ct ABL wynoszacej co najmniej 6 i nie wigcej niz 20, aby test Xpert NPM 1
Mutation mial oznaczenie ,,Dostateczny transkrypt ABL (Sufficient ABL transcript)”. Patrz Sekcja 18, Rozwigzywanie
problemow.

Przyktad: Warto$¢ Ct mutacji NPM1 testu = 5,8 wynosi wiecej niz 0 i mniej niz 6; Ct ABL = 13 wynosi
wiecej niz 6 i mniej niz 20.

Wynik: NIEWAZNY [zbyt wysoki transkrypt mutacji NPM1] (INVALID [Too high NPM1
Mutation transcript]). Patrz llustracja 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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llustracja 9. Okno Wyswietlanie wynikéw (View Results) systemu GeneXpert: NIEWAZNY
[zbyt wysoki transkrypt mutacji NPM1] (INVALID [Too high NPM1 Mutation transcript])
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16.9 NIEWAZNY [zbyt wysoki transkrypt ABL] (INVALID [Too high ABL
transcript])

Mutacja NPM1 zostata wykryta przy warto$ci Ct mutacji NPM1 wynoszacej wigcej niz 6 i nie wigcej niz 32 oraz warto$ci
Ct ABL innej niz 0 i mniejszej niz 6.

Oprogramowanie GeneXpert wymaga wartosci Ct ABL wynoszacej co najmniej 6 i nie wigcej niz 20, aby test Xpert NPM 1

Mutation miat oznaczenie ,,Dostateczny transkrypt ABL (Sufficient ABL transcript)”. Patrz Sekcja 18, Rozwigzywanie
problemow.

Przyktad: Warto$é Ct mutacji NPM1 testu = 13,2; Ct ABL = 5,8 wynosi mniej niz 6.

Wynik: NIEWAZNY [zbyt wysoki transkrypt ABL] (INVALID [Too high ABL transcript]). Patrz
llustracja 10.

]

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

TestResult | NvALID [Too high ABL transcript)
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llustracja 10. Okno WysSwietlanie wynikow (View Results) systemu GeneXpert:
NIEWAZNY [zbyt wysoki transkrypt ABL] (INVALID [Too high ABL transcript])
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16.10 BLAD (ERROR)

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

For In Vitro Diagnostic Use Only

<No Data Available>

llustracja 11. Okno Wyswietlanie wynikéw (View Results) systemu GeneXpert: BLAD (ERROR)

17 Ograniczenia testu

Test nie jest przeznaczony do stosowania z zewngtrznymi kalibratorami.
Modyfikacja tych procedur moze wptynaé na skutecznos$¢ testu.

Ten produkt opracowano pod katem stosowania wytacznie z probkami krwi pobranymi do probowek zawierajacych
EDTA.
Nie uzywac heparyny jako antykoagulantu, poniewaz moze ona powodowaé¢ zahamowanie reakcji PCR.
Nie zatwierdzono probek typu: cytrynian sodu, kozuszek leukocytarno-ptytkowy ani szpik kostny.
Bledne wyniki testu moga by¢ spowodowane niewtasciwym pobraniem, obstuga lub przechowywaniem probki badz
wymieszaniem probek. Uwazne przestrzeganie instrukcji uzycia pozwoli unikng¢ uzyskania btednych wynikow.

e Mutacje lub polimorfizmy w regionach wigzania starter6w lub sond moga wptywaé na wykrywanie nowych lub
nieznanych wariantéw, co moze prowadzi¢ do uzyskania wyniku fatszywie ujemnego.

e Nadmiernie wysoka liczba krwinek biatych moze spowodowa¢ wzrost ci$nienia w kartridzu i prowadzi¢ do przerwania
analizy lub uzyskania niedoktadnych wynikow.

e Niektore probki z bardzo niskimi poziomami transkryptow ABL lub z liczbg krwinek bialych mniejsza niz
150 000 komdrek/ml mogg by¢ zglaszane z wynikiem NIEWAZNY (INVALID) (typ 1). Wynik niejednoznaczny nie
wyklucza braku obecnos$ci bardzo matych stgzen komorek biataczkowych w probee.

24
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18 Rozwigzywanie problemoéow

Tabela 3. Rozwigzywanie probleméow

Wynik testu

Mozliwe przyczyny

Wskazowki

WYNIK NIEWAZNY
(INVALID)

Typ 1: Niepowodzenie kontroli
endogennej ABL:

Niska jako$¢ probki
Hamowanie przebiegu reakgiji
RT-PCR

e CtABL > 20 i/lub punkt
koncowy < 100

e Sprawdzi¢ jako$c¢ probki (np. czy
przestrzegano wymagan dotyczacych
przechowywania probki, w tym czasu i
temperatury).

e Powtdrzy¢ test z uzyciem oryginalnej
probki (jesli jest dostepna) lub
zachowanego lizatu oraz nowego
kartridza, wykonujgc procedure opisang
w punkcie Sekcja 19.1, Procedura
powtérzenia badania w przypadku wyniku
BLAD (ERROR) lub NIEWAZNY (INVALID)
(typ 1).

Typ 2: Nie mozna okres$li¢
poziomu transkryptéw mutaciji
NPM1, poniewaz probka zawiera
zbyt wiele transkryptéw mutaciji
NPM1 i/lub ABL (Ct < 6)

Powtérzy¢ test z uzyciem oryginalnej probki
(jesli jest dostepna) lub zachowanego lizatu
oraz nowegdo kartridza, wykonujgc procedure
opisang w punkcie Sekcja 19.2, Procedura
powtorzenia badania w przypadku wyniku
BLAD (ERROR) (kod 2008) lub NIEWAZNY
(INVALID) (typ 2).

BLAD (ERROR) (kod
2008)

Przekroczona wartos¢ graniczna
cisnienia (komunikat o btedzie
2008)

e Sprawdzi¢ jakos¢ probki

e Sprawdzi¢, czy liczba krwinek biatych nie
jest znacznie podwyzszona

e Powtdrzyé test z uzyciem oryginalnej
probki (jesli jest dostepna) lub
zachowanego lizatu oraz nowego
kartridza, wykonujgc procedure opisang
w punkcie Sekcja 19.2, Procedura
powtdrzenia badania w przypadku
wyniku BLAD (ERROR) (kod 2008) lub
NIEWAZNY (INVALID) (typ 2).

BLAD (ERROR) (kod
5006, 5007, 5008 i
5009*)

* Ta lista kodéw BLAD
(ERROR) nie jest
kompletna.

Niepowodzenie kontroli sondy

Powtorzy¢ test z uzyciem oryginalnej probki
(jesli jest dostepna) lub zachowanego lizatu
oraz nowegdo kartridza, wykonujgc procedure
opisang w punkcie Sekcja 19.1, Procedura
powtdrzenia badania w przypadku wyniku
BLAD (ERROR) lub NIEWAZNY (INVALID)

(typ 1).

BRAK WYNIKU (NO
RESULT)

Btad zbierania danych. Taka
sytuacja moze wystgpic¢ na
przyktad wtedy, gdy operator
zatrzymat test bedgcy w toku lub
gdy nastgpita awaria zasilania.

Powtérzy¢ test z uzyciem oryginalnej probki
(jesli jest dostepna) lub zachowanego lizatu
oraz nowego kartridza, wykonujgc procedure
opisang w punkcie Sekcja 19.1, Procedura
powtdrzenia badania w przypadku wyniku
BLAD (ERROR) lub NIEWAZNY (INVALID)

(typ 1).
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19 Powtarzanie badan

19.1 Procedura powtdérzenia badania w przypadku wyniku BLAD (ERROR) lub
NIEWAZNY (INVALID) (typ 1)

Nalezy powtérzy¢ badanie probek z wynikami BLAD (ERROR) lub NIEWAZNY (INVALID) spowodowanymi wartoscia
cyklu progowego (Ct) ABL przekraczajacg maksymalng prawidtows wartos$¢ odcigeia Ct (Ct > 20) lub punktem koncowym
ponizej warto$ci progowej (< 100). Patrz rowniez Sekcja 18, Rozwigzywanie problemow.

1. Jedli dostepna jest wystarczajgca objetosé probki krwi, wowczas nalezy powtdrzy¢ badanie z uzyciem pierwotnej
probowki do pobierania probki krwi zgodnie z procedura, ktorej opis zawiera Sekcja 12.2.

-LUB-

Jesli objetos¢ probki krwi jest niewystarczajaca, wowczas mozna powtdrzy¢ badanie z uzyciem lizatu zachowanego w
Sekcja 12.2.1 Kroku 12.

a. Jesli zachowany lizat uzyskany w Sekcja 12.2.1 Kroku 12 jest przechowywany w stanie zamrozonym, przed uzyciem
nalezy go doprowadzi¢ do temperatury pokojowe;.
b. UpewnicC sig, ze lizat jest dobrze wymieszany poprzez wymieszanie probki w wytrzasarce typu Vortex z maksymalng
predkoscig w trybie ciagltym przez 10 sekund i odstawienie probki na 3 minuty do zniknigcia pecherzykow powietrza.
2. Przenies¢ 1 ml przygotowanego lizatu do nowej probowki stozkowej o pojemnosci 50 ml.
3. Wykona¢ Kroki 13—17 opisane w punkcie Sekcja 12.2.1, aby uzyska¢ koncowy lizat.
4. Otworzy¢ wieczko kartridza i przenie$¢ calg zawarto$¢ jednej (1) ampuiki z odczynnikiem do przemywania do komory
na odczynnik do przemywania (z matym otworem). Patrz Ilustracja 1.
5. Przenie$¢ pipeta calg przygotowang probke do komory na probke (duzy otwor). Patrz Ilustracja 1.
6. Zamknij wieczko kartridza. Rozpocza¢ test (patrz Sekcja 12.4, Rozpoczynanie testu).

19.2 Procedura powtoérzenia badania w przypadku wyniku BLAD (ERROR) (kod
2008) lub NIEWAZNY (INVALID) (typ 2)

Nalezy powtorzy¢ badanie probek, dla ktorych poziomy transkryptow mutacji NPM1 i/lub ABL sg ponizej prawidtowe;j
minimalnej wartosci Ct (Ct > 0 i Ct < 6) i/lub w przypadku przekroczenia warto$ci granicznej ci$nienia. Patrz rowniez
Sekcja 18, Rozwigzywanie problemow.

1. Na dno nowej probowki stozkowej o pojemnosci 50 ml doda¢ 100 pl proteinazy K (PK).

2. Upewnic sig, ze probka krwi lub lizat zachowany w Sekcja 12.2 Kroku 12 zostaly dobrze wymieszane poprzez
odwrodcenie probowki 8 razy bezposrednio przed pipetowaniem.

3. Do probéwki juz zawierajacej proteinaze¢ K dodaé¢ 250 pl probki krwi i 3,75 ml PBS (pH 7.4, dostarczana przez
uzytkownika), jesli jest dostepna, lub 60 pl lizatu zachowanego w Sekcja 12.2.1 Kroku 12.

a. Jesli zachowany lizat uzyskany w Sekcja 12.2.1 Kroku 12 jest przechowywany w stanie zamrozonym, przed uzyciem
nalezy go doprowadzi¢ do temperatury pokojowe;.

b. Upewnic¢ sig, ze lizat jest dobrze wymieszany poprzez wymieszanie probki w wytrzasarce typu Vortex z maksymalna
predkoscia w trybie cigglym przez 10 sekund i odstawienie probki na 3 minuty do zniknigcia pecherzykéw powietrza.

4. Mieszaé probke w wytrzasarce typu Vortex z maksymalng predkos$cig w trybie ciggltym przez 3 sekundy.

5. Inkubowaé w temperaturze pokojowej przez 1 minute.

6. W celu przygotowania probki krwi z PBS do powtdrzenia badania wykona¢ Kroki 6—17 opisane w punkcie Sekcja
12.2.1, aby uzyska¢ koncowy lizat. W celu przygotowania probki zachowanego lizatu do powtoérzenia badania wykonaé
Kroki a—g opisane ponizej, aby uzyskaé¢ koncowy lizat.

Do probéwki zawierajacej probke zachowanego lizatu do powtdrzenia badania doda¢ 2,5 ml odczynnika LY.

Mieszaé probke w wytrzasarce typu Vortex z maksymalng predkoscig w trybie ciagtym przez 10 sekund.

Inkubowa¢ w temperaturze pokojowej przez 5 minut.

. Miesza¢ probke w wytrzasarce typu Vortex z maksymalnag predkoscia w trybie ciagtym przez 10 sekund.

Inkubowa¢ w temperaturze pokojowej przez 5 minut.

= e a0 T D

Do tej samej proboéwki doda¢ 2 ml bezwodnego alkoholu etylowego o czystosci odczynnika (dostarczany przez
uzytkownika).

g. Mieszac probke w wytrzasarce typu Vortex z maksymalng predkosécia w trybie ciggtym przez 10 sekund. Odstawi¢ na
bok.
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7. Otworzy¢ wieczko kartridza i przenie$¢ cala zawartos¢ jednej (1) amputki z odczynnikiem do przemywania do komory
na odczynnik do przemywania (z malym otworem). Patrz Ilustracja 1.

8. Przenie$¢ pipeta cala przygotowang probke do komory na probke (duzy otwor). Patrz Ilustracja 1.

9. Zamknij wieczko kartridza. Rozpoczac test (patrz Sekcja 12.4, Rozpoczynanie testu).

20 Wartosci oczekiwane

Zakres Xpert NPM1 Mutation obejmuje kluczowe kliniczne punkty decyzyjne zwigzane z monitorowaniem AML.
Oczekiwane wartosci sg wyrazone jako wspodtczynnik procentowy mRNA mutacji NPM1 do mRNA ABL i mieszcza

si¢ w zakresie od 0,030% do 500%. Pomiary ponizej tego zakresu sa zgltaszane jako niewykryte lub ponizej granicy
wykrywalnosci (LoD). Pomiary powyzej tego zakresu sa zgtaszane jako powyzej granicy oznaczenia ilosciowego (LoQ).
Szczegodty znalez¢ mozna w Sekcja 15.

21 Skutecznosc¢ kliniczna

Przeprowadzono wieloosrodkowe, obserwacyjne badanie poréwnawcze w trzech o§rodkach w Stanach Zjednoczonych i
jednym osrodku poza Stanami Zjednoczonymi. Do badania wlaczono probki od 40 poszczegdlnych pacjentdéw cierpiacych
na AML z mutacjg NPM1 z jednego punktu czasowego i dla calego zakresu dynamicznego testu Xpert NPM1 Mutation.
Zebrano informacje dotyczace wieku i ptci pacjentdéw, od ktérych uzyskano probki. Wsrdd pacjentow byto 11 mezezyzn
(27,5%) 1 29 kobiet (72,5%). Wszystkie probki uzyskano od pacjentow w wieku od 16 do 81 lat, a §rednia wieku wynosita
59,7 roku.

Dla wszystkich z 40 probek uzyskano wazne wyniki testu. Dla trzydziestu szes$ciu z 40 probek uzyskano wyniki z zakresach
ilosciowych obu testow. Cztery probki wykluczono z analizy regresji Deminga, poniewaz dla probek uzyskano wyniki
uyjemne w tescie Xpert NPM1 Mutation i/lub te$cie poréwnawczym. Dodatkowg probke wykluczono, poniewaz stanowita
ona element odstajacy. Lacznie 35 probek uwzgledniono w analizie regresji Deminga.

Skutecznos¢ testu Xpert NPM1 Mutation w poréwnaniu z testem pordwnawczym oceniono z zastosowaniem analizy regresji
Deminga w celu okreslenia nachylenia i punktu przecigcia. Ilustracja 12 przedstawia wyniki analizy regresji Deminga, w
tym nachylenie, punkt przecigcia i lini¢ identyfikacji dla 35 probek. 95% przedziaty ufno$ci obliczono metoda Jacknife i
przedstawiono wspolczynnik korelacji Pearsona.
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llustracja 12. Regresja Deminga dla wspétczynnika procentowego
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Nachylenie i punkt przecigcia dla wspotczynnika procentowego z analizy regresji Deminga wyniosty odpowiednio 1,06 i
0,05, a wspolczynnik korelacji Pearsona mi¢dzy wynikami testu Xpert NPM1 Mutation a testu pordéwnawczego wynidst
0,981.

Wyniki analizy Blanda-Altmana dotyczacej rdznicy migdzy wspotczynnikami procentowymi oceniono dla 35 probek

z wynikami ilo§ciowymi, ktore miescity si¢ w zakresie liniowym testu Xpert NPM1 Mutation i testu porownawczego.
Ilustracja 13 przedstawia wykres Blanda-Altmana z réznicami migdzy wspolczynnikami procentowymi dla obu testow w
poréwnaniu ze srednimi wynikami wspotczynnikéw procentowych dla kazdej probki. Wykres przedstawia rowniez gorne i
dolne dwukrotne odchylenie standardowe (2SD) $redniej rdznicy, ktore zaobserwowano w badaniu.
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llustracja 13. Wykres Blanda-Altmana dla wspoétczynnikow
procentowych testu Xpert NPM1 Mutation & testu poréwnawczego

Srednia réznica miedzy wspotczynnikami procentowymi wynikéw testu Xpert NPM1 Mutation i testu poréwnawczego
wyniosta 0,08. Wigkszos¢ (91,4%, 32/35) wynikow miescila si¢ w zakresie 2SD $redniej roznicy.
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22 Dane analityczne

22.1 Liniowos¢ / zakres dynamiczny

Liniowos¢ okreslono dla kazdego z trzech podtypéw mutacji NPM1 — mutA, mutB i mutD — stosujac lizaty komorkowe
zawierajace wysokie poziomy transkryptow kazdego podtypu. Te lizaty rozcienczono w lizacie tta przygotowanym z probek
uzyskanych od pacjentéw z wynikami przypuszczalnie ujemnymi w kierunku mutacji NPM1 do zakresow docelowych

ok. 0,01-2500% mutacji NPM1/ABL. Wszystkie poziomy badano z uzyciem jednej serii odczynnikéw w czterech
powtodrzeniach. Badania i analizy statystyczne przeprowadzono zgodnie z wytycznymi zawartymi w dokumencie CLSI
EP06-A°. Krzywe regresji dla kazdego podtypu przedstawia Ilustracja 14, Ilustracja 15 i Ilustracja 16. Podsumowanie
dotyczace zakresu liniowego dla kazdego podtypu i ich wspotczynnikow modelu liniowego przedstawia Tabela 4.

Krzywe regresji log-log dla mutA zgtaszanych wartosci % docelowych wzgledem uzyskanych
2

® Log (Obtained %Report)

1 —Linear
——Quadratic
0 I"'—Cubic

Log (zgtaszane uzyskane wartosci %)

5 4 3 2 1 0 1 2
Log (zgtaszane docelowe wartosci %)

llustracja 14. Krzywe regresji dla mutA

Krzywe regresiji log-log dla mutB zgtaszanych wartosci % docelowych wzgledem uzyskanych
2

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

Log (zgtaszane uzyskane wartosci %)

.
6
5 4 3 2 1 0 1 2
Log (zgtaszane docelowe wartosci %)
llustracja 15. Krzywe regresji dla mutB
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Krzywe regresiji log-log dla mutD zgtaszanych wartosci % docelowych wzgledem uzyskanych
2

® Log (Obtained %Report) $

—Linear

——Quadratic
——Cubic

w

Log (zgtaszane uzyskane wartosci %)

5 4 3 2 1 0 1 2
Log (zgtaszane docelowe wartosci %)

llustracja 16. Krzywe regresji dla mutD

Tabela 4. Podsumowanie dotyczace zakresow liniowych i wspétczynnikow modelu liniowego

Podtyp Zakres liniowy Punkt przeciecia Nachylenie 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

Lacznie test Xpert NPM1 Mutation wykazat liniowos¢ dla zakresu 0,014—2020% mutacji NPM1/ABL. Uwzgledniajac
granicg liniowos$ci oznaczenia iloSciowego 1 gorna granicg oprogramowania, zgtaszalny zakres dynamiczny wynosi 0,030—
500%.

22.2 Czutos¢ analityczna (granica wykrywalnosci, granica oznaczenia
ilosciowego, granica proby slepej)

Granica wykrywalnosci (LoD) to najnizszy poziom mutacji NPM1/ABL, przy ktorym 95% probek konsekwentnie uzyskuje
wynik ,,WYKRYTO mutacje NPM1 [##,##%] (NPM1 Mutation DETECTED [##.##%])”. Granic¢ wykrywalnosci
okreslono oddzielnie dla podtypéw mutA, mutB i mutD, badajac rozcienczenia seryjne lizatéw komérkowych dodatnich

w kierunku mutacji NPM1 i lizatéw klinicznych obejmujacych kazdy z podtypow mutacji. Odpowiednie granice
wykrywalno$ci oszacowano i zweryfikowano zgodnie z wytycznymi zawartymi w dokumencie CLSI EP17-A210, W
analizach uzyskano granice wykrywalnosci o wartosci 0,025% dla podtypu mutA, 0,023% dla podtypu mutB i 0,030% dla
podtypu mutD (Tabela 5). Najwyzsza granica wykrywalnosci dla trzech podtypow, wynoszaca 0,030%, stanowi ogdlna
granice wykrywalnosci dla testu Xpert NPM1 Mutation.

Granica oznaczenia ilosciowego (LoQ) to najnizszy poziom mutacji NPM1/ABL, powyzej ktorego probki moga zostaé
oznaczone ilo$ciowo z odchyleniem standardowym < 0,36 logarytmicznego wskaznika redukcji (LR) dla $rednich
wskaznikéw LR o wartosci powyzej 3,5. Granice liniowos$ci oznaczenia ilo§ciowego oszacowano i zweryfikowano zgodnie
z wytycznymi zawartymi w dokumencie CLSI EP17-A210, uzyskujac warto$¢ 0,025% dla podtypu mutA, 0,023% dla
podtypu mutB i 0,030% dla podtypu mutD (Tabela 5). Najwyzsza granica liniowos$ci oznaczenia ilosciowego dla trzech
podtypow, wynoszaca 0,030%, stanowi ogodlng granicg liniowosci oznaczenia ilosciowego dla testu Xpert NPM1 Mutation.

Granica proby $lepej (LoB) to najwyzszy wynik mutacji NPM1/ABL oczekiwany dla 95% probek $lepych od dawcow z
wynikami przypuszczalnie ujemnymi w kierunku mutacji NPM1. Granice proby slepej dla testu Xpert NPM1 Mutation

oszacowano i zweryfikowano zgodnie z wytycznymi zawartymi w dokumencie CLSI EP17-A210, uzyskujac warto$¢
0,0085% (Tabela 5).

30

Xpert® NPM1 Mutation
302-8304-PL, Wer. C
Kwiecien 2023



Xpert® NPM1 Mutation

Tabela 5. Granica wykrywalnosci, granica oznaczenia iloSciowego i granica
proby slepej dla testu Xpert NPM1 Mutation [wspétczynnik % mutacji NPM1/ABL]

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

22.3 Swoistos¢ analityczna

Swoistos¢ analityczng testu Xpert NPM1 Mutation okreslono, badajac probki krwi obwodowej z EDTA pobrane od
dwudziestu pigciu zdrowych dawcow.

Nie uzyskano zadnych wynikow WYKRYTO mutacje NPM1 (NPM1 Mutation DETECTED) dla zadnych probek

z wynikami przypuszczalnie ujemnymi w kierunku mutacji NPM1 ocenianych w tym badaniu. W zwigzku z tym test
Xpert NPM1 Mutation jest swoisty wzgledem transkryptéw mRNA zmutowanego NPM1 (typéw A, B i D w eksonie 12)
powiazanych z AML oraz cechuje si¢ 100% swoistos$cia analityczng wzgledem probek krwi obwodowej z EDTA.

22.4 Ocena przenoszenia zanieczyszczen

Przeprowadzono badanie majace na celu wykazanie, ze samowystarczalne i jednorazowe kartridze GeneXpert zapobiegaja
przenoszeniu zanieczyszczen z kartridzy uzywanych kolejno w tym samym module aparatu. Probke z wynikiem
przypuszczalnie ujemnym w kierunku mutacji NPM1 badano po probce z wysokim wynikiem dodatnim w kierunku mutacji
NPMI1 w tym samym module aparatu GeneXpert. Ten schemat badania powtdérzono 10 razy w dwoch modutach aparatu
GeneXpert (uzyskujac tacznie 22 wyniki ujemne i 20 wynikow dodatnich). We wszystkich badaniach probki dodatniej
uzyskano oczekiwany wynik ,,WYKRYTO mutacje NPM1 [#,##%] (NPM1 Mutation DETECTED [#.##%])”, a we
wszystkich badaniach prébki ujemnej uzyskano oczekiwany wynik ,,NIE WYKRYTO mutacji NPM1 [dostateczny
transkrypt ABL] (NPM1 Mutation NOT DETECTED [Sufficient ABL transcript])”.

22.5 Potencjalnie interferujace substancje

W tym badaniu oceniono pig¢ substancji mogacych wystgpowac w probkach krwi obwodowej z EDTA i mogacych zaktocaé
dziatanie testu. Badane zwiazki chemiczne i poziomy (patrz Tabela 6) oparto na wytycznych zawartych w dokumencie

CLSI EP07-ED3!1. Substancje interferujace testowano w probkach krwi obwodowej z EDTA przygotowanych z lizatami
kultury komérkowej dodatniej w kierunku mutacji NPM1, reprezentujacymi trzy poziomy: > 1%, 0,1-0,5% i wynik

yjemny. Kontrole testu obejmowaty te same probki bez substancji potencjalnie interferujacych. Kazdy poziom badano bez
obecnosci i z obecnoscig pigciu poszezegodlnych substancji interferujacych w 4 powtdrzeniach na kazdy warunek. Substancje
uznawano za nieinterferujaca, jesli w przypadku jej obecnosci obserwowany Sredni wspotczynnik procentowy miescit si¢ w
granicy 3-krotnej rdznicy w poréwnaniu z kontrola.

Nie zaobserwowano klinicznie znaczacego dziatania hamujacego na test Xpert NPM1 Mutation w przypadku jakiejkolwiek
z substancji interferujacych ocenianych w tym badaniu. Nie zaobserwowano zadnych statystycznie istotnych rdznic (warto$¢
p < 0,05) w zadnych warunkach testu, a zgtaszane wspotczynniki procentowe migdzy warunkami testu a warunkami kontroli
miescily si¢ w dopuszczalnym zakresie 3-krotnosci.

Tabela 6. Badane potencjalnie interferujgce substancje za pomoca Xpert NPM1 Mutation

Substancje interferujace Badane stezenie
Bilirubina niezwigzana 20 mg/dI
Cholesterol catkowity 500 mg/di

Triglicerydy (lipidy) 3000 mg/dl
Heparyna 3500 U/I
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Substancje interferujace

Badane stezenie

EDTA (krotkie pobranie)

930

mg/dl

23 Odtwarzalnosc¢ i precyzja

Badanie zaprojektowano zgodnie z ogdlnymi wytycznymi zawartymi w dokumencie CLSI EP05-A3 dotyczacym badan
wieloczynnikowych. Przeprowadzono je w trzech osrodkach. Projekt badania obejmowat elementy panelu probek
zawierajagcego mutacje A, B i D w dwoch stezeniach. Siedem elementéw panelu badano w dwoch powtdrzeniach, w dwoch
seriach testow na dzien, co dato tacznie 6 dni dla kazdego z dwoch operatoréw w trzech roznych osrodkach (3 o$rodki x 2
operatoréw x 3 serie X 2 dni X 2 nastawienia X 2 powtorzenia = 144 wyniki testu/element panelu). Panele odtwarzalnosci

i precyzji przygotowano w firmie Cepheid i obejmowaty one siedem elementéw panelu, co przedstawia Tabela 7. Panele
przygotowano w symulowanej matrycy krwi obwodowej (PB) z EDTA.

Tabela 7. Panele odtwarzalnosci i precyz;ji

Element panelu

Sekwencja docelowa

Wspobtczynnik
procentowy (PR) poziomu

1 Wynik ujemny ND.

2 NPM1 mutacja A Srednio dodatnia (ok. 5%)
3 NPM1 mutacja A Nisko dodatnia (ok. 0,2%)
4 NPM1 mutacja B Srednio dodatnia (ok. 5%)
5 NPM1 mutacja B Nisko dodatnia (ok. 0,2%)
6 NPM1 mutacja D Srednio dodatnia (ok. 5%)
7 NPM1 mutacja D Nisko dodatnia (ok. 0,2%)

Liczbe probek z waznymi wynikami dla kazdego elementu panelu analizowanego przez kazdego z dwoch operatoréw w
trzech osrodkach przedstawia Tabela 8.

Tabela 8. Odtwarzalnos¢ i precyzja: Liczba probek z waznymi wynikami

Osrodek 1 Osrodek 2 Osrodek 3 taczna
Element panelu liczba
0pe1rator Ope;ator Osrodek 0pe1rator Opegator Osrodek Ope;'ator Ope;ator Osrodek |  probek
1 [ Wynik ujemny | 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: mutA
2 | (wspotczynnik | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (144/144)
ok. 5%)
LR2.7: mutA
3 | (wspotczynnik | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (144/144)
ok. 0,2%)
LR1.3: mutB
4 | (wspéiczynnik | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (144/144)
ok. 5%)
LR2.7: mutB
5 | (wspotczynnik | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (144/144)
ok. 0,2%)
LR1.3: mutD
6 | (wspotczynnik | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (24/24) | (24/24) | (48/48) | (144/144)
ok. 5%)
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Osrodek 1 Osrodek 2 Osrodek 3 taczna
Element panelu liczba
Ope:ator Opegator Osrodek Operator Opegator Osrodek Ope:ator Operator Osrodek |  probek
LR2.7: mutD
7 | (wspotczynnik | (24/24) | (24/24) | (48/48) (24/24)0 (24/24) (48/48)C (24/24) | (24/24) | (48/48) | (144/144)
ok. 0,2%)
a Dwie prébki ujemne miaty wazne wyniki, ale fatszywie dodatnie (FP)
b Jedna prébka ujemna miata wazny wynik, ale fatszywie dodatni (FP)
¢ Jedna probka LR2.7: mutD (wspdtczynnik ok. 0,2%) miata wazny wynik, ale fatszywie ujemny (FN)
Wyniki ilo$ciowe analizowano z wykorzystaniem zagniezdzonej analizy wariancji (ANOVA) z efektami losowymi i
wspoétczynnikiem zmiennosci (CV). Wyniki obliczen na podstawie analizy ANOVA pod katem odchylenia standardowego
i wariancji dla kazdej probki dodatniej przedstawia Tabela 9. Wariancj¢ i procentowg warto$¢ catkowitej wariancji
wynikajacg z kazdego elementu (osrodek/aparat, operator, seria, dzien, nastawienie) wyrazono jako SD i procentowy udziat
kazdego elementu.
Tabela 9. Wyniki wspoétczynnika zmiennosci (CV): Wspélczynnik procentowy (PR)
Osrodek Operator Seria Dzien NastawieniU\‘ewnqtrztestoJla tacznie
Element N [Srednid
panelu cv cv CVv CcVv cVv (47 cv
SD (%) SD (%) SD (%) SD (%) SD (%) SD (%) SD (%)
LR1.3: mutA
(wspétczynnik| 144 | 4,3% | 0,00 | 6,14 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 4,29 | 0,00 | 891 | 0,00 | 4,36 | 0,01 |17,83| 0,01 [ 21,74
ok. 5%)
LR2.7: mutA
(wspétczynnik| 144 | 0,2% | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 12,43 0,00 | 0,00 | 0,00 [23,71| 0,00 | 0,00 | 0,00 | 74,56 | 0,00 | 79,22
ok. 0,2%)
LR1.3: mutB
(wspétczynnik| 144 | 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
ok. 5%)
LR2.7: mutB
(wspétczynnik| 144 | 0,2% | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 7,48 | 0,00 | 0,00 | 0,00 [ 0,00 | 0,00 | 19,28 0,00 | 20,68
ok. 0,2%)
LR1.3: mutD
(wspétczynnik| 144 | 4,2% | 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
ok. 5%)
LR2.7: mutD
(wspotczynnik|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
ok. 0,2%)

a Jedna probka nie zostata wykryta przez test Xpert NPM1 i zostata wykluczona z analizy, poniewaz pomiar ilosciowy nie byt
dostepny.

Laczna warto$¢ procentowa wspotczynnika zmiennosci (CV) dla wspotczynnika procentowego okreslajacego wartosci
ilosciowe dla probek $rednio dodatnich LR1.3: mutA, mutB i mutD (wspdtczynnik ok. 5%) miescita si¢ w zakresie od 21,74
do 26,23, a dla probek nisko dodatnich LR2.7: mutA, mutB i mutD (wspotczynnik ok. 0,2%) miescita si¢ w zakresie od
20,68 do 79,22.
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25 Lokalizacja siedziby gtéwnej firmy Cepheid

Siedziba gtéwna firmy

Cepheid

904 Caribbean Drive
Sunnyvale, CA 94089
USA

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

Siedziba gtéwna w Europie

Cepheid Europe SAS
Vira Solelh

81470 Maurens-Scopont
France

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

26 Wsparcie techniczne

Przed skontaktowaniem si¢ z Centrum wsparcia klienta firmy Cepheid nalezy przygotowac nast¢pujace informacje:

Nazwa produktu

Numer serii

Numer seryjny aparatu

Komunikaty o btgdach (jesli wystepuja)

Wersja oprogramowania i numer znacznika serwisowego komputera (w odpowiednim przypadku)

USA

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

Francja

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

Dane kontaktowe wszystkich centrow wsparcia klienta firmy Cepheid sa dostgpne na naszej stronie internetowe;j:
www.cepheid.com/en_US/support/contact-us.
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27 Tabela symboli

Symbol Znaczenie
REF Numer katalogowy
C € Oznaczenie CE — zgodnos$¢ z normami europejskimi
IVD Wyréb medyczny przeznaczony do diagnostyki in vitro
LOT Kod partii

Nie uzywa¢ ponownie

Zapoznac sie z instrukcjg uzycia

Producent

Kraj produkcji

Zawiera ilo$¢ wystarczajgcg do przeprowadzenia n testéw

Kontrola

Data waznosci

Ograniczenie temperatury

Zagrozenia biologiczne

Przestroga

Latwopalne ciecze

Dziatanie szkodliwe na rozrodczos$¢ i na narzady

@@@b@%ml@@ﬁ@@

Ostrzezenie

m
(@

REP

Upowazniony przedstawiciel we Wspdlnocie Europejskiej

O
I

REP

Upowazniony przedstawiciel w Szwaijcarii

Importer

36

Xpert® NPM1 Mutation
302-8304-PL, Wer. C
Kwiecien 2023



Xpert® NPM1 Mutation

o | EC |REP

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

Cepheid Switzerland GmbH
Zircherstrasse 66

Postfach 124, Thalwil
CH-8800

Switzerland

®

Cepheid Switzerland GmbH
Zircherstrasse 66

Postfach 124, Thalwil
CH-8800

Switzerland

wvb|C €

28 Historia zmian

Punkt Opis zmiany
23 Poprawiono btad w punkcie ,Odtwarzalnos¢ i
precyzja”.
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