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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 CMV Quant Assay je automatizovany, amplifikacni in vitro test nukleové kyseliny pro stanovitelnost DNA cytomegaloviru (CMV)
ve vzorcich lidské plazmy pro CMV genotypu gB1 aZ gB4 u jedincu infikovanych virem CMV. Analyza NeuMoDx CMV Quant Assay provadéna na
molekuldrnich soustavach NeuMoDx 288 Molecular System a NeuMoDx 96 Molecular System (soustava/soustavy NeuMoDx System) zahrnuje
automatizovanou extrakci DNA k izolovani cilové nukleové kyseliny ze vzorku a polymerazovou fetézovou reakci v realném Case (Polymerase Chain
Reaction, PCR) k zacileni na vysoce konzervované sekvence v genomu cytomegaloviru.

Analyza NeuMoDx CMV Quant Assay je urCena ke stanovitelnosti DNA cytomegaloviru (CMV) in vitro u Cerstvych a zmrazenych vzork( krevni
plazmy za pouziti molekularnich soustav NeuMoDx 288 Molecular System a NeuMoDx 96 Molecular System. Tato analyza je uréena k poufZiti ve
spojeni s klinickou pfitomnosti a jinymi laboratornimi markery postupujiciho onemocnéni pro klinické fizeni a monitoring CMV infekce. Analyza
neni uréena k pouZiti jako vySetfovaci test na pfitomnost CMV v krvi nebo pfipravcich z krve.

SHRNUTI A VYSVETLENI

K pfipravé plazmy Ize pouZit pIné lidské krve odebrané do sterilnich zkumavek pro odbér krve bud's obsahem EDTA, nebo ACD jako antikoagulanta.
Aby byla plazma ptipravena k testovani, vloZi se ve zkumavce kompatibilni se soustavou NeuMoDx System za pouziti k tomu uréeného nosice na
zkumavky se vzorky do soustavy NeuMoDx System, kde zaéne zpracovani. U kazdého vzorku se pomérné mnozstvi 550 pl vzorku plazmy smichd
s lyzovym pufrem NeuMoDx Lysis Buffer 1 a soustava NeuMoDx System automaticky provede vSechny kroky nezbytné k ziskani cilové nukleové
kyseliny, pripravé izolované DNA pro amplifikaci pomoci PCR v redlném case a, pokud jsou pritomny, k amplifikaci a detekci produktt amplifikace
(Usekt cilového genomu CMV ve vysoce konzervovanych oblastech). Analyza NeuMoDx CMV Quant Assay obsahuje kontrolu zpracovani vzorkd
DNA (Sample Process Control, SPC1), kterd pomaha sledovat pfitomnost moznych inhibi¢nich latek a také selhani soustavy NeuMoDx System nebo
reagencii, ke kterému muze dojit béhem extrakce a amplifikace.

CMV je bézny virus s dvousroubovicovou DNA, ktery patti do Celedi lidskych herpesvird, které infikuji lidi v kazdém véku. Odhaduje se, Ze do 40.
roku véku se CMV nakazi vice neZ polovina populace.! CMV se $ifi télesnymi tekutinami, jako jsou sliny, mo¢, krev, slzy, sperma a materské mléko.
Imunokompetentni jedinci infikovdni CMV jsou typicky asymptomaticti, ale infekce virem mze byt vazna u déti a osob s oslabenym imunitnim
systémem. Téhotné Zeny mohou CMV prenést na své nenarozené déti a zpUsobit vrozenou CMV infekci, ktera mlze, kromé jinych vyvojovych a
motorickych vad, vyustit ve ztratu sluchu. CMV je hlavni patogen u imunokompromitovanych pacient(, v€etné pfijemcu transplantace pevnych
organd, prijemct transplantace krvetvorné tkdné, pacient( infikovanych virem HIV a pacient( Iécenych imunomodulaénimi léky.2 Primdrné se zatéz
virem CMV sleduje u této imunokompromitované populace, kde mlize zpUsobit vysokou nemocnost, véetné zapalu plic, onemocnéni zazivaciho
traktu, hepatitidu a encefalitidu a také zvySuje moznost odmitnuti organd a jinych oportunnich infekci.

Diagnostika CMV infekce se nezaklada pouze na testu nukleové kyseliny (Nucleic Acid Testing, NAT); NAT se pouZivd jako doplnék testovani
antigenu, kam patti barveni polymorfonuklearnich leukocytd (PMN) kvili rané nizké hladiné matrice strukturni bilkoviny CMV a také jinym
ptiznaklim, které pacient m(ze mit. Testovani zatéze virem CMV se bézné pouziva k urceni nutnosti antivirové |é¢by a také k monitorovani u¢innosti
takové |écby.3 Zatimco soucasné smérnice pro Fizeni a |é¢bu CMV infekci u imunokompromitovanych jedincl nejsou jednoznaéné, pokud jde o to,
kdy s antivirovou lé¢bou zacit, vsechny po zahdjeni antivirové 1éCby vyZaduji nepretrzity monitoring virové zatéze, coz by mélo pomoci se snizenim
véaznych vedlejsich Gcink( 1€kl u takové populace.

PRINCIPY POSTUPU

K vlastnimu provedeni analyza NeuMoDx CMV Quant Assay na soustavé NeuMoDx System vyuZiva testovaci prouzek NeuMoDx CMV Quant Test
Strip, kalibratory NeuMoDx CMV Calibrator, externi kontroly NeuMoDx CMV External Control, lyzovy pufr NeuMoDx Lysis Buffer 1 a obecné
pouzitelné reagencie NeuMoDx. Analyza NeuMoDx CMV Quant Assay kombinuje automatizovanou extrakci DNA, amplifikaci a detekci pomoci PCR
vrealném Case. K pfipravé plazmy se odebiraji vzorky pIné krve ve zkumavkach s obsahem EDTA nebo ACD. Vzorek plazmy ve zkumavce
kompatibilni se soustavou NeuMoDx System je umistén do stojanu na zkumavky se vzorky, ktery je pak vlozen do soustavy NeuMoDx System ke
zpracovani. Zadny dalsi zasah obsluhy neni nutny.

Soustavy NeuMoDx System k automatickému provedeni bunécné lyzy, extrakce DNA a odstranéni inhibitorG vyuZivaji kombinace zahfivani,
lytickych enzym@l a extrakénich reagencii. Uvolnéné nukleové kyseliny jsou zachyceny paramagnetickymi ¢asticemi. Castice s navazanymi
nukleovymi kyselinami jsou vloZeny do zasobniku NeuMoDx Cartridge, kde jsou nenavdzané komponenty neobsahujici DNA déle splachnuty
promyvaci reagencii NeuMoDx Wash Reagent a navdazana DNA je eluovana za poufZiti uvolriovaci reagencie NeuMoDx Release Reagent. Soustavy
NeuMoDx System potom eluované DNA vyuZiji k rehydrataci proprietarnich amplifikacnich reagencii NeuDry™, které obsahuji vSechny prvky
nezbytné k amplifikaci za pomoci PCR specifické pro cilovy CMV a SPC1. Po rekonstituci reagencii PCR NeuDry nadavkuje soustava NeuMoDx System
ptipravenou PCR-ready smés do kazety NeuMoDx Cartridge. K amplifikaci a detekci kontrolni a cilové (pokud je pfitomna) sekvence DNA dochazi
v PCR komore zasobniku NeuMoDx Cartridge. Kazeta NeuMoDx Cartridge je uréena také k tomu, aby v ni nasledné po PCR v redlném case byl
amplikon, ¢imzZ je po amplifikaci podstatné eliminovéno riziko kontaminace.
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Amplifikované cile jsou detekovény v realném ¢ase pomoci chemizmu hydrolyzaéni sondy (béZzné oznacované jako chemizmus TagMan®) za pouZziti
fluorogennich oligonukleotidovych molekul sondy, specifickych pro amplikony pro jejich pfislusné cile.

Sondy TagMan sestavaji z fluoroforu, kovalentné pfipojeného k 5’ konci oligonukleotidové sondy, a ze zhasedla na 3’ konci. Zatimco sonda je
intaktni, fluorofor a zhasedlo jsou v blizkosti, ¢imZ molekula zhasedla zhasi fluorescenci emitovanou fluoroforem pres FRET (Forster Resonance
Energy Transfer, Forster(iv rezonancéni prenos energie).

TagMan sondy jsou urceny k reasociaci DNA v Useku amplifikovaném specifickou sadou primer(. Jak polymeraza Taq DNA prodluZuje primer
a syntetizuje nové vldkno, 5’ aZz 3’ exonukledzova aktivita polymerazy Taqg DNA degraduje sondu, ktera reasociovala na templat. Degradaci sondy
se uvoliiuje fluorofor a narusuje tésnou blizkost zhasedla, ¢imz prekonavé zhaseci ucinek zplisobeny FRET aje tak moznd detekce fluoroforu
fluorescenci. Vysledny fluorescencni signal detekovany kvantitativni PCR v termocykleru soustavy NeuMoDx System je pfimo mérny uvolnénému
fluoroforu a mlze souviset s mnozstvim pfitomné cilové DNA.

Sonda TagMan znacend fluoroforem (excitace: 490 nm a emise: 521 nm) na 5’-konci a tmavym zhasedlem na 3’-konci se pouziva k detekci DNA
CMV. Pro detekci SPC1 je TagMan sonda oznacena alternativnim fluorescenénim barvivem (excitace: 535 nm a emise: 556 nm) na 5’ konci
atmavym zhasedlem na 3’ konci. Software soustavy NeuMoDx System monitoruje fluorescenéni signdl vydavany sondami TagMan na konci
kazdého amplifikaéniho cyklu. KdyzZ je amplifikace hotova, software soustavy NeuMoDx System Udaje analyzuje a poda zpravu o koneéném
vysledku (POSITIVE (POZITIVNI) / NEGATIVE (NEGATIVNI) / INDETERMINATE (NEURCITY) / UNRESOLVED (NEROZLISENO)). Pokud je vysledek
POSITIVE, software soustavy NeuMoDx System doda také kvantitativni hodnotu pfidruzenou ke vzorku nebo oznami, zda je vypocitana koncentrace
v mezich stanovitelnosti.

REAGENCIE / SPOTREBNi MATERIAL

Dodany material

Pocet testl na Pocet testd

1t eech jednotku v baleni

Testovaci prouzek NeuMoDx CMV Quant Test Strip
201400 Suché reagencie PCR obsahujici sondy TagMan a primery specifické pro CMV spolu se sondou 16 96
TagMan a primery specifickymi pro SPC1.

PoZadované, ale nedoddvané reagencie a spotfebni materidl (k dispozici samostatné od spolecnosti NeuMoDx)

REF. Obsah
100200 Extrakéni desticka NeuMoDx Extraction Plate
Suché paramagnetické Eastice, lyticky enzym a kontroly zpracovdni vzorki
300400 Kalibratory NeuMoDx CMV Calibrator
Jednordzové sady kalibrdtor( vysokych a nizkych hodnot CMV pro stanoveni validity standardni krivky
900401 Externi kontroly NeuMoDx CMV External Control

Jednordzové sady pozitivnich a negativnich kontrol CMV pro stanoveni kaZzdodenni validity analyzy NeuMoDx CMV Quant Assay

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]

VAROVANI A BEZPECNOSTNI OPATRENI
® Testovaci prouzek NeuMoDx CMV Quant Test Strip je urcen pouze pro diagnostiku in vitro se soustavami NeuMoDx System.
® Spotfebni materidl ani reagencie po uvedené dobé exspirace nepouzivejte.
® NepouZivejte Zadné reagencie, pokud je bezpecnostni tésnéni rozbito nebo je pfi dodani poskozen obal.
® Spotrebni materidl nebo reagencie nepouzivejte, pokud je ochranny vacek pfi dodéni otevieny nebo rozbity.

® Kdispozici musi byt platna kalibrace testovani (generovand zpracovanim kalibratord vysokych a nizkych hodnot z kalibratord
NeuMoDx CMV Calibrators [REF 800400]) predtim, nezZ Ize vysledky testu generovat pro klinické vzorky.
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Externi kontroly NeuMoDx CMV External Control [REF 900401] museji byt béhem testovani pomoci analyzy NeuMoDx CMV Quant
Assay zpracovany kazdych 24 hodin.
Minimalni objem vzorku je 1 ml EDTA/ACD plazmy pfi pouZiti 32mistného stojanu; disledkem objemu mensiho nez 1 ml muze byt
chyba v soustavé NeuMoDx System.

Provadéni CMV analyzy na vzorcich skladovanych pti nevhodnych teplotach nebo po uréené dobé skladovani mize za pouziti
testovaciho pasku NeuMoDx CMV Quant Test Strip pfinést neplatné nebo chybné vysledky.

U viech reagencii a spotfebniho materidlu zabrarte mikrobialni a deoxyribonukledzové (DNazové) kontaminaci. Doporucujeme
pouZiti sterilnich jednorazovych prenosovych pipet bez obsahu DN&zy. 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 CMV
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, foliového tésnéni testovaciho prouzku
NeuMoDx CMV Quant Test Strip nebo extrakéni desticky NeuMoDx Extraction Plate nebo vrchniho povrchu lyzového pufru
NeuMoDx Lysis Buffer 1; pfi manipulaci se spotfebnim materidlem a reagenciemi byste se méli dotykat pouze bocnich stran.

Bezpecnostni listy (BL) jsou k dispozici na vyzadani.
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, a v souladu s bezpeénymi laboratornimi postupy, napfiklad témi popsanymi v
publikaci Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories* a vdokumentu M29-A4 institutu CLSI.>

NepouZité reagencie a odpad likvidujte podle statnich, federalnich, oblastnich a mistnich predpisu.

UCHOVAVANI, MANIPULACE A STABILITA PRODUKTU

Vsechny reagencie a spotfebni materidl NeuMoDx (s vyjimkou externich kontrol a kalibrator() jsou stabilni v primarnim obalu po dobu
exspirace uvedenou na Stitku produktu pti skladovéni pfi teploté 18 az 23 °C.

Testovaci pasek NeuMoDx CMV Quant Test Strip vloZzeny do soustavy NeuMoDx System je stabilni 14 dni; software systému NeuMoDx
System vyzve k vyjmuti testovacich pask(, které byly v pfistroji NeuMoDx System pouzivany déle nez 14 dnu a bude tfeba otevrit a do
soustavy NeuMoDx System vloZit nové testovaci pasky NeuMoDx CMV Quant Test Strip.

Kalibratory a kontroly NeuMoDx jsou neinfekéni, ale po pouZiti by mély byt zlikvidovény v laboratornim biologicky nebezpeéném odpadu,
jelikoZ po zpracovani na soustavé budou obsahovat cilovy materidl, coz by pfi nespravné manipulaci mohlo zpUsobit kontaminaci.

ODBER, PREPRAVA A UCHOVAVANI VZORKU

1. Sevsemivzorky manipulujte, jako kdyby byly schopné pfenosu infekénich agens.
2. Plnou krev nebo jakékoli vzorky skladované v plvodnich zkumavkach nezmrazujte.
3. Pro pfipravu vzork( plazmy by méla byt pInd krev odebrana do sterilnich zkumavek za pouZiti EDTA nebo ACD jako antikoagulanty.
Postupujte podle pokynU vyrobce zkumavek pro odbér vzorkd.
4. PIna krev odebrana v zafizenich vyjmenovanych vy$e mize byt pfed pFipravou plazmy skladovana a/nebo pfepravovana az po dobu 24
hodin pfi 2°C az 25°C. Pfiprava plazmy by méla byt provadéna podle pokyn( vyrobce.
5. Pripravené vzorky plazmy mohou pfed zpracovanim zUstat na soustavé NeuMoDx System aZ po dobu 8 hodin. Pokud je tfeba delSi doby
skladovéni, doporucujeme vzorky bud' zchladit nebo zmrazit.
6. Pripravené vzorky plazmy by pti 2 az 8 °C nemély byt pred testovanim skladovany déle nez 7 dni a maximélné 8 hodin pti pokojové
teploté.
7. Pripravené vzorky mohou byt pfed zpracovanim skladovény pfi <-20 °C po dobu aZ 26 tydnu; vzorky plazmy by pfed pouZitim nemély byt
vystaveny vice nez 2 cyklim zmrazeni/rozmrazeni.
a.  Pokud jsouvzorky zmrazené, nechte je Uplné rozmrazit pfi pokojové teploté (15-30 °C); pro vytvoreni rovnomérné
rozloZzeného vzorku vzorek zvirte.
b.  Jakmile jsou zmrazené vzorky rozmrazeny, testovani by mélo probéhnout do 8 hodin.
Pokud jsou vzorky pfepravovany, mély by byt zabaleny a oznadeny v souladu s platnymi pfedpisy zemé a/nebo mezindrodnimi predpisy.
Ztetelné vzorky oznacte a uvedte, Ze se jednd o vzorky k testovani CMV.
10. Prejdéte k ¢asti Priprava testu.
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Cely proces realizace analyzy NeuMoDx CMV Quant Assay je shrnut niZe na obrdzku 1.

REALIZACE ANALYZY
NEUMODX CMV QUANT ASSAY

Reagencie specifické pro zatéZovy test
Na vyzvu softwaru NeuMoDx vloZte o Pufr NeuMoDx Lysis Buffer 1
pozadovany spotiebni material. e Testovaci prouzky NeuMoDx CMV
Quant Test Strip

Zpracujte

kalibratory
NeuMoDx CMV
Calibrator

Opakujte kazdych
90 dnd NEBO pfi
pouZiti nové sarze

. testovaciho prouzku
PSS NeuMoDx CMV
Quant Test Strip

Jsou
kalibratory

Zpracujte externi
kontroly
NeuMoDx CMV
External Control

Jsou
kontroly
platné?

lm

ZPRACOVANI BEZNYCH
VZORKU

Obrazek 1: Pracovni postup pfi realizaci analyzy NeuMoDx CMV Quant Assay

Opakujte kazdych
24 hodin

NAVOD K POUZITI

Pfiprava testu

1. Nazkumavku se vzorkem, kompatibilni se soustavou NeuMoDx System, nalepte Stitek s ¢arovym kédem na vzorky.

2. Za poufZiti pienosové pipety preneste > 1 ml plazmy do zkumavky na vzorky (sekundarni) oznacené ¢arovym kédem, pokud pouZivate
32mistny stojan na zkumavky, nebo > 2 ml, pokud pouZivate 24mistny stojan na zkumavky. Dejte pozor, abyste do zkumavky neprenesli
ze vzorku plazmy zZadné srazeniny. Na kazdy vzorek poufZijte jinou pfenosovou pipetu.

3. Sekundarni zkumavka musi splfiovat nasledujici specifikace pro zkumavky kompatibilni se soustavou NeuMoDx System podle stojanu na
zkumavky se vzorkem, ktery se ke zpracovani pouziva.

e 32zkumavkovy nosi¢: mezi 11 mm — 14 mm v priméru a mezi 60 mm — 120 mm vysky
e 24zkumavkovy nosi¢: mezi 14,5 mm — 18 mm v priméru a mezi 60 mm — 120 mm vysky
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Obsluha soustavy 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).

Osadte jeden nebo vice stojanl na testovaci prouzky NeuMoDx System Test Strip testovacim prouzkem (testovacimi prouzky) NeuMoDx
CMV Quant Test Strip a k zaloZeni stojanu (stojanu) na testovaci prouzky do soustavy NeuMoDx System pouZijte dotykovou obrazovku.

Pokud vas software soustavy NeuMoDx System vyzve, pfidejte potfebné spotfebni materialy ke stojanim na spotfebni material soustavy
NeuMoDx System nezbytny spotfebni material a pomoci dotykové obrazovky vloZte stojany do soustavy NeuMoDx System.

Pokud vas software soustavy NeuMoDx System vyzve, vymérite promyvaci reagencii NeuMoDx Wash Reagent, uvolfiovaci reagencii
NeuMoDx Release Reagent, vhodnym zpUsobem vyprazdnéte odpadni reagencie z plnéni a nadobu na biologicky nebezpec¢ny odpad.

Pokud vas software soustavy NeuMoDx System vyzve, zpracujte dle nutnosti kalibratory (REF 800400) a/nebo externi kontroly
(REF 900401). Dalsi informace tykajici se kalibratord a kontrol |ze najit v ¢asti Zpracovadni vysledka.

Zkumavku (zkumavky) se vzorky/kalibratory/kontrolami vlozte do bézného 32zkumavkového nosice a ujistéte se, Ze ze vsech zkumavek se
vzorky jsou odstranéna vicka.

Nosi¢ na zkumavky se vzorky umistéte do jakékoli oteviené pozice na prfihradku pro automatické zakladani a k zaloZeni nosice do soustavy
NeuMoDx System pouZijte dotykovou obrazovku. Takto bude zahajeno zpracovani zalozenych vzorki pro dany test(y).

OMEZENI

Testovaci pasek NeuMoDx CMV Quant Test Strip Ize pouZit pouze na soustavach NeuMoDx System.

Uginnost testovaciho prouzku NeuMoDx CMV Quant Test Strip byla stanovena u vzork( plazmy ptipravenych z piné krve odebrané s
EDTA/ACD jako antikoagulantem; poutziti testovaciho pasku NeuMoDx CMV Quant Test Strip nebylo u jinych klinickych typa vzorka
vyhodnoceno a funkéni vlastnosti tohoto testu jsou u jinych typl vzorkd neznamé.

Protoze detekce CMV zévisi na mnoZstvi pritomnych organism( ve vzorku, zavisi spolehlivost vysledkd na spravném odbéru vzorka,
manipulaci s nimi a jejich skladovani.

Kalibratory a externi kontroly musi byt zpracovany podle doporuéeni vloZzenych do baleni a pokud zpracovani béznych klinickych vzorku
predchazi vyzva softwaru soustavy NeuMoDx System.

K chybnym vysledkdim test( m(ze dojit kvali nespravnému odbéru vzorkd, zachazeni s nimi, jejich nevhodnému skladovani, technické chybé
nebo nespravné identifikaci zkumavek se vzorkem. Kromé toho by se mohly objevit faleSné negativni vysledky kvali tomu, Ze mnozZstvi
virovych Castic ve vzorku je pod mezi detekce analyzy NeuMoDx CMV Quant Assay.

Obsluha soustavy NeuMoDx System je omezena pouze na personal vyskoleny v pouzivani soustavy NeuMoDx System.

Pokud se ani cilovy CMV, ani cilova SPC1 neamplifikuji, bude ozndmen neplatny vysledek (Indeterminate (Neurcity) nebo Unresolved
(Nerozliseno)) a test by mél byt zopakovan.

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

V pfipadé, ze detekovany CMV byl pod hodnotou LLoQ, muZe byt analyza NeuMoDx CMV Quant Assay zopakovdana (podle pfani) s jinym
alikvotnim podilem vzorku.

V pfipadé, Ze detekovany CMV byl nad hodnotou ULoQ, m{zZe byt analyza NeuMoDx CMV Quant Assay zopakovana se zfedénym alikvotnim
podilem plvodniho vzorku. Doporucujeme fedéni 1: 100 nebo 1 :1 000 v CMV negativni plazmé nebo diluentu Basematrix 53 (Basematrix),
(SeraCare, Milford, Massachusetts). Koncentraci plivodniho vzorku Ize vypocitat takto:

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

Dusledkem obcasné pFitomnosti PCR inhibitor(i v plazmé m(Ze byt chyba stanovitelnosti v soustavé; pokud k tomu dojde, doporucujeme
test zopakovat se stejnym vzorkem ziedénym v diluentu Basematrix v poméru 1 : 10 nebo 1 : 100.

Pozitivni vysledek nemusi nutné znamenat pfitomnost Zivotaschopnych organism0. Avsak pozitivni vysledek je pro pfitomnost DNA
cytomegaloviru presumptivni.

Delece nebo mutace v konzervovanych oblastech zacilenych analyzou NeuMoDx CMV Quant Assay mohou pfi pouZiti testovaciho prouzku
NeuMoDx CMV Quant Test Strip ovlivnit detekci nebo vést k chybnému vysledku.

Vysledky z analyzy NeuMoDx CMV Quant Assay by mély byt pouZity jako doplnék klinickych pozorovani a dalsich informaci, které ma Iékar
k dispozici; test neni uréen k diagnostice infekce.

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

Dostupné vysledky |ze zobrazit na karté ,Results” (Vysledky) v okné Results (Vysledky) na dotykové obrazovce soustavy NeuMoDx System,
pripadné je Ize odtud vytisknout.

Vysledky analyzy NeuMoDx CMV Quant Assay automaticky generuje software soustavy NeuMoDx System pouZivajici algoritmus rozhodovani a
parametry zpracovani vysledk( popsané v souboru definic NeuMoDx CMV Assay Definition File (CMV ADF). Vysledek analyzy NeuMoDx CMV Quant
Assay mUzZe byt ohlasen jako Negative (Negativni), Positive (Pozitivni) s ohlasenim koncentrace CMV, Positive (Pozitivni) nad ULoQ, Positive
(Pozitivni) pod LLoQ, Indeterminate (Neurcity) nebo Unresolved (NerozliSeno) na zakladé stavu amplifikace cile a kontroly zpracovani vzorku.
Vysledky jsou oznamovany na zakladé rozhodovaciho algoritmu uvedeného v tabulce 1.

Tabulka 1: Rozhodovaci algoritmus pro analyzu NeuMoDx CMV Quant Assay

Kontrola zpracovani vzorkd (Sample

ROEEEEE 9.1k Process Control, SPC1)

[2 < Ct <9 AND EPR >2 AND EP > 1500]
Positive (Pozitivni) NEBO N/A
[9< Ct<41 AND (A) EP > 1500]

Positive (Pozitivni), nad horni mezi [CONC] (KONC.) > 8,0 logzo 1U/ml, NO QUANT

stanovitelnosti [Upper Limit of f N/A
Quantitation, ULoQ] (logio 1U/ml) (NENFSTANOV.)
Positive (Pozitivni), pod dolnimezi |\ 1 ( ONC.) < 1,3 logio IU/m, NO QUANT
stanovitelnosti [Lower Limit of (NEN[ STANOV.) N/A
Quantitation, LLoQ] (log1o 1U/ml) )
N/A OR (NEBO) [2 <Ct <9 AND (A) EPR <2] AMPLIFIED (AMPLIFIKOVANO) (28 <Ct <34)
Negative (Negativni) NEBO and (a)
[9 <Ct <41 AND (A) EP <1500] OR (NEBO) Ct >41 EP 22000
NOT AMPLIFIED/ Systems Errors Noted (NEAMPLIFIKOVANO/ Zaznamendny systémové

Indeterminate (Neurdcity) chyby)

NOT AMPLIFIED/ No System Errors Noted (NEAMPLIFIKOVANO / Zadné systémové chyby
nebyly zaznamendny)

EP = End Point Fluorescence (Hraniéni fluorescence) (Po korekci vychozi hodnoty); EPR = End Point Fluorescence Ratio (Pomér hrani¢ni

fluorescence); Ct= Cycling Threshold (Prahova hodnota cyklovani);

Quant (Stanov.) = vypoétené mnozstvi pfitomného CMV vyjadiené v logio IU/ml. Viz Vypocet testu nize.

Unresolved (NerozliSeno)

Vypocet testu

1. Uvzork( v mezich stanovitelnosti analyzy NeuMoDx CMV Quant Assay, se koncentrace DNA CMV ve vzorcich poéitd za pomoci ulozené
standardni kfivky ve spojeni s koeficientem kalibrace.

a. ,Koeficient kalibrace” se vypocita na zakladé vysledkd kalibratord NeuMoDx CMV Calibrator zpracovanych tak, aby byla zajisténa
validita standardni kfivky pro konkrétni SarZi testovaciho pasku NeuMoDx CMV Quant Test Strip na konkrétni soustavé
NeuMoDx System.

b. Koeficient kalibrace je do kone¢ného stanoveni koncentrace DNA CMV zahrnuty.

2. Vysledky analyzy NeuMoDx CMV Quant Assay se udavaji jako logio IU/ml.

3. Vysledna stanovitelnost u neznamych vzork ma navaznost na 1. mezinarodni standard pro CMV organizace WHO.

Kalibrace testu

Platna kalibrace na zédkladé standardni kfivky je pro kvantitativni vyjadieni DNA CMV ve vzorcich nezbytna. Pro ziskani platnych vysledk( musi byt
kalibrace testu provedena za pouZiti kalibratort dodanych spole¢nosti NeuMoDx Molecular, Inc.

Externi kalibratory

1. Kalibratory NeuMoDx CMV Calibrator jsou dodavany v soupravé (REF 800400) a obsahuiji cilovy neinfekéni opouzdieny virus CMV pfipraveny
v diluentu Basematrix.

2. Sada CMV kalibratorG musi byt zpracovéna s kazdou novou Sarzi testovacich paskl NeuMoDx CMV Quant Test Strip nebo pokud je do
soustavy NeuMoDx System nahrdn novy soubor definic analyzy CMV nebo pokud je aktualni sada kalibratort za dobou platnosti
(v soucasnosti nastavenou na 90 dn(l) nebo pokud je software soustavy NeuMoDx System upraven.

3. Software soustavy NeuMoDx System uZivatele uvédomi, kdy je tfeba kalibratory zpracovat; novou Sarzi testovacich pask( nelze k testovani
pouzit, dokud nebyly kalibratory Uspésné zpracovany.
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4. Validita kalibrace je zajisténa nasledovné:
a) Pro zajisténi validity je tfeba zpracovat sadu se dvéma kalibratory-pro vysokou a nizkou hodnotu.

b) Pro ziskani platnych vysledk je nutné mit vysledky nejméné 2 ze 3 replikat v mezich predem stanovenych parametrd. Nominalni cil
kalibratoru pro nizkou hladinu je 3 logio IU/ml a nomindlni cil kalibrétoru pro vysokou hladinu je 5 logio IU/ml.

c) Koeficient kalibrace se vypocita tak, aby zohledrioval o¢ekavanou variaci mezi SarZzemi testovacich prouzkd; tento koeficient kalibrace
se pouziva ke stanoveni finalni koncentrace CMV.

5. Pokud jeden nebo oba kalibratory kontrolou validity neprojdou, zpracovani neuspésného 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.

6. Pokud kalibrator (kalibratory) neprojdou kontrolou validity podruhé za sebou, kontaktujte spole¢nost NeuMoDx Molecular, Inc.

Kontrola kvality

Mistni pfedpisy obvykle stanovi, Ze laborator je odpovédna za kontrolni postupy, které monitoruji pfesnost a preciznost celého analytického
procesu, a musi stanovit pocet, typ a Cetnost testd kontrolnich material( pomoci ovérenych specifikaci vykonu pro nemodifikovany a schvéleny
testovaci systém.

Externi kontroly

1. Externi kontrolni materialy, které pro pozitivni kontroly obsahuiji cilovy neinfekéni opouzdieny virus CMV v diluentu Basematrix, dodava
spole¢nost NeuMoDx Molecular, Inc. v soupravé obsahujici externich kontroly NeuMoDx CMV External Controls (REF 900401).

2. Pozitivni a negativni externi kontroly je tfeba provést jednou za 24 hodin. Pokud sada validnich externich kontrol neexistuje, software
soustavy NeuMoDx System vyzve uZivatele k provedeni téchto kontrol dfiv, nez budou moci byt ohlaseny vysledky vzorku.

3. Pokud jsou externi kontroly tieba, vytahnéte sadu externich kontrol z mrazédku a nechte ampule stat pti pokojové teploté (15-30 °C), dokud
nejsou zcela rozmrazené. Pro zajisténi homogenity je jemné zvitte.

4. Za poutziti dotykové obrazovky a nosi¢e zkumavek se vzorky umisténého na pfihradce automatického podavace vlozte ampule pozitivni a
negativni kontroly do soustavy NeuMoDx System. Soustava NeuMoDx System rozpozna ¢arovy kéd a zacne zpracovavat zkumavky se vzorky,
pokud reagencie a tavidla nezbytna k testovani nejsou k dispozici.

5. Validita externich kontrol bude vyhodnocena soustavou NeuMoDx System na zakladé ocekavaného vysledku. Pozitivni kontrola by méla
prinést CMV Positive (pozitivni) vysledek a negativni kontrola by méla pfinést CMV Negative (negativni) vysledek.

6. 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 mlize naznacovat problém souvisejici s reagencii nebo
pristrojem.

c) Vobou pfipadech neldspésnou kontrolu (kontroly) NeuMoDx CMV External Control zopakujte s Cerstvé rozmrazenou ampulkou
kontroly (kontrol), kterd neprosla testem validity.

d) Pokud pozitivni externi kontrola NeuMoDx CMV External Control nepfestava hldsit Negative (negativni) vysledek, kontaktujte
zakaznicky servis spole¢nosti NeuMoDx.

e) Pokud negativni externi kontrola NeuMoDx CMV External Control neprestava hlasit Positive (pozitivni) vysledek, pokuste se eliminovat
véechny zdroje mozné kontaminace, véetné vymeény VSECH ¢inidel, dfiv, ne? kontaktujete zakaznicky servis spole¢nosti NeuMoDx.

Kontroly (interni) zpracovani vzorkt

Exogenni kontrola zpracovani vzorkd (Sample Process Control, SPC1) je zabudovana do extrakéni desticky NeuMoDx Extraction Plate a u kazdého
vzorku prochazi celym procesem extrakce nukleové kyseliny a amplifikace s PCR v redlném case. Kazdy testovaci prouzek NeuMoDx CMV Quant
Test Strip obsahuje primery a sondu specifické pro SPC1, které umoznuji detekci pfitomnosti SPC1 spolu s cilovou DNA CMV (pokud je pfitomna)
prostiednictvim multiplexni PCR v realném Case. Detekce amplifika¢ni SPC1 umozZriuje soustavé NeuMoDx System sledovat Ucinnost extrakce DNA
a procesy amplifikace pomoci PCR.

Neplatné vysledky

Pokud se analyze NeuMoDx CMV Quant Assay provadéné na soustavé NeuMoDx System nepodafi vyprodukovat platny vysledek, bude oznamen
bud'jako Indeterminate (IND, neurdity) nebo Unresolved (UNR, nerozliSeno) na zékladé typu chyby, ke které doslo.

Vysledek IND bude ohlasen tehdy, pokud je béhem zpracovani vzorkl detekovana chyba soustavy NeuMoDx System. V pfipadé ohlaseni vysledku
IND doporucujeme test zopakovat.

Pokud nebude detekovédna Zadna validni amplifikace DNA CMV nebo SPC1, bude ohlasen vysledek UNR, ktery ukazuje na mozné selhani ¢inidla
nebo na pfitomnostinhibitord. V pfipadé oznameni vysledku UNR mizZete jako prvni krok test opakovat. Pokud test neni GUspésny, Ize pouZit zfedény
vzorek pro snizeni Gc¢ink( jakékoli inhibice vzorku.
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VYKONOVA CHARAKTERISTIKA

Analyticka citlivost - mez detekce za poufiti standardu WHO

Analyticka citlivost analyzy NeuMoDx CMV Quant Assay byla charakterizovéna testovanim negativnich vzorkl a série roztok( 1. mezinarodniho
standardu WHO ve vySetfené negativni krevni plazmé za ic¢elem stanovit na soustavach NeuMoDx System mez detekce (Limit of Detection, LoD).
LoD byla definovédna jako nejnizsi detekovana cilova hladina pfi poméru 95 % tak, jak byla stanovena analyzou Probit. MéFeni bylo provddéno po
dobu 3 dnl napti¢ nékolika soustavami s nékolika SarZzemi reagencii NeuMoDx. Kazdd souprava zpracovala 18 replikat( denné u kazdé drovné
zfedéni. Miry detekce jsou uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2: Pozitivni miry detekce ke stanoveni LoD analyzy NeuMoDx CMV Quant Assay

Mhecrs Mhecrs PLAZMA

Cilova Cilova ~ <

Pocet Pocet .
koncentrace koncentrace platnych AT Mira

| | | | |

[Iu/ml] [logio IU/mI] testl vzorki detekce
50 1,70 108 108 100,0%
30 1,48 108 107 99,1%
25 1,40 108 106 98,1%
20 1,30 108 105 97,2%
15 1,18 108 99 91,7%
NEG - 108 0 0,0 %

LoD analyzy NeuMoDx CMV Quant Assay u plazmy pro variantu gB1 byla stanovena jako 17,7 1U/ml (1,25 logio IU/ml) s 95% intervalem spolehlivosti
(Confidence Interval, Cl) 13,8-21,0 1U/ml, (1,14-1,32 log1o IU/ml) [obrdzek 2]. LoD nap¥i¢ genotypy je 20,0 IU/ml (1,30 logio IU/ml), jak uréila analyza
miry shody (hit rate).

L LoD analyzy CMV Quant Assay (plazma)
' LoD = 17,7 IU/ml [95% ClI: (13,8, 21,0)]

0,8 /
—
8 06 /
> /
5 /
= /
O 04 /

Sigmoida
02 ja"' @ Experimentdini Udaje
! // & Vypottena LoD
0 i
-1 0 1 2 3

Koncentrace (logio 1U/ml)

Obrazek 2: Probitova analyza pouZita ke stanoveni LoD analyzy NeuMoDx CMV Quant Assay u vzorkd plazmy

Analyticka senzitivita— mez stanovitelnosti — dolni mez stanovitelnosti (Lower Limit of Quantitation, LLoQ)

Dolni mez stanovitelnost (Lower Limit of Quantitation, LLoQ) je definovana jako nejnizsi cilovd hladina, pfi které je dosazeno detekce > 95 % A
hodnoty TAE < 1,0. Za uéelem stanovit LLoQ, byla pro kazdou z cilovych hladin CMV, které jako soucdst vypoctu 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.

Zpracované vysledky pro 5 hladin CMV vzorkd plazmy (varianta gB1) pouzitych pfi méfeni LLoQ jsou uvedeny v tabulce 3. Na zékladé téchto
udaju a dfive stanovené LoD, byla LLoQ stanovena jako 20,0 1U/ml (1,30 logio IU/ml) a potvrzena nap¥i¢ genotypy.
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Tabulka 3: LLoQ analyzy NeuMoDx CMV Quant Assay, s odchylkou a TAE

Plazma
Cilova konc. Cilova konc. Préimérna
Detekce
[Iu/ml] [logio 1U/ml] konc. SD | Odchylka | TAE
(%)

[logso1U/ml]
50 1,70 1,75 100,0 | 0,16 0,05 0,37
30 1,48 1,62 99,1 0,24 0,14 0,62
25 1,40 1,56 98,1 0,19 0,17 0,55
20 1,30 1,57 97,2 0,22 0,27 0,72
15 1,18 1,52 91,7 0,21 0,35 0,78

Na zakladé vystupu téchto méfeni byly LoD i LLoQ analyzy NeuMoDx CMV Quant Assay stanoveny jako 20,0 1U/ml [1,30 log1o IU/ml].

Linearita a uréeni horni meze stanovitelnosti (Upper Limit of Quantitation, ULoQ)

Linearita a horni mez stanovitelnosti (Upper Limit of Quantitation, ULoQ) analyzy NeuMoDx CMV Quant Assay u plazmy byly stanoveny pfipravou
série fedéni za pouziti zapouzdreného cilového CMV NeuMoDx a presné pozitivni CMV kontroly (Exact Diagnostics, Fort Worth, TX) se zajisténim
navaznosti na 1. mezindrodni standard WHO. Ve smisené CMV negativni plazmé byl pfipraven 9prvkovy panel za u¢elem vytvorit panel, ktery by
pokryl rozsah koncentraci 8-1,7 logio IU/ml. . ULoQ analyzy NeuMoDx CMV Quant Assay byla stanovena jako 8,0 logio IU/ml. Koncentrace analyzy
CMV ohlasené soustavou NeuMoDx System ve srovnani s ocekavanymi hodnotami jsou uvedeny na obrdzku 3.

Linearita testu NeuMoDx CMV Test

|

Konc. analyzy NMDx CMV Quant Assay (logio IU/ml)

5

6

|

E
[:
;

Ocekavana konc. (logio 1U/ml)

Obrazek 3: Linearita analyzy NeuMoDx CMV Quant Assay

Linearita napfic¢ genotypy

Linearita analyzy NeuMoDx CMV Quant Assay napfi¢ ¢tyfmi genotypy CMV (gB1, gB2, gB3 a gB4) byla charakterizovana testovanim péti rtznych
koncentraci u kazdého genotypu CMV pfipraveného ve smisené CMV negativni plazmé. Testované hladiny cilového CMV pouZité v této studii
zavisely na koncentraci zdrojového vzorku, a tudiz se napfi¢ genotypy lisily. Méfeni probéhlo u kazdého ze 4 genotypu pti 5 koncentracich za pouZziti
6 replikatd. Linearita naptic ¢tyfmi genotypy viru CMV je znazornéna v tabulce 4 a na obrdzku 4.

Tabulka 4: Linearita analyzy NeuMoDx CMV Quant Assay napfic¢ genotypy

Rovnice linearity
Genotyp y = stanovitelnost analyzy NeuMoDx CMV Assay R?
x = o¢ekdvana stanovitelnost
gB1 y =0,960x + 0,103 0,994
gB2 y =0,989x + 0,009 0,996
gB3 y=1,023x + 0,099 0,967
gB4 y =0,968x + 0,004 0,992
NeuMoDx Molecular, Inc. 40600165-CS_E
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Konc. NMDx (log1o IU/ml)

Linearita testu NeuMoDx CMV Test — genotyp

Skute&na konc. (Logio 1U/ml)

Obrazek 4: Linearita analyzy NeuMoDx CMV Quant Assay napfi¢ genotypy

Analyticka specificnost - zkFizena reaktivita

Analytickd specificnost byla prokazana screeningem zkfizené reaktivity 35 organismf, které se ve vzorcich krve/plazmy bézné nachézeji, a také
druh, které se CMV fylogeneticky podobaji. Organismy byly pfipraveny ve smésich sklddajicich se z 5-6 organismu testovanych ve vysokych
koncentracich. Testované organismy jsou uvedeny v tabulce 5. U Zadného z testovanych organismu nebyla pozorovana zadna zktizena reaktivita,

coz potvrzuje 100% analytickou specifi¢nost analyzy NeuMoDx CMV Quant Assay.

Tabulka 5: Patogeny pouzité k prokazani analytické specificnosti

Necilové organismy
Clostridi M Il Strepti
Polyomavirus BK Adenovirus typu 5 Herpes simplex virus 1 os ,” um ycop asma rep OCOFCUS
perfringens pneumoniae pneumoniae
Virus Epsteina- Enterococcus Neisseria Streptococcus
ru p I Virus hepatitidy C Herpes simplex virus 2 . u rssert P u
Barrové faecalis gonorrhoeae pyogenes
Lidsky herpesvirus Parvovirus B19 Varicella zoster virus Escherichia coli Propionibacterium Aspergillus niger
typu 6 acnes
Lidsky herpesvirus Klebsiella Salmonella
(asky herpesviry JCvirus HIV 1 ! . . . Candida albicans
typu 7 pneumoniae typhimurium
Lidsky herpesvirus Lidsky HIV 2 Listeria Staphylococcus Cryptococcus
typu 8 papilomavirus 16 monocytogenes aureus neoformans
Lidsky Chlamydia Mpycobacterium Staphylococcus
Virus hepatitidy B : .y . vl . y b 'p 4 L. “
papilomavirus 18 trachomatis avium epidermidis

Analyticka specificnost - interferujici latky, komenzélni organismy

Interference u analyzy NeuMoDx CMV Quant Assay byla vyhodnocena za pfitomnosti necilovych organism(, ato za pouZiti stejnych smési
organismU, jaké byly prfipraveny pro testovani zkfizené reaktivity, uvedenych vyse v tabulce 5. Plazma negativni na CMV byla obohacena
o organismy smisené do skupin po 4-7 a pfi koncentraci 3 logio IU/ml takto obohacena o cilovy virus CMV. Jak naznadila minimalni odchylka
kvantifikace z kontrolnich vzork(, které neobsahovaly Zadny interferujici ptipravek, nebyla za pfitomnosti téchto komenzal( pozorovana zadna
vyznamnd interference.

Analyticka specifi¢nost - interferujici latky, endogenni a exogenni latky

Analyza NeuMoDx CMV Quant Assay byla hodnocena za pfitomnosti typickych exogennich a endogennich interferujicich latek, které se v klinickych
vzorcich plazmy s CMV objevily. Mezi tyto latky patfily neobvykle vysoké hladiny krevnich sloZek a také bézné antivirové Iéky, které byly zafazeny
do tabulky 6. Kazda latka byla pfidédna k vySetfené krevni plazmé negativni na CMV, obohacené o 3 logio IU/ml CMV a u vzork( byla zkoumana
interference. Kromé toho byla na moZnou interferenci testovana i plazma ve stavu pfi béZném onemocnéni souvisejicim s in