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201300 NeuMoDx™ HBV Quant Test Strip R only
VORSICHT: Nur fiir den US-Export

Nur zur Verwendung mit dem NeuMoDx 288 Molecular System und dem NeuMoDx 96
Molecular System in der In-vitro-Diagnostik vorgesehen.

Fiir Aktualisierungen dieser Beilage siehe: www.giagen.com/neumodx-ifu
DII Detaillierte Anleitungen sind dem Benutzerhandbuch fiir das NeuMoDx 288 Molecular System, Teile-Nr. 40600108, zu entnehmen.

Detaillierte Anleitungen sind dem Benutzerhandbuch fiir das NeuMoDx 96 Molecular System, Teile-Nr. 40600317, zu entnehmen.

VERWENDUNGSZWECK

Der NeuMoDx HBV Quant Assay ist ein automatisierter In-vitro-Nukleinsdureamplifikationstest fir die Quantifizierung der DNA des
Hepatitis-B-Virus (HBV) in Humanplasma- und -serumproben zum Nachweis der HBV-Genotypen A bis H bei HBV-infizierten Personen. Der auf dem
NeuMoDx 288 Molecular System und dem NeuMoDx 96 Molecular System (NeuMoDx System(s)) implementierte NeuMoDx HBV Quant Assay
umfasst eine automatisierte DNA-Extraktion zur Isolation der Zielnukleinsdure aus der Probe und eine Echtzeit-Polymerasekettenreaktion (qPCR),
die auf die hochkonservierten Sequenzen des Hepatitis-B-Virusgenoms abzielt.

Der NeuMoDx HBV Quant Assay ist fur die Verwendung als Hilfsmittel bei der Versorgung von Patienten mit HBV-Infektionen vorgesehen. Die
Interpretation der Ergebnisse des NeuMoDx HBV Quant Assay muss im Zusammenhang mit allen relevanten klinischen und Laborergebnissen
erfolgen. Der NeuMoDx HBV Quant Assay ist nicht als Screeningtest fiir Blut oder Blutprodukte oder als Diagnosetool zur Diagnose des klinischen
Status einer HBV-Infektion vorgesehen.

ZUSAMMENFASSUNG UND ERLAUTERUNG

Zur Plasmagewinnung kann humanes Vollblut verwendet werden, das in sterilen Blutentnahmeréhrchen mit entweder
Ethylendiamintetraessigsdure (Ethylenediaminetetraacetic Acid, EDTA, ) oder ACD-Stabilisator (Acid Citrate Dextrose, ACD) als Antikoagulans oder
in  Plasmapraparationsrohrchen (Plasma Preparation Tubes, PPT) entnommen wurde.Serum sollte in Serumentnahmerdhrchen
oder -trennréhrchen (Serum Separation Tubes, SST) entnommen werden. Zur Vorbereitung des Tests wird das Plasma oder Serum in einem
sekundéaren Probenrohrchen oder das fraktionierte Blut in einem mit dem NeuMoDx System kompatiblen primaren Probenréhrchen mithilfe eines
speziellen Probenréhrchentragers in das NeuMoDx System geladen. Firr jede Probe wird ein Aliquot der Plasma- oder Serumprobe mit dem
NeuMoDx Lysis Buffer 1 vermischt, und das NeuMoDx System fuihrt automatisch alle Schritte durch, die erforderlich sind, um die Zielnukleinsdure
zu extrahieren, die isolierte DNA fur die Echtzeit-PCR-Amplifikation vorzubereiten und die Amplifikationsprodukte (Abschnitte in der
hochkonservierten Zielregion des HBV-Genoms, die fiir das Protein X und das preC-Protein codiert), falls vorhanden, zu amplifizieren und
nachzuweisen. Der NeuMoDx HBV Quant Assay umfasst eine DNA-Probenprozesskontrolle (Sample Process Control, SPC1), mit der Gberwacht
wird, ob potenziell inhibitorische Substanzen vorhanden sind oder wahrend der Extraktions- und Amplifikationsprozesse Fehler am NeuMoDx
System oder bei den Reagenzien auftreten.

Das Hepatitis-B-Virus (HBV) ist der Erreger der Hepatitis-B-Leberinfektion und ein globales Gesundheitsproblem. Hepatitis B kann entweder eine
akute Hepatitis hervorrufen oder zu einer chronischen Erkrankung voranschreiten, die schlieBlich zu Zirrhose oder Leberkrebs fiihrt. Das Risiko der
Entwicklung einer chronischen Erkrankung ist primar altersbedingt. Wird das Virus bei der Geburt libertragen, liegt die Wahrscheinlichkeit, dass
sich eine chronische Erkrankung entwickelt, bei > 90 %; bei einer Infektion im Erwachsenenalter liegt diese Wahrscheinlichkeit bei nur 2-6 %. HBV
wird Uber direkten Blutkontakt mit einer infizierten Person, auf sexuellem Wege, durch die gemeinsame Verwendung von Nadeln mit einer
infizierten Person beim intravendsen Drogenkonsum oder bei der Geburt vertikal von der Mutter auf das Kind tibertragen. In den Vereinigten
Staaten leben ca. 850.000 Menschen mit einer HBV-Infektion, wobei die Mehrzahl der Neuinfektion auf sexuelle Ubertragung oder die Injektion
von Drogen zuriickzufiihren ist.> In Afrika und dem Westpazifik sind ganze 5% der Bevélkerung bekanntermaRen infiziert. 2015 haben
HBV-Infektionen weltweit 885.000 Todesopfer gefordert, zumeist durch Zirrhose oder Leberzellkarzinom.? Es gibt einen Impfstoff, der mit einer
Wirksamkeit von 95 % HBV-Infektionen verhindern kann, weshalb mit jedem Jahr weniger Fille diagnostiziert werden.*

Der aktuelle Pflegestandard zur Behandlung einer HBV-Infektion ist die antivirale Therapie, welche eine durchgehende Uberwachung erfordert,
um zu gewdbhrleisten, dass die Behandlung wie gewiinscht voranschreitet. Die Therapieliberwachung mit dem NeuMoDx HBV Quant Assay kann
Arzten mit den Informationen versorgen, die sie fiir die Versorgung von Patienten mit HBV-Infektion benétigen.

PRINZIPIEN DES VERFAHRENS

Der NeuMoDx HBV Quant Assay kombiniert die automatisierte DNA-Extraktion, die Amplifikation und den Nachweis mittels Echtzeit-PCR.
Vollblutproben werden fiir die Gewinnung von Plasma in EDTA-, ACD- oder PPT-Réhrchen und/oder fuir die Gewinnung von Serum in SST-R6hrchen
entnommen. Die primare (fraktionierte) Blutprobe oder ein Plasma-/Serumaliquot in einem kompatiblen sekundaren Probenréhrchen wird mit
Barcode versehen und in das NeuMoDx System geladen. Das NeuMoDx System aspiriert automatisch ein Aliquot des Plasmas/Serums und mischt
es mit NeuMoDx Lysis Buffer 1 und den Agenzien in der NeuMoDx Extraction Plate, um die Verarbeitung zu beginnen. Das NeuMoDx System
automatisiert und integriert die DNA-Extraktion und -Konzentration, die Reagenzvorbereitung und die Nukleinsdureamplifikation/den Nachweis
der Zielsequenzen mittels Echtzeit-PCR. Die enthaltene Probenprozesskontrolle (Sample Process Control, SPC1) unterstiitzt die Uberwachung auf
das Vorhandensein von inhibitorischen Stoffen und System-, Prozess- oder Reagenzfehlern. Es ist kein Bedienereingriff erforderlich, sobald die
Probe in das NeuMoDx System geladen ist.
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Das NeuMoDx System verwendet eine Kombination aus Warme, lytischem Enzym und Extraktionsreagenzien, um automatisch Lyse,
DNA-Extraktion und die Entfernung von Inhibitoren durchzufiihren. Die freigesetzten Nukleinsduren werden durch paramagnetische Partikel
aufgenommen. Die Partikel werden zusammen mit den gebundenen Nukleinsduren in die NeuMoDx Cartridge geladen, wo die ungebundenen
Elemente mit NeuMoDx Wash Reagent ausgewaschen werden. Die gebundene DNA wird dann mit NeuMoDx Release Reagent eluiert. Das
NeuMoDx System verwendet die eluierte DNA zur Rehydrierung proprietarer NeuDry™ Amplifikationsreagenzien, die alle fur die Amplifikation der
HBV- und SPC1-Zielsequenzen erforderlichen Elemente enthalten. Auf diese Weise konnen Amplifikation und Nachweis von Ziel- und Kontroll-
DNA-Sequenzen gleichzeitig erfolgen. Nach der Rekonstitution der PCR-Reagenzien dispensiert das NeuMoDx System die vorbereitete PCR-fertige
Mischung in eine PCR-Kammer (pro Probe) der NeuMoDx Cartridge. Amplifikation und Nachweis der Kontroll- und Ziel-DNA-Sequenzen (falls
vorhanden) erfolgen in der PCR-Kammer. Die NeuMoDx Cartridge ist dafiir konzipiert, das Amplifikat nach der PCR zu enthalten, wodurch das
Kontaminationsrisiko nach Amplifikation nahezu eliminiert wird.

Die amplifizierten Ziele werden in Echtzeit anhand von Hydrolyse-Sonden-Chemie (allgemein als TagMan® Chemie bezeichnet) mit fluorogenen
Oligonukleotidsondenmolekiile nachgewiesen, die spezifisch fur die Amplifikate ihrer jeweiligen Ziele sind. TagMan Sonden bestehen aus einem
Fluorophor, das kovalent am 5'-Ende der Oligonukleotidsonde gebunden ist, und einem Quencher am 3'-Ende. Bei intakter Sonde fiihrt die Ndhe
des Fluorophors zum Quencher dazu, dass das Quencher-Molekiil die Fluoreszenz des Fluorophors durch Férster-Resonanzenergietransfer (Forster
Resonance Energy Transfer, FRET) unterdriickt.

TagMan Sonden sind so entwickelt, dass sie sich an einen DNA-Bereich, der durch einen spezifischen Satz von Primern amplifiziert wurde, anlagern.
Wahrend die Tag-DNA-Polymerase den Primer verlangert und den neuen Strang synthetisiert, sorgt die 5'-3'-Exonuklease-Aktivitat der Tag-DNA-
Polymerase fiir den Abbau der Sonde, die sich an das Template angelagert hat. Der Abbau der Sonde setzt das Fluorophor frei und der Abstand
zum Quencher wird gréRer. Dadurch wird der Loscheffekt durch FRET aufgehoben und das Fluorophor kann nachgewiesen werden. Die Intensitat
des resultierenden Fluoreszenzsignals, das im quantitativen PCR-Thermocycler des NeuMoDx System nachgewiesen wird, ist direkt proportional
zum freigesetzten Fluorophor und kann zur Menge der vorhandenen Zielsequenz in Beziehung gesetzt werden.

Eine TagMan-Sonde, die mit einem Fluorophor (Anregung: 490 nm und Emission: 521 nm) am 5'-Ende und einem dunklen Quencher am 3'-Ende
markiert ist, wird zum Nachweis von HBV-DNA verwendet. Fir den Nachweis der SPC1 wird die TagMan-Sonde mit einem alternativen
Fluoreszenzfarbstoff (Anregung: 535 nm und Emission: 556 nm) am 5'-Ende und einem dunklen Quencher am 3'-Ende markiert. Die NeuMoDx
System Software Gberwacht das von den TagMan Sonden am Ende jedes Amplifikationszyklus abgegebene Fluoreszenzsignal. Nach Abschluss der
Amplifikation analysiert die NeuMoDx System Software die Daten und gibt ein endgtltiges Ergebnis aus (POSITIVE (Positiv)/NEGATIVE
(Negativ)/INDETERMINATE (Unbestimmt)/UNRESOLVED (Offen)/NO RESULT (Kein Ergebnis)). Wenn ein Ergebnis positiv ist und die berechnete
Konzentration innerhalb der Quantifizierungsgrenzen liegt, gibt die NeuMoDx System Software auch einen quantitativen Wert fiir die Probe aus.

WREAGENZIEN/VERBRAUCHSMATERIALIEN

Bereitgestelltes Material

Einheiten Tests pro Tests pro
al haly pro Packung Einheit Packung
NeuMoDx HBV Quant Test Strip
201300 PCR-Trockenreagenzien, die HBV- und SPC1-spezifische TagMan Sonden und Primer 6 16 96
enthalten

Bendtigte, aber nicht bereitgestellte Materialien (separat bei NeuMoDx erhdiltlich)

REF Inhalt
100200 NeuMoDx Extraction Plate
Getrocknete paramagnetische Partikel und Probenprozesskontrollen sowie getrocknetes lytisches Enzym
8221_(:0 NeuMoDx HBV Calibrators
800102 Sets aus HBV-Kalibratoren mit hoher und niedriger Konzentration fiir den Einmalgebrauch, zur Validierung der Kalibrationskurve
92313? NeuMoDx HBV External Controls
900102 Sets aus Positiv- und Negativkontrollen fiir den Einmalgebrauch

400400 NeuMoDx Lysis Buffer 1

400100 NeuMoDx Wash Reagent

400200 NeuMoDx Release Reagent

100100 NeuMoDx Cartridge

235903 Hamilton® CO-RE / CO-RE Il Spitzen (300 pl) mit Filtern

235905 Hamilton CO-RE/CO-RE Il Spitzen (1000 pl) mit Filtern

Bendtigte Instrumente
NeuMoDx 288 Molecular System [REF 500100] oder NeuMoDx 96 Molecular System [REF 500200]

NeuMoDx Molecular, Inc. Teile-Nr. 40600136-DE_G
2023-07
S.2von 25


https://en.wikipedia.org/wiki/Covalent_bond
https://en.wikipedia.org/wiki/Oligonucleotide
https://en.wikipedia.org/wiki/F%C3%B6rster_resonance_energy_transfer
https://en.wikipedia.org/wiki/Taq_polymerase
https://en.wikipedia.org/wiki/Primer_(molecular_biology)
https://en.wikipedia.org/wiki/Exonuclease
https://en.wikipedia.org/wiki/Thermal_cycler

& NeuMoDx HBV Quant Test Strip

NeuMoDx GEBRAUCHSANWEISUNG 201300

A @ WARNHINWEISE UND VORSICHTSMASSNAHMEN

Der NeuMoDx HBV Quant Test Strip ist ausschlieBlich zur Verwendung in der In-vitro-Diagnostik mit den NeuMoDx Molecular
Systems bestimmt.

Die Reagenzien oder Verbrauchsmaterialien nach Ablauf des angegebenen Ablaufdatums nicht mehr verwenden.
Reagenzien nicht verwenden, wenn das Sicherheitssiegel aufgebrochen oder die Verpackung bei Ankunft beschadigt ist.
Verbrauchsmaterialien oder Reagenzien nicht verwenden, wenn der Schutzbeutel bei der Ankunft ge6ffnet oder beschadigt ist.

Bevor Testergebnisse fur klinische Proben generiert werden kdnnen, muss eine glltige Testkalibrierung (generiert durch
Verarbeitung von Kalibratoren mit hoher und niedriger Konzentration aus den NeuMoDx HBV Calibrators) verfuigbar sein.

NeuMoDx HBV External Controls missen alle 24 Stunden verarbeitet werden, solange Tests mit dem NeuMoDx HBV Quant Assay
durchgefiihrt werden.

Das Mindestprobenvolumen ist abhangig von der RéhrchengroRe, dem Probentrager und dem verarbeiteten Probenvolumen wie
nachstehend definiert. Ein Volumen unter dem angegebenen Mindestvolumen kann zu dem Fehler ,Quantity Not Sufficient”
(Menge nicht ausreichend) fiihren.

Die Verwendung von Proben, die bei nicht geeigneten Temperaturen oder Uber die angegebenen Lagerzeiten hinaus aufbewahrt
wurden, kann zu unglltigen oder fehlerhaften Ergebnissen fiihren.

Eine Kontaminierung von Reagenzien und Verbrauchsmaterialien mit Mikroorganismen und Desoxyribonuklease (DNase) ist stets zu
vermeiden. Bei Verwendung von Sekundarréhrchen wird die Verwendung steriler, DNase-freier Einwegtransferpipetten empfohlen.
Fur jede Probe eine neue Pipette verwenden.

Zur Vermeidung von Kontamination NeuMoDx Cartridge nach der Amplifikation weder handhaben noch beschadigen. NeuMoDx
Cartridges unter keinen Umstanden aus dem Behélter fur biogefahrlichen Abfall (NeuMoDx 288 Molecular System) oder dem Eimer
fur biogefahrlichen Abfall (NeuMoDx 96 Molecular System) entnehmen. Die NeuMoDx Cartridge ist daftir konzipiert, Kontamination
zu verhindern.

Wenn das Labor auch PCR-Tests mit offenen Rohrchen ausfiihrt, muss unbedingt gewdéhrleistet werden, dass der NeuMoDx HBV
Quant Test Strip, die flr die Tests zusatzlich benétigten Verbrauchsmaterialien und Reagenzien, personliche Schutzausristung wie
Handschuhe und Laborkittel sowie das NeuMoDx System nicht kontaminiert werden.

Bei der Handhabung von NeuMoDx Reagenzien und Verbrauchsmaterialien sollten puderfreie Nitrilhandschuhe getragen werden.
Es ist darauf zu achten, dass die Oberseite der NeuMoDx Cartridge, die Oberflache der Versiegelungsfolie eines NeuMoDx HBV
Quant Test Strip und einer NeuMoDx Extraction Plate oder die Oberseiten von Behaltern mit NeuMoDx Lysis Buffer 1 nicht beriihrt
werden; die Verbrauchsmaterialien und Reagenzien diirfen ausschlieRlich an den Seitenflachen angefasst werden.

Fur jedes Reagenz werden, sofern erforderlich, Sicherheitsdatenblatter (Safety Data Sheets, SDS) bereitgestellt unter
www.giagen.com/neumodx-ifu.

Nach der Durchfiihrung des Tests Hande griindlich waschen.

Nicht mit dem Mund pipettieren. In Bereichen, in denen Proben oder Reagenzien verarbeitet werden, nicht rauchen, trinken oder
essen.

Proben sind immer wie infektioses Material und entsprechend den sicheren Laborverfahren (beschrieben in Biosafety in
Microbiological and Biomedical Laboratories® und im CLSI-Dokument M29-A4°) zu behandeln.

Nicht verwendete Reagenzien und Abfall entsprechend den nationalen, bundesstaatlichen, regionalen, kommunalen und lokalen
Vorschriften entsorgen.

Nicht zur Wiederverwendung.

LAGERUNG, HANDHABUNG UND STABILITAT VON PRODUKTEN

Die NeuMoDx HBV Quant Test Strips sind in der Primarverpackung bei Lagerung bei 4-28 °C bis zum auf dem Produktetikett angegebenen
Ablaufdatum stabil.

Die Verbrauchsmaterialien und Reagenzien nach Ablauf des angegebenen Ablaufdatums nicht mehr verwenden.

Testprodukte nicht verwenden, wenn die Primar- oder Sekundarvrpackung sichtbar beschadigt ist.

Testprodukte, die bereits auf ein anderes NeuMoDx System geladen wurden, nicht erneut laden.

Ein in das NeuMoDx System geladener NeuMoDx HBV Quant Test Strip kann dort bis zu 62 Tage belassen werden. Die verbleibende
Haltbarkeitsdauer der im Gerat befindlichen Teststreifen wird durch die Software verfolgt und dem Benutzer in Echtzeit mitgeteilt. Das
System fordert zur Entfernung von Teststreifen auf, die schon Gber den zuldssigen Zeitraum hinaus in Verwendung sind.
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PROBENNAHME, TRANSPORT UND LAGERUNG

1.
2.
3.

Alle Proben, Kalibratoren und Kontrollen so handhaben, als seien sie in der Lage, Infektionserreger zu tibertragen.
Vollblut oder andere Proben, die in Primarréhrchen aufbewahrt werden, nicht einfrieren.

Zur Gewinnung von Plasmaproben sollte Vollblut in sterilen R6hrchen entnommen werden, die EDTA oder ACD als Antikoagulans enthalten.
Zur Vorbereitung und Lagerung die Anweisungen des Herstellers der Probenentnahmerdhrchen befolgen.
Zur Gewinnung von Serumproben sollte Vollblut in SST-R6hrchen entnommen werden. Zur Vorbereitung und Lagerung die Anweisungen des
Herstellers der Probenentnahmerdhrchen befolgen.
Die Proben kénnen entweder im primaren Entnahmerdhrchen oder in sekundaren Probenrdhrchen getestet werden. Empfehlungen fir
Tests im Primarréhrchen:
a. Plasmaproben: BD Vacutainer® Plus Plastic K.2EDTA Tube (BD Nr. 368589) oder BD Vacutainer PPT™ Plasma Preparation Tube
(BD Nr. 362799).
b. Serumproben: BD Vacutainer Plus Plastic Serum Tube (BD Nr. 367820) oder BD Vacutainer SST™ Tube (BD Nr. 367988).
Die vorbereiteten Proben kénnen bis zu 8 Stunden (Plasma) oder 24 Stunden (Serum) vor Beginn der Verarbeitung im NeuMoDx System
aufbewahrt werden. Falls zusatzliche Lagerungszeit benotigt wird, empfiehlt es sich, die Proben in Form von Sekundaraliquoten entweder
gekuhlt zu lagern oder einzufrieren.
Die vorbereiteten Proben sollten vor den Tests bei 2—8 °C nicht ldnger als 7 Tage und bei Raumtemperatur maximal 8 Stunden (Plasma) oder
24 Stunden (Serum) lang gelagert werden.
Die vorbereiteten Proben kénnen vor der Verarbeitung bei < —20 °C bis zu 4 Wochen (Serum) oder 6 Monate (Plasma) lang aufbewahrt
werden; gefrorene Proben sollten vor der Verwendung nicht mehr als 2 Einfrier-/Auftauzyklen (Plasma) oder 4 Einfrier-/Auftauzyklen
(Serum) unterzogen werden.
a. Wenn die Proben gefroren sind, diese bei Raumtemperatur (15-30 °C) vollstdndig auftauen lassen und dann vortexen, um eine
gleichmaRige Verteilung in der Probe zu erhalten.
Nach dem Auftauen gefrorener Proben sollten diese innerhalb von 24 Stunden getestet werden.
c. Ein Einfrieren von Plasma/Serum in den primaren Entnahmeréhrchen wird nicht empfohlen.

Wenn die Proben verschickt werden, sind sie in Ubereinstimmung mit den geltenden Vorschriften auf Landes- und/oder internationaler
Ebene zu verpacken und beschriften.

10. Proben eindeutig beschriften und darauf hinweisen, dass die Proben fiir HBV-Tests bestimmt sind.

11. Mit dem Abschnitt Testvorbereitung fortfahren.

Der vollstandige Prozess zur Implementierung des NeuMoDx HBV Quant Assay ist nachstehend in Abbildung 1 zusammengefasst.
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IMPLEMENTIERUNG DES
NEUMODX HBV QUANT ASSAY

Bei Aufforderung durch NeuMoDx Testspezifische Reagenzien laden
Software angeforderte * NeuMoDx Lysis Buffer 1
Verbrauchsmaterialien laden e NeuMoDx HBV Quant Test Strips

NeuMoDx HBV
Calibrators
verarbeiten

Alle 90 Tage ODER
bei Verwendung

Sind die
Kalibratoren
gultig?

einer neuen Charge
NeuMoDx HBV
Quant Test Strip

l m wiederholen

NeuMoDx HBV
External Controls
verarbeiten

!

Sind die
Kontrollen
gultig?

Alle 24 Stunden
wiederholen

ROUTINEPROBEN
VERARBEITEN

Abbildung 1: Workflow zur Implementierung des NeuMoDx HBV Quant Assay

GEBRAUCHSANWEISUNG
Testvorbereitung

Der NeuMoDx HBV Quant Assay kann direkt mit Material aus den primdren Blutentnahmeréhrchen oder mit Probenaliquoten in Sekunddrréhrchen
durchgefiihrt werden. Fiir die Probenverarbeitung kann einer von zwei Workflows gewdhlt werden — Workflow mit 550 ul Probenvolumen oder
Workflow mit 200 pd Probenvolumen. Proben-Barcodeetikett auf einem mit dem NeuMoDx System kompatiblen Probenréhrchen anbringen.

1. Proben-Barcodeetikett auf einem mit dem NeuMoDx System kompatiblen Probenréhrchen anbringen. Das primare
Blutentnahmeréhrchen kann beschriftet und direkt in einen 32-Réhrchen-Probenréhrchentréager eingesetzt werden, gefolgt von einer
Zentrifugation gemaR den Anweisungen des Herstellers. Alternativ kann ein Aliquot des Plasmas/Serums fiir die Verarbeitung im
NeuMoDx System in ein Sekundarréhrchen tiberfiihrt werden.

2. Wenn die Probe im primaren Entnahmerdhrchen getestet wird, das mit Barcode versehene Rohrchen in den Probenrdhrchentrager
stellen und vor dem Einsetzen in das NeuMoDx System sicherstellen, dass der Deckel entfernt wurde. Die Mindestvolumen oberhalb der
Gel-/Pufferschicht sind nachstehend definiert und werden eingehalten, sofern die Proben gemaR den Anweisungen des Herstellers
entnommen und verarbeitet werden. Flr Proben, die nicht ordnungsgemaR entnommen wurden, kann die Leistung nicht garantiert
werden.
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Erforderliches Mindestprobenvolumen
Réhrchentyp
550-pl-Workflow 200-pl-Workflow
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
K.-EDTA/Serum — 4,0 ml 1050 pl 700 pl
K.-EDTA/Serum — 6,0 ml 1250 pl 900 pl
K»-EDTA/Serum — 10,0 ml 1600 pl 1250 pl

Bei Verwendung eines Sekundarréhrchens ein Aliquot des Plasmas/Serums in ein mit dem NeuMoDx System kompatibles, mit Barcode
versehenes Probenrohrchen Gberfiihren. Dabei die unten angegebenen Volumen beachten:

Erforderliches Mindestprobenvolumen
Probenrohrchentrager RohrchengroBe
550-pl-Workflow 200-pl-Workflow
32-Tube Specimen Tube Carrier | 11-14 mm Durchmesser und 60—120 mm Hohe
(Probenrdhrchentrager fiir 24 700 ul 400 pl
Réhrchen)
24-Tube Specimen Tube Carrier | 14,5-18 mm Durchmesser und 60-120 mm Héhe
(Probenrohrchentrager fiir 24 1100 pl 800 pl
Réhrchen)
Low Volume Specimen Tube Carrier | 1,5-ml-Mikrozentrifugenréhrchen mit
(Probenrohrchentrager fiir geringes | Konusboden 650 pl 300 ul
Volumen)

Betrieb der NeuMoDx Systems
Detaillierte Anleitungen sind den Benutzerhandbiichern fiir das NeuMoDx 288 Molecular System und das NeuMoDx 96 Molecular System (Teile-Nr.
40600108 und 40600317) zu entnehmen.

1.

Den Testauftrag entsprechend dem gewtinschten Workflow zur Probenverarbeitung (nach Volumen) und Probenréhrchentyp in das
NeuMoDx System laden.

e Ein Probenvolumen von 550 pul wird durch Angabe des Probentyps als ,Plasma“ oder ,Serum* getestet.

e Ein Probenvolumen von 200 pl wird durch Angabe des Probentyps als ,Plasma2“ oder ,Serum2“ getestet.

e Wenn im Testauftrag keine Definition vorliegt, wird standardméRig der Probentyp Plasma in einem Secondary Tube
(Sekundarréhrchen) verwendet.

Einen oder mehrere NeuMoDx System Test Strip Carrier mit NeuMoDx HBV Quant Test Strip(s) befiillen und den/die Teststreifentrager
liber den Touchscreen in das NeuMoDx System laden.

Bei Aufforderung durch die NeuMoDx System Software die erforderlichen Verbrauchsmaterialien in die Verbrauchsmaterialtrager des
NeuMoDx System geben und den/die Trager tiber den Touchscreen in das NeuMoDx System laden.

Bei Aufforderung durch die NeuMoDx System Software das NeuMoDx Wash Reagent oder NeuMoDx Release Reagent ersetzen, den
Priming-Abfall, den Behalter fir biogefahrlichen Abfall (nur NeuMoDx 288 Molecular System), den Spitzenabfallbehalter (nur NeuMoDx 96
Molecular System) oder den Eimer fiir biogefahrlichen Abfall (nur NeuMoDx 96 Molecular System) leeren.

Bei Aufforderung durch die NeuMoDx System Software NeuMoDx HBV Calibrators und/oder NeuMoDx HBV External Controls verarbeiten.
Weitere Informationen hinsichtlich der Kalibratoren und Kontrollen sind dem Abschnitt Ergebnisverarbeitung zu entnehmen.

Das/die Proben-/Kalibrator-/Kontrollréhrchen in einen Probenréhrchentrager laden und darauf achten, dass die Deckel von allen Réhrchen
entfernt wurden.

Den/die Probenréhrchentriager auf das Autolader-Regal setzen und (iber den Touchscreen in das NeuMoDx System laden. Dadurch wird die
Verarbeitung der fir die identifizierten Tests geladenen Proben eingeleitet, sofern im System ein gultiger Testauftrag vorliegt.
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Der NeuMoDx HBV Quant Test Strip kann ausschlieBlich auf NeuMoDx Systems verwendet werden.

Die Leistung des NeuMoDx HBV Quant Test Strip wurde fiir Plasmaproben, die mit EDTA/ACD als Antikoagulans vorbereitet wurden, oder fir
Serumproben, die in Serumtrennrohrchen vorbereitet wurden, ermittelt. Die Verwendung des NeuMoDx HBV Quant Test Strip mit Proben
anderer Herkunft wurde nicht bewertet und die Leistungsmerkmale sind fiir andere Probentypen unbekannt.

Die Leistung des NeuMoDx HBV Quant Test Strip wurde fiir Tests im Primarréhrchen bei Verwendung von BD Vacutainer Plus Plastic KzEDTA
Tubes, BD Vacutainer PPT Plasma Preparation Tubes, BD Vacutainer Plus Plastic Serum Tubes und BD Vacutainer SST Tubes ermittelt.

Bei Anwendung des Workflows mit 200 pl Probenvolumen wurden eine kleine Erhéhung der Nachweisgrenze und eine niedrigere
Quantifizierungsgrenze fir den NeuMoDx HBV Quant Assay beobachtet.

Der NeuMoDx HBV Quant Assay wird ausschlieRlich zu quantitativen Uberwachungszwecken eingesetzt. Er ist nicht fiir den qualitativen
Nachweis bestimmt.

Der NeuMoDx HBV Quant Assay darf nicht fir Proben von heparinisierten Patienten verwendet werden.

Da der HBV-Nachweis von der Anzahl der in der Probe vorhandenen Ziel-DNA-Partikel abhangig ist, sind ordnungsgemaRe Probennahme,
Handhabung und Lagerung fiir zuverldssige Ergebnisse erforderlich.

Bei Aufforderung durch die NeuMoDx System Software miissen zunachst NeuMoDx HBV Calibrators und NeuMoDx HBV External Controls
entsprechend den Empfehlungen in der Packungsbeilage verarbeitet werden, bevor mit der routineméaRigen Verarbeitung klinischer Proben
begonnen werden kann.

Eine unsachgemaRe Probennahme, Handhabung, Lagerung, technische Fehler oder eine Verwechslung von Probenréhrchen kénnte zu
fehlerhaften Ergebnissen flihren. Zusatzlich kdnnen negative Ergebnisse erhalten werden, wenn die Anzahl von Viruspartikeln in der Probe
unterhalb der Nachweisgrenze des NeuMoDx HBV Quant Assay liegt.

Das NeuMoDx System darf ausschlieBlich von Personal bedient werden, das in der Anwendung des NeuMoDx System geschult ist.

Wenn weder das HBV-Ziel noch das SPC1-Ziel amplifiziert werden, wird ein ungiiltiges Ergebnis (Indeterminate (Unbestimmt), No Result
(Kein Ergebnis) oder Unresolved (Offen)) ausgegeben und der Test sollte wiederholt werden.

Wenn das Ergebnis des NeuMoDx HBV Quant Assay Positive (Positiv) ist, der Quantifizierungswert jedoch aufRerhalb der
Quantifizierungsgrenzen liegt, gibt das NeuMoDx System an, ob das nachgewiesene HBV unterhalb der unteren Quantifizierungsgrenze
(Lower Limit of Quantitation, LLoQ) oder oberhalb der oberen Quantifizierungsgrenze (Upper Limit of Quantitation, ULoQ) lag.

Sollte das nachgewiesene HBV unterhalb der LLoQ liegen, kann der Assay (falls gewiinscht) mit einem anderen Aliquot der Probe wiederholt
werden.

Sollte das nachgewiesene HBV oberhalb der ULoQ liegen, kann der NeuMoDx HBV Quant Assay mit einem verdiinnten Aliquot der
Originalprobe wiederholt werden. Empfohlen wird eine Verdiinnung von 1:1000 in HBV-negativem Plasma oder Basematrix 53 Diluent
(Basematrix) (SeraCare, Milford, MA). Die Konzentration der Originalprobe ladsst sich wie folgt berechnen:

Konzentration der Originalprobe = logio (Verdiinnungsfaktor) + gemeldete Konzentration der verdiinnten Probe

Das gelegentliche Vorhandensein von PCR-Inhibitoren im Plasma kann zu einem Systemquantifizierungsfehler fiihren. Sollte ein solcher
auftreten, empfiehlt es sich, den Test mit der gleichen Probe bei einer Verdiinnung von 1:10 oder 1:100 in Basematrix zu wiederholen.

Ein positives Ergebnis zeigt nicht unbedingt das Vorhandensein lebensfahiger Organismen an. Allerdings deutet ein positives Ergebnis auf das
Vorhandensein von Hepatitis-B-Virus-DNA hin.

Deletionen oder Mutationen in den konservierten Regionen, auf die der NeuMoDx HBV Quant Assay abzielt, konnen den Nachweis
beeintrachtigen oder zu einem fehlerhaften Ergebnis bei Verwendung des NeuMoDx HBV Quant Test Strip fuhren.

Die Ergebnisse des NeuMoDx HBV Quant Assay sollten zusatzlich zu klinischen Beobachtungen und sonstigen Informationen, die dem Arzt
zur Verfligung stehen, herangezogen werden. Der Test ist nicht zur Diagnose einer Infektion bestimmt.

Um die Kontamination von Proben zu vermeiden, werden gute Laborpraktiken, einschlieBlich des Wechselns der Handschuhe bei
Handhabung verschiedener Patientenproben, empfohlen.

ERGEBNISVERARBEITUNG

Die verfugbaren Ergebnisse kénnen unter der Registerkarte ,Results” (Ergebnisse) im Fenster ,Results” (Ergebnisse) auf dem Touchscreen des
NeuMoDx System angezeigt oder ausgedruckt werden. Die Ergebnisse des NeuMoDx HBV Quant Assay werden unter Anwendung des
Entscheidungsalgorithmus und der Verarbeitungsparameter, die in der NeuMoDx HBV Quant Assay-Definitionsdatei (HBV-ADF) spezifiziert sind,
automatisch durch die NeuMoDx System Software generiert. Abhangig vom Amplifikationsstatus von Zielsequenz und Probenprozesskontrolle kann

das

Ergebnis als Negative (Negativ), Positive (Positiv) mit Angabe der HBV-Konzentration, Positive (Positiv) oberhalb der oberen

Quantifizierungsgrenze (Upper Limit of Quantitation, ULoQ), Positive (Positiv) unterhalb der unteren Quantifizierungsgrenze (Lower Limit of
Quantitation, LLoQ), Indeterminate (IND) (Unbestimmt), Unresolved (UNR) (Offen) oder No Result (NR) (Kein Ergebnis) gemeldet werden. Die
Ergebnisse werden auf Grundlage des ADF-Entscheidungsalgorithmus angegeben, wie nachstehend in Tabelle 1 zusammengefasst.
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Tabelle 1: Zusammenfassung des Entscheidungsalgorithmus des HBV Quant Assay

ERGEBNIS HBV-Ziel AL O Ergebnisinterpretation
(spPc1)
Positive (Positiv) mit Amplified (Amplifiziert) Amplified (Amplifiziert) HBV-DNA innerhalb des
Angabe der 0,9 < [HBV] £ 9,0 log1o IU/ml (550-pl-Workflow) oder Not Amplified quantitativen Bereichs
Konzentration 1,4 < [HBV] £ 9,0 logio IU/ml (200-pl-Workflow) (Nicht amplifiziert) nachgewiesen
Positive (Positiv), Amplified (Amplifiziert) Amplified (AmpI|If|.2|ert) HBV-D.NA.oberhaIb.des
oberhalb der ULoQ [HBV] > 9,0 logio IU/ml oder Not Amplified quantitativen Bereichs
! (Nicht amplifiziert) nachgewiesen
. . Amplified (Amplifiziert) Amplified (Amplifiziert) HBV-DNA unterhalb des
Positive (Positiv), - - .
[HBV] < 0,9 logio IU/ml (550-pl-Workflow) oder Not Amplified quantitativen Bereichs
unterhalb der LLoQ . . .
[HBV] < 1,4 logio IU/ml (200-pl-Workflow) (Nicht amplifiziert) nachgewiesen
. . . . . . . HBV-DNA nicht
Negative (Negativ) Not Amplified (Nicht amplifiziert) Amplified (Amplifiziert) nachgewiesen
. - . Die Ergebnisse fiir alle Ziele
Indeterminate Not Amplified, System Error Detected, Sample Processing Completed i
. . e . waren ungliltig; Probe
(Unbestimmt) (Nicht amplifiziert, Systemfehler festgestellt, Probenverarbeitung abgeschlossen)
erneut testent
No Result* Not Amplified, System Error Detected, Sample Processing Aborted Probenverarbeitung wurde
. . . o . abgebrochen; Probe erneut
(Kein Ergebnis) (Nicht amplifiziert, Systemfehler festgestellt, Probenverarbeitung abgebrochen) testent
Die E isse fur alle Ziel
Not Amplified, No System Error Detected (Nicht amplifiziert, kein Systemfehler € rgebnlss? !Jr atle ziele
Unresolved (Offen) waren ungliltig; Probe
festgestellt)
erneut testent

* Das Flag No Result (Kein Ergebnis) wird nur von NeuMoDx System Software der Version 1.8 und héher gemeldet.

+ Das NeuMoDx System ist mit einer automatischen Funktion fiir Rerun/Repeat (Wiederholungsldufe) ausgestattet, die der Benutzer aktivieren kann, damit als
IND/UNR/NR (Unbestimmt/Offen/Kein Ergebnis) gemeldete Proben automatisch erneut verarbeitet und Verzégerungen bei der Ergebnismeldung vermieden
werden.

Testberechnung

1.  Fur Proben innerhalb des Quantifizierungsbereichs des NeuMoDx HBV Quant Assay wird die Konzentration der HBV-DNA in den Proben
anhand der gespeicherten Standardkurven in Verbindung mit dem Kalibrationskoeffizienten und dem Probenvolumen berechnet.

a. Ein Kalibrationskoeffizient wird auf Grundlage der Ergebnisse fiir die verarbeiteten NeuMoDx HBV Calibrators berechnet und
dient dazu, die Gultigkeit der Standardkurve fir eine gegebene Charge des NeuMoDx HBV Quant Test Strip auf einem
spezifischen NeuMoDx System nachzuweisen.

b. Der Kalibrationskoeffizient wird in die endgtiltige Bestimmung der Konzentration der HBV-DNA einbezogen.
c. Die NeuMoDx Software berticksichtigt das eingesetzte Probenvolumen bei der Bestimmung der Konzentration an HBV-DNA pro
ml Probe.

2.  Die Ergebnisse des NeuMoDx HBV Quant Assay werden in logio IU/ml angegeben.

3. Die resultierende Quantifizierung unbekannter Proben kann auf den 4. internationalen HBV-Standard der WHO zurtickgefiihrt werden.

Testkalibrierung

Fur die Quantifizierung von HBV-DNA in den Proben ist eine giiltige Kalibrierung auf Grundlage der Standardkurve erforderlich. Um giiltige
Ergebnisse zu generieren, muss eine Testkalibrierung mit den von NeuMoDx Molecular, Inc. bereitgestellten externen Kalibratoren erfolgen.

Kalibratoren

1. Ein Set der NeuMoDx HBV Calibrators muss verarbeitet werden, wenn eine neue Charge der NeuMoDx HBV Quant Test Strip verwendet
wird, eine neue HBV Quant Assay-Definitionsdatei auf das NeuMoDx System geladen wird, der Giiltigkeitszeitraum des aktuellen
Kalibratorsets abgelaufen ist (aktuell auf 90 Tage festgelegt) oder Veranderungen an der NeuMoDx System Software vorgenommen werden.

2. Die NeuMoDx System Software benachrichtigt den Benutzer, wenn eine Verarbeitung von Kalibratoren erforderlich ist. Bis zur erfolgreichen
Verarbeitung der Kalibratoren kann keine neue Teststreifencharge fir Tests verwendet werden.

3. Die Gultigkeit der Kalibrierung wird wie folgt ermittelt:

a) Zum Nachweis der Giiltigkeit muss ein Set aus zwei Kalibratoren — einer (1) mit hoher und einer (1) mit niedriger Konzentration —
verarbeitet werden.

b) Mindestens zwei (2) der drei (3) Replikate mussen Ergebnisse innerhalb der vordefinierten Parameter ergeben. Das Nominalziel fur
den Kalibrator mit niedriger Konzentration liegt bei 3,7 logio IU/ml und das Nominalziel fir den Kalibrator mit hoher Konzentration
bei 5,7 logio IU/ml.

c) Ein Kalibrationskoeffizient wird berechnet, um der erwarteten Variation zwischen verschiedenen Teststreifenchargen Rechnung zu
tragen. Dieser Kalibrationskoeffizient wird bei der Bestimmung der HBV-Endkonzentration herangezogen.
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4. Wenn ein oder beide Kalibratoren die Giiltigkeitspriifung nicht bestehen, ist die Verarbeitung fiir den/die fehlgeschlagenen Kalibrator(en)
mit einem neuen Flaschchen zu wiederholen. Sollte einer der Kalibratoren die Giiltigkeitsprifung nicht bestehen, reicht es aus, nur die
Verarbeitung des fehlgeschlagenen Kalibrators zu wiederholen; das System erfordert nicht, dass beide Kalibratoren erneut verarbeitet
werden.

5. Wenn der/die Kalibrator(en) die Glltigkeitspriifung wiederholt nicht besteht/bestehen, NeuMoDx Molecular, Inc. kontaktieren.

Qualitatskontrolle

Die lokalen Vorschriften legen in der Regel fest, dass das Labor fiir die Kontrollverfahren verantwortlich ist, die die Richtigkeit und Préazision des
kompletten Analyseprozesses liberwachen, und unter Verwendung bestatigter Leistungsspezifikationen flr ein unverandertes, zugelassenes
Testsystem Anzahl, Typ und Haufigkeit der Testkontrollmaterialien feststellen muss.

Externe Kontrollen

1. Die positiven und negativen externen Kontrollen miissen alle 24 Stunden verarbeitet werden, solange Tests mit dem NeuMoDx HBV Quant
Assay durchgefiihrt werden. Wenn kein Satz giiltiger externer Kontrollergebnisse vorhanden ist, fordert das NeuMoDx System den Benutzer
dazu auf, Kontrollen zu verarbeiten, bevor Probenergebnisse ausgegeben werden kénnen.

2. Die Gultigkeit der externen Kontrollen wird auf Grundlage des erwarteten Ergebnisses durch das NeuMoDx System bewertet. Die
Positivkontrolle sollte das Ergebnis Positive (Positiv) und die Negativkontrolle das Ergebnis Negative (Negativ) fir HBV ergeben.

3. Diskrepante Ergebnisse fir die externen Kontrollen sind wie folgt zu behandeln:

a) Ein fur eine Negativkontrollprobe gemeldetes positives Testergebnis weist auf ein Probenkontaminationsproblem hin.

b) Ein fur eine Positivkontrollprobe gemeldetes Testergebnis ,Negative” (Negativ) kann darauf hinweisen, dass ein Problem mit dem
Reagenz oder dem Instrument besteht.

c) Injedem der oben beschriebenen Fille, oder falls das Ergebnis Indeterminate (IND) (Unbestimmt) oder No Result (NR) (Kein Ergebnis)
erhalten wird, die Verarbeitung der NeuMoDx HBV External Controls mit frischen Flaschchen der Kontrolle(n) wiederholen, die die
Glltigkeitspriifung nicht bestanden hat/haben.

d) Wenn die positive NeuMoDx HBV External Control weiterhin das Ergebnis Negative (Negativ) ergibt, den technischen Service von
NeuMoDx kontaktieren.

e) Wenn die negative NeuMoDx HBV External Control weiterhin das Ergebnis Positive (Positiv) ergibt, vor dem Kontaktieren des
technischen Service von NeuMoDx mdglichst alle in Frage kommenden Kontaminationsquellen eliminieren, was den Austausch aller
Reagenzien einschlieRt.

(Interne) Probenprozesskontrollen

In der NeuMoDx Extraction Plate ist eine exogene Probenprozesskontrolle (Sample Process Control, SPC1) enthalten, die mit jeder Probe dem
vollstandigen Prozess der Nukleinsdure-Extraktion und Echtzeit-PCR-Amplifikation unterzogen wird. Zudem enthalt jeder NeuMoDx HBV Quant
Test Strip SPC1-spezifische Primer und Sonden, was den Nachweis von SPC1 zusammen mit der Ziel-HBV-DNA (falls vorhanden) in der Multiplex-
PCR ermoglicht. Der Nachweis der SPC1-Amplifikation erlaubt der NeuMoDx System Software die Uberwachung der Effizienz der DNA-Extraktion
und der PCR-Amplifikation.

Ungiiltige Ergebnisse

Wenn ein auf dem NeuMoDx System ausgefiihrter NeuMoDx HBV Quant Assay nach Abschluss der Probenverarbeitung kein gultiges Ergebnis
liefert, wird das Ergebnis basierend auf der aufgetretenen Fehlerart als Indeterminate (IND) (Unbestimmt), No Result (Kein Ergebnis) oder
Unresolved (UNR) (Offen) gemeldet.

Das Ergebnis IND wird gemeldet, wenn wéhrend der Probenverarbeitung ein Fehler im NeuMoDx System erkannt wird. Falls das Ergebnis IND
gemeldet wird, empfiehlt sich ein erneuter Test.

Das Ergebnis UNR wird gemeldet, wenn trotz der Abwesenheit von Systemfehlern keine glltige Amplifikation von HBV-DNA oder SPC1 nachweisbar
ist, was auf einen moglichen Reagenzfehler oder das Vorliegen von Inhibitoren hinweist. Falls das Ergebnis UNR gemeldet wird, empfiehlt sich als
erster Schritt ein erneuter Test. Wenn der Wiederholungstest fehlschldgt, kann eine Probenverdiinnung verwendet werden, um die Effekte einer
moglichen Probeninhibition abzumildern.

Wenn ein auf dem NeuMoDx System ausgefiihrter NeuMoDx HBV Quant Assay kein glltiges Ergebnis ergibt und die Probenverarbeitung vor
Abschluss abgebrochen wird, wird das Ergebnis No Result (NR) (Kein Ergebnis) gemeldet. Falls das Ergebnis NR gemeldet wird, empfiehlt sich ein
erneuter Test.

LEISTUNGSMERKMALE
Analytische Sensitivitdt — Nachweisgrenze unter Verwendung des WHO-Standards

Die analytische Sensitivitdit des NeuMoDx HBV Quant Assay wurde durch Testen von Negativproben und einer Verdiinnungsreihe des 4.
internationalen Standards der WHO in gescreentem negativem Humanplasma und -serum charakterisiert, um die Nachweisgrenze (Limit of
Detection, LoD) auf den NeuMoDx Systems zu bestimmen. Die LoD war definiert als die niedrigste Zielkonzentration, die gemaR Analyse im Probit-
Stil mit einer Wahrscheinlichkeit von 95 % nachgewiesen wird. Die Studien wurden tber 3 Tage mit verschiedenen NeuMoDx Systems und
mehreren Chargen der NeuMoDx Reagenzien durchgefiihrt. Eine zusatzliche Studie wurde durchgefiihrt, um die LoD des NeuMoDx HBV Quant
Assay bei Anwendung des Workflows mit 200 pl Probenvolumen zu bestétigen. Die Nachweisraten beider Studien sind in Tabelle 2 aufgefuihrt.
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Tabelle 2: Positiv-Nachweisraten fiir die LoD-Bestimmung des NeuMoDx HBV Quant Assay

PLASMA SERUM
Zielkonzentration | Zielkonzentration Anzahl Anzahl Anzahl Anzahl
[IU/ml] [log1o IU/mk] giiltiger positiver Nachweisrate giiltiger positiver Nachweisrate

Tests Ergebnisse Tests Ergebnisse
20 1,30 108 108 100 % 107 107 100 %
10 1 108 107 99 % 108 104 96 %
550 ul 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.z. 108 0 0% 107 0 0%

200 pl 25 1,40 43 43 100 % 44 44 100 %

Die LoD des NeuMoDx HBV Quant Assay in Plasma fiir den HBV-Genotyp A (4. internationaler Standard der WHO ) wurde unter Anwendung des
Workflows mit 550 ul Probenvolumen als 5,2 1U/ml (95-%-KI 4,1-7,6 IU/ml) [(0,72 logio IU/ml) (95-%-KI 0,61-0,88 log10 IU/ml)] bestimmt
(Abbildung 2). Die LoD des NeuMoDx HBV Quant Assay fiir Serumproben wurde unter Anwendung des Workflows mit 550 pl Probenvolumen als
8,0 IU/ml (95-%-KI 6,5-10,8 IU/ml) [(0,9 log1o IU/ml) (95-%-KI 0,8-1,0 logio IU/ml)] bestimmt (Abbildung 2).

LoD des HBV Quant Assay (Plasma) LoD des HBV Quant Assay (Serum)
12
1,2
LoD = 5,2 1U/ml [mit 95-%-KI von (4,1-7,6) IU/ml] LoD = 8,01 1U/ml [mit 95-%-KI von 6,46-10,77 1U/ml]
1
1 e
4
o'®
038 038
5 . g
2 06 206
5 5
0,4 0,4

——Sigmoidaler Fit
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® Experimentelle
Daten
.

® Experimentelle
Daten

0 —Berechnete LoD 0 Berechnete LoD
-4 -3 -2 -1 0 1 2 3 -3 -2 -1 [ 1 2 3

Konzentration logo (1U/ml) Konzentration logso (1U/ml)

Abbildung 2: Analyse im Probit-Stil zur Bestimmung der LoD des NeuMoDx HBV Quant Assay; Plasma (links) und Serum (rechts)

Analytische Sensitivitdt — Quantifizierungsgrenze — untere Quantifizierungsgrenze (Lower Limit of Quantitation, LLoQ) unter Verwendung
des WHO-Standards

Die untere Quantifizierungsgrenze (Lower Limit of Quantitation, LLoQ) ist definiert als die niedrigste Zielkonzentration, bei der ein Nachweis von
> 95 % erreicht wird UND der analytische Gesamtfehler (Total Analytical Error, TAE) < 1,0 ist. Zur Bestimmung der LLoQ wurde im Rahmen der LoD-
Berechnung fiir jede der HBV-Zielkonzentrationen, fir die ein Nachweis von > 95 % belegt werden konnte, der TAE berechnet. Der TAE ist wie folgt
definiert:

TAE = Bias + 2*SD [Westgard Statistic]

Das Bias ist der absolute Wert der Differenz zwischen dem Durchschnitt der berechneten Konzentration und der erwarteten Konzentration. SD
ist die Standardabweichung (Standard Deviation) des quantifizierten Werts der Probe.

Die zusammengestellten Ergebnisse fur die 5 Konzentrationen der HBV-Proben, die fir die Untersuchung der LLoQ unter Anwendung des 4.
internationalen Standards der WHO verwendet wurden, sind in Tabelle 3 aufgefihrt. Die LLoQ fir den 4. internationalen Standard der WHO in
Plasma wurde mit dem NeuMoDx HBV Quant Assay (Workflow mit 550 pl Probenvolumen) als 5,5 IU/ml (0,74 logio IU/ml) bestimmt. Eine separate
Studie wurde durchgefiihrt, um die LLoQ bei Anwendung des Workflows mit 200 pl Probenvolumen zu bestatigen. Diese ergab eine LLoQ von
25 1U/ml, wie in Tabelle 3 dargestellt.

Die LLoQ des NeuMoDx HBV Quant Assay fir Serumproben wurde unter Anwendung des Workflows mit 550 ul Probenvolumen als 6,0 IU/ml und
unter Anwendung des Workflows mit geringem Probenvolumen (200 ul)als 25 IU/ml bestimmt, wie in Tabelle 3 dargestellt.
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Tabelle 3: LLoQ des NeuMoDx HBV Quant Assay mit Bias und TAE

Plasma Serum
Zielkonz. Zielkonz. Konz.- Nachweis Konz.- Nachweis
[1u/ml] [logwo IU/ml] | Durchschnitt %) SD | Bias | TAE | Durchschnitt (%) SD | Bias | TAE
[logo1U/ml] [logyo1U/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 pl 25 1,40 1,61 100 0,35 0,21 0,91 1,81 100 0,18 0,41 0,78

Analytische Sensitivitdt — LoD und LLoQ iiber HBV-Genotypen hinweg

Die LoD wurde zunédchst fur Genotyp A (4. internationaler Standard der WHO) bestimmt. AnschlieBend wurden mit jedem der anderen
7 Genotypen zusatzliche Tests im Bereich um die ermittelte LoD durchgefiihrt. Sechsunddreifig (36) Replikate in Konzentrationen, die dem 2-,
1-und 0,5-Fachen der Obergrenze des 95-%-KI der LoD (~7IU/ml) entsprachen, wurden unter Anwendung des Workflows mit 550 pl
Probenvolumen mit dem NeuMoDx HBV Quant Assay getestet. Der prozentuale Anteil Positiver wurde fur jeden Genotyp bei jeder der getesteten
Konzentrationen tabelliert und zur Berechnung der LoD anhand einer Analyse im Probit-Stil herangezogen.

Der analytische Gesamtfehler bei diesen Konzentrationen wurde ebenfalls berechnet. Die niedrigste Konzentration mit einer Positiv-Nachweisrate
von 95 % und einem berechneten TAE von < 1,0 wurde entsprechend als LLoQ fiir den jeweiligen Genotyp festgelegt. Uber die Genotypen hinweg
wurde die Nachweisgrenze des NeuMoDx HBV Quant Assay fiir Plasmaproben unter Anwendung des Workflows mit 550 ul Probenvolumen als
6,2 1U/ml (0,79 logio IU/ml) und die LLoQ als 7,6 IU/ml (0,88 logio IU/ml) ermittelt, wie in Tabelle 4 dargestellt.

Tabelle 4. In Plasma unter Anwendung des Workflows mit 550 ul Probenvolumen getestete HBV-Genotypen

GENOTYP LoD [IU/mI] | LLoQ [IU/ml]
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

Auf Grundlage der Ergebnisse dieser Studien gibt NeuMoDx fiir den NeuMoDx HBV Quant Assay bei Anwendung des Workflows mit 200 pl
Probenvolumen eine LoD und LLoQ von 25 IU/ml (1,4 logio IU/ml) in Plasma und Serum an.

Bei Anwendung des Workflows mit 550 pl Probenvolumen gibt NeuMoDx fiir den NeuMoDx HBV Quant Assay eine LoD und LLoQ von 8,0 IU/ml
(0,9 logio IU/ml) in Plasma und Serum an.

Analytische Sensitivitdt — Linearitit und Bestimmung der oberen Quantifizierungsgrenze (Upper Limit of Quantitation, ULoQ)

Linearitat und obere Bestimmungsgrenze (Upper Limit of Quantitation, ULoQ) des NeuMoDx HBV Quant Assay wurden in Plasma anhand einer
Verdinnungsreihe hoch-positiver klinischer HBV-Probe (Access Biologicals, Vista, CA) mit etablierter Rickfiihrbarkeit auf den 4. internationalen
Standard der WHO ermittelt. In gepooltem HBV-negativem Plasma wurde ein Panel mit 11 Proben vorbereitet, um ein Testpanel zu erhalten, das
einen Konzentrationsbereich von 9,02-1,02 logio IU/ml abdeckt. Das Testpanel wurde in 6 Replikaten pro Konzentration auf 2 NeuMoDx Systems
und mit 3 Chargen der kritischen Reagenzien verarbeitet. Der NeuMoDx HBV Quant Assay demonstrierte die Fahigkeit, HBV (iber den linearen
Bereich von 8 logio (einschlieRlich kritischer medizinischer Entscheidungspunkte) mit einer Abweichung von + 0,22 logio IU/ml zu quantifizieren.
Die Anwendung von Regressionsanpassungen 2. und 3. Ordnung brachte keinen signifikanten Vorteil. Die ULoQ wurde anhand der Daten aus dieser
Studie als 9,02 logio IU/ml [Tabelle 5 und Abbildung 3] bestimmt.
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Tabelle 5: Linearitat des NeuMoDx HBV Quant Assay (evaluiert mit Genotyp A)

. Mittlere Abweichung
. Zielkonz. Vorausgesagte .
Zielkonz. Konz. . . . von nicht-
(log1o Standardabweichung| Bias lineare .
(lu/ml) 1u/mi) (log1o Anpassun linearer
1U/ml) P i Anpassung
1,05e+09 9,02 8,99 0,08 0,06 9,02 -0,04
1,05e+08 8,02 8,05 0,07 0,05 8,02 0,03
1,05e+07 7,02 7,05 0,07 0,06 7,02 0,04
1,05e+06* 6,02 6,05 0,05 0,05 6,02 0,03
1,05e+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
1,05e+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
1,05e+03 3,02 3,00 0,04 0,04 3,02 -0,03
1,05e+02 2,02 1,99 0,11 0,09 2,02 -0,01
1,05e+01 1,02 1,09 0,29 0,23 1,02 0,06

* Nahe medizinischer Entscheidungspunkte

Linearitat des NeuMoDx HBV Quant Assay

=
o

[logio 1U/ml]
O L N W S Ul NN 0O
®

y =1x + 1le-06

'--'. R2 = 0,9977

NeuMoDx HBV Quant Assay
Konzentration

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Erwartete Konzentration
[logio IU/ml]

Abbildung 3: Linearer Bereich des NeuMoDx HBV Quant Assay in Plasma

Eine Folgestudie wurde durchgefiihrt, um die Matrixdquivalenz zu bestatigen. In dieser Analyse wurden die quantitativen Ergebnisse des NeuMoDx
HBV fir in Plasma und Serum vorbereitete Proben mit zwei verschiedenen Regressionsanpassungsmodellen (MS Excel-Regressionstool und
Passing-Bablok) verglichen. Die Ergebnisse zeigten eine starke Korrelation, reprasentiert durch Werte fir Steigung und Achsenabschnitt sehr nahe
an 1,00 bzw. 0,00 und einen R-Wert von 0,99 (MS Excel-Regressionstool) oder einen p-Wert von 0,270 (Passing-Bablok). Die vom NeuMoDx System
gemeldeten HBV Quant Assay-Konzentrationen fir die Plasmamatrix im Vergleich mit entsprechenden Serumproben sind in Abbildung 4
dargestellt.
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NeuMoDx HBV Quant Assay
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Abbildung 4: Matrixvergleich fiir den linearen Bereich des NeuMoDx HBV Quant Assay

Linearitat und ULoQ wurden dann fir den Workflow mit 200 pl Probenvolumen (iber einen Bereich von 9,31-1,71 logio IU/ml bestatigt. Es wurden
Vergleiche der Gleichwertigkeit der von der NeuMoDx Software gemeldeten Konzentrationen fir den 200-pl- und den 550-pl-Workflow
durchgefiihrt. Regressionsanalysen nach Deming und Passing-Bablok ergaben tiber den gesamten linearen Bereich hinweg sowohl fir Plasma- als
auch fur Serumproben eine ausgezeichnete Korrelation und eine Steigung nahe 1 sowie minimale Achsenabschnitte (Bias) fur die gemeldeten
Konzentrationen. Ein Bland-Altman-Vergleich der fur den Workflow mit 200 pl Probenvolumen gemeldeten Konzentration mit der mittleren
gemeldeten Konzentration fiir beide Workflows (200 pl und 550 pl Probenvolumen) zeigte ein minimales Bias, was die Genauigkeit des zur
Generierung der Ergebnisse fiir den 200-pl-Workflow eingesetzten Algorithmus belegt. Zusatzlich ergab sich fur eine einfache lineare Regression
zum Vergleich der erwarteten mit der gemeldeten Konzentration fir den 200-pl-Workflow eine Steigung nahe 1, was fiir eine ausgezeichnete
Korrelation spricht (Abbildung 5). Zusammengenommen demonstrieren diese Vergleiche die genaue Quantifizierung von HBV (iber den linearen
Bereich des NeuMoDx HBV Quant Assay bei Verwendung des Workflows mit 200 ul Probenvolumen.

A Einfache lineare Regression fur Plasmaproben B Einfache lineare Regression fiir Serumproben
10 10
. . s o -
g . & 2 -
> 2 &
8 1 0317% + 0,018 c y = 1,0308x + 0,0471
= +
g Y= LS S E 5 R?=0,9979 3
P = R*=0,9969 . 3
£E S e
T S6 &
& 2 . £ .
23 E _ -
é (_0305 ,." :’E_"ES )
ST, o $3. e
E Q) q__) -
c 5 3 . a e
ch 5 o
5§72 ; 5 2 L
~ = 8.t s - :
[ =4
1 81
c
o
0 X 0
0 1 2 3 4 5 E 7 8 9 10 0 1 2 3 4 5 E 7 8 9 10
Erwartete Konzentration (logio IU/ml) Erwartete Konzentration (logio IU/ml)

Abbildung 5: Lineare Beziehung zwischen den erwarteten und vom NeuMoDx System gemeldeten Konzentrationen fiir den 200-pl-Workflow in
a) Plasma und b) Serum

Linearitat Gber Genotypen hinweg

Die Linearitat des NeuMoDx HBV Quant Assay in Plasmaproben fiir die HBV-Genotypen wurde durch Testen von mindestens vier (4) verschiedenen
Konzentrationen fir jeden HBV-Genotyp in gepooltem HBV-negativem Plasma charakterisiert. Die getesteten Konzentrationen der in dieser Studie
verwendeten HBV-Ziele waren abhdngig von der jeweiligen Konzentration der urspriinglichen Probe, weshalb sie sich fiir die verschiedenen
Genotypen unterscheiden. Die Studie wurde mit jedem Genotyp unter Verwendung von jeweils 6 Replikaten pro Konzentration durchgefiihrt. Die
Linearitat tiber die HBV-Genotypen hinweg ist in Tabelle 6 und Abbildung 6 dargestellt.
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Tabelle 6: Linearitdt des NeuMoDx HBV Quant Assay Uber Genotypen hinweg

Linearitatsgleichung

Genotyp y = NeuMoDx HBV Quant Assay Quantifizierung R?
X = erwartete Bestimmung
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

Konzentration NeuMoDx HBV Quant Assay
[log10 1U/ml]

10

0

2

S

4

6

Linear (Genotyp A)
Linear (Genotyp B)
Linear (Genotyp C)
Linear (Genotyp D)
Linear (Genotyp E)
Linear (Genotyp F)
Linear (Genotyp G)

8

Konzentration HBV Quant Referenzassay
[logio 1U/ml]

10

Abbildung 6:

Analytische Spezifitdt und Kreuzreaktivitat
Die analytische Spezifitit wurde durch Screening von 32 hdufig in Blut-/Plasmaproben vorkommenden Organismen sowie Spezies, die
phylogenetisch mit HBV verwandt sind, auf Kreuzreaktivitdt demonstriert. Die Organismen wurden in Pools mit jeweils 4—6 Organismen vorbereitet
und bei hoher Konzentration getestet. Die getesteten Organismen sind in Tabelle 7 dargestellt. Mit keinem der getesteten Organismen wurde eine
Kreuzreaktivitat beobachtet, was eine analytische Spezifitdt von 100 % fiir den NeuMoDx HBV Quant Assay bestatigt.

NeuMoDx Molecular, Inc.

Linearitat des NeuMoDx HBV Quant Assay liber Genotypen hinweg

Tabelle 7: Zur Demonstration der analytischen Spezifitdt verwendete Pathogene — Kreuzreaktivitat

Ilh
Adenovirus 2 Dengue V1 Hepatitis A HPV 16 (IL:iS) Gelbfieber
Adenovirus 5 Dengue V2 Hepatitis C HPV 18 Influenza A Zika-Virus
Banzi-Virus Dengue V3 Huma.nes HSV1 Parvo B19
Herpesvirus 6a
H
BK-Virus Dengue V4 umanes HSV2 | Rubella
Herpesvirus 8
Lo Epstein- St.-Louis-
Zyt | HIV 1 HTLV 1
ytomegallevirus Barr-Virus Enzephalitis
vzv Vacciniavirus HIV 2 Tz | WestNi-
Virus
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Stérsubstanzen — kommensale Organismen
Der NeuMoDx HBV Quant Assay wurde auf Stérungen in Gegenwart von Nicht-Zielorganismen untersucht. Dazu wurden die Organismen-Pools
eingesetzt, die fur die Untersuchung der analytischen Spezifitdt vorbereitet wurden. Die Organismen wurden entweder einzeln oder gepoolt in
Gruppen von je 4-6 Organismen in gescreentem HBV-negativem Plasma, versetzt mit HBV-Kontrollen in einer Konzentration von 3,7 logio IU/ml,
getestet. Es wurde keine signifikante Stérung in Gegenwart dieser kommensalen Organismen beobachtet, was aus der minimalen Abweichung der
Quantifizierung von Kontrollproben ohne stérende Agenzien hervorgeht[Tabelle 8].

NeuMoDx Molecular, Inc.

Tabelle 8: Storungstests — kommensale Organismen

Nicht-Zielorganismen Konz.-Durchschnitt Bias
g (logzo 1U/ml) (logzo 1U/ml)
Gruppe 1
[BK-Virus, Cytomegalie-Virus,
Epstein-Barr-Virus, Humanes 3,51 0,10
Herpesvirus 6a, Humanes
Herpesvirus 8]
Gruppe 2
[Adenovirus 2, Adenovirus 5,
Dengue V2, Dengue V3, 3,38 0,22
Dengue V4]
Gruppe 3
[Parvo B19, HTLV 1, HTLV 2, Ilheus 3,62 0,06
(ILHV), Gelbfieber, Zika-Virus]
Gruppe 4
[HPV 16, HPV 18, HSV 1, HSV 2, 3,57 0,04
Dengue V1]
Gruppe 5
[St.-Louis-Enzeph., VZV, 3,57 0,03
Vacciniavirus, West-Nil-Virus]
HAV 3,58 0,05
Banzi-Virus 3,41 0,19
HIV-1 3,47 0,15
HIV-2 3,56 0,05
Rubella 3,16 0,44
Influenza A 3,60 0,03
HCV 3,58 0,04
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Stérsubstanzen — endogene und exogene Substanzen
Die Leistung des NeuMoDx HBV Quant Test Strip wurde in Gegenwart typischer exogener und endogener Storsubstanzen, die in klinischen
HBV-Plasmaproben vorkommen, bewertet. Diese umfassten ungewohnlich hohe Konzentrationen an Blutkomponenten sowie haufige antivirale
Medikamente, welche in Tabelle 9 klassifiziert sind. Jede der nachstehend in Tabelle 10 aufgefiihrten endogenen und exogenen Substanzen wurde
zu gescreentem, HBV-negativem Humanplasma gegeben, das mit 3,7 logi IU/ml HBV versetzt war, und die Daten wurden auf Stérungen
untersucht. Zusatzlich wurde auch fir den mit einer Hepatitis-B-Infektion verbundenen Krankheitszustand reprasentatives Plasma auf potenzielle

Stérungen getestet.

Tabelle 9: Stérungstests — exogene Agenzien (Medikamenten-Klassifizierungen)

Pool Medikament Einstufung
Zidovudin (ZDV) Reverse-Transkriptase-Inhibitor
Saquinavir HIV-Proteaseinhibitor
Ritonavir HIV-Proteaseinhibitor
! Clarithromycin Antibiotikum
Interferon alfa-2a Immunmodulator
Interferon alfa-2b Immunmodulator
Abacavirsulfat Reverse-Transkriptase-Inhibitor
Amprenavir Proteaseinhibitor
Ribavirin Immunmodulator
2 Entecavir HBV-Antiviren-Medikament
Fluoxetin SSRI-Antidepressivum
Valacyclovirhydrochlorid Antiviren-Medikament
Tenofovirdisoproxil HBV-/HIV-Antiviren-Medikament
Lamivudin HBV-/HIV-Antiviren-Medikament
3 Ganciclovir CMV-Antiviren-Medikament
Valganciclovir CMV-Antiviren-Medikament
Nevirapin Reverse-Transkriptase-Inhibitor
Efavirenz Reverse-Transkriptase-Inhibitor
Lopinavir Proteaseinhibitor
4 Enfuvirtid HIV-Fusionsinhibitor
Ciprofloxacin Antibiotikum
Paroxetin SSRI-Antidepressivum
Adefovir(-Dipivoxil) Antiviren-Medikament
5 Azithromycin Antibiotikum

Indinavirsulfat

HIV-Proteaseinhibitor

Sertralin

SSRI-Antidepressivum

NeuMoDx Molecular, Inc.
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Tabelle 10: Storungstests — exogene und endogene Agenzien

Konz.- Bias
Endogen Durchschnitt
| 1 |
(logso 1U/mi) | (108w !V/mi)
Hamoglobin 3,50 0,20
Triglyceride 3,51 0,09
Bilirubin 3,56 0,13
Albumin 3,51 0,17
Konz.- Bias
Exogen (Medikamente) Durchschnitt (Iogz0 1U/ml)
(log1o 1U/ml) B0
Pool 1:  Zidovudin (ZDV), Saquinavir, Ritonavir, 358 008
Clarithromycin, Interferon alfa-2a, Interferon alfa-2b ! !
Pool 2:  Abacavirsulfat, Amprenavir, Ribavirin, Entecavir,
) ) ) 3,56 0,04
Fluoxetin, Valacyclovirhydrochlorid
Pool 3: Tenofowrdmgprox@, La!'nlvudln, Ganciclovir, 359 0,06
Valganciclovir, Nevirapin
Pool 4: Efawren.z, Lopinavir, Enfuvirtid, Ciprofloxacin, 3,60 0,07
Paroxetin
Pool 5: AdefO\{Ir(-DIpIVOXI|), Azithromycin, Indinavirsulfat, 356 0,19
Sertralin
Konz.- q
. 5 Bias
Krankheitszustand Durchschnitt (Iogzo 1U/ml)
(logo 1U/ml) B0
Antinukledre Antikorper (ANA) 3,61 0,10
Systemischer Lupus Erythematodes (SLE) 3,63 0,10
Rheumatoide Arthritis (RA) 3,57 0,09
HCV-Antikorper 3,58 0,07
HBV-Antikorper 3,64 0,11
Alkoholzirrhose 3,68 0,15
Rheumafaktor (RF) 3,63 0,10
Nichtalkoholische Steatohepatitis (NASH) 3,49 0,06

Laborinterne Prézision
Die Prazision des NeuMoDx HBV Quant Test Strip wurde durch Testen eines 8-Proben-Panels aus HBV-Proben der Genotypen A und C mit drei
NeuMoDx Systems Uber 12 Tage bestimmt. Die Intra-Lauf-, Intra-Tag- und Intra-System-Prazision wurden charakterisiert und die Gesamt-
Standardabweichung wurde als < 0,22 logio IU/ml bestimmt. Die Prézision von Bediener zu Bediener wurde nicht charakterisiert, da der Bediener
bei der Verarbeitung von Proben mit dem NeuMoDx System keine wesentliche Rolle spielt. Die Ergebnisse fiir die laborinterne Prazision sind in
Tabelle 11 dargestellt.

Tabelle 11: Ergebnisse der Studie zur laborinternen Prazision

PANEL- ZIELKONZ. MITTLERE KONZ. N Bias Intra-Lauf- Intra-Tag-SD | Intra-System-SD Gesamt-
TESTPROBE |  [logio IU/ml] [logo 1U/ml] sD & Y 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

NeuMoDx Molecular, Inc.
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Interchargen-Reproduzierbarkeit

Die Interchargen-Reproduzierbarkeit des NeuMoDx HBV Quant Test Strip wurde unter Verwendung von je drei verschiedenen Chargen der
wesentlichen Reagenzien — NeuMoDx Lysis Buffer 1, NeuMoDx Extraction Plate und NeuMoDx HBV Quant Test Strip — bestimmt. Zur Bewertung
der Leistung wurde ein 8-Proben-Panel der HBV-Genotypen A und C eingesetzt. Die Tests wurden mit je drei verschiedenen Reagenzchargen auf
drei NeuMoDx Systems Uber 6 Tage durchgefiihrt. Die Variation innerhalb der und zwischen den Chargen wurde analysiert. Das maximale Gesamt-
Bias lag bei 0,12 logio IU/ml und die maximale Gesamt-SD bei 0,24 logio IU/ml. Es wurde kein signifikanter Leistungsunterschied zwischen den
Chargen festgestellt, da die Quantifizierung aller Panel-Mitglieder innerhalb der Toleranzanforderungen lag. Die Ergebnisse fir die Interchargen-
Reproduzierbarkeit sind nachstehend in Tabelle 12 dargestellt.

Tabelle 12: Ergebnisse der Studie zur Interchargen-Reproduzierbarkeit

PANEL- ZIELKONZ. MITTLERE KONZ. N Bias Intrachargen- Interchargen- Gesamt
TESTPROBE [logio 1U/mI] [logio 1U/ml] 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

Wirksamkeit der Kontrolle

Die Wirksamkeit der im NeuMoDx HBV Quant Assay enthaltenen SPC1 in Bezug auf ihre Meldung von Prozessschrittfehlern oder Inhibitionen,
welche die Leistung des NeuMoDx HBV Quant Assay beeintrachtigen, wurde anhand von zwei haufigen HBV-Genotypen (A und C) bewertet. Die
getesteten Bedingungen sind reprasentativ fur kritische Fehlschlage von Prozessschritten, die potenziell bei der Probenverarbeitung auftreten und
von den Sensoren des NeuMoDx System zur Leistungsiiberwachung mdéglicherweise nicht erkannt werden. Die Wirksamkeit der SPC1 wurde durch
Simulation solcher Fehlerbedingungen ausgewertet. Prozessschwichen, die sich nachteilig auf den Nachweis/die Quantifizierung von HBV
auswirkten, spiegelten sich in der Leistung des SPC1-Ziels wider (Vorhandensein von Inhibitor und Fehlen eines Waschschritts). Fir Bedingungen,
unter denen die Amplifikation von SPC1 nicht beeintrachtigt war, konnte auch das HBV-Ziel innerhalb einer angegebenen Quantifizierung von
0,2 logio IU/ml der Kontrollproben amplifiziert werden.

Tabelle 13: Wirksamkeit der Probenprozesskontrolle

Getesteter
Prozessschrittfehler

Amplifikationsstatus
Probenprozesskontrolle

Amplifikationsstatus HBV-
Ziel

Assayergebnis

Presence of Inhibitor
(Vorhandensein von

Not Amplified (Nicht
amplifiziert)

Not Amplified (Nicht
amplifiziert)

Unresolved (Offen)

Inhibitor)
No Wash Delivered
(Keine Waschlésung
abgegeben)

Not Amplified (Nicht
amplifiziert)

Not Amplified (Nicht

amplifiziert) Unresolved (Offen)

Positive (Positiv) mit Quantifizierung
innerhalb von 0,2 logio IU/ml der
Kontrolle

No Wash Blowout (Kein

Wasch-Blowout) Amplified (Amplifiziert)

Amplified (Amplifiziert)

Kreuzkontamination

Zur Bestimmung der Kreuzkontaminationsrate des NeuMoDx HBV Quant Assay wurden drei Satze von HBV-Proben aus alternierend hoch-positiven
und negativen Proben analysiert. Insgesamt wurden dabei 144 Replikate einer normalen, HBV-negativen EDTA-Plasmaprobe und 144 Replikate
einer HBV-Probe mit hohem Titer von 8,0 logio IU/ml getestet. Alle 144 Replikate der negativen Probe waren negativ, was zeigt, dass wahrend der
Probenverarbeitung im NeuMoDx System keine Kreuzkontamination aufgetreten ist.

Gleichwertigkeit der Probenmatrix

Tests wurden durchgefiihrt, um die Gleichwertigkeit der Ergebnisse flur Plasmaproben zu demonstrieren, die in Entnahmerchrchen mit
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA) oder Acid-Citrate-Dextrose (ACD) entnommen wurden. Zusatzlich wurden Tests durchgefiihrt, um die
Gleichwertigkeit von frischen und gefrorenen Proben zu bestimmen. Vierzig einzelne Spenderproben, bezogen von BiolVT, wurden sowohl in EDTA-
als auch in ACD-Entnahmerohrchen entnommen. Diese frischen Proben wurden mit HBV-Genotyp A oder C in vier Konzentrationen versetzt und
auf Gleichwertigkeit getestet. Die Proben wurden dann fiir mindestens 24 Stunden eingefroren, aufgetaut und erneut getestet. Mittels
Regressionsanalyse wurde eine ausgezeichnete Gleichwertigkeit fir frische und gefrorene Proben bzw. fir EDTA- und ACD-Proben demonstriert.
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Tabelle 14: Regressionsanalyse der Ergebnisse der Studie auf Gleichwertigkeit der Proben

Parameter [Akzeptanzkriterien] Frisch vs. gefroren ACD vs. K-EDTA
Steigung [0,9-1,1] 1,002 0,996
Achsenabschnitt [< 0,5] -0,031 0,018
BestimmtheitsmaR [R? > 0,95] 0,995 0,993

Zusatzliche Tests wurden durchgefiihrt, um die Gleichwertigkeit der Leistung des NeuMoDx HBV Quant Assay bei Verwendung von Proben in
primaren vs. sekundédren Entnahmerdéhrchen zu demonstrieren. Panels aus HBV-negativen, mit HBV-Ziel (AccuPlex™ HBV Control) versetzte
Spenderproben wurden zunachst ausgehend vom primédren Probenréhrchen verarbeitet. Das verbleibende Plasma jeder Probe wurde in ein
sekundares Probenrdhrchen aliquotiert und erneut verarbeitet. Es wurde keine signifikante Differenz zwischen den gemeldeten Ergebnissen bei
Verarbeitung im primaren und sekundaren Probenrdhrchen festgestellt.

Die Gleichwertigkeit der Leistung des NeuMoDx HBV Quant Assay bei frischen vs. gefrorenen Serumproben wurde ebenfalls evaluiert. Dazu wurde
ein Panel aus einzelnen, frischen Spender-Serumproben, die mit HBV in Konzentrationen Uber den linearen Bereich hinweg versetzt waren,
verwendet. Nach der Verarbeitung der frischen Proben wurden die Serumproben fir mindestens 24 Stunden bei —20 °C eingefroren. Die
gefrorenen Proben wurden dann aufgetaut und erneut getestet. Die lineare Gleichwertigkeit zwischen identischen frischen und gefrorenen Proben
wurde mittels Regressionsanalysen nach Passing-Bablok und Deming ausgewertet. Der p-Wert der Passing-Bablok-Regression von 0,329 (gréRRer
als 0,05) und der Korrelationskoeffizient der Deming-Regression von 0,989 demonstrieren eine ausgezeichnete Gleichwertigkeit der frisch
verarbeiteten und der nach dem Auftauen verarbeiteten Proben. Das Bias zwischen frischem und gefrorenem Zustand wurde nach Bland-Altman
als extrem vernachlassigbarer Wert von -0,002 logio IU/ml bestimmt, was die Gleichwertigkeit der Verarbeitung frischer vs. gefrorener Proben
weiter demonstriert. AbschlieRend wurde durch einfache lineare Regression sowohl fir frische als auch fir gefrorene Proben die Korrelation
zwischen den vom System gemeldeten HBV-Konzentrationen und den erwarteten Konzentrationen bestimmt. Es wurden R*-Werte von 0,991 bzw.
0,985 erhalten.

Probenstabilitat

HBV-negative EDTA-Plasma- und Serumproben wurden mit HBV in einer Konzentration von 3,7 log10 1U/ml versetzt, in das NeuMoDx System
geladen und zu verschiedenen Zeitpunkten getestet — sofort (Zeit0), nach 4 Stunden, nach 8Stunden und nach 24 Stunden. Uber die
verschiedenen Zeitpunkte hinweg wurde kein signifikanter Unterschied in der Leistung beobachtet, was darauf hindeutet, dass sich eine Probe fir
bis zu 24 Stunden im NeuMoDx System befinden kann, ohne dass eine Beeintrachtigung der Assayleistung zu erwarten ist.

Ein dhnlicher Test wurde mit Plasma- und Serumproben durchgefiihrt, die vor der Testausfiihrung bis zu 7 Tage lang in einem Laborkihlschrank
(zwischen 2 und 8 °C) aufbewahrt wurden. Es wurde kein signifikanter Leistungsunterschied beobachtet.

Zum Abschluss wurden Proben getestet, die vor der Verarbeitung bis zu 6 Monate lang (Plasma) oder bis zu 4 Monate lang (Serum) bei <-20 °C
gelagert worden waren. Es wurde kein signifikanter Unterschied im Vergleich mit frischen Proben festgestellt. Der Einfrier-/Auftauzyklus wurde
wiederholt und es ergab sich keine Anderung der Leistung nach 2 Einfrier-/Auftauzyklen (Plasma) oder 4 Einfrier-/Auftauzyklen (Serum).

Methodenkorrelation

Plasmaproben

Die qualitative und quantitative Leistung des NeuMoDx HBV Quant Assay wurden im Vergleich mit FDA-/CE-zugelassenen Vergleichsassays
bewertet. Dazu wurden unverdinnte klinische Plasmaproben von HBV-infizierten Patienten getestet. Die Tests wurden in Form einer
Einfachblindstudie intern bei NeuMoDx mit klinischen Proben, die von drei unabhangigen Referenzlabors bezogen wurden, durchgefiihrt. Die
Ergebnisse der insgesamt 308 HBV-positiven und -negativen Proben wurden in der qualitativen Analyse zur Bestimmung der klinischen Sensitivitat
und Spezifitdt des NeuMoDx HBV Quant Assay zusammengefasst. Die qualitative Analyse wurde sowohl unter Einbeziehung der als auch ohne die
positiven Proben unterhalb der LLoQ durchgefiihrt, da die Klassifizierung solch schwach positiver Proben von Test zu Test variieren konnen. Die
lineare Regression zur Definition der quantitativen Leistung wurde anhand von insgesamt 97 HBV-positiven klinischen Proben innerhalb des beiden
Tests gemeinsamen linearen Bereichs generiert. Der NeuMoDx HBV Quant Test Strip iberzeugte durch eine ausgezeichnete Sensitivitat und
Spezifitdt und zeigte darliber hinaus eine ausgezeichnete quantitative Korrelation mit dem Vergleichsassay. Auf Grundlage dieser Ergebnisse wurde
die Sensitivitdt des NeuMoDx HBV Quant Assay auf 100 % (KI 96,4—-100 %) und die Spezifitat auf 95,6 % (KI 91,9-97,7 %) geschatzt. Diese 95-%-
Konfidenzintervalle wurden unter Anwendung der 95-%-Score-Konfidenzintervall-Methode gemaR EP12-A2, User Protocol for Evaluation of
Qualitative Test Performance, Approved Guideline, Vol 28, No 3., berechnet.
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Tabelle 15: MaRzahlen der klinischen Sensitivitat und Spezifitdt des NeuMoDx HBV Quant Assay fiir Plasmaproben auf dem NeuMoDx 288
Molecular System

Referenzassay Referenzassay
(POS) (NEG) GESAMT
NeuMoDx HBV Quant
Assay (POS) 103 9 112
NeuMoDx HBV Quant
Assay (NEG) 0 196 196
GESAMT 103 205 308
SENSITIVITAT = 100 % 95-%-K| (96,4-100 %)
SPEZIFITAT = 95,6 % 95-%-KI (91,9-97,7 %)

Tabelle 16: MaRzahlen der klinischen Sensitivitat und Spezifitdt des NeuMoDx HBV Quant Assay auf dem NeuMoDx 288 Molecular System mit
Plasmaproben, Proben < LLoQ ausgeschlossen

Referenzassay Referenzassay
(POS) (NEG) GESAMT
NeuMoDx HBV Quant
Assay (POS) 99 > 104
NeuMoDx HBV Quant
Assay (NEG) 0 196 196
GESAMT 99 201 300
SENSITIVITAT = 100 % 95-%-KI (96,3-100 %)
SPEZIFITAT = 97,5 % 95-%-KI (94,3-98,9 %)
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Abbildung 7: Quantitative Methodenkorrelationsstudie mit dem NeuMoDx HBV Quant Assay

Zusatzliche Tests wurden unter Verwendung von 159 Ubrig gebliebenen klinischen Plasmaproben auf dem NeuMoDx 96 Molecular System
durchgefuhrt. Wie bei den vorherigen Tests auf dem NeuMoDx 288 wurden die mit dem NeuMoDx 96 erhaltenen Ergebnisse mit den Ergebnissen
von FDA-zugelassenen und/oder CE-gekennzeichneten Assays, welche von Labors fur Tests im Rahmen der standardmaRigen Behandlung
verwendet werden, verglichen. Die Ergebnisse einschlieflich der Wahrheitstabelle mit klinischer Sensitivitdt und Spezifitdt sind mit 95-%-KI in
Tabelle 17 aufgefiihrt.
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Tabelle 17: Zusammenfassung der klinischen Leistung — NeuMoDx HBV Quant Assay auf dem NeuMoDx 96 Molecular System

Referenzassay Referenzassay
(POS) (NEG) GESAMT

NeuMoDx HBV Quant

Assay (POS) 60 2 62
NeuMoDx HBV Quant

Assay (NEG) 1 % %

GESAMT 61 97 158

SENSITIVITAT = 98 % 95-%-KI (90-100 %)
SPEZIFITAT = 98 % 95-%-KI (92-100 %)

Serumproben

Die quantitative Leistung des NeuMoDx HBV Quant Assay wurde im Vergleich mit FDA-/CE-zugelassenen Vergleichsassays durch Testen
anonymisierter, Ubrig gebliebener HBV-positiver Serumproben von HBV-infizierten Patienten bewertet. Insgesamt 66 klinische, bekanntermalen
HBV-positive Serumproben, die von zwei unabhdngigen Referenzlabors bezogen wurden, wurden intern bei NeuMoDx mit dem NeuMoDx HBV
Quant Assay getestet. Von den getesteten, bekanntermalRen positiven Serumproben ergaben 58 ein positives Ergebnis, wahrend neun (9)
Ergebnisse unterhalb der LLoQ und oberhalb der ULoQ des NeuMoDx HBV Quant Assay und/oder des Referenztests lagen. Insgesamt 49 HBV-
positive klinische Proben innerhalb des beiden Tests gemeinsamen linearen Bereichs wurden verwendet, um die Regressionsanalysen zur
Definition der quantitativen Leistung zu generieren.

Gleichwertigkeits- und Residuenplots wurden generiert, um die mittels Deming- und Passing-Bablok-Regressionsanalyse ermittelte Korrelation
zwischen den Konzentrationen des NeuMoDx HBV Quant Assay und den Konzentrationswerten des Referenztests fiir alle getesteten Proben
darzustellen. Diese sind in Abbildung 8 und 9 zu sehen. Die Qualitat der Anpassung der Deming-Regression wird durch einen Steigungskoeffizienten
von 0,99 mit 95-%-KI (0,93, 1,07) und einen Achsenabschnitt (Bias) von -0,22 mit 95-%-KI (-0,56, 0,12) illustriert, welche demonstrieren, dass die
mit dem NeuMoDx HBV Quant Assay und Referenztests erhaltenen Konzentrationsergebnisse hochkorreliert sind und ein akzeptables Bias
aufweisen. Die Qualitat der linearen Anpassung nach Passing-Bablok wird durch einen Steigungskoeffizienten von 0,99 mit 95-%-KI (0,91, 1,06) und
einen Achsenabschnitt (Bias) von -0,25 mit 95-%-KI (-0,48, 0,06) illustriert, welche demonstrieren, dass die mit dem NeuMoDx HBV Quant Assay
und Referenztests erhaltenen Konzentrationsergebnisse hochkorreliert sind und ein akzeptables Bias aufweisen, wie in Tabelle 18 gezeigt.

Regression der NMDx-Konz. (log10 1U/ml) nach Ref.-Konz. Residuen/Ref.-Konz. (log10 IU/ml)
(log10 1U/ml) ,
. .
1,5
7
— 1 .
= .
5
oS os | . .
) s . " . .
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1 B
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1 2 3 a 5 6 7 8 5 5
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Abbildung 8: Gleichwertigkeits- (a) und Residuenplots (b) — kumulative Analyse des NeuMoDx HBV Tests vs. Referenztests — Deming-Analyse.
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Abbildung 9: Gleichwertigkeits- (a) und Residuenplots (b) — kumulative Analyse der Ergebnisse des NeuMoDx HBV Quant Assay vs.

(b)

Referenztests — Passing-Bablok-Analyse.

Tabelle 18. Zusammenfassung der linearen Regressionsanalysen nach Deming und Passing-Bablok fiir Serumproben

Deming-Analyse

Passing-Bablok-Analyse

Achsenabschnitt

Steigungskoeffizient

R2

Achsenabschnitt

Steigungskoeffizient

p-Wert

95-%-KI (-0,56, 0,12)

-0,22 0,99

95-%-K1 (0,93, 1,07)

0,95

0,25
95-%-KI (-0,48, 0,06)

0,99
95-%-KI1 (0,91, 1,06)

0,89

Tests kiinstlicher Proben — Workflow mit 200 pul Probenvolumen
Die quantitative Korrelation zwischen den Workflows mit 200 pl und 550 ul Probenvolumen wurde anhand eines Panels aus einzelnen,
HBV-negativen Plasma- und Serumproben bestatigt, die mit vier bekannten Konzentrationen von auf den 4. internationalen Standard der WHO fiir
HBV-DNA fiir Nukleinsauretests rickfihrbarem HBV-Kontrollmaterial versetzt wurden. Diese einzelnen Plasma- und Serumproben wurden unter
Anwendung beider Workflows (550 pl und 200 pl Probenvolumen) in insgesamt 288 Tests verarbeitet. Auf Basis einzelner Proben wurden
Vergleiche der Gleichwertigkeit der von der NeuMoDx Software fur den 200-ul- und den 550-pl-Workflow gemeldeten Konzentrationen
durchgefiihrt. Die Regressionsanalysen nach Deming und Passing-Bablok hatten eine Steigung von 0,985 bzw. 0,998 mit Achsenabschnitten von -
0,001 bzw. 0,053 fir Plasma und 1,024 bzw. 1,018 mit Achsenabschnitten von 0,095 bzw. 0,070 fiir Serum, was eine ausgezeichnete
Ubereinstimmung der HBV-Quantifizierungen zwischen den beiden Verarbeitungsvolumen demonstriert. Ein Bland-Altman-Vergleich zeigte ein
minimales Bias zwischen den beiden Workflows. Zuséatzlich ergaben sich fiir einfache lineare Regressionsanalysen mit der erwarteten und der
gemeldeten Konzentration fir den 200 pl-Workflow eine Steigung von 1,047 und ein Korrelationskoeffizient von 0,998 (Plasma) bzw. 1,113 und
0,992 (Serum), was die ausgezeichnete Leistung des NeuMoDx HBV Quant Assay bei Anwendung des Workflows mit 200 pl Probenvolumen weiter
untermauert. Die Ergebnisse dieser Studien sind nachstehend in Abbildung 10 und Abbildung 11 zusammengefasst.
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Abbildung 10: Gleichwertigkeitsplots zum Vergleich der bei geringem Volumen gemeldeten Konzentrationen mit den bei
Standardprobenvolumen gemeldeten Konzentrationen. A) Passing-Bablok-Regression. B) Deming-Regression. C) Bland-Altman-Streudiagramm
D) Bland-Altman-Differenzplot — Plasmaproben
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Abbildung 11: Gleichwertigkeitsplots zum Vergleich der bei geringem Volumen gemeldeten Konzentrationen mit den bei
Standardprobenvolumen gemeldeten Konzentrationen. A) Passing-Bablok-Regression. B) Deming-Regression. C) Bland-Altman-Streudiagramm

D) Bland-Altman-Differenzplot — Serumproben
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