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Xpert® Bladder Cancer Monitor

Kit pro sledovani rakoviny mo¢ového méchyie
Pouze pro diagnostiku In Vitro.

Oficialni nazev produktu

Xpert® Bladder Cancer Monitor
Bézny nazev produktu
Xpert Bladder Cancer Monitor, Xpert kit pro sledovani rakoviny mo¢ového méchyie
Zamyslené pouziti
Xpert® Bladder Cancer Monitor, kit pro monitorovani rakoviny moc¢ového méchyte, provadéné
na pristrojovych systémech Cepheid GeneXpert®, je kvalitativni diagnosticky test in vitro
urcéeny ke sledovani navratu rakoviny mocového méchyfte u pacientt, kterym byl diive
diagnostikovan karcinom mocového méechyie. Test pouziva vzorek moce a méti hladinu péti
cilovych mRNA (ABL1, CRH, IGF2, UPK1B, ANXA10) pomoci reverzni transkripce a
polymerazové fetézové reakce v redlném Case (QRT-PCR). Detekce rakoviny mocového
méchyfte je indikovana jako pomiicka pro standardni klinické vyhodnoceni opétovného vyskytu
karcinomu moc¢ového méchyte u pacientll s anamnézou rakoviny moc¢ového méchyte a méla by
byt pouzita ve spojeni s dalSimi metodami pro stanoveni diagndzy onemocnéni.

Shrnuti a vysvétleni

Karcinom mocového méchyie (UBC) je na svéte 7. nejcastejsi rakovinou u muza a 17.
nejcastéjsi rakovinou u Zen.! UBC je ast&jsi v rozvinutych zemich a je 4., resp. 9. nejéast&jsi
rakovinou u muzu, resp. Zen na zapadni polokouli. V 75 % nov¢ diagnostikovanych UBC se
jedna o nesvalovou invazivni rakovinu, zatimco 25 % zbyvajicich diagno6z jsou svalové
invazivni rakoviny, které vyzaduji radikalni intervence.! Frekvence UBC v kombinaci s nejvyssi
se sice v nekterych vyspélych zemich snizil, coz se pficita snizeni uzivani tabaku a zlepSené
hygien€ prace v primyslovych provozech, ale pfedpoklada se, ze celosvétove incidence
onemocnéni roste, piedeviim v rozvojovych zemich, zejména v Cing. Mira prevalence UBC je
nejvyssi ze vSech urologickych karcinomil.! Ve Spojenych statech incidence rakoviny
mocového méchyte stale roste u stdrnouci populace, s nejnovéjSimi odhady vice nez 74 000
ptipadii v roce 2015. Kromé toho Zije ve Spojenych statech vice nez 500 000 pacientti s
rakovinou mo¢ového méchyte.? V Evropské unii je incidence 27 na 100 000 u muzii a 6 na 100
000 u zen. Incidence, prevalence a umrtnost se 1i$i podle regionii a zemi.!

Rakovina mocového méchyte postihuje ve Spojenych statech a Evropé¢ ptedevsim lidi starsi 60
let.2 Mira vyskytu je u muzii téméF Styfikrat vySsi neZ u Zen a nejvyssi je u kavkazoidni rasy.?
Rakovina mocového méchyie se nejcasteji vyskytuje spolecné s mikroskopickou nebo s
bezbolestnou makroskopickou hematurii, cozZ plati pro ptiblizn€ 80-90 % pacientt s diagndézou
rakoviny moc¢ového méchyfte. U lidi s pokro¢ilym onemocnénim, se krom¢ hematurie ¢astéji
vyskytuji ptiznaky, jako je bolest zad nebo panevni bolesti. Diagnostika prozatim vyzaduje
invazivni testy.



Rakovina mocového méchyfe ma nejvyssi miru recidivy mezi malignitami, ¢asto az 70 %
béhem péti let po Gspésné 1écbe. Tato vysokd mira recidivy/progrese onemocnéni vyzaduje jako
prostiedek v€asné diagnostiky a 1écby peclivé a ptesné monitorovani, protoze toto sledovani
dramaticky zlepSuje pfeziti pacientd.

Nyni je potieba zlepsit senzitivitu a zkratit ¢as potfebny pro detekci onemocnéni u pacientd,
ktefi jiz rakovinu mocového méchyie prodelali. Kit pro sledovani rakoviny mocového méchyie
Xpert vyuziva piistrojové systémy Cepheid GeneXpert k méfeni exprese péti cili mRNA ve
vzorku moci v samostatné kazeté. Toto snadno pouzitelné a rychlé feSeni vyzaduje méné nez
dvé minuty prace “hands-on time” a celkovou dobu na provedeni celého diagnostického testu
piiblizn€ 90 minut.

Princip detekce
Piistroje a systémy GeneXpert automatizuji a integruji zpracovani vzorkd, amplifikaci
nukleovych kyselin a detekci cilovych sekvenci pomoci polymerazové fetézové reakce v
realném Case (QPCR) a reverzni transkripce (RT-PCR). Systémy se skladaji z ptistroje, osobniho
pocitace a predinstalovaného softwaru pro provadéni testl a prohlizeni vysledki. Systémy
vyzaduji pouziti jednorazovych kazet na jedno pouziti, které obsahuji ¢inidla PCR a ve kterych
probiha samotna PCR. Protoze jsou zdsobniky samostatné a vzorky nikdy nepfijdou do styku s
pracovnimi ¢astmi piistrojovych moduldi, je moznost zkiizené kontaminace mezi vzorky
minimalizovana. Uplny popis systému naleznete v piirucce GeneXpert Dx System Operator
Manual nebo GeneXpert Infinity System.

Detekce rakoviny mocového méchyie Xpert zahrnuje ¢inidla pro detekci péti cili mRNA
(ABL1, ANXA10, UPK1B, CRH a IGF2). ABL1 slouzi jako kontrola vzorku vzorku (SAC).
ABLI1 zajistuje, Ze vzorek obsahuje lidské buiiky a lidskou RNA. Pro platny vysledek testu je
vyzadovan pozitivni signal ABL1. Soucasti reakce je kontrola sond (PCC) pro ovéfeni
rehydratace €inidla, naplnéni PCR zkumavky v kazet€, integrity sondy a stability barviva. V
kazdé kazeté je obsazena interni kontrola Cepheid (CIC), ur¢ena k detekci mozné inhibice qRT-
PCR.

Vzorky moc¢i musi byt nejprve osetteny soupravou Xpert® pro transport moci. Déje se tak
pienosem 4,5 ml moci do zkumavky pro transport moc¢i a promichédnim trojnasobnym
prevracenim. Pienosova pipeta Xpert se pouziva k prenosu 4 ml osetfené moci do vzorkové
komory kazety.

VSsechna cinidla potfebna pro ptipravu vzorku a RT-PCR analyzu jsou piedem vlozena do
patrony. Buiiky ve vzorku moci jsou zachyceny na filtru a lyzovany sonikaci. Uvolnéna
nukleova kyselina se eluuje, smisi se s vysuSenymi reagenty RT-PCR a roztok se pfenese do
reakéni zkumavky pro RT-PCR a detekci. Cas do vysledku je piiblizné 90 minut.

Kit pro sledovani rakoviny mo¢ového méchyie Xpert poskytuje POZITIVNI nebo NEGATIVNI
vysledky testll na zakladé algoritmu linearni diskriminacni analyzy (LDA), ktery vyuZziva
vysledky prahu cykli (Ct) péti cili mRNA. Pro pozitivni vysledek testu neni nutné detekovat
vSechny cile mRNA.



Reagencie a pristroje

Poskytovany material

¥ Kit pro sledovani rakoviny mocového méchyte Xpert obsahuje dostatecné mnozstvi ¢inidel pro
zpracovani 10 vzorkii pro kontrolu kvality a/nebo vzorkli moci oSetfenych soupravou pro
prepravu moci Xpert (# GXUTR-CE-30). Souprava detekce rakoviny moc¢ového méchyie Xpert
obsahuje nésledujici:

Xpert Bladder Cancer Monitor

- Kazety s integrovanymi reakénimi zkumavkami: 10

- Koralky velikosti 1, 2, 3 (lyofilizovano) : od kazdého druhu 1 na kazetu
- Elu¢ni reagent: 1,5 ml na kazetu

- Jednorazové prenosové pipety: 1 sacek deseti pipet na kit

- CD: 1 nakit

- Testovaci soubor

- Ptibalovy letdk

Bezpecnostni listy (SDS) jsou k dispozici na www.cepheid.com nebo www.cepheidinternational.com na
kart¢ PODPORA.

Hovézi sérovy albumin (BSA) v korélcich v tomto produktu byl vyroben vyhradné z hovézi plazmy
pochazejici ze Spojenych statli. Zvitata nebyla krmena zadnou bilkovinou pfezvykavci ani jinou
zivocisnou bilkovinou; zvitata podstoupila zkousky pied porazkou a po porazce. Béhem zpracovani
nedoslo k miseni materialu s jinymi Zivo€iSnymi materialy.



Skladovani kitu a zachazeni s nim

A2 .
Y £

Napln¢ a ¢inidla kitu pro sledovéani rakoviny mocového méchyie Xpert uchovavejte pti
teplote 228 °C.

Neotevirejte viko kazety, dokud nejste ptipraveni provést testovani.
Pouzijte kazetu do 30 minut po otevieni vika.
Nepouzivejte vyteklou kazetu.

Pozadovany material, ktery neni automatickou soucasti dodavky

Souprava Xpert pro transport moci (GXUTR-CE-30) pro oSetfeni primdrnich vzorkd moci.
Souprava se sklada ze zkumavky Xpert Urine Transport Reagent a pienosové pipety.

Piistrojovy systém GeneXpert nebo Infinity System GeneXpert (katalogové ¢islo se 1isi
podle konfigurace): Sestikanalovy piistroj GeneXpert, pocita¢ se softwarem GeneXpert
verze 4.7 b nebo vyssi, nebo Xpertise verze 6.4 b nebo vyssi, skener ¢arovych kodt a
prislusny nadvod k obsluze GeneXpert Instrument Systém.

Tiskarna: Pokud je pozadovéna tiskdrna, obrat'te se na technickou podporu spolecnosti
Cepheid a zajistéte nakup doporucené tiskarny.

Varovani a bezpeénostni opatieni

Pouze pro diagnostické pouziti in vitro.

Se vSemi biologickymi vzorky by mélo byt zachazeno, jako by byly schopné pienaset
infek¢éni agens. VSechny lidské vzorky by mély byt oSetfeny standardnimi opatfenimi.
Pokyny pro nakladani se vzorky jsou k dispozici od Svétové zdravotnické organizace nebo
Centra pro kontrolu a prevenci nemoci v USA.

Pti praci s chemikaliemi a manipulaci s biologickymi vzorky dodrzujte bezpecnostni
postupy vasi instituce.

Vykonnostni charakteristiky této zkousky byly stanoveny u typu vzorku uvedeného v ¢asti
Zamyslené pouziti. Vykon tohoto testu s jinymi typy vzorkl nebo vzorky nebyl hodnocen.
Vzorky moc¢i musi byt oSetfeny soupravou Xpert Urine Transport Reagent Kit (katalogové
¢islo GXUTR-CE-30).

Neotevirejte kazetu kitu pro sledovani rakoviny mocového mechyie Xpert s vyjimkou
piidavani vzorku oSetfeného transportnim ¢inidlem moci Xpert.

Nepouzivejte kazetu, kterd spadla nebo byla otfesena.
Nepouzivejte kazetu s poSkozenou zkumavkou.

Kazd4 kazeta kitu Xpert pro sledovani rakoviny mocového méchyie se pouziva ke
zpracovani jednoho testu. Kazety nepouzivejte opakovang.

Jednorazova pipeta na jedno pouziti se pouziva k ptenosu jednoho vzorku. Pipetu
nepouzivejte opakovang.

Nepouzivejte kazetu, pokud je mokra nebo pokud je tésnéni vika poSkozené.
Nepokladejte stitek s ID vzorku na viko kazety nebo na stitek s ¢arovym kodem.

Doporucuji se spravné laboratorni postupy, véetné vymeény rukavic mezi manipulaci se



vzorky pacientd, aby nedoslo ke kontaminaci vzorkl nebo Cinidel.

«  Ohledné¢ spravné likvidace pouzitych kazet a nepouzitych ¢inidel se obrat’te na pracovniky
zabyvajici se odpadem vasi instituce. Zkontrolujte statni, izemni nebo mistni predpisy,
protoze se mohou lisit od narodnich ptedpist pro likvidaci. Material miize vykazovat
vlastnosti nebezpecného odpadu vyzadujici specifické pozadavky na likvidaci. Instituce by
mély zkontrolovat své pozadavky na likvidaci nebezpe¢ného odpadu.

Chemicka nebezpeci
Podle natizeni (ES) ¢. 1272/2008 (CLP) se tento material nepovazuje za nebezpecny.

Odbér vzorku, preprava a skladovani
* Pouzivejte pouze vzorky moci oSetfené soupravou Xpert pro transport moci (# GXUTR-CE-30).

Pii shromazd’ovani a manipulaci se vzorky moci postupujte podle pokynii vyrobce.

* Vzorky moc¢i musi byt pfeneseny do zkumavek pro transport moci Xpert do jedné hodiny od primarniho
odbéru. Pred pfenosem moci do zkumavky pro transport moci Xpert se ujistéte, ze nddoba na sbér moci
byla tiikrat prevracena, aby se promichala.

* Vzorky moci ulozené ve zkumavkach pro piepravu moci Xpert musi byt ptepravovany do laboratote pii
2-28 °C.

* Vzorky moci ve zkumavkach pro transport moc¢i Xpert jsou pro testovanim kitem pro detekci rakoviny
mocového méchyie Xpert pouzitelné az sedm dni pii uchovani pii teploté 2 az 28 °C.



Vlastni postup
Priprava kazety

Diilezité: Spust’te test do 30 minut od piidani vzorku do kazety.

1. Vyjméte kazetu z obalu.
2. Zkumavku pro transport mo¢i Xpert prevrat'te ttikrat tam a zpét, aby se moc promichala.
3. Otevfete viko kazety.
4. Otevfete transportni zkumavku.
5. Napliite pipetu vzorkem po znacku 4 ml.
A. Stisknéte hlavi¢ku pienosové pipety.
B. Vlozte pipetu do transportni zkumavky.
C. Uvolnéte hlavicku a napliite pfenosovou pipetu ke znacce 4 ml.

D. Zbyvajici vzorek uschovejte pti 2-28 ° C pro piipad potieby opakovat test.

Obrazek 1. Prenosova pipeta kitu pro sledovani rakoviny mocového méchyie Xpert.

6. Vypréazdnéte obsah pipety do vzorkové komory kazety.

Obrazek 2. Kazeta Kitu pro sledovani rakoviny mo¢ového méchyre Xpert.
Sipka oznacuje otvor vzorkové komory.

7. Zavrete viko kazety.



Zahajeni testu

Diilezité: Pred zahdjenim testu se ujistéte, Ze je do softwaru importovan soubor Xpert pro sledovani rakoviny
mocového méchyie (ADF).

V této Casti jsou uvedeny vychozi kroky pro provoz ptistrojit GeneXpert. Podrobné pokyny naleznete v
provozni ptirucce systému GeneXpert Dx nebo v pfirucce GeneXpert Infinity System, v zavislosti na
pouzivaném modelu.

Poznamka: Kroky, které provedete, se mohou liSit od uvedenych, pokud spravce systému zménil vychozi
pracovni postup systému.

1. Zapnéte pristrojovy systém GeneXpert:

* Pokud pouzivate néstroj GeneXpert Dx, nejprve zapnéte pristroj a poté zapnéte pocitac. Software
GeneXpert se spusti automaticky nebo miize vyzadovat dvojité kliknuti na ikonu zastupce softwaru GeneXpert
Dx na plose Windows®.
nebo

* Pokud pouzivate nastroj GeneXpert Infinity, zapnéte jej. Software Xpertise se spusti automaticky nebo
muze vyzadovat dvojité kliknuti na ikonu zastupce softwaru Xpertise na plose Windows.

2. Prihlaste se k softwaru GeneXpert Instrument System pomoci svého uzivatelského jména a hesla.V okné
GeneXpert System kliknéte na Create Test (GeneXpert Dx) nebo kliknéte na Orders a Order Test (Infinity).
Otevie se okno Create Test.

3. Naskenujte nebo zadejte ID vzorku. Pokud zadavate ID vzorku, ujistéte se, ze ID vzorku je zadano spravné.
ID vzorku je pfidruzeno k vysledkim testu a je zobrazeno v okné View results a ve vSech zpravach. Zobrazi se
dialogové okno Scan Cartridge.

4. Naskenujte ¢arovy kod na kazeté kitu pro sledovani rakoviny mocového méchyie Xpert. Zobrazi se okno
Create test. Pomoci informaci z ¢arového kodu software automaticky vyplni pole do nésledujicich poli: Select
Assay, Reagent Lot ID, Cartridge SN.

5. Klepnéte na Start Test (GeneXpert Dx) nebo Submit (Infinity). Na pozadani zadejte své heslo.

6. U infraCerveného systému GeneXpert umistéte kazetu na dopravni pas. Kazeta bude automaticky nactena,
test bude spustén a pouzita kazeta bude umisténa do odpadniho kontejneru.

nebo

Pro néstroj GeneXpert Dx:

A. Oteviete dvitka pfistrojového modulu blikajicim zelenym svétlem a vlozte kazetu.

B. Zaviete dvete. Test se spusti a zelené svétlo prestane blikat. Po dokonceni testu zhasne svétlo.

C. Pted otevienim dveii modulu pockejte, az systém uvolni zamek dveti. Vyjméte kazetu.

D. Pouzité kazety zlikvidujte v ptisluSnych nddobach na vzorky podle béznych postupt vas instituce.



Zobrazeni vysledk a jejich tisk

V této Casti jsou uvedeny zakladni kroky pro prohlizeni a tisk vysledkii. Podrobnéjsi pokyny, jak zobrazit a
tisknout vysledky, najdete v ptirucce GeneXpert Dx System Operator Manual nebo GeneXpert Infinity System
Operator Manual, v zavislosti na pouzitém piistroji.

1. Klepnutim na ikonu View results zobrazite vysledky.

2. Po dokonceni testu kliknéte na tlacitko Report v okné View results a zobrazte nebo vygenerujte PDF soubor
Zpravy.

Kontrola kvality

Vestavéné kontroly kvality
Kazdy test zahrnuje vnitini kontrolu (CIC), kontrolu sondy (PCC) a kontrolu ABLI.
* Cepheid Internal Control (CIC): CIC je armored RNA®, kterd je soucasti kazdé kazety. Slouzi ke
kontrole pfipadné inhibice RT-PCR v kazdém vzorku. CIC projde, pokud splni pfedem definované akceptacni
kritéria.
sond pro sledovani rehydratace kulicek, plnéni reak¢ni zkumavky, integritu sondy a stalost barviva. PCC
projde, pokud splni pfedem definovana akceptacni kritéria.
* Kontrola ABL1: Tato kontrola vzorku vzorku (SAC) zajistuje, ze vzorek obsahuje lidské buiiky a lidskou
RNA. Signal ABL1 je vyZadovan pro platny vysledek testu. Negativni ABL1 znamena, Ze vzorek neobsahuje
dostatecné mnozstvi lidskych buné€k nebo Ze se vzorek degradoval.

* Externi kontroly (nejsou soucasti dodavky): Externi kontroly by mély byt pouzivany v souladu s pozadavky
mistnich, statnich a federdlnich akredita¢nich organizaci.

Interpretace vysledkut

Vysledky jsou interpretovany piistrojovym systémem GeneXpert z namétenych fluorescen¢nich signalt a
zabudovanych vypoctovych algoritmi a budou zobrazeny v okné View results na kartdch Test Results, LDA
Totals a Analyte Result. Vysledek testu, soucty LDA a vysledky analyzy jsou také uvedeny ve zpravé o testu.



Tabulka 1. Reprezentativni vysledky a jejich interpretace

Vysledek Interpretace

POSITIVE - LDA Celkem (vysledek algoritmu, ktery pouziva hodnoty Ct ABL1,
ANXA10, UPK1B, CRH a IGF2) je roven mezni hodnoté nebo je

Viz obr. 3 a obr. 4 nad mezni hodnotou.

« LDA Celkem musi byt v platném rozsahu -20 az 20.

- ABL1: ABL1 Ct je v platném rozsahu.

« CIC: Nelze pouzit. Vysledky CIC jsou ignorovany, protoze cile
testu v pozitivhich vzorcich mohou interferovat s touto kontrolou.

« PCC- PASS; v8echny vysledky kontroly sondy projdou

NEGATIVE « LDA Celkem je pod cut off limitem.
. « ABL1: ABL1 Ct je v plathém rozsahu.
Viz obr. 5 a obr. 6 « CIC: CIC Ct je v platném rozsahu.

- PCC- PASS; vSechny vysledky kontroly sondy projdou

INVALID PFitomnost nebo nepfitomnost cilovych mRNA nelze urgit.
* ABL1 a CIC: ABL1 Ct a/nebo CIC Ct nesplriuji akceptacni kritéria
Viz obr. 7 a obr. 8 nebo jedna nebo vice ristovych kfivek nesplfiuje akceptacni kritéria.

* PCC- PASS; vSechny vysledky kontroly sondy projdou

« Obsah bunék ve vzorku je pfili§ nizky, byla inhibovana PCR
nebo vzorek nebyl spravné odebran.

ERROR PFitomnost nebo nepfitomnost cilovych mRNA nelze urdit.

« PCC FAIL; vSechny nebo jeden z vysledkl kontroly sondy selze.

« Mozné dlivody chyby zahrnuji nespravné naplnénou reakéni
zkumavku, byl detekovan problém integrity reagencni sondy,
pfekroCeny tlakové limity nebo byla zjiSténa chyba polohy ventilu.

NO RESULT - Ptitomnost nebo nepfitomnost cilovych mRNA nelze uréit.

« NO RESULT naznaduje, Zze nebylo shromazdéno dostatek udaja.
Operator napfiklad zastavil probihajici test.

« PCC- NA (not applicable, nepouzitelné)




Obrazek 4. LDA Celkem — Vysledek pozitivni, POSITIVE



Obrazek S. Vysledek negativni, NEGATIVE

Obrazek 6. LDA Celkem — Vysledek negativni, NEGATIVE



Obrazek 8. LDA Celkem — Vysledek neplatny, INVALID
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Opakovani testu
Chcete-li znovu otestovat vzorek s vysledkem WITHOUT RESULT, INVALID nebo ERROR, pouzijte
novou kazetu (kazetu nepouzivejte opakovang).

Limitace

Upravy téchto postupti mohou zménit vykon testu. Vysledky detekce karcinomu mo¢ového méchyte kitem
Xpert musi byt interpretovany ve spojeni s dalSimi laboratornimi a klinickymi udaji, které ma 1ékar k
dispozici.

Vykon kitu pro detekci rakoviny Xpert mocového méchyte byl validovan pomoci postupti uvedenych v
tomto piibalovém letaku pouze pomoci vzorkli moci odebranych od subjektti ve véku od 19 do 95 let.
Kit pro sledovani rakoviny mocového méchyte Xpert detekuje ABL1, CRH, IGF2, UPK1B a ANXA10
mRNA ve vzorcich moci. Nemoci a 1éky, které zplisobuji zvySené hladiny téchto mRNA v mo¢i, mohou
vést k pozitivnimu vysledku testu.

Nespravné vysledky testu mohou nastat pti nespravném odbéru vzorkd, nespravné manipulaci nebo
skladovani nebo smichani vzorkli. Aby nedochazelo k chybnym vysledkim, je nutné peclivé dodrzovat
pokyny uvedené v tomto piibalovém letaku.

Interference testu mize byt pozorovana v ptitomnosti albuminu, bilirubinu, hemoglobinu, plné krve,
Candida albicans, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus Calmette-Guerin (BCGQG),
nitrofurantoinu a fenazopyridinu-HCl. Maximalni tolerované hladiny téchto latek, jak je uvedeno v tabulce
7, jsou:

2,4 g/dl pro albumin,

11,25 mg/dl pro bilirubin,

0,96 g/dl pro hemoglobin,

1 % pro plnou krev,

6% CFU/ml pro Candida albicans,

6°> CFU/ml pro Escherichia coli,

6" CFU/ml pro Pseudomonas aeruginosa,

5,5 CFU/ml pro BCG,

60 mg/dl pro nitrofurantoin,

25,32 mg/dl pro fenazopyridin-HCI.



Ocekavané hodnoty

Hodnoty mezi zdravymi dobrovolniky a pacienty se symptomy a/nebo historii rakoviny mo¢ového méchyie
Detekce karcinomu mocového méchyte kitem Xpert byla provedena se vzorky moci od zdravych
dobrovolnikll (modfe) a pacientl s ptiznakx nebo historii karcinomu mocového méchyte (rizove), jako
soucast studie specificity testu (viz také Specificita v ¢asti Klinickd vykonnost). Rozdé€leni soucti LDA
je znazornéno na obrazku 9. Mezni hodnota testu je oznacena modrou teCkovanou carou.
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Obrazek 9. Histogram souctii LDA mezi zdravymi dobrovolniky a urologickymi pacienty
* Jednomu subjektu byla diagnostikovana rakovina mocového méchyte (vnéjsi sloupec zcela vpravo,
maximalni LDA)



Hodnoty u pacientt s historii rakoviny mo¢ového méchyie
Distribuce vysledkii LDA mezi vzorky odebranymi v prospektivni studii od subjekti
s poc¢atecni diagn6zou rakoviny moc¢ového méchyie nebo s navratem rakoviny moc¢ového
méchyte do 9 mésict od ukonceni 1écby je zndzornéna na obrazku 10. (Viz také Vykon vs.
standardni péce). Distribuce je uvedena u jedincti, ktefi na zdklad¢ vysledki cystoskopie a
histologie méli (POS) a neméli (NEG) rakovinu mocového méchyie. Mezni hodnota testu je
oznacena modrou teckovanou ¢arou.
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Obrizek 10. Histogram souctu LDA u jedinci s historii rakoviny mo¢ového méchyre.



Vykonostni charakteristiky

Vykon vs. standardni péce

Vykonostni charakteristiky kitu Xpert pro sledovani rakoviny mocového mechyte byly hodnoceny v
laboratotich v USA, Kanad¢ a EU. Mezi zkoumané subjekty patfili jednotlivcei, kteti s nove
diagnostikovanou rakovinou mocového méchyte nebo s navracenou rakovinou do deviti mésict od
ukonceni 1éCby. Od téchto pacientii byly odebrany vzorky moce pro testovani kitu pro sledovani rakoviny
mocového méchyte Xpert.

Vysledky sledovani karcinomu mocového méchyte kitem Xpert byly porovnany s cystoskopii, s
histologickym potvrzenim pozitivnich a podezielych cystoskopii. Pacienti s pozitivnimi nebo
podezielymi cystoskopiemi, ale negativnimi histologickymi nélezy, byli povazovani za negativni na
rakovinu mocového méchyte. Subjekty s pozitivnimi a/nebo podezielymi vysledky cystoskopie, u nichz
histologie chybéla, byly z analyzy vylouceny. Do této studie bylo plivodn¢ zatazeno celkem 363
subjektll, z nichz 255 bylo zpusobilych k zatfazeni do analyzy a mélo platné vysledky sledovani rakoviny
mocového méchyie kitem Xpert.

Demografické tidaje pro 255 subjektl jsou shrnuty v tabulce 2.

Tabulka 2. Souhrn demografie: studie sledovani rakoviny mocového méchyie

Kategorie N (%)
Pohlavi
Muzi 204 (80 %)
Zeny 51 (20 %)
Rasa
Kavkazoidni 244 (95,7 %)
Hispanska 2 (0,8 %)
Afroamericka 7 (2,7 %)
Asijska 1(0,4 %)
Jing 1(0,4 %)
Kuracka
minulost g4 5asny kuFak 46 (18 %)
Drivéjsi kurak 149 (58,4 %)
Nekurak 60 (23,5 %)
Historie
terapie
Chemoterapie 71 (27, 8%)
Imunoterapie 408 (34,1 %)
Bez oSetieni 97 (38 %)
Vék Primér £ SD
(roky) (Rozsah)
Pramér 255 71,1+ 10,8 (30-96)
Muzi 204 (80 %) 71,4 £ 10,9 (30-93)
Zeny 51 (20 %) 69,7 £ 10,6 (38-96)




Celkové detekce rakoviny mocového méchyte kitem Xpert prokazala senzitivitu 75 % a specificitu 80,6 %
vzhledem k cystoskopii/histologii (tabulka 3). Citlivost mezi nadory vysokého stupné byla 84 % [(21/25)
95 % CI: 65,3-93,6]. Citlivost mezi nddory nizkého stupné byla 63,2 % [(12/19) 95 % CI: 41,0-40,9].

Tabulka 3. Sledovani rakoviny mo¢ového méchyre kitem Xpert vs. cystoskopie/histologie

Cytoskopie/Histologie

Poz Neg Celkem
- Poz 33 41 74
% Neg 11 170 181
) Celkem 44 211 895
b
o
X

Senzitivita [75.0 %(95% Cl 60.6-85.4),
Specificita [80.6 %(95% Cl 74.7-85.3)
PPV [44.6 %(95% Cl 33.8-55.9)

NPV [93.9 %(95% Cl 89.4-96.4)
Presnost [79.6 %(95% Cl 74.2-84.1)
Prevalence [17.3 %(95% Cl13.1-22.4)

Testy sledovani karcinomu mocového méchyie kitem Xpert pro 96,1 % (249/259) vzorki studie byly
uspésné pii prvnim pokusu s celkovou mirou neurcitosti 3,9 %. Neurcité pfipady zahrnovaly 6 vystupl
INVALID, 3 ERROR a1 vystup NO RESULT. 7 z 10 neurcitych ptipadi bylo znovu testovano, z nichz 6
prineslo po opakovani testu platné vysledky. Celkova mira Gspésnosti testu byla 98,5 % (255/259).

Specificita

Kromé klinické specificity 80,6 % stanovené ve studii sledovani karcinomu mocového méchyte byla
provedena multicentricka prospektivni studie s cilem stanovit specificitu kitu pro sledovani karcinomu
mocového méchyie Xpert u zdravych dobrovolniki a pacientl s urologii bez ptfedchozi anamnézy nebo
klinického diikazu rakoviny mocového méchyie. Do této studie bylo ptivodné zatazeno celkem 537
subjektl, z nichz 508 bylo zpisobilych k zatazeni do analyzy a m¢lo platné vysledky detekce rakoviny
mocového méchyie kitem Xpert. Populace pacientt je shrnuta v tabulce 4.



Tabulka 4. Souhrn demografie: Studie specificity sledovani rakoviny mocového méchyre kitem

Xpert

Kategorie N (%)
Pohlavi
Muzi 341 (67,1 %)
Zeny 167 (32,9 %)
Kuracka
minulost Sougasny kufak 52 (10,2 %)
Drivéjsi kurak 196 (38,6 %)
Nekurak 260 (51,2 %)
Rakovina
V minulosti genitourinalni 73 (14,4 %)
rakovina
V minulosti jina rakovina 32 (6,3 %)
Minulost bez rakoviny 403 (79,3 %)
Kategorie N (%)
Vék (roky) Pramér = SD
(rozsah)
Pramér 508 62.1 £ 15.1 (19-91)
Muzi 341 (67,1 %) 64.5+14.9 (20-91)
Zeny 167 (32,9 %) 57.2+14.3 (19-89)




Celkova specificita detekce rakoviny mocového méchyte kitem Xpert u zdravych dobrovolnikt a
urologickych pacientli bez pfedchozi anamnézy nebo klinického ditkkazu rakoviny mocového méchyte byla
95,3 % (484/508). Vzorky od 98,6 % (73/74) zdravych dobrovolniki byly v testu kitu pro sledovani
rakoviny mocového méchyie Xpert negativni. Souhrn celkové specificity a specificity podle skupiny je
uveden v tabulce 5.

Tabulka 5. Detekce karcinomu mocového méchyie kitem Xpert vs. klinicky stav

. Specificita (%)
Skupina N TP FP TN FN (95 % Cl)
Zdravi 98,6 %
dobrovolnici 74 NA ! 3 NA (92,7-99,8)
. 84,7 %
Dalsi 434 NA 23 411 NA (92.2-96.4)
. 95,3 %
Kombinace 508 NA 24 484 NA (93.1-96.8)

TP = true positive, pravdivé pozitivni, FP = false positive, faleSné pozitivni, TN = true positive, pravdivé
pozitivni, FN = false negative, faleSné negativni. Ostatni = subjekty postoupené k urologické konzultaci
bez pfedchozi anamnézy rakoviny mo€ového méchyfe nebo s klinickym dikazem rakoviny mocového
méchyfe.

Analyticka vykonnost

Minimalni vstup do tesu

Bunééné a ABL1 mRNA koncentrace, které jsou vysoce korelovany, se mezi vzorky moc¢i zna¢né
1i§i. ABL1 RT-PCR poskytuje robustni vysledky do 36. cyklu. ABL1 slouZi jako kontrola
adekvatnosti vzorku (SAC) a maximalni pfipustnd hodnota Ct pro platny vysledek testu je
nastavena na 36. cyklus, coz definuje minimalni vstup do testu. Pfi pouziti této mezni hodnoty
adekvatnosti vzorku s 255 vzorky mo¢i bylo procento neurcenych vzorki 3,9 %, citlivost 75 % a
specificita 80,6 %.

Provedenti testu bylo testovano pobliz mezni hodnoty adekvatnosti vzorku a minimalni
koncentrace bun¢k vyzadovana pro splnéni pozadavku adekvatnosti vzorku byla odhadnuta
pomoci dvou bunéénych linii (SW780, ATCC® CRL-2169 a BE(2) -c, ATCC® CRL-2268).
Nejprve byly ptipraveny slepé vzorky (n = 30) pfiddnim jednotlivych vzorki moc¢i do stejnych
objemu ¢inidla pro transport moc¢i Xpert a filtraci k odstranéni endogennich bunék. Pro kazdy
vzorek moci byly testovany dva replikaty s kazdou ze dvou Sarzi reagencii. VSechny vysledky
testu byly INVALID (neplatné), protoze nebyl detekovan ABL1 nebo Ct byla vyssi nez 36,0.
Zbyvajici objemy slepych vzorkil byly poté spojeny a pouzity pro fedéni bunéénych linii.
Minimalni koncentrace bunck potiebna k dosazeni 19 z 20 replikati s ABL1 Ct rovnym nebo
mensim nez 36,0 byla stanovena pomoci logistické regrese a testovanim 20 replikati pii
minimalné péti koncentracich béhem tfi dnt testovani. Studie byla provedena se dvéma riznymi
Sarzemi kitu pro sledovani rakoviny mocového méchyie Xpert a vysledky jsou shrnuty v tabulce 6.



Tabulka 6. Minimalni vstup do testu pri detekci rakoviny mo¢ového méchyre kitem Xpert

Odhady minimalniho vstupu do testu

Bu_"éé“é (v bunikach/ml nekonzervovaného vzorku) (Logit)
linie (dolni a horni interval spolehlivosti 95%)
Sarze 1 Sarze 2
SW780 13,4 (11,4-18,7) 12,4 (10,6-16,9)
BE(2)-c 42,6 (34,0-61,9) 22,5 (19,1-30,3)




Analyticka specificita
Primery a sondy v detekci rakoviny mocového méchyte Xpert byly navrzeny tak, aby
amplifikovaly mRNA a vyhnuly se amplifikaci lidské genomové DNA. Pro stanoveni, zda kit
pro sledovani rakoviny mocového mechyte Xpert amplifikuje a detekuje lidskou genomovou
DNA, byla lidskd genomova DNA (Promega G304A) zavedena pfimo do testu RT-PCR v
koncentracich 40 ng ml, 400 ng/ml a 4 ug/ml. Bylo testovano osm replikati na kazdou
koncentraci lidské genomové DNA a osm kontrol bez ptidané DNA. Vysledky Ct pro vSechny
cile (ABL1, ANXA10, UPK1B, CRH a IGF2) byly ve vSech replikatech nulové (cile nebyly
detekovany). Tyto vysledky ukazuji, Ze timto kitem Xpert Bladder nebyla detekovana zadna
zkiizend reaktivita s lidskou genomovou DNA. Lidska genomova DNA také pfi testovanych
koncentracich neinterferovala s kontrolou CIC.

Interferujici latky
V neklinické studii bylo pomoci kitu pro sledovani rakoviny mocového méchyie Xpert hodnoceno
26 potencialné interferujicich latek, véetné tii mikroorganismt, které mohou byt pfitomny ve
vzorcich moce.
Pro stanoveni, zda pfitomnost potencialné interferujicich latek zptsobila interferenci pfi testu,
bylo testovano osm replikat negativnich a osm replikatt pozitivnich vzorki na latku. Roztoky
potencialné rusivych latek byly pfipraveny a testovany pfi koncentracich uvedenych v tabulce 7
nebo vyssich. Tabulka 7 uvadi maximalni tolerovanou koncentraci pro kazdou latku. VSechny
vzorky byly pfidany do stejného objemu ¢inidla pro transport moc¢i Xpert a potom spojeny, aby se
vytvotily negativni i pozitivni zasobni roztoky. Potencidln¢ interferujici latky a mikroorganismy
byly poté zfedény do negativnich a pozitivnich soubori pro testovani.
Utinek kazdé potencialné rusivé latky na pozitivni a negativni replikaty byl vyhodnocen
porovnanim LDA v pfitomnosti potencialné inhibicni latky s LDA kontrol, kterym tato latka
chybéla.
Z 26 potencialné rusivych latek zptsobily vysledky testu INVALID dva mikroorganismy,
Pseudomonas aeruginosa v koncentraci 62 CFU/ml a Candida albicans v koncentraci 6’ CFU/ml.
Vysledky testu ERROR zpusobily dvé latky, nitrofurantoin (75 mg/dl) a fenazopyridin-HCI (pii
33,75 mg/dl). Sest latek zpiisobilo statisticky vyznamné inhibi¢ni Gi¢inky na celkové LDA, které
bylo o vice nez dvé standardni odchylky od kontrolniho priméru: albumin (pfi 3 g/dl),
hemoglobin (pfi 1,2 g/dl), Escherichia coli (pti 6 CFU/ml), bilirubin (pfi 15 mg/dl), Bacillus
Calmette-Guerin (BCG) (pfi 2,27 CFU/ml) a plna krev (pii 1,5 %). U téchto latek byly provedeny
titrace a byly stanoveny maximalni tolerované koncentrace, které jsou uvedeny v tabulce 7.



Tabulka 7. Testované latky a maximalni tolerované koncentrace

Koncentrace*
Analyt (sl (Konv.
jednotky) jednotky)
Mozné slozky mo¢i

Albumin 30 g/l 1,92 g/dl
Kyselina askorbova (vitamin C) 342 pmol/L 6 mg/dl
Bilirubin (nekonjugovany) 192,4 pymol/l 11,25 mg/dI
Kofein 308 pymol/L 598 ugl/l
Ethanol 21,7 mmol/l 100 mg/dI
Glukdza 6,7 mmol/l 120 mg/dl
Hemoglobin 12 g/l 0,153 g/dl
Leukocyty n/a 13/ml
Kyselina mogova 0,5 mmol/l 9 mg/dl
Chlorid sodny 128,3 mmol/l 750 mg/dl
Nikotin 6,2 pmol/l 100,6 pg/d
Pna krev n/a 1 % viv




Tabulka 7. Testované latky a maximalni tolerované koncentrace (pokracovani)

Test
Analyt (Sl jednotky) (Konv.
jednotky)
Mozné slozky moci
Mozné mikrobialni kontaminanty
Candida albicans n/a 6% CFU/ml
Escherichia coli n/a 6° CFU/ml
Pseudomonas aeruginosa n/a 6’ CFU/ml
Terapeutické latky
Acetaminophen 199 pmol/l 30 pg/ml
Bacillus Calmette-Guerin (BCG) n/a 18 CFU/m
Doxycyklin 67,5 umol/l 3 mg/dl
Mitomycin C 448,7 pmol/l 15 mg/dl
Kyselina acetylsalicylova 3,62 mmol/l 65,2 mg/dl
Thiotepa 1,7 mmol/l 32,6 mg/dl
Ampicilin 152 pmolll 1,72 mg/dl
Doxorubicin-HCI 1,1 mmol/| 64,3 mg/dl
Nitrofurantoin 2.5 mmol/l 60 mg/dl
Fenazopyridin-HCI 1,0 mmol/l 25,32 mg/dl
Trimethoprim 2,1 mmol/l 60 mg/dl
* Koncentrace pro nekonzervovanou (Cistou) mo¢

KFizova kontaminace
Byla provedena studie, ktera prokdzala, ze samostatné zasobni kazety GeneXpert na jedno
pouziti minimalizuji kontaminaci pfenosem z vysoce pozitivnich vzorkl do naslednych
negativnich vzorkl probihajicich ve stejném modulu GeneXpert. Studie spocivala v negativnim
vzorku zpracovaném ve stejném modulu GeneXpert bezprostiedné po vzorku vysoce pozitivniho
karcinomu mocového méchyte. Vysoce pozitivni vzorek sestaval z bunéénych linii SW780
(ATCC® CRL-2169) pfi 1,5° bunék/ml a BE(2) -¢c (ATCC® CRL-2268) pti 2,5* bunék/ ml,
v 50 % transportniho ¢inidla a v 50 % syntetické moc¢i. Schéma testovani bylo opakovano 43x s
pouzitim jediného modulu GeneXpert pro celkem 21 vysoce pozitivnich a 22 negativnich
vzorkil. Viech 21 vysoce pozitivnich vzorkii bylo spravné nahlaseno jako POZITIVNI. Dvacet
jedna negativnich vzorkii bylo spravné nahlaseno jako NEGATIVNI a jeden negativni vzorek
byl uveden jako INVALID, protoze hodnota Ct CIC byla mimo platny rozsah.



Reproducibilita testu
Reproducibilita detekce rakoviny mocového méchyie kitem Xpert byla hodnocena za pouziti panelu 5
vzorkt piipravenych v zakladni matrici 50 % transportniho ¢inidla Xpert a 50 % moci. Dva operatofi na
kazdém ze tii studijnich mist testovali jeden panel péti vzorkli béhem deviti testovacich dnli (pét vzorkt x
devét dnt x dva operatofi x dva replikaty x tii mista). Na kazdém ze tfi testovacich mist byly pouZity tfi
Sarze kazet pro detekci rakoviny mocového méchyie Xpert. Detekce rakoviny mocového meéchyte Xpert
byla provedena podle doporuc¢eného postupu kitu pro sledovani rakoviny mocového méchyie Xpert.
Reprodukovatelnost detekce rakoviny moc¢ového méchyte kitem Xpert byla hodnocena z hlediska LDA
pro kazdy vzorek, relativné k o¢ekavanym hodnotam. Primérna smérodatnd odchylka (SD) a variacni
koeficient (CV) mezi misty, mezi Sarzemi, mezi dny, mezi operatory a v ramci zkousek pro kazdého ¢lena

panelu jsou uvedeny v tabulce 8.

Tabulka 8. Souhrn dat tykajicich se reproducibility testu

. Operator/
Misto Sarze Den run V ramci runu Celkem
Ocekavané LDA| Skutecné (95 N
Celkem % Cl)
SD % SD % SD | % SD % SD % SD cv
-0.01 0.00 108 | 0.00 0.00 | 0.01 443 | 0.00 (0.0 0.00 | 0.0 | 0.01 55.7 | 0.02 19.06
(-0.03, 0.03)
0.32 0.35 108 | 0.00 0.00 | 0.04 16.8 | 0.03 (127 | 0.02 | 6.0 | 0.08 64.5 | 0.10 0.28
(0.16, 0.54)
0.57 0.60 108 | 0.00 0.00 | 0.04 47.7 | 0.01 |28 0.00 | 0.0 | 0.05 49.5 | 0.06 0.11
(0.47,0.73)
0.62 0.69 108 | 0.00 0.00 | 0.06 35.7 | 0.00 |0.0 0.04 | 16. | 0.07 48.1 | 0.10 0.15
(0.49, 0.89) 2
1.27 1.28 108 | 0.00 0.00 | 0.07 72.0 | 0.00 |01 0.00 | 0.0 | 0.04 27.9 | 0.08 0.06
(1.13, 1.43)

% - Je ptispévek slozky rozptylu do celkového CV.
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