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UPOZORNENI: Pouze pro export do USA
Pro diagnostiku in vitro se soustavami NeuMoDx 288 Molecular System a NeuMoDx 96
Molecular System

Chcete-li vloZit aktualizace, pfejdéte na internetové stranky: www.giagen.com/neumodx-ifu
I:E] Podrobné pokyny naleznete v ndvodu k obsluze soustavy NeuMoDx 288 Molecular System, vyr. ¢. 40600108.

Podrobné pokyny naleznete v ndvodu k obsluze soustavy NeuMoDx 96 Molecular System, vyr. ¢. 40600317.

ZAMYSLENE POUZITI

Analyza NeuMoDx HBV Quant Assay je automatizovany, amplifikaéni in vitro test nukleové kyseliny pro kvantifikaci DNA viru hepatitidy B (Hepatitis
B Virus, HBV) ve vzorcich lidské plazmy a séra na HBV genotypy A aZ H u jedincl infikovanych virem HBV. Analyza NeuMoDx HBV Quant Assay
provadénd na molekularnich soustavach NeuMoDx 288 Molecular System a NeuMoDx 96 Molecular System (soustava/soustavy NeuMoDx System)
zahrnuje automatizovanou extrakci DNA kizolovani cilové nukleové kyseliny ze vzorku a polymerdzovou fetézovou reakci vrealném case
(Polymerase Chain Reaction, gPCR) k zacileni na vysoce konzervované sekvence v genomu viru hepatitidy B.

Analyza NeuMoDx HBV Quant Assay je uréena k poufZiti jako pomUcka pfi 1éCbé pacientd s HBV infekci. Vysledky analyzy NeuMoDx HBV Quant
Assay je nutné interpretovat v kontextu veskerych relevantnich klinickych a laboratornich nalez(. Analyza NeuMoDx HBV Quant Assay neni uréena
k poufziti jako screeningovy test krve nebo krevnich produkt(i nebo jako diagnosticky nastroj k diagnostice klinického stavu HBV infekce.

SHRNUTI A VYSVETLENI

PInou lidskou krev odebranou do sterilnich zkumavek pro odbér krve, které obsahuji bud kyselinu ethylendiamintetraoctovou (Ethylenediaminetetraacetic
Acid, EDTA), nebo kyselinu-citrat-dextrézu (Acid Citrate Dextrose, ACD) jako antikoagulacni Cinidla, pfipadné odebranou do zkumavek pro pfipravu plazmy
(Plasma Preparation Tubes, PPT) Ize pouZit pro pfipravu plazmy, zatimco sérum by mélo byt odebrano do zkumavek pro odbér séra nebo pro separaci séra
(Serum Separation Tubes, SST). P¥i pfipravé na testovani se do soustavy NeuMoDx System vloZi pomoci stojanu na zkumavky se vzorkem plazma nebo sérum
v sekundarni zkumavce se vzorkem nebo frakcionovana krev v primarni zkumavce se vzorkem, které jsou kompatibilni se soustavou NeuMoDx System.
U kazdého vzorku se alikvotni podil vzorku plazmy nebo séra smicha s lyzacnim pufrem NeuMoDXx Lysis Buffer 1 a soustava NeuMoDx System automaticky
provede vsechny kroky nezbytné k extrakei cilové nukleové kyseliny, pfipravé izolované DNA pro amplifikaci pomoci PCR v redlném Case a k detekci produkt(
amplifikace (Usek cilového genomu HBV ve vysoce konzervované oblasti kddujici protein X a protein preC). Analyza NeuMoDx HBV Quant Assay obsahuje
kontrolu zpracovani vzork( (Sample Process Control, SPC1) DNA, ktera poméha sledovat pfitomnost moznych inhibi¢nich latek a také selhdni soustavy
NeuMoDx System nebo reagencie, ke kterému mUzZe dojit béhem extrakce a amplifikace.

Virus hepatitidy B (Hepatitis B Virus, HBV) je pfi¢innym agens jaterni infekce virem hepatitidy B a je celosvétovym zdravotnickym problémem.
Hepatitida B mazZe zplsobit bud akutni hepatitidu, nebo se rozvinout do chronického stavu, jehoZ dlisledkem je cirhéza nebo rakovina jater. Riziko
vzniku chronického stavu je primarné spojeno s vékem: pokud je virus prenesen pfi narozeni, existuje > 90% pravdépodobnost, Ze se chronicky
stav rozvine, zatimco infikovana dospéla osoba ma 2—6% pravdépodobnost vzniku chronického stavu.! Virus HBV se pfenasi bud kontaktem s krvi
s infikovanou osobou, pohlavnim pfenosem, sdilenim jehel s infikovanou osobou pfi injekénim uzivani drog (pichdnim do Zily) nebo vertikalnim
prenosem z matky na dité béhem porodu. Ve Spojenych statech americkych Zije pfiblizné 850 000 lidi s HBV infekci, kdy je vétsina novych infekci
dasledkem prenosu pohlavnim stykem nebo injekénim uzivanim drog.? Je zndmo, Ze v Africe a zdpadnim Tichomofi je infikovano az 5 % populace.

V roce 2015 zapficinila HBV infekce celosvétové 885 000 umrti, vétSinou na cirhdzu nebo hepatoceluldrni karcinom.? Existuje vakcina, ktera je pfi
prevenci HBV infekce Ucinnd na 95 %, jejimz vysledkem je méné diagnostikovanych pfipadi kazdy rok.*

V soucasnosti je standardni Iécbou HBV infekce antivirova terapie, kterd vyZaduje neustaly monitoring, aby bylo zajisténo, Ze 1é¢ba postupuje podle
prani. Monitorovani terapie za pouZiti analyzy NeuMoDx HBV Quant Assay mUzZe lékaiim poskytnout nezbytné informace, které pomohou fidit
pacienty s HBV infekcemi.

PRINCIPY POSTUPU

Analyza NeuMoDx HBV Quant Assay kombinuje automatizovanou extrakci DNA, amplifikaci a detekci pomoci PCR v realném Case. Vzorky plné krve
jsou pro pfipravu plazmy odebrany do zkumavek s EDTA, ACD nebo PPT a/nebo pro pfipravu séra do zkumavek SST. Primarni vzorek (frakcionované)
krve nebo alikvotni podil plazmy/séra v kompatibilni sekundarni zkumavce se vzorkem je oznacen ¢arovym kédem a umistén do soustavy NeuMoDx
System. Soustava NeuMoDx System automaticky nasaje alikvotni podil plazmy/séra, smicha jej s pufrem NeuMoDx Lysis Buffer 1 a Cinidly
obsazenymi na desticce NeuMoDx Extraction Plate a zahaji zpracovani. Soustava NeuMoDx System automatizuje a integruje extrakci a
zkoncentrovani DNA, pFipravu reagencii a amplifikaci/detekci nukleové kyseliny cilovych sekvenci pomoci PCR v redlném ¢ase. Zahrnuta kontrola
zpracovani vzorku (Sample Process Control, SPC1) pomahd monitorovat pfitomnost inhibicnich latek, selhani soustavy, procesu nebo reagencii.
Jakmile je vzorek vloZzen do soustavy NeuMoDx System, neni nutny zZadny zasah obsluhy.

Soustava NeuMoDx System k automatickému provedeni lyzy, extrakce DNA a odstranéni inhibitord vyuzivd kombinaci zahtivani, lytického enzymu a
extrakénich reagencii. Uvolnéné nukleové kyseliny jsou zachyceny paramagnetickymi ¢asticemi. Castice s navazanou nukleovou kyselinou jsou viozeny do
kazety NeuMoDx Cartridge, kde jsou nenavazané prvky vymyty promyvaci reagencii NeuMoDx Wash Reagent. Navdzana DNA se potom eluuje za pouZiti
uvolniovaci reagencie NeuMoDx Release Reagent. Soustava NeuMoDx System eluovanou DNA vyuzije k rehydrataci amplifikacnich reagencii NeuDry™, které
obsahuji vSechny prvky nezbytné k amplifikaci cild HBV a SPC1. Timto je umoznéna simultanni amplifikace a detekce jak cile, tak kontrolnich sekvenci DNA.
Po rekonstituci suchych reagencii PCR soustava NeuMoDx System nadavkuje ptipravenou PCR-ready smés do jedné PCR komory (na kazdy vzorek) kazety
NeuMoDx Cartridge. K amplifikaci a detekci kontrolnich a cilovych sekvenci DNA (pokud jsou pfitomné) dochdzi v PCR komore. Kazeta NeuMoDx Cartridge
je zkonstruovéna tak, aby po PCR obsahovala amplikon, ¢imz se prakticky eliminuje riziko kontaminace po amplifikaci.
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Amplifikované cile jsou detekovany v redlném ¢ase pomoci chemizmu hydrolyzaéni sondy (béZné oznacovany jako chemizmus TagMan®) pomoci
fluorogennich oligonukleotidovych molekul sondy, specifickych pro amplikony jejich pfislusnych cil. Sondy TagMan sestédvaji z fluoroforu,
kovalentnépfipojeného k 5’ konci oligonukleotidové sondy, a ze zhasedla na 3’ konci. KdyZ je sonda neporusenad, fluorofor a zhasedlo jsou v
blizkosti, coz umoznuje, aby molekula zhasedla potlacila fluorescenci emitovanou fluoroforem prostiednictvim Forster(iv rezonanéni prenos
energie (FOrster Resonance Energy Transfer, FRET).

TagMan sondy jsou urceny k reasociaci DNA v Useku amplifikovaném specifickou sadou primeru. Jak polymeraza Taq DNA prodluzuje primer a
syntetizuje nové vldkno, 5’ aZz 3’exonukledzova aktivita polymerazy Taq DNA degraduje sondu, ktera reasociovala na templat. Degradaci sondy se
uvolnuje fluorofor a narusuje jeji blizkost ke zhasedlu, takze ucinek zhaseni je v disledku FRET prekondn a detekce fluoroforu je mozna. Vysledny
fluorescencni signal detekovany v termocykleru soustavy NeuMoDx System s kvantitativni PCR je pfimo umérny uvolnénému fluoroforu a mize
byt korelovan s mnoZstvim pfitomného cile.

Sonda TagMan znacena fluoroforem (excitace: 490 nm a emise: 521 nm) na 5’ konci a tmavym zhasedlem na 3’ konci se pouziva k detekci DNA viru
HBV. Pro detekci SPC1 je TagMan sonda oznacena alternativnim fluorescenénim barvivem (excitace: 535 nm a emise: 556 nm) na 5’ konci a tmavym
zhdsedlem na 3’ konci. Software soustavy NeuMoDx System monitoruje fluorescenéni signal vydavany sondami TagMan na konci kazdého
amplifikaéniho cyklu. KdyZ je amplifikace hotova, software soustavy NeuMoDx System Udaje analyzuje a poda zpravu o konecném vysledku
(POSITIVE (POZITIVN{) / NEGATIVE (NEGATIVNI) / INDETERMINATE (NEURCITY) / UNRESOLVED (NEROZLISENO) / NO RESULT (BEZ VYSLEDKU)).
Pokud je vysledek pozitivni a vypocitana koncentrace je v mezich stanovitelnosti, software soustavy NeuMoDx System také poskytuje kvantitativni
hodnotu spojenou se vzorkem.

N/ REAGENCIE / SPOTREBNi MATERIAL

Dodany material

REE. Obsah Pocet jednc}tek Po?et testd Pocet tes’tu
v baleni na jednotku v baleni
201300 Testovaci prouzek NeuMoDx HBV Quant Test Strip 6 16 %
Suché reagencie PCR obsahujici sondu TagMan a primery specifické pro HBV a SPC1.

PozZadované, ale nedoddvané materidly (k dispozici samostatné od spole¢nosti NeuMoDx)

REF. Obsah

Extrakéni desticka NeuMoDx Extraction Plate

100200 ) C . - .
Suché paramagnetické cdstice, lyticky enzym a kontroly zpracovdni vzork(

800100 nebo | Kalibratory NeuMoDx HBV Calibrator
800102 Jednordzové sady kalibrdatord vysokych a nizkych hodnot HBV pro stanoveni validity kalibracni krivky

900101 nebo | Externi kontroly NeuMoDx HBV External Control
900102 Jednordzové sady pozitivnich a negativnich kontrol

400400 Pufr NeuMoDx Lysis Buffer 1

400100 Promyvaci reagencie NeuMoDx Wash Reagent

400200 Uvolnovaci reagencie NeuMoDx Release Reagent

100100 Zasobnik NeuMoDx Cartridge

235903 Hroty Hamilton® CO-RE / CO-RE Il (300 pl) s filtry

235905 Hroty Hamilton CO-RE / CO-RE Il (1 000 pl) s filtry

Potfebné pristrojové vybaveni
Molekularni soustava NeuMoDx 288 Molecular System [REF 500100] nebo NeuMoDx 96 Molecular System [REF 500200]

/N @ VAROVANI A BEZPEENOSTNI OPATRENI
® Testovaci prouzek NeuMoDx HBV Quant Test Strip je uréen pouze pro diagnostiku in vitro se soustavami NeuMoDx System.
® Spotfebni material ani reagencie po uvedené dobé exspirace nepouzivejte.
® Nepouzivejte zadné reagencie, pokud je bezpecnostni tésnéni rozbito nebo je pfi dodani poskozen obal.
® Spotfebni material nebo reagencie nepouzivejte, pokud je ochranny vacek pfi dodani otevieny nebo rozbity.

® K dispozici musi byt platna kalibrace testovani (generovana zpracovanim kalibrator( vysokych a nizkych hodnot z kalibrator
NeuMoDx HBV Calibrator) pfedtim, nezZ Ize pro klinické vzorky generovat vysledky testu.

® Externi kontroly NeuMoDx HBV External Control museji byt béhem testovani pomoci analyzy NeuMoDx HBV Quant Assay zpracovany
kazdych 24 hodin.
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Minimalni objem vzorku zavisi na velikosti zkumavky, stojanu se vzorky a zpracovani objemu vzorku, jak je definovano nize. Objem
mensi, nez je specifikované minimum, maze vést k chybé , Quantity Not Sufficient” (Nedostate¢né mnozstvi).

PouZiti vzorkd skladovanych pti nespravnych teplotach nebo po uplynuti specifikovanych dob skladovani mize vést k neplatnym
nebo chybnym vysledkdm.

U vsech reagencii a spotfebniho materialu zabrarite mikrobidlni a deoxyribonukleazové (DNazové) kontaminaci. Pfi pouziti sekundérnich
zkumavek se doporucuje pouZzivat sterilni jednorazové prenosové pipety bez DNazy. Na kazdy vzorek pouzijte novou pipetu.

Abyste predesli kontaminaci, s kazetou NeuMoDx Cartridge po amplifikaci nemanipulujte ani ji nerozebirejte. Za Zadnych okolnosti
nevyjimejte kazety NeuMoDx Cartridge z nadoby na biologicky nebezpeény odpad (NeuMoDx 288 Molecular System) nebo z kose na
nebezpecny biologicky odpad (NeuMoDx 96 Molecular System). Zasobnik NeuMoDx Cartridge je zkonstruovén tak, aby kontaminaci zabranil.

V ptipadé, Ze laboratof provadi také testy PCR s otevienymi zkumavkami, musi byt zajisténo, Ze testovaci prouzek NeuMoDx HBV
Quant Test Strip, pfidavny spotifebni material a reagencie nezbytné k testovani, ochranné osobni prostiedky, jako napfiklad rukavice
a laboratorni plasté, a soustava NeuMoDx System nejsou kontaminovany.

PFi manipulaci s reagenciemi a spotfebnim materidlem NeuMoDx byste méli nosit Cisté nitrilové rukavice bez obsahu pudru. Méli
byste davat pozor, abyste se nedotykali vrchniho povrchu zasobniku NeuMoDx Cartridge, povrchu féliového tésnéni testovaciho
prouzku NeuMoDx HBV Quant Test Strip a extrakéni desticky NeuMoDx Extraction Plate ani vrchniho povrchu lyzaéniho pufru
NeuMoDx Lysis Buffer 1; pfi manipulaci se spotfebnim materialem a reagenciemi byste se méli dotykat pouze bocnich stran.

Pro kazdou reagencii jsou, v pFislusnych pfipadech, poskytnuty bezpecnostni listy (BL), které jsou k dispozici na internetové strance
www.giagen.com/neumodx-ifu.

Po provedeni testu si dikladné umyijte ruce.

Nepipetujte Usty. Nekufte, nepijte ani nejezte v oblastech, kde se manipuluje se vzorky nebo reagenciemi.

Se vzorky vidy zachazejte tak, jako by byly infekéni. Postupujte v souladu s bezpeénymi laboratornimi postupy, naptiklad témi
popsanymi v publikaci Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories® a vdokumentu M29-A48 institutu CLSI.
NepouZité reagencie a odpad likvidujte podle statnich, federalnich, oblastnich a mistnich predpist.

NepouZivejte opakované.

UCHOVAVANI, MANIPULACE A STABILITA PRODUKTU

Testovaci prouzky NeuMoDx HBV Quant Test Strip jsou stabilni v primarnim obalu po dobu exspirace, ktera je uvedena na stitku produktu,
pfi uchovavani pfi teploté mezi 4-28 °C.

Po uplynuti uvedeného data exspirace spotiebni materialy ani reagencie nepouzivejte.

NepouZivejte zadny testovaci produkt, pokud byl primarni ¢i sekundarni obal viditelné narusen

Nevkladejte Zadny produkt testu, ktery byl jiz dfive vloZen do jiné soustavy NeuMoDx System.

Testovaci prouzek NeuMoDx HBV Quant Test Strip mdzZe po vloZeni zUstat v pFistroji soustavy NeuMoDx System po dobu 62 dn(. Zbyvajici
Zivotnost vloZenych testovacich prouzkt je sledovana pomoci softwaru a hldsena uZivateli v redlném Case. Soustava vyzve k vyjmuti
testovaciho prouzku, ktery byl pouZivan po uplynuti povolené doby.

ODBER, PREPRAVA A UCHOVAVANI VZORKU

1. Sevsemivzorky, kalibratory a kontrolami zachézejte, jako kdyby byly schopné pfenosu infekénich agens.

2. Plnou krev nebo jakékoli vzorky skladované v plGvodnich zkumavkach nezmrazujte.

3. Pro pfipravu vzork( plazmy by méla byt pInd krev odebrana do sterilnich zkumavek za pouZiti EDTA nebo ACD jako antikoagulanty. Pfi
pripravé a skladovani postupujte podle pokynl vyrobce zkumavky pro odbér vzorku.

4. K pripravé vzorkd séra je tfeba odebrat plnou krev do zkumavek SST. Pfi pfipravé a skladovéni postupujte podle pokynd vyrobce zkumavky
pro odbér vzorka.

5. Vzorky lze testovat v primarnich odbérovych zkumavkach nebo v sekundarnich zkumavkéch se vzorky. Doporuceno pro testovani v
primarnich zkumavkéch:

a. Vzorky plazmy: Zkumavka BD Vacutainer® Plus Plastic K2EDTA Tube (BD ¢. 368589) nebo BD Vacutainer PPT™ Plasma
Preparation Tube (BD ¢. 362799).
b. Vzorky séra: Zkumavka BD Vacutainer Plus Plastic Serum Tube (BD #367820) nebo zkumavka BD Vacutainer SST™ Tube
(BD #367988).

6. Pripravené vzorky mohou pred zpracovanim zlstat na soustavé NeuMoDx System az po dobu 8 hodin v pripadé plazmy a az po dobu 24 hodin
v pfipadé séra. Pokud je tfeba delsi doby skladovani, doporuéujeme vzorky bud' zchladit, nebo zmrazit jako sekundarni alikvotni podily.

7. Pripravené vzorky by pfiteploté 2—8 °C nemély byt pred testovanim skladovény déle nez 7 dn(i a pfi pokojové teploté by mély byt skladovany
maximélné 8 hodin v pfipadé plazmy a 24 hodin v pfipadé séra.

8. Pripravené vzorky mohou byt pred zpracovanim skladovany pfti teploté < -20 °C po dobu aZ 4 tydn( (sérum) nebo 6 mésicu (plazma);
zmrazené vzorky by pfed pouZitim nemély podstoupit vice nez 2 cykly zmrazeni/rozmrazeni v pfipadé plazmy a 4 cykly zmrazeni/rozmrazeni
v pfipadé séra.
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a. Pokud jsou vzorky zmrazené, nechte je Uplné rozmrazit pfi pokojové teploté (15—30 °C); pro vytvoreni rovnomérné rozlozeného
vzorku vzorek zvifte.
. Jakmile jsou zmrazené vzorky rozmrazeny, testovani by mélo probéhnout do 24 hodin.
c. Zmrazeni plazmy/séra ve zkumavkdach pro primarni odbér se nedoporucuje.

9. Pokud jsou vzorky pfepravovany, mély by byt zabaleny a oznaéeny v souladu s platnymi pfedpisy zemé a/nebo mezinarodnimi pfedpisy.
10. Zretelné vzorky oznacte a uvedte, Ze se jedna o vzorky k testovani HBV.
11. Prejdéte k Casti Pfiprava testu.

Cely proces realizace analyzy NeuMoDx HBV Quant Assay je shrnut nize na obrdzku 1.

PROVEDEN{ ANALYZY
NEUMODX HBV QUANT ASSAY

Reagencie specifické pro zatézovy test
Na vyzvu softwaru NeuMoDx vlozte e Pufr NeuMoDx Lysis Buffer 1

pozadovany spotiebni material e Testovaci prouzky NeuMoDx HBV
Quant Test Strip

Zpracujte
kalibratory
NeuMoDx HBV
Calibrators

Opakujte kazdych
90 dnti NEBO pfi
pouziti nové Sarze
testovaciho pasku
NeuMoDx HBV
Quant Test Strip

Jsou
kalibratory

Zpracujte externf{
kontroly
NeuMoDx HBV

kontroly
platné?

l

Opakujte kazdych
24 hodin

ZPRACOVANI BEZNYCH
VZORK

N
Obrazek 1: Pracovni postup pti realizaci analyzy NeuMoDx HBV Quant Assay

NAVOD K POUZITi

Pfiprava testu

Analyza NeuMoDx HBV Quant Assay miZe probéhnout pfimo v primdrnich zkumavkdch pro odbér krve nebo u alikvotnich podili vzorki v
sekunddrnich zkumavkdch. Zpracovadni Ize spustit pomoci jednoho ze dvou pracovnich postup( zpracovdni objem( vzork( — pracovni postup pro
zpracovadni vzorku o objemu 550 pl a pracovni postup pro zpracovadni vzorku o objemu 200 pl. Na zkumavku se vzorkem, kompatibilni se soustavou
NeuMoDx System, nalepte stitek s carovym kédem na vzorky.

1. Nazkumavku se vzorkem, kompatibilni se soustavou NeuMoDx System, nalepte Stitek s ¢arovym kédem na vzorky. Primarni odbérova
zkumavka na krev mdze byt oznacena a po odstfedéni umisténa pfimo do 32mistného stojanu na zkumavku se vzorkem; viz pokyny
vyrobce. Alternativné mize byt alikvotni podil plazmy/séra pfenesen do sekundarni zkumavky pro zpracovéni v soustavé NeuMoDx
System.
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2. Pokud testujete vzorek v primarni odbérové zkumavce, vlozte zkumavku oznacenou ¢arovym kédem do stojanu na zkumavky se vzorkem
a pred vloZzenim do soustavy NeuMoDx System se ujistéte, Ze je sejmuto vicko. Minimalni objemy nad gelovou vrstvou / buffy coat jsou
definovany niZe a budou splnény, pokud budou vzorky odebrany a zpracovany podle pokyn( vyrobce zkumavek. U vzorkda, které jsou
odebrany nespravné, neni provedeni testu zaruceno.

Minimalni poZzadovany objem vzorku
Typ zkumavky Pracovni postup Pracovni postup
pro 550 pl pro 200 pl
SST-3,5ml 1550 pl 1200 pl
PPT/SST-5,0 ml 1800 pl 1450 pl
PPT/SST-8,5 ml 2500 pl 2200 pl
K2EDTA/sérum — 4,0 ml 1050 pl 700 pl
K2EDTA/sérum — 6,0 ml 1250 pl 900 pl
K2EDTA/sérum — 10,0 ml 1600 pl 1250 pl

3. Pokud pouzivate sekundarni zkumavku, pfeneste alikvotni podil plazmy/séra do zkumavky se vzorkem s ¢arovym kédem, ktera je
kompatibilni se soustavou NeuMoDx System podle objem definovanych nize:

Minimalni poZadovany objem vzorku
Stojan na zkumavky se vzorkem Velikost zkumavky Pracovni postup Pracovni postup pro
pro 550 pl 200 pl
32mistny stojan na zkumavky se vzorkem | Primér 11-14 mm a vyska 60—-120 mm 700 ul 400 pl
24-Tube Spe(.:imen Tube Carrier (24mistny | Primér 14,5-18 mm a vyska 60-120 mm 1100 il 800 il
stojan na zkumavky se vzorkem)

Low Volume Specimen Tube Carrier (Stojan | 1,5ml mikrocentrifugacni zkumavka s

. A 650 ul 300 ul
na zkumavky se vzorkem o malém objemu) | koénickym dnem

Obsluha soustav NeuMoDx System
Podrobné pokyny jsou uvedeny v ndvodech k obsluze molekuldrnich soustav NeuMoDx 288 Molecular System a NeuMoDx 96 Molecular System
(vyr. &. 40600108 a 40600317).

1. Podle poZzadovaného objemu zpracovani vzorku a typu zkumavky se vzorkem nactéte do soustavy NeuMoDx System objednavku testu:

e Objem vzorku 550 pl je testovan definovanim typu vzorku jako ,Plasma“ (Plazma) nebo ,Serum* (Sérum).

e Objem vzorku 200 pl je testovan definovanim typu vzorku jako ,Plasma2“ (Plazma 2) nebo ,,Serum2“ (Sérum 2).

e Pokud to neni v objedndvce testu definovano, pouzije se jako vychozi typ vzorku Plasma (Plazma) v Secondary Tube (Sekundarni
zkumavka).

2. Osadte jeden nebo vice stojan( na testovaci prouzky NeuMoDx System testovacim prouzkem (prouzky) NeuMoDx HBV Quant Test Strip a k
zaloZeni stojanu na testovaciho prouzek (prouzky) do soustavy NeuMoDx System pouZijte dotykovou obrazovku.

3. Pokud vas software soustavy NeuMoDx System vyzve, pridejte potfebné spotiebni materidly ke stojan(im na spotifebni material soustavy
NeuMoDx System nezbytny spotifebni material a pomoci dotykové obrazovky vloZte stojany do soustavy NeuMoDx System.

4. Pokud vés software soustavy NeuMoDx System vyzve, vymérite podle potieby promyvaci reagencii NeuMoDx Wash Reagent, uvolriovaci
reagencii NeuMoDx Release Reagent, vyprazdnéte odpadni reagencie z plnéni, nadobu na biologicky nebezpeény odpad (pouze molekuldrni
soustava NeuMoDx 288 Molecular System), odpadni ko$ na hroty (pouze molekularni soustava NeuMoDx 96 Molecular System) nebo ko$
na nebezpecny biologicky odpad (pouze molekuldrni soustava NeuMoDx 96 Molecular System).

5. Pokud vas software soustavy NeuMoDx System vyzve, zpracujte kalibratory NeuMoDx HBV Calibrator a/nebo externi kontroly NeuMoDx
HBV External Control. Dalsi informace tykajici se kalibratord a kontrol |ze najit v ¢asti Zpracovani vysledku.

6. Zkumavku (zkumavky) se vzorky/kalibratory/kontrolami vlozte do béZného stojanu na zkumavky se vzorkem a ujistéte se, Ze jsou ze viech
zkumavek odstranéna vicka.

7. Stojan (stojany) na zkumavky se vzorky umistéte na prihradku automatického podavace a k vloZeni stojanu (stojantl) do soustavy NeuMoDx System
poutzijte dotykovou obrazovku. Tim se zahaji zpracovani vlozenych vzork(l pro urcené testy, pokud je v systému nastaveno platné poradi testd.
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Testovaci prouzek NeuMoDx HBV Quant Test Strip |ze pouZit pouze na soustavach NeuMoDx System.

Uginnost testovaciho prouzku NeuMoDx HBV Quant Test Strip byla stanovena u vzork( plazmy pfipravenych s EDTA/ACD jako antikoagulanty
nebo u vzorkd séra pripravenych ve zkumavkach pro separaci séra. PouZziti testovaciho prouzku NeuMoDx HBV Quant Test Strip nebylo u
jinych zdroju posuzovano a vykonové charakteristiky nejsou pro jiné typy vzork znamé.

Vykonnost testovacich prouzk(i NeuMoDx HBV Quant Test Strip byla stanovena pro testovani v primérni zkumavce za pouZiti zkumavek BD Vacutainer
Plus Plastic KzEDTA Tube, BD Vacutainer PPT Plasma Preparation Tube, BD Vacutainer Plus Plastic Serum Tube a BD Vacutainer SST Tube.

Pfi poutziti pracovniho postupu pro objem vzorku 200 pl bylo pozorovano malé zvySeni meze detekce a dolni meze stanovitelnosti analyzy
NeuMoDx HBV Quant Assay.

Analyza NeuMoDx HBV Quant Assay se pouziva pouze pro Gcely kvantitativniho monitorovani. Neni uréena k pouZiti pro kvalitativni detekci.
Analyza NeuMoDx HBV Quant Assay se nesmi pouZivat se vzorky od osob uZivajicich heparin.

Vzhledem k tomu, Ze detekce HBV zavisi na mnozstvi Castic cilové DNA pFitomnych ve vzorku, zavisi spolehlivost vysledk( na spravném
odbéru vzork(, zachdzeni s nimi a jejich skladovani.

Kalibratory NeuMoDx HBV Calibrator a externi kontroly NeuMoDx HBV External Control museji byt zpracovany podle doporuceni vlozenych
do baleni a na vyzvu softwaru soustavy NeuMoDx System pred zpracovanim béznych klinickych vzorku.

K chybnym vysledkdim testt mze dojit kvili nespravnému odbéru vzorkd, nevhodné manipulaci s nimi, jejich nevhodnému skladovani,
technické chybé nebo zaméné zkumavky se vzorkem. Kromé toho by se mohly objevit faleSné negativni vysledky kvili tomu, Ze mnozstvi
virovych Castic ve vzorku je pod mezi detekce analyzy NeuMoDx HBV Quant Assay.

Obsluha soustavy NeuMoDx System je omezena pouze na persondl vySkoleny v pouzivani soustavy NeuMoDx System.

Pokud se ani cilovy HBV, ani cilovd SPC1 neamplifikuji, bude oznamen neplatny vysledek (Indeterminate (Neurcity), No Result (Bez vysledku)
nebo Unresolved (Nerozliseno)) a test by mél byt zopakovan.

Pokud je vysledek analyzy NeuMoDx HBV Quant Assay Positive (Pozitivni), ale hodnota kvantifikace je mimo meze stanovitelnosti, soustava
NeuMoDx System oznami, zda byl detekovany HBV pod dolni mezi stanovitelnosti (Lower Limit of Quantitation, LLoQ) nebo nad horni mezi
stanovitelnosti (Upper Limit of Quantitation, ULoQ).

V ptipadé, Ze detekovany HBV byl pod LLoQ, muZe byt analyza zopakovéana (podle pfani) s jinym alikvotnim podilem vzorku.

V pfipadé, Ze detekovany HBV je nad ULoQ, muze byt analyza NeuMoDx HBV Quant Assay zopakovana se zifedénym alikvotnim podilem
pavodniho vzorku. Doporucujeme fedéni 1 : 1 000 v HBV negativni plazmé nebo diluentu Basematrix 53 Diluent (Basematrix), (SeraCare,
Milford, MA). Koncentraci pGvodniho vzorku lze vypocitat takto:

Plvodni koncentrace vzorku = logio (faktor fedéni) + ohldsend koncentrace zfedéného vzorku.

Pfilezitostna pfitomnost inhibitord PCR v plazmé muze vést k chybé stanoveni soustavy. Pokud k tomu dojde, doporucujeme opakovat test se
stejnym vzorkem nafedénym v diluentu Basematrix v poméru 1: 10 nebo 1 : 100.

Pozitivni vysledek nemusi nutné znamenat pfitomnost Zivotaschopnych organisma. Avsak pozitivni vysledek je pro pfitomnost DNA viru
hepatitidy B presumptivni.

Delece nebo mutace v konzervovanych oblastech zacilenych analyzou NeuMoDx HBV Quant Assay mUZe za pouZziti testovaciho prouzku
NeuMoDx HBV Quant Test Strip ovlivnit detekci nebo vést k chybnému vysledku.

Vysledky z analyzy NeuMoDx HBV Quant Assay by mély byt pouzity jako doplnék klinickych vysetfeni a dalsich informaci, které ma Iékar
k dispozici; analyza neni uréena k diagnostice infekce.

Aby nedoslo ke kontaminaci, doporucujeme spravnou laboratorni praxi, véetné vymeény rukavic mezi manipulacemi s pacientskymi vzorky.

ZPRACOVANI VYSLEDKU

Dostupné vysledky lIze zobrazit na karté , Results” (Vysledky) v okné Results (Vysledky) na dotykové obrazovce soustavy NeuMoDx System, pfipadné
je lze odtud vytisknout. Vysledky analyzy NeuMoDx HBV Quant Assay automaticky generuje software soustavy NeuMoDx System pouZivajici
rozhodovaci algoritmus a parametry zpracovani vysledkt popsané v souboru definic analyzy NeuMoDx HBV Quant Assay (HBV ADF). Vysledek mUze
byt ohldsen jako Negative (Negativni), Positive (Pozitivni) s ohlasenim koncentrace HBV, Positive (Pozitivni) nad ULoQ, Positive (Pozitivni) pod LLoQ,
Indeterminate (IND) (Neurdity), Unresolved (UNR) (Nerozliseno) nebo No Result (NR) (Bez vysledku) na zakladé stavu amplifikace cile a kontroly
zpracovani vzorku. Vysledky jsou uvadény na zakladé rozhodovaciho algoritmu ADF, shrnutého v tabulce 1 uvedené nize.
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Tabulka 1: Shrnuti rozhodovaciho algoritmu pro analyzu HBV Quant Assay

Kontrola zpracovani
VYSLEDEK Cilovy HBV CEEEIEELIT Interpretace vysledki
Process Control,
SPC1)

. e Amplified (Amplifikovano) Am.p.hﬁetj . ,
Positive (Pozitivni) s , (Amplifikovano) DNA viru HBV detekovana v
. . 0,9 < [HBV] 9,0 logio IU/ml (pracovni postup pro 550 pl) o e s ;

ohlasenou koncentraci 1,4<[HBV] <9,01 U/mi ( 3 ¢ 200 ) nebo Not Amplified kvantitativnim rozmezi
T = 2,2 10810 TU/mi {pracovni postup pro H (Neni amplifikovano)
Amplified
Positive (Pozitivni), Amplified (Amplifikovano) (Amplifikovano) DNA viru HBV detekovdana nad
nad ULoQ [HBV] > 9,0 logio IU/ml nebo Not Amplified kvantitativnim rozmezim
(Neni amplifikovano)
. e Amplified (Amplifikovano) Am.p.hﬁetj . ,
Positive (Pozitivni), , (Amplifikovano) DNA viru HBV detekovéana pod
[HBV] < 0,9 logio IU/ml (pracovni postup pro 550 pl) o N .
pod LLoQ (HBV]< 141 u/ml ( i ¢ 200 ) nebo Not Amplified kvantitativnim rozmezim
/410810 1L/ {pracovni postup pro H (Neni amplifikovano)
Negative (Negativni) Not Amplified (Neni amplifikovano) (Anf:;izlllzsgno) DNAJ;:;O?I\;::WIE
Indeterminate Not Amplified, System Error Detected, Sample Processing Completed (Neni Vsechny vysledky cile byly
(Neurdity) amplifikovano, Byla zjisténa chyba soustavy, Zpracovani vzorkd dokonceno) neplatné; otestujte vzorek znovut
No Result (Bez Not Amplified, System Error Detected, Sample Processing Aborted (Neni VZprfzcovam er.ku bylo
o . . - . o v preruseno; otestujte vzorek
vysledku)* amplifikovano, Byla zjisténa chyba soustavy, Zpracovani vzorkl zruseno) novut
Unresolved Not Amplified, No System Error Detected (Neamplifikovano, Nebyla zjisténa Vsechny vysledky cile byly
(Nerozliseno) Zadna chyba systému) neplatné; otestujte vzorek znovut

* Pfiznak No Result (Bez vysledku) je hlasen pouze u softwaru soustavy NeuMoDx System verze 1.8 a vyssi.
t Soustava NeuMoDx System je opatifena automatickou funkci Rerun (Nova analyza) / Repeat (Opakovat), kterou si maze koncovy uZivatel zvolit k zajisténi, ze
vysledek IND/UNR/NR bude automaticky znovu zpracovan, a tak se minimalizovaly prodlevy v hldseni vysledkad.

Vypocet testu

1.  Uvzorkl v mezich stanovitelnosti analyzy NeuMoDx HBV Quant Assay se koncentrace DNA viru HBV ve vzorcich pocita za pomoci uloZzené
standardni kfivky ve spojeni s koeficientem kalibrace a objemem vzorku.

a. Koeficient kalibrace se vypocita na zakladé vysledku kalibrator(t NeuMoDx HBV Calibrator zpracovanych tak, aby byla zajisténa validita
standardni kFivky pro danou sarZi testovaciho prouzku NeuMoDx HBV Quant Test Strip na konkrétni soustavé NeuMoDx System.
b. Koeficient kalibrace je zahrnut do kone¢ného stanoveni koncentrace DNA viru HBV.

c. Software soustavy NeuMoDx zohledtuje pfi stanovovani koncentrace DNA viru HBV v jednom ml vzorku vstupni objem vzorku.
2. Vysledky analyzy NeuMoDx HBV Quant Assay se udavaji jako logio IU/ml.

3. Vysledna kvantifikace u neznamych vzorku je vysledovatelnd k 4. mezinarodnimu standardu pro HBV organizace WHO.

Kalibrace testu

Platna kalibrace na zédkladé standardni kfivky je pro kvantitativni vyjadieni DNA HBV ve vzorcich nezbytna. Pro ziskani platnych vysledkd musi byt
kalibrace testu provedena za pouziti externich kalibratord dodanych spole¢nosti NeuMoDx Molecular, Inc.

Kalibratory

1. Sada kalibratori NeuMoDx HBV Calibrator musi byt zpracovana s kazdou novou $arZi testovacich prouzkt NeuMoDx HBV Quant Test Strip,
nebo pokud je do soustavy NeuMoDx System nahrdn novy soubor definic analyzy HBV Quant Assay anebo pokud u aktudlni sady kalibratord
uplynula doba platnosti (v sou¢asnosti nastavena na 90 dn0), pfipadné pokud je software soustavy NeuMoDx System upraven.

2. Software soustavy NeuMoDx System uZivatele uvédomi, kdy je tieba kalibratory zpracovat. Novou $arZi testovacich prouzkl nelze pouZzit,
dokud nebyly Gspésné zpracovéany kalibratory.

3. Validita kalibrace je zajisténa nasledovné:

a) Pro zajisténi validity je tfeba zpracovat sadu se dvéma kalibrétory —jeden (1) pro vysokou hodnotu a jeden (1) pro nizkou hodnotu.
b) Vysledky nejméné dvou (2) ze tfi (3) replikatd museji byt v mezich predem stanovenych parametrt. Nominalni cil kalibratoru pro
nizkou hladinu je 3,7 logio IU/ml a nominalni cil kalibratoru pro vysokou hladinu je 5,7 logio IU/ml.

c) Kalibracni koeficient se vypocita tak, aby zohlednil o¢ekdvanou zménu mezi Sarzemi testovacich prouzkl. Tento koeficient kalibrace se
pouziva pfi stanoveni kone¢né koncentrace HBV.
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4. Pokud jeden nebo oba kalibratory kontrolou validity neprojdou, zpracovani netspésného kalibratoru (kalibrator() zopakujte za pouZziti nové
ampulky. V pfipadé, Ze validitou neprojde jeden kalibrator, je mozné zopakovat pouze nelspésny kalibrator, jelikoZ soustava nevyzaduje, aby
uzivatel znovu kontroloval oba kalibratory.

5. Pokud kalibrator (kalibratory) neprojdou kontrolou validity nasledovné po sobé, kontaktujte spole¢nost NeuMoDx Molecular, Inc.

Kontrola kvality

Mistni predpisy obvykle stanovi, Ze laboratof je odpovédna za kontrolni postupy, které monitoruji presnost a preciznost celého analytického
procesu, a musi stanovit pocet, typ a ¢etnost testl kontrolnich materidli pomoci ovéfenych specifikaci vykonu pro nemodifikovany a schvaleny
testovaci systém.

Externi kontroly

1. Pozitivni a negativni externi kontroly museji byt béhem testovani pomoci analyzy NeuMoDx HBV Quant Assay zpracovany kazdych 24 hodin.
Pokud sada validnich vysledk( externich kontrol neexistuje, software soustavy NeuMoDx System vyzve uZivatele k provedeni téchto kontrol
dfiv, nez budou moci byt ohlaseny vysledky vzorkd.

2. Validita externich kontrol bude vyhodnocena soustavou NeuMoDx System na zakladé oc¢ekavaného vysledku. Pozitivni kontrola by méla
prinést HBV Positive (Pozitivni) vysledek a negativni kontrola by méla pfinést HBV Negative (Negativni) vysledek.

3. Sneshodnym vysledkem externich kontrol by mélo byt zachazeno nasledovné:

a) Pozitivni vysledek testu ohlaseny u negativni kontroly vzorku ukazuje na problém s kontaminaci vzorku.

b) Vysledek Negative (Negativni) testu u pozitivniho kontrolniho vzorku mize naznacovat problém souvisejici s reagencii nebo
pristrojem.

c) Vkaidém vySe uvedeném pripadé anebo v ptipadé vysledku Indeterminate (IND) (Neurcity) ¢i No Result (NR) (Bez vysledku) externi
kontroly NeuMoDx HBV External Control zopakujte s éerstvymi ampulkami kontroly/kontrol, které testem validity neprosly.

d) Pokud pozitivni externi kontrola NeuMoDx HBV External Control nepfestava hlasit vysledek Negative (Negativni), kontaktujte
technicky servis spole¢nosti NeuMoDx.

e) Pokud negativni externi kontrola NeuMoDx HBV External Control nepfestdva hlasit vysledek Positive (Pozitivni), pokuste se pfedtim,
neZ kontaktujete technicky servis spole¢nosti NeuMoDx, eliminovat vSechny zdroje mozné kontaminace, véetné vymény vSech
reagencii.

Kontroly (interni) zpracovani vzorkt

Exogenni kontrola zpracovani vzorkd (Sample Process Control, SPC1) je zabudovana do extrakéni desticky NeuMoDx Extraction Plate a u kazdého
vzorku prochdazi celym procesem extrakce nukleové kyseliny a amplifikace s PCR v redlném case. Kazdy testovaci prouzek NeuMoDx HBV Quant
Test Strip obsahuje primery a sondu specifické pro SPC1, které umoznuji detekci pfitomnosti SPC1 spolu s cilovou DNA HBV (pokud je pfitomna)
prostiednictvim multiplex PCR. Detekce amplifikace SPC1 umoZriuje softwaru soustavy NeuMoDx System sledovat ucinnost extrakce DNA a procesy
amplifikace pomoci PCR.

Neplatné vysledky

Pokud se analyze NeuMoDx HBV Quant Assay provadéné na soustavé NeuMoDx System nepodafi po dokonéeni zpracovani vzorku vyprodukovat
platny vysledek, bude na zékladé typu chyby, ke které doslo, ozndmen vysledek bud jako Indeterminate (IND) (Neurdity), No Result (NR) (Bez
vysledku), nebo Unresolved (UNR) (Nerozliseno).

Vysledek IND bude ohlasen tehdy, pokud je béhem zpracovani vzorkd detekovéna chyba soustavy NeuMoDx System. V pFipadé ohlaseni vysledku
IND doporucujeme test zopakovat.

Pokud nebude detekovana Zadna validni amplifikace DNA HBV nebo SPC1, pficemzZ nedoslo k Zadné chybé systému, bude oznamen vysledek UNR,
ktery ukazuje na mozné selhanireagencie nebo na pfitomnost inhibitor(. V pfipadé ohlaseni vysledku UNR se jako prvni krok doporucduje opakovani
testu. Pokud opakovany test neni Uspésny, Ize ke snizeni ucinkd jakékoli inhibice vzorku pouzit fedéni vzorku.

Pokud analyza NeuMoDx HBV Quant Assay provedena na soustavé NeuMoDx System nedokdzZe pfinést platny vysledek a zpracovéni vzorku se pred
dokoncéenim prerusi, bude ohlasen vysledek No Result (NR) (Bez vysledku). V pfipadé ohldseni vysledku NR doporucujeme test zopakovat.

VYKONOVA CHARAKTERISTIKA
Analyticka citlivost - mez detekce za poufiti standardu WHO

Analytickd citlivost analyzy NeuMoDx HBV Quant Assay byla charakterizovana testovdnim negativnich vzorkd a série roztok( 4. mezinarodniho
standardu WHO ve vysetfené negativni krevni plazmé a séru s cilem stanovit na soustavach NeuMoDx System mez detekce (Limit of Detection,
LoD). LoD byla definovéna jako nejnizsi detekovana cilovd hladina pfi poméru 95 % tak, jak byla stanovena analyzou Probit. Mérfeni byla provadéna
po dobu 3 dnu napfti¢ nékolika soustavami NeuMoDx System s nékolika Sarzemi reagencii NeuMoDx. Bylo provedeno dalsi méreni pro potvrzeni
LoD analyzy NeuMoDx HBV Quant Assay pfi pouZiti pracovniho postupu pro objem vzorku 200 pl. Miry detekce z obou mé¥eni jsou uvedeny
v tabulce 2.
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Tabulka 2: Pozitivni miry detekce ke stanoveni LoD analyzy NeuMoDx HBV Quant Assay
S S PLAZMA SERUM
Cilova Cilova < " < =
Pocet Pocet p Pocet Pocet p
koncentrace koncentrace platnych pozitivnich Mira platnych pozitivnich Mira
[IU/ml] [logio 1U/mI] testd vzorki detekce testd vzorki detekce
20 1,30 108 108 100 % 107 107 100 %
10 1 108 107 99% 108 104 96%
550 pl 5 0,70 108 98 91% 108 95 88%
2,5 0,40 108 97 90% 108 72 67%
1,25 0,10 108 73 68% 108 44 42%
NEG N/A 108 0 0% 107 0 0%
200 pl 25 1,40 43 43 100 % 44 44 100 %

LoD analyzy NeuMoDx HBV Quant Assay pro genotyp HBV A (4. mezinarodni standard WHO) v plazmé byla stanovena na 5,2 IU/ml (95% CI
4,1-7,6 IU/ml) [(0,72 logio IU/ml) (95% CI 0,61-0,88 logio IU/ml)] s vyuZitim pracovniho postupu pro objem vzorku 550 pl (obrdzek 2). LoD analyzy
NeuMoDx HBV Quant Assay pro vzorky séra byla stanovena na 8,0 IU/ml (95% Cl 6,5-10,8 1U/ml) [(0,9 log1o IU/ml) (95% CI 0,8-1,0 log1o IU/ml)]
s vyuZitim pracovniho postupu pro objem vzorku 550 ul (obrdzek 2).

LoD analyzy HBV Quant Assay (plazma) LoD analyzy HBV Quant Assay (sérum)
12
12
LoD =5,2 IU/ml [s 95% CI: (4,1, 7,6) IU/ml] LoD = 8,01 1U/ml [s 95% Cl: (6,46, 10,77) IU/ml]
1
1 o
4
o'®
08 08
o . =
§ 0,6 2 0,6
= 5]
5}
0,4 0,4
. . ——Sigmoida
02 Sigmoida 02
® Experimentdlni Udaje ®  Experimentalni idaje
# Vypottend LoD * Vypottend LoD
0 0
-4 -3 -2 -1 0 1 2 3 -3 -2 -1 0 1 2 3
Koncentrace logio (1U/ml) Koncentrace logio (1U/ml)

Obrazek 2: Probitova analyza pouZitd ke stanoveni LoD analyzy NeuMoDx HBV Quant Assay, plazma (vlevo) a sérum (vpravo)

Analyticka citlivost — mez stanovitelnosti — doIni mez stanovitelnosti (Lower Limit of Quantitation, LLoQ) s pouZitim standardu WHO

Dolni mez stanovitelnosti (Lower Limit of Quantitation, LLoQ) je definovana jako nejnizsi cilova hladina, pfi které je dosazeno detekce >95 % A
hodnoty TAE < 1,0. Za ucelem stanovit LLoQ byla pro kazdou z cilovych hladin HBV, které jako soucdst vypoétu LoD vykazovaly > 95 % detekce,
spocitana celkova analyticka chyba (Total Analytical Error, TAE). TAE je stanovena nasledovné:

TAE = odchylka + 2 x SD (Westgardova pravidla)

Odchylka je absolutni hodnota mezi primérem vypocitané koncentrace a o¢ekdvanou koncentraci. SD odkazuje na standardni odchylku
kvantitativné vyjadrené hodnoty vzorku.

Sestavené vysledky pro vzorky s 5 hladinami HBV pouzité pfi stanovovani LLoQ s vyuZitim 4. mezinarodniho standardu WHO jsou uvedeny v tabulce
3. LLoQ pro 4. mezinarodni standard WHO v plazmé za pouZiti analyzy NeuMoDx HBV Quant Assay (pracovni postup pro objem vzorku 550 pl) byla
stanovena na 5,5 IU/ml (0,74 logio IU/ml). Bylo provedeno samostatné méfeni s cilem potvrdit LLoQ pFi pouZiti pracovniho postupu pro objem
vzorku 200 pl a tyto vysledky prokézaly hodnotu LLoQ 25 IU/ml, coZ je rovnéz uvedeno v tabulce 3.

LLoQ analyzy NeuMoDx HBV Quant Assay pro vzorky séra byla stanovena na 6,0 IU/ml s vyuZitim pracovniho postupu pro objem vzorku 550 ul
a 25 IU/ml pro pracovni postup pro nizky objem vzorku (200 pl), jak je uvedeno v tabulce 3.
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Tabulka 3: LLoQ analyzy NeuMoDx HBV Quant Assay, s odchylkou a TAE

Plazma Sérum
Cilova konc. Cilova konc. Priimérna Detekce Priimérna Detekce
[Iu/mi] [log1o 1U/ml] konc. %) SD Odchylka | TAE konc. %) SD Odchylka | TAE
[logso1U/ml] [logso1U/ml]
20 1,30 1,29 100 0,23 0,16 0,63 1,43 100 0,20 0,13 0,52
10 1,00 1,07 99 0,25 0,20 0,71 1,21 96 0,24 0,21 0,69
550 pl 5 0,70 0,89 91 0,35 0,34 1,04 1,00 88 0,40 0,30 1,09
2,5 0,40 0,75 90 0,44 0,51 1,39 0,96 67 0,44 0,56 1,46
1,25 0,10 0,73 68 0,41 0,68 1,50 0,95 42 0,38 0,85 1,61
200 25 1,40 1,61 100 0,35 0,21 0,91 1,81 100 0,18 0,41 0,78

Analyticka citlivost — LoD a LLoQ napfi¢ genotypy HBV

Plvodné byla stanovena LoD pro genotyp A (4. mezinarodni standard WHO) a pak probéhlo dalsi testovani okolo stanovené LoD za poufZiti kazdého
z ostatnich 7 genotypu. Bylo testovano tticet Sest (36) replikatl pfi hladindch odpovidajicich 2ndsobku, 1ndsobku a 0,5ndsobku horni meze LoD s
95 % CI (~7 IU/ml) za poutziti analyzy NeuMoDx HBV Quant Assay s vyuZitim pracovniho postupu pro objem vzorku 550 pl. Pozitivni procentni mira
pro kazdy genotyp u kazdé z téchto testovanych hladin byla zpracovana do tabulky a pouZita k vypoc¢tu LoD pomoci probitové analyzy.

genotyp znovu vyloZena jako LLoQ. U vSech genotypu byla mez detekce analyzy NeuMoDx HBV Quant Assay pro vzorky plazmy s vyuZitim
pracovniho postupu pro objem vzorku 550 pl prokazana jako 6,2 1U/ml (0,79 logio IU/ml) a LLoQ byla prokézéna jako 7,6 IU/ml (0,88 logio IU/ml),
jak je uvedeno v tabulce 4.

Tabulka 4. Genotypy HBV testované v plazmé s vyuzitim pracovniho postupu pro objem vzorku 550 pl

GENOTYP LoD [IU/mI] | LLoQ [IU/mlI]
Genotyp A 5,2 5,2
Genotyp B 6,2 6,2
Genotyp C 3,5 6,2
Genotyp D 5,2 5,7
Genotyp E 3,5 3,5
Genotyp F 5,1 6,2
Genotyp G 3,5 3,5
Genotyp H 5,2 7,6

Na zakladé vysledku téchto méreni spoleénost NeuMoDx prohlasuje, Ze LoD a LLoQ u analyzy NeuMoDx HBV Quant Assay pro vzorky plazmy a séra
s vyuzitim pracovniho postupu pro objem vzorku 200 pl je 25 IU/ml (1,4 logio IU/ml).

Spole¢nost NeuMoDx prohlasuje, Ze LoD a LLoQ u analyzy NeuMoDx HBV Quant Assay pro vzorky plazmy a séra s vyuZitim pracovniho postupu
pro objem vzorku 550 pl je 8,0 IU/mL (0,9 logio IU/ml).

Analyticka citlivost - linearita a stanoveni horni meze stanovitelnosti (Upper Limit of Quantitation, ULoQ)

Linearita a horni mez stanovitelnosti (Upper Limit of Quantitation, ULoQ) analyzy NeuMoDx HBV Quant Assay byly stanoveny v plazmé pfipravou
fady fedéni s pouZitim vysoce HBV pozitivniho klinického vzorku (Access Biologicals, Vista, CA) se stanovenou ndvaznosti na 4. mezinarodni
standard WHO. Ve smisené HBV negativni plazmé byl pfipraven 11prvkovy panel s cilem vytvorit zkusebni panel, ktery by pokryl rozsah koncentraci
9,02-1,02 logio IU/ml. ZkuSebni panel byl zpracovan se 6 replikdty na kazdé Urovni ve 2 soustavdch NeuMoDx System a se 3 SarZemi kritickych
reagencii. Analyza NeuMoDx HBV Quant Assay prokazala schopnost kvantifikovat HBV v linedarnim rozsahu 8 logio (véetné kritickych bodu
zdravotnickych rozhodnuti) s odchylkou 0,22 logio IU/ml. PouZiti regresni metody 2. a 3.¥adu nepfineslo Zddnou vyraznou vyhodu. Za pouziti Gdajd
z tohoto méfeni byla ULoQ stanovena na 9,02 logio IU/ml [tabulka 5 a obrdzek 3).
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Tabulka 5: Linearita analyzy NeuMoDx HBV Quant Assay (posouzeno u genotypu A)

Cilova konc. | Cilova konc. S Smérodatna Predpokladana Odcr.\ylk,a o’d
(IU/ml) | (logio1U/ml) konc. odchylka Odchylka lineérni metoda nelinedrni
(logio 1U/ml) metody

1,05E+09 9,02 8,99 0,08 0,06 9,02 -0,04
1,05 E+08 8,02 8,05 0,07 0,05 8,02 0,03
1,05 E+07 7,02 7,05 0,07 0,06 7,02 0,04
1,05 E+06* 6,02 6,05 0,05 0,05 6,02 0,03
1,05 E+05 5,02 5,04 0,05 0,04 5,02 0,00
2,82E+04* 4,45 4,43 0,07 0,05 4,45 -0,01
1,05 E+04 4,02 3,99 0,09 0,05 4,02 -0,02
2,82E+03* 3,45 3,41 0,07 0,06 3,45 -0,03
1,05 E+03 3,02 3,00 0,04 0,04 3,02 -0,03
1,05 E+02 2,02 1,99 0,11 0,09 2,02 -0,01
1,05 E+01 1,02 1,09 0,29 0,23 1,02 0,06

* Blizko bodum zdravotnickych rozhodnuti

Linearita analyzy NeuMoDx HBV Quant Assay

Juny
o

[logio 1U/ml]
O FRP N WPDdUlo N 0O
®

y = 1x + 1E-06

'.-" R2 = 0,9977

Koncentrace analyzy
NeuMoDx HBV Quant Assay

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Ocekavana koncentrace
[logio 1U/ml]

Obrazek 3: Linearni rozsah analyzy NeuMoDx HBV Quant Assay v plazmé

K prokazani ekvivalence matrice bylo provedeno dal$i méreni a analyza srovnala kvantitativni vysledky z NeuMoDx HBV u vzork( pfipravenych v
plazmé a séru za pouziti dvou riznych model(i regresnich metod, véetné nastroje pro regresni analyzu v aplikaci MS Excel a metody Passing-Bablok.
Vysledky vykazaly silnou korelaci reprezentovanou hodnotami smérnice a praseciku, které se velice blizily 1,00, respektive 0,00, a R? o hodnoté
0,99 (MS Excel nastroj Regrese) nebo p-hodnotu 0,270 (Passing-Bablok). Koncentrace analyzy HBV ohlasené soustavou NeuMoDx System pro
plazmovou matrici ve srovnani s odpovidajicimi vzorky séra jsou uvedeny na obrdzku 4.
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Analyza NeuMoDx HBV Quant Assay
Koncentrace v séru vs. v plazmé
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Koncentrace v séru u analyzy NeuMoDx
HBV Quant Assay [logio IU/ml]

Obrazek 4: Linearni rozsah analyzy NeuMoDx HBV Quant Assay mezi matricemi

Linearita a ULoQ byly poté potvrzeny pro pracovni postup pro objem vzorku 200 ul v rozsahu 9,31-1,71 logio IU/ml. Byla provedena srovnani
ekvivalence mezi koncentracemi udavanymi softwarem NeuMoDx pro pracovni postupy pro 200 pl a 550 pl. Demingova a Passing-Bablokova
regresni analyza ukazala vynikajici korelaci a smérnici blizkou 1 a minimalni priseciky (odchylky) uvadénych koncentraci u vzorkd jak plazmy, tak i
séra v linedrnim rozmezi. Blandovo a Altmanovo srovnani hlasené koncentrace pro pracovni postup pro objem vzorku 200 pl se stiedni hlasenou
koncentraci pro oba pracovni postupy pro objem vzorku 200 pl a 550 pl ukdzalo minimalni odchylku, coZ oznacuje pfesnost algoritmu pouzitého
ke generovani vysledk( z pracovniho postupu pro 200 pl. Navic jednoducha linearni regrese srovnavajici ocekavanou koncentraci s hlasenou
koncentraci pro pracovni postup pro 200 pl méla smérnici blizkou 1, coZ ukazuje vynikajici korelaci [obrdzek 5]. Dohromady tato srovnani ukazuji
presnou stanovitelnost HBV v celém linearnim rozsahu analyzy NeuMoDx HBV Quant Assay za pouZiti pracovniho postupu pro objem vzorku 200 pl.

A Jednoduchd linedrni regrese pro vzorky plazmy B Jednoduchd linedrni regrese pro vzorky séra

10 10
E g ) é g e |
2 » 2 (5
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Ocekavana koncentrace (logio 1U/ml) Ocekavana koncentrace (logio 1U/ml)

Obrazek 5: Linearni vztah mezi o¢ekavanymi koncentracemi a koncentracemi hlasenymi soustavou NeuMoDx pro pracovni postup pro 200 pl v a)
plazmé a b) séru

Linearita napfic¢ genotypy

Linearita analyzy NeuMoDx HBV Quant Assay ve vzorku plazmy pro genotypy HBV byla charakterizovana testovanim pfi alespon ¢tyfech (4) riznych
koncentracich kazdého genotypu HBV, pfipravenych ve smisené HBV negativni plazmé. Testované hladiny cilového HBV pouZité v této studii
zavisely na koncentraci zdrojového vzorku, a tudiz se naptic¢ genotypy lisily. Méreni probéhlo u kazdého genotypu za pouZiti 6 replikdtl u kazdé
hladiny. Linearita napfi¢ genotypy viru HBV je znazornéna v tabulce 6 a na obrdzku 6.
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Tabulka 6: Linearita analyzy NeuMoDx HBV Quant Assay napfi¢ genotypy

Rovnice linearity

Genotyp y = stanovitelnost analyzy NeuMoDx HBV Quant Assay R?
x = o¢ekdvana stanovitelnost
A y = 1x + 1E-06 0,9977
B y = 1,0129x - 0,0964 0,9975
C y = 1,0250x - 0,0898 0,998
D y =1,0379x - 0,0896 0,9975
E y =1,0182x - 0,096 0,9956
F y=0,9736x + 0,276 0,9906
G y = 1,0547x - 0,0835 0,9813
10
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Obrazek 6: Linearita analyzy NeuMoDx HBV Quant Assay napfi¢ genotypy

Analyticka specificnost a zkfiZzena reaktivita
Analyticka specificita byla prokazana screeningem zkFizené reaktivity 32 organismd, které se ve vzorcich krve/plazmy béZzné nachazeji, a také druhd,
které se HBV fylogeneticky podobaji. Organismy byly pfipraveny ve smésich skladajicich se ze 4 a7z 6 organismu testovanych pti vysoké koncentraci.
Testované organismy jsou uvedeny v tabulce 7. U Zadného z testovanych organismU nebyla pozorovana zadna zkrizend reaktivita, ¢imzZ je potvrzena
100% analyticka specificnost analyzy NeuMoDx HBV Quant Assay.

NeuMoDx Molecular, Inc.

Tabulka 7: Patogeny pouzité k prokazani analytické specifi¢nosti — zkfizené reaktivity

Adenovirus 2 Dengue V1 Hepatitida A HPV 16 lleus (ILHV) .Zlut.a
zimnice
Adenovirus 5 Dengue V2 Hepatitida C HPV 18 Chtipka A Virus Zika
Banzi Virus Dengue V3 Lidsky HSV1 | ParvoB19
herpesvirus 6a
. Lidsky M
BK virus Dengue V4 ) HSV 2 Zardénky
herpesvirus 8
Virus Virus
Cytomegalovirus Epsteina- HIV 1 HTLV 1 encefalitidy
Barrové St. Louis
Virus Virus
vzv kravskych HIV 2 HTLV 2 | zapadonilské
nestovic horecky
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Interferujici latky — komenzalni organismy
Analyza NeuMoDx HBV Quant Assay byla hodnocena na interferenci v pfitomnosti necilovych organism za pouziti stejnych smési organism, jako
byly organismy pripravené pro testovani analytické specifi¢nosti. Organismy byly testovany bud’ individudlné, nebo smisené ve skupinach po 4-6
organismech ve vySetfené HBV negativni plazmé a obohacené o kontroly HBV pfi koncentraci 3,7 logio IU/ml. Jak naznacila minimalni odchylka
stanovitelnosti z kontrolnich vzorkd, které neobsahovaly Zadny interferujici pripravek, nebyla za pritomnosti téchto komenzald pozorovana zadna
vyznamnad interference [tabulka 8].

NeuMoDx Molecular, Inc.

Tabulka 8: Testovdni interference —komenzalni organismy

Necilové organism Priimérna konc. Odchylka
ganismy (log1o 1U/ml) (log1o 1U/ml)
Skupina 1
(BK Y|rus, cytotne.galqwrus, wrgs 3,51 0,10
Epsteina Barrové, lidsky herpesvirus
6a, lidsky herpesvirus 8)
Skupina 2
(Adenovirus 2, adenovirus 5, dengue 3,38 0,22
V2, dengue V3, dengue V4)
Skupina 3
(Parvo B19, HTLV 1, HTLV 2, lleus 3,62 0,06
(ILHV), Zluta zimnice, virus Zika)
Skupina 4
(HPV 16, HPV 18, HSV 1, HSV 2, 3,57 0,04
dengue V1)
Skupina 5
(V|.rus encefal‘ltldy Svt. Lo.ms,.VZV, 3,57 0,03
virus kravskych nesStovic, virus
zapadonilské horecky)
HAV 3,58 0,05
Banzi virus 3,41 0,19
HIV-1 3,47 0,15
HIV-2 3,56 0,05
Zardénky 3,16 0,44
Chtipka A 3,60 0,03
HCV 3,58 0,04
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Interferujici latky — endogenni a exogenni latky
Utinnost testovaciho pasku NeuMoDx HBV Quant Test Strip byla hodnocena za pfitomnosti typickych exogennich a endogennich interferujicich
latek, které se v klinickych HBV vzorcich plazmy objevily. Mezi tyto latky pattily neobvykle vysoké hladiny krevnich sloZek a také bézné antivirové
léky, které byly zarazeny do tabulky 9. Kazda z endogennich a exogennich latek uvedenych v tabulce 10 nize byla ptidana k vySetfené HBV negativni
lidské plazmé obohacené o 3,7 logio IlU/ml HBV a u Udaj( byla zkoumana interference. Kromé toho byla na moznou interferenci testovéna i plazma

ve stavu pti béZném onemocnéni souvisejicim s infekci virem hepatitidy B.

Tabulka 9: Testovani interference — exogenni pripravky (klasifikace Iék)

Smés Pripravek Klasifikace
Zidovudin (ZDV) Inhibitor reverzni transkriptazy
Saquinavir Inhibitor HIV proteazy
Ritonavir Inhibitor HIV proteazy
! Klarithromycin Antibiotikum
Interferon alfa-2a Modulétor imunity
Interferon alfa-2b Modulétor imunity
Abakavir-sulfat Inhibitor reverzni transkriptazy
Amprenavir Inhibitor proteazy
Ribavirin Moduldtor imunity
2 Entecavir Antivirotikum proti HBV
Fluoxetin SSRI antidepresivum
Valaciclovir hydrochloridu Antivirotikum
Tenofovir-disoproxil HBV/HIV antivirotikum
Lamivudin HBV/HIV antivirotikum
3 Ganciclovir Antivirotikum proti CMV
Valganciclovir Antivirotikum proti CMV
Nevirapin Inhibitor reverzni transkriptazy
Efavirenz Inhibitor reverzni transkriptazy
Lopinavir Inhibitor proteazy
4 Enfuvirtid Inhibitor HIV fuze
Ciprofloxacin Antibiotikum
Paroxetin SSRI antidepresivum
Adefovir (dipivoxil) Antivirotikum
Azithromycin Antibiotikum
® Indinavir-sulfat Inhibitor HIV proteazy
Sertralin SSRI antidepresivum

NeuMoDx Molecular, Inc.
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Tabulka 10: Testovani interference — exogenni a endogenni pfipravky

Priimérna Odchvika
Endogenni konc. o
(logzo 1U/mi) | (logrlU/m)
Hemoglobin 3,50 0,20
Triglyceridy 3,51 0,09
Bilirubin 3,56 0,13
Albumin 3,51 0,17
Priimérna
Exogenni (pFipravky) konc. e CpiLE
(logso 1U/ml) (logio 1U/ml)
Smés 1: Zidovudin (ZDV), Saquinavir, Ritonavir, Klarithromycin,
3,58 0,08
Interferon alfa-2a, Interferon alfa-2b
Smés 2: Abakavir-sulfat, Amprenavir, Ribavirin, Entecavir,
. . . . 3,56 0,04
Fluoxetin, Valaciclovir Hydrochlorid
Smés 3: TenofO\{lr dls.oprox!l, La.mlvudm, Ganciclovir, 3,59 0,06
Valganciclovir, Nevirapin
Smés 4: Efavirenz, Lopinavir, Enfuvirtid, Ciprofloxacin, Paroxetin, 3,60 0,07
Smés 5:  Adefovir (dipivoxil), Azithromycin, Indinavir-sulfat, Sertralin 3,56 0,19
Priimérna Odchvika
Stav onemocnéni konc. Y
(logso 1U/ml) (logio 1U/ml)
Antinukledrni protilatka (Antinuclear Antibody, ANA) 3,61 0,10
Systémovy lupus erythematodes (Systemic Lupus 3,63 0,10
Erythematosus, SLE)
Revmatoidni artritida (Rheumatoid Arthritis, RA) 3,57 0,09
Protilatky anti-HCV 3,58 0,07
Protilatky anti-HBV 3,64 0,11
Alkoholicka cirhéza 3,68 0,15
Revmatoidni faktor (Rheumatoid Factor, RF) 3,63 0,10
Nealkoholicka steatohepatltllgzs(:)on—Alcohol|c Steatohepatitis, 3,49 0,06

Vnitrolaboratorni preciznost

Preciznost testovaciho pasku NeuMoDx HBV Quant Test Strip byla stanovena testovdnim 8prvkového panelu se vzorky HBV, které zahrnovaly
genotypy A a C, za poutziti tfi soustav NeuMoDx System po dobu 12 dnu. Preciznost byla charakterizovdana v rdmci jednoho cyklu, jednoho dne a
jedné soustavy a celkovd smérodatnd odchylka byla stanovena jako < 0,22 logio IU/ml. Preciznost mezi pracovniky obsluhy charakterizovana nebyla,
jelikoZ obsluha pfi zpracovéni vzork(l za pouZiti soustavy NeuMoDx System nehraje Zadnou vyznamnou roli. Vysledky vnitrolaboratorni preciznosti
jsou uvedeny v tabulce 11.

Tabulka 11: Vysledky méfeni vnitrolaboratorni preciznosti

PRVEK CILOVA KONC. STREDNI{ KONC. N | odchvika | SPVramei SD v ramci SD v ramci Celkova
PANELU (Log1o IU/mlI) (Log1o IU/mlI) v cyklu dne soustavy SD
7,75 7,89 36 0,14 0,06 0,07 0,07 0,07
5,75 5,83 36 0,11 0,07 0,10 0,10 0,10
Genotyp A
3,75 3,70 36 0,11 0,11 0,13 0,15 0,15
1,75 1,54 36 0,23 0,16 0,22 0,22 0,22
6,27 6,23 36 0,10 0,08 0,09 0,10 0,10
4,27 4,18 36 0,08 0,08 0,10 0,10 0,10
Genotyp C
3,27 3,14 36 0,09 0,08 0,12 0,12 0,12
2,27 2,08 36 0,12 0,12 0,15 0,16 0,16
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Reprodukovatelnost mezi Sarzemi

Reprodukovatelnost mezi Sarzemi byla u testovaciho prouzku NeuMoDx HBV Quant Test Strip stanovena za pouziti tfi rlznych Sarzi klicovych
reagencii — lyza¢niho pufru NeuMoDx Lysis Buffer 1, extrakéni desticky NeuMoDx Extraction Plate a testovaciho prouzku NeuMoDx HBV Quant Test
Strip. K hodnoceni u¢innosti byl pouZit 8prvkovy panel s HBV genotypy A a C. Testovani probihalo za poufZiti tfi SarZi reagencii na tfech soustavach
NeuMoDx System po dobu 6 dn(. Byla analyzovéna variace v $arzich a mezi nimi. Maximalni celkova odchylka byla 0,12 logio IU/ml a celkova
maximalni SD byla 0,24 logio IU/ml. Mezi $arzemi nebyl zjistén Zzadny vyznamny rozdil v G¢innosti, jelikoZ stanovitelnost viech prvki panelu byla v
mezich specifikované tolerance. Vysledky reprodukovatelnosti mezi $arzemi jsou uvedeny nize v tabulce 12.

Tabulka 12: Vysledky méreni reprodukovatelnosti mezi Sarzemi

PRVEK CiLOVA KONC. STREDNi KONC. N odchvika V ramci SARZE | Mezi SARZEMI Celkem
PANELU [logio 1U/ml] [logio 1U/ml] Y sD sD sD
8,02 7,99 36 0,03 0,15 0,09 0,17
6,02 5,96 36 0,06 0,17 0,06 0,18
Genotyp A
4,02 3,90 36 0,12 0,14 0,09 0,17
2,02 1,92 36 0,10 0,21 0,12 0,24
6,27 6,32 36 0,05 0,06 0,08 0,10
4,27 4,31 36 0,04 0,22 0,09 0,24
Genotyp C
3,27 3,30 36 0,03 0,20 0,07 0,21
2,27 2,32 36 0,05 0,13 0,13 0,18

Ucinnost kontroly

Za pouziti dvou béznych HBV genotypl (A a C) byla vyhodnocena Gc¢innost SPC1 obsazené v analyze NeuMoDx HBV Quant Assay, kterd ma ohlasit
selhani jakéhokoli kroku zpracovéni nebo inhibici ovliviiujici vykon testu analyzy NeuMoDx HBV Quant Assay. Testované podminky jsou
reprezentativni pro kriticka selhani zpracovani, ke kterym by béhem zpracovéni vzorku mohlo teoreticky dojit a ktera by nemusela byt odhalena
¢idly, kterd vykon soustavy NeuMoDx System monitoruji. U¢innost SPC1 byla posouzena simulaci podminek takového selhani. Neucinnost procesu,
ktera méla na detekci/stanovitelnost HBV neblahy vliv, se odrazila v G¢innosti cilové SPC1 (pfitomnost inhibitoru a nedostate¢né promyti). U
podminek, za kterych nebyla amplifikace SPC1 ovlivnéna, se ukazalo, Ze cilovy HBV se také amplifikoval v mezich hlasené stanovitelnosti 0,2 log®
lu/ml u kontrolnich vzorka.

Tabulka 13: Ucinnost kontroly zpracovani vzork(

Testovana selhani krok
zpracovani

Stav amplifikace kontroly
zpracovani vzorkd

Stav amplifikace cilového
HBV

Vysledek analyzy

Presence of Inhibitor
(PFitomnost inhibitoru)

Not Amplified (Neni
amplifikovano)

Not Amplified (Neni
amplifikovano)

Unresolved (Nerozliseno)

No Wash Delivered
(Promyti nebylo dodano)

Not Amplified (Neni
amplifikovano)

Not Amplified (Neni
amplifikovano)

Unresolved (Nerozliseno)

No Wash Blowout (Bez
procisténi)

Amplified (Amplifikovano)

Amplified (Amplifikovano)

Positive (Pozitivni) se stanovitelnosti do

0,2 Logio IU/ml kontroly

Kfizova kontaminace

Mira kFiZové kontaminace analyzy NeuMoDx HBV Quant Assay byla stanovena testovanim tfi sad vzork( HBV, kde se stfidaly vzorky vysoce pozitivni
a negativni. Celkem bylo testovdno 144 replikat( bézného HBV negativniho vzorku lidské EDTA plazmy a 144 replikatG HBV vzorku s vysokym titrem
pfi 8,0 logio IU/ml. VSech 144 replikatl negativniho vzorku bylo negativnich, coz je dilkazem, Ze béhem zpracovéni vzorku na soustavé NeuMoDx
System k zadné kfizové kontaminaci nedoslo.

Ekvivalence matrice vzorka

Testovani bylo provedeno za Ucelem stanovit srovnatelné vysledky u vzorkG plazmy odebranych jak v odbérnych zkumavkdach s kyselinou
ethylendiamintetraoctovou (Ethylenediaminetetraacetic Acid, EDTA), tak ve zkumavkéch s kyselinou-citratem-dextrézou (Acid Citrate Dextrose,
ACD). Kromé toho bylo provedeno testovani k prokazani ekvivalence mezi éerstvymi a zmrazenymi vzorky. Ctyficet individudlnich dércovskych
vzork( pochdézejicich z BiolVT bylo odebrano do odbérovych zkumavek s EDTA i s ACD. Po dodani byly tyto Cerstvé vzorky uméle obohaceny o Ctyfi
hladiny genotypu A nebo C viru HBV a testovany na ekvivalenci. Vzorky pak byly zmrazeny po dobu minimalné 24 hodin, rozmrazeny a znovu
testovany. Mezi ¢erstvymi a zmrazenymi vzorky a vzorky EDTA a ACD byla pomoci regresni analyzy prokazana vynikajici ekvivalence.
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Tabulka 14: Regresni analyza vysledk( ekvivalence vzorkd

Parametr (kritéria pfijatelnosti) éet“,"é vzorky ve, . AN
srovnani se zmrazenymi K2EDTA
Smérnice (0,9-1,1) 1,002 0,996
Prisecik [< 0,5] -0,031 0,018
Koeficient ur¢eni [R?>0,95] 0,995 0,993

Bylo provedeno dalsi testovani, aby se prokazala ekvivalence vykonu analyzy NeuMoDx HBV Quant Assay za poufziti vzorkt v primarnich odbérovych
zkumavkach ve srovnani se vzorky v sekundarnich odbérovych zkumavkach. Panely HBV negativnich darcovskych vzork(i uméle obohacenych o
cilovy HBV (AccuPlex™ HBV Control) byly nejprve zpracovany z primarnich zkumavek se vzorky. Zbyvajici plazma z kazdého vzorku byla rozdélena
do sekundarni zkumavky se vzorkem a znovu zpracovana. Nebyl nalezen Zadny vyznamny rozdil v uvddénych vysledcich mezi zpracovanim v
primarni a sekundarni zkumavce se vzorkem.

Ekvivalence vykonu analyzy NeuMoDx HBV Quant Assay ve vzorcich ¢erstvého versus zmrazeného séra byla také hodnocena pomoci panelu
individualnich Cerstvych dércovskych vzork( séra, uméle obohacenych o HBV v koncentracich pokryvajicich linedrni rozsah analyzy. Po zpracovani
Cerstvych vzorkd byly vzorky séra zmrazeny po dobu alespor 24 hodin na teplotu -20 °C. Zmrazené vzorky byly poté rozmrazeny a znovu testovany.
Linearni ekvivalence mezi identickymi Cerstvymi a zmrazenymi vzorky byla hodnocena pomoci Passing-Bablokovy a Demingovy regresni analyzy. P
hodnota z Passing-Bablokovy regrese 0,329 (vyssi nez 0,05) a Deming(iv regresni korelaéni koeficient 0,989 ukazuji vynikajici ekvivalenci mezi vzorky
zpracovanymi jako Cerstvé a jako nejprve zmrazené. Odchylka mezi ¢erstvym a zmrazenym stavem byla stanovena podle Blanda-Altmana jako
extrémné zanedbatelnd hodnota -0,002 logio IU/ml a déle demonstruje ekvivalenci zpracovani erstvého a zmrazeného vzorku. Nakonec byla
korelace mezi koncentracemi HBV hlasenymi soustavou a ocekavanymi koncentracemi pro Cerstvé i zmrazené vzorky stanovena jednoduchou
linearni regresi s hlaSenymi hodnotami R? 0,991 a 0,985.

Stabilita vzorku

HBV negativni vzorky EDTA plazmy a séra byly uméle obohaceny o HBV v koncentraci 3,7 log10 IU/ml a testovény v riznych ¢asovych bodech
obdobi, ve kterém byly uloZeny v soustavé NeuMoDx System, a to: okamZité (¢as 0), po 4 hodinach, po 8 hodindch a po 24 hodinach. Mezi ¢asovymi
body nebyl pozorovén zadny vyznamny rozdil ve vykonu, coZ naznacuje, Ze vzorek lze do soustavy NeuMoDx System vloZit aZz na 24 hodin bez
jakéhokoli dopadu na vykon analyzy.

Podobné testovani bylo také provedeno u vzork( plazmy a séra skladovanych v laboratorni lednici (mezi 2 aZ 8 °C) po dobu az 7 dn(i pred testovanim
a zadny vyznamny rozdil ve vykonu nebyl pozorovan.

Nakonec byly vzorky, které byly pfed zpracovanim skladovany pfi < -20 °C po dobu az 6 mésicll (plazma) a az 4 mésicl (sérum), testovany a ve
vztahu k éerstvym vzorkm nebyl Zadny vyznamny rozdil vykazan. Cyklus zmrazeni/rozmrazeni byl opakovan a po 2 cyklech zmrazeni/rozmrazeni
(plazma) ¢i 4 cyklech zmrazeni/rozmrazeni (sérum) znovu nebyla prokazana zadna zména ve vykonu.

Korela¢ni metoda

Vzorky plazmy

Kvalitativni a kvantitativni i¢innosti analyzy NeuMoDx HBV Quant Assay byly hodnoceny ve srovnani s analyzami komparatory schvalenymi Gfadem
FDA / s oznaenim CE testovanim nezfedénych klinickych vzork( plazmy od pacientd infikovanych virem HBV. Testovani interné provedla
spoleénost NeuMoDx prostiednictvim jednoduse zaslepené studie za pouZiti klinickych vzork( od tfi nezavislych referencnich laboratofti. Vysledky
vSech 308 HBV pozitivnich a negativnich vzorkd byly zpracovany v kvalitativni analyze za ucelem vypocitat klinickou citlivost a specificitu analyzy
NeuMoDx HBV Quant Assay. Kvalitativni analyza byla provedena véetné pozitivnich vzorkd pod LLoQ a bez nich, jelikoZ zarazeni takto nizkych
vzork( se mlZe mezi testy lisit. Celkem 97 HBV pozitivnich klinickych vzorkd v mezich linedrniho rozsahu pro oba testy spolecného bylo pouZito k
vytvoreni linedrni regrese pro stanoveni kvantitativni dcinnosti. Kromé vynikajici senzitivity a specificity prokazal testovaci pasek NeuMoDx HBV
Quant Test Strip vynikajici kvantitativni vztah k analyze komparatory. Na zakladé téchto vysledkd byla citlivost analyzy NeuMoDx HBV Quant Assay
odhadnuta na 100 % (Cl 96,4 % — 100 %) a specifi¢nost byla odhadnuta na 95,6 % (Cl 91,9 % — 97,7 %). Tyto 95 % intervaly spolehlivosti byly
vypocitany pomoci metody skére 95 % intervalu spolehlivosti dle EP12-A2, User Protocol for Evaluation of Qualitative Test Performance, Approved
Guideline, Vol 28, No 3.5
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Tabulka 15: Metriky klinické citlivosti a specifi¢nosti analyzy NeuMoDx HBV Quant Assay na molekuldrni soustavé NeuMoDx 288 Molecular

System pro vzorky plazmy

Referencni Referencni
CELKEM
analyza (POZ.) analyza (NEG.)
Analyza NeuMoDx HBV
Quant Assay (POZ.) 103 9 112
Analyza NeuMoDx HBV
0 196 196
Quant Assay (NEG.)
CELKEM 103 205 308
CITLIVOST =100 % 95% Cl (96,4 % — 100 %)
SPECIFICNOST = 95,6 % 95 % Cl (91,9 %—97,7 %)

Tabulka 16: Metriky klinické citlivosti a specifi¢nosti analyzy NeuMoDx HBV Quant Assay na molekuldrni soustavé NeuMoDx 288 Molecular

System s vyloué¢enim vzorkud plazmy < LLoQ

201300

Referencni Referencni
CELKEM
analyza (POZ.) analyza (NEG.)
Analyza NeuMoDx HBV
Quant Assay (POZ.) 99 > 104
Analyza NeuMoDx HBV
0 196 196
Quant Assay (NEG.)
CELKEM 99 201 300
CITLIVOST =100 % 95% Cl (96,3 % — 100 %)
SPECIFICNOST = 97,5 % 95% CI (94,3 %-98,9 %)
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Obrazek 7: Méreni kvantitativni korelaéni metodou pomoci analyzy NeuMoDx HBV Quant Assay

Dal3i testovani bylo provedeno na molekularni soustavé NeuMoDx 96 Molecular System za pouZiti 159 rezidudlnich klinickych vzork( plazmy. Tak
jako u predchoziho testovani, provedeného na soustavé NeuMoDx 288, byly vysledky ziskané ze soustavy NeuMoDx 96 srovnany s vysledky
udanymi analyzami schvalenymi Gfadem FDA a/nebo oznatenymi CE, které pouzily zdrojové laboratofe pfi b&zném testovani pro vysetfeni
pacientd. Vysledky véetné pravdivostni tabulky s klinickou citlivosti a specificnosti jsou s 95% Cl uvedeny v tabulce 17.
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Tabulka 17: Souhrn klinického vykonu — analyza NeuMoDx HBV Quant Assay na molekuldrni soustavé NeuMoDx 96 Molecular System

Referencni Referencni
analyza (POZ.) analyza (NEG.) CELKEM

Analyza NeuMoDx HBV

Quant Assay (POZ.) 60 2 62
Analyza NeuMoDx HBV

Quant Assay (NEG.) ! 9 96

CELKEM 61 97 158

CITLIVOST =98 % 95% CI (90 %—100 %)
SPECIFICNOST = 98 % 95% Cl (92 %—100 %)

Vzorky séra

Kvantitativni G¢innost analyzy NeuMoDx HBV Quant Assay byla hodnocena ve srovnéani s analyzami komparatord schvalenych dfadem FDA /
oznacenych znacenim CE testovanim deidentifikovanych, reziduélnich, HBV pozitivnich vzork( séra od pacientl infikovanych virem HBV. Interné
ve spolecnosti NeuMoDx bylo pomoci analyzy NeuMoDx HBV Quant Assay testovano celkem 66 klinicky znamych HBV pozitivnich vzork( séra
ziskanych ze dvou nezévislych referencnich laboratofi. Ze znamych pozitivnich testovanych vzorkid séra bylo identifikovano 58 jako pozitivnich
vysledk, z nichz devét (9) vysledki bylo pod LLoQ a nad ULoQ pro analyzu NeuMoDx HBV Quant Assay a/nebo referencni test. Celkem 49 HBV
pozitivnich klinickych vzorkd v mezich linedrniho rozsahu pro oba testy spolecného bylo pouZito k vytvoreni regresnich analyz pro stanoveni
kvantitativni Gc¢innosti.

Pro znazornéni korelace mezi koncentracemi analyzy NeuMoDx HBV Quant Assay a hodnotami koncentrace referencnich testd u viech testovanych
vzork( byly pomoci Demingovy a Passing-Bablokovy regresni analyzy vytvoreny grafy ekvivalence a rezidui, které jsou uvedeny na obrazku 8 a 9.
Kvalita Demingovy regresni metody je ilustrovana koeficientem smérnice 0,99 s95% Cl (0,93, 1,07) a prlsecikem (odchylkou) 0,22 s 95% ClI
(-0,56, 0,12), coz dokazuje, Ze vysledky koncentrace ziskané mezi analyzou NeuMoDx HBV Quant Assay a referencnimi testy jsou viceméné stejné
a s prijatelnou odchylkou. Kvalita Passing-Bablokovy linearni metody je ilustrovana koeficientem smérnice 0,99 s C1 95 % (0,91, 1,06) a prisecikem
(odchylkou) -0,25 s 95 % CI (-0,48, 0,06), coz dokazuje, Ze vysledky koncentrace ziskané mezi analyzou NeuMoDx HBV Quant Assay a referencnimi
testy jsou viceméné stejné a s pfijatelnou odchylkou, tak jak ukazuje tabulka 18.

Regrese konc. NMDx (log10 1U/ml) dle ref. konc. Rezidua / ref. konc. (log10 IU/ml)

(log10 1U/ml)
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Obrazek 8: Grafy ekvivalence (a) a rezidui (a) — kumulativni analyza pro test NeuMoDx HBV Test versus referencni testy — Analyza Demingovou
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Regrese konc. NMDx (log10 1U/ml) dle ref. Rezidua / ref. konc. (log10 IU/ml)
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Obrazek 9: Grafy ekvivalence (a) a rezidui (b) — kumulativni analyza pro analyzu NeuMoDx HBV Quant Assay versus referencni testy —
Passingova-Bablokova analyza.

Tabulka 18. Shrnuti linearni regresni analyzy Demingovou a Passingovou-Bablokovou metodou pro vzorky séra

Analyza Demingovou metodou Analyza metodou Passing-Bablok
Prusedik Koeficient smérnice R2 Pruseéik Koeficient smérnice P hodnota
-0,22 0,99 0.95 -0,25 0,99 0.89
€195 % (-0,56, 0,12) €195 % (0,93, 1,07) ’ C1 95 % (-0,48, 0,06) €195 % (0,91, 1,06) ’

Testovani uméle pFipravenych vzorkl — pracovni postup pro objem vzorku 200 pl

Kvantitativni korelace mezi pracovnimi postupy pro objem vzorku 200 pl a 550 pl byla potvrzena pomoci panelu sestévajiciho z jednotlivych
vzork( HBV negativni plazmy a séra obohacenych ¢tyfmi znamymi hladinami kontrolniho HBV materialu, navazaného na 4. mezinarodni standard
WHO pro DNA HBV pro testovani nukleovych kyselin. Tyto jednotlivé vzorky plazmy a séra byly zpracovany pomoci pracovnich postupl pro objemu
vzorku 550 pl i 200 pl u celkem 288 provedenych testl. Porovnani ekvivalence mezi koncentraci hlasenou softwarem NeuMoDx pro pracovni
postupy pro objem vzorku 200 pl a 550 pl s uméle vytvofenym panelem byly provedeny na zékladé individudlnich vzork(. Demingova a Passing-
Bablokova regresni analyza méla smérnici 0,985 a 0,998 s prlseciky —0,001, respektive 0,053 u plazmy, a smérnice 1,024 a 1,018 s prlseciky 0,095,
respektive 0,070 u séra, coz ukazuje vynikajici shodu kvantifikace HBV mezi témito dvéma objemy zpracovani. Porovnani podle Blanda a Altmana
ukdzalo minimalni odchylku mezi témito dvéma pracovnimi postupy. Navic jednoduché linedrni regresni analyzy s oekdvanou koncentraci a
hldsenou koncentraci pro pracovni tok pro 200 pl mély smérnici 1,047 a korelaéni koeficient 0,998 (plazma) a 1,113 a 0,992 (sérum), coz ddle
podporuje vynikajici uc¢innost s pouzitim pracovniho postupu pro objemu vzorku 200 pl u analyzy NeuMoDx HBV Quant Assay. Vysledky téchto
méreni jsou shrnuty niZe na obrdzku 10 a obrdzku 11.
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Obrazek 10: Graf ekvivalence se srovnanim hldsenych koncentraci pro nizky objem vzorku s hlasenymi koncentracemi pro standardni objem. A)
Passing-Bablokova regrese. B) Demingova regrese. C) Bland-Altman(v bodovy graf D) Bland-Altman(v rozdilovy graf — vzorky plazmy
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Obrazek 11: Graf ekvivalence se srovnanim hldsenych koncentraci pro nizky objem vzorku s hlasenymi koncentracemi pro standardni objem. A)
Passing-Bablokova regrese. B) Demingova regrese. C) Bland-Altman(v bodovy graf D) Bland-Altman(v rozdilovy graf — vzorky séra
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OCHRANNE ZNAMKY

NeuMoDx™ je ochranna znamka spole¢nosti NeuMoDx Molecular, Inc.
NeuDry™ je ochranna znamka spole¢nosti NeuMoDx Molecular, Inc.
TagMan® je registrovana ochranna znamka spolec¢nosti Roche Molecular Systems, Inc.

Vsechny ostatni nazvy produktd, ochranné znamky a registrované ochranné znamky, které se mohou objevit vtomto dokumentu, jsou majetkem
prislusnych vlastnik.
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