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Kasutamiseks in vitro diagnostikas koos seadmetega NeuMoDx 288 ja NeuMoDx 96
Molecular System

Virskenduste sisestamiseks minge aadressile: www.giagen.com/neumodx-ifu
I:Ii:l Uksikasjalike juhiste saamiseks lugege seadme NeuMoDx 288 Molecular System kdsiraamatut; tootekood 40600108

Uksikasjalike juhiste saamiseks lugege seadme NeuMoDx 96 Molecular System késiraamatut; tootekood 40600317

SIHTOTSTARVE

Analliis NeuMoDx HCV Quant Assay on automatiseeritud, in vitro nukleiinhappe amplifitseerimise analtitis C-hepatiidi viiruse (Hepatitis C Virus,
HCV) RNA kvantifitseerimiseks inimese plasma ja seerumi proovides HCV antikeha positiivsete genotliupidega 1 kuni 6 HCV-infektsiooniga
isikutel. Kasutatuna seadmel NeuMoDx 288 Molecular System vdi NeuMoDx 96 Molecular System (NeuMoDx System(s)) vdimaldab analiits
NeuMoDx HCV Quant Assay automatiseeritud RNA ekstraheerimist proovidest sihtnukleiinhappe isoleerimiseks ja reaalaja podrdtranskriptaasi
poliimeraasi ahelreaktsiooni (RT-PCR) abil C-hepatiidi viiruse genoomis olevate vaga kdrgelt konserveerunud sihtmarkjarjestuste amplifitseerimist.

Analttis NeuMoDx HCV Quant Assay on mdeldud kasutamiseks HCV-infektsiooniga patsientide ravi jalgimise abivahendina. Anallitisi NeuMoDx
HCV Quant Assay tulemusi tuleb tdlgendada kdigi asjakohaste kliiniliste ja laboratoorsete leidude kontekstis. Analtiis NeuMoDx HCV Quant Assay
ei ole ette nahtud kasutamiseks vere voi veretoodete skriinimise ega HCV infektsiooni kliinilise seisundi diagnoosimise vahendina.

KOKKUVOTE JA SELGITUSED

Plasmaproovide ettevalmistamiseks vdib kasutada inimese tdisverd, mis on kogutud steriilsetesse vere kogumise katsutitesse, milles on
antikoagulandina kas etileendiamiintetradadikhape (Ethylenediaminetetraacetic Acid, EDTA) v&i happeline tsitraatdekstroos (Acid Citrate-
Dextrose, ACD), v&i plasma ettevalmistamise katsutitesse (Plasma Preparation Tubes, PPT), samas kui seerum tuleb koguda seerumi kogumise voi
eraldamise katsutitesse (Serum Separator Tubes, SST). Testimiseks ettevalmistamiseks laaditakse seadmega NeuMoDx System Uhilduvas
sekundaarses proovikatsutis olev plasma v&i seerum vdi esmases proovikatsutis olev verefraktsioon seadmesse NeuMoDx System selleks
ettendhtud proovikatsuti kandja abil. K&ikide proovide korral segatakse omavahel plasma-/seerumiproovi alikvoot ja ltsimispuhver NeuMoDx
Lysis Buffer 3 ning seade NeuMoDx System teeb automaatselt kdik vajalikud etapid sihtnukleiinhappe ekstraheerimiseks, isoleeritud RNA reaalaja
poordtranskriptsiooni poliimeraasi ahelreaktsiooni (Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction, RT-PCR) ettevalmistamiseks ning sihtmargi
olemasolu korral amplifitseerib ja tuvastab amplifikatsiooniproduktid. Analttisi NeuMoDx HCV Quant Assay sihtmargid asuvad kahes korgelt
konserveerunud HCV genoomipiirkonnas, mis on vajalik anallsi stabiilsuse suurendamiseks. Analliis NeuMoDx HCV Quant Assay sisaldab ka RNA
proovi tootlemise kontrolli (Sample Process Control, SPC2), et aidata jalgida nii vGimalike inhibeerivate ainete olemasolu kui ka stisteemi NeuMoDx
System vGi reaktiivi tGrgete esinemist, mis vBivad ekstraheerimise ja amplifitseerimisprotsessi kdigus tekkida.

HCV on iksikahelaline, positiivse ahelaga RNA viirus, mis vdib pdhjustab nii akuutset kui ka kroonilist infektsiooni.> C-hepatiidi vaktsiini praegu
pole. Kuigi akuutne infektsioon on tavaliselt asimptomaatiline ja on vdga harva seotud eluohtliku haiguse tekkega, véib enam kui pooltel HCV
infektsiooniga isikutel kujuneda vilja krooniline infektsioon. Kroonilise HCV infektsiooniga isikutel on maksatsirroosi tekkerisk ligikaudu 15-30% 20
aasta jooksul. Maailmas kahtlustatakse ligikaudu 71 miljonil inimesel kroonilise HCV infektsiooni esinemist ja suurel osal nakatunutest vdib valja
kujuneda maksatsirroos v&i maksavihk. 2* Kuna HCV on vere kaudu leviv viirus, siis toimub viiruse tlekanne peamiselt nakatunud vere vdi
veretoodete kaudu. Vere skriinimistestide rohke kasutamine on markimisvaarselt vihendanud doonorverega iile kantud infektsioonide hulka.!

HCV antikehade tuvastamine ei erista aktiivse ja juba taandunud infektsiooni esinemist. Seetdttu on C-hepatiidi diagnostika algoritmide jargi vajalik
C-hepatiidi viiruse antikehadega isikutel teha kindlaks aktiivse HCV infektsiooni esinemine HCV RNA tuvastamise kaudu plasmas vdi seerumis enne
ravi alustamist (vajaduse korral). C-hepatiidi ravi maaramiseks ja selle jalgimiseks kasutatakse praegu rutiinselt HCV RNA kvantifitseerimist
(viiruskoormuse jalgimiseks).

Kehtiva C-hepatiidi kasitluse ja ravi juhiste jargi on soovitatav enne viirusvastase ravi alustamist teha kvantitatiivsed HCV RNA testid viiruskoormuse
alusjoone madramiseks ning seejarel seda korrata 12 nadala parast v&i hiljem, parast ravi Idppu. Monel juhul on soovitatav lisada tdiendavaid
anallisimise ajapunkte. C-hepatiidi ravi eesmérk on pusiv viroloogiline ravivastus (sustained viral response, SVR) ja see on maaratletud kui HCV
RNA tuvastamise puudumine (kasutades analiiiisi, mille avastamispiir on < 25 |U/ml) parast ravi |[8petamist.>” Hiljutised Ameerika maksauuringute
assotsiatsiooni (American Association for the Study of Liver Diseases, AASLD) juhised soovitavad HCV RNA olemasolu testida mitte tiksnes ravi
alguses, vaid ka perioodiliselt ravi jooksul (nt 4. nadalal) ja 12 nadalat parast ravi I6petamist. Aktiivse HCV infektsiooni diagnostikas kasutatakse
HCV RNA tuvastamise teste kombinatsioonis seroloogiliste uuringutega.®

PROTSEDUURI POHIMOTTED

Analliisis NeuMoDx HCV Quant Assay on ihendatud automatiseeritud RNA ekstraheerimine, amplifitseerimine ja tuvastamise reaalaja RT-PCR-i abil.
Taisvere proovid kogutakse plasma ettevalmistamiseks EDTA-, ACD- vdi PPT-katsutitesse ja/vdi seerumi ettevalmistamiseks SST katsutitesse. Primaarne
vereproov (verefraktsioon) vdi Uhilduvas sekundaarses proovikatsutis plasma-/seerumialikvoot margistatakse vooGtkoodiga ja pannakse seadmesse
NeuMoDx System. Tédtlemise alustamiseks aspireerib seade NeuMoDx System automaatselt plasma-/seerumialikvoodi, et segada see ltiisimispuhvriga
NeuMoDx Lysis Buffer 3 ja ekstraheerimisplaadil NeuMoDx Extraction Plate sisalduvate reaktiividega. Seade NeuMoDx System automatiseerib ja integreerib
RNA ekstraheerimise ja kontsentreerimise, reaktiivide ettevalmistamise ning nukleiinhappe amplifitseerimise ja sihtjarjestuste tuvastamise reaalaja RT-PCR-
i abil. Komplekti kuuluv proovi té6tlemise kontroll (Sample Process Control, SPC2) aitab jilgida inhibeerivate ainete esinemist ja stisteemi, protsessi voi
reaktiivi tdrkeid. Kui proov on laaditud seadmesse NeuMoDx System, pole kasutaja sekkumine vajalik.

Seade NeuMoDx System kasutab lilisimise, RNA ekstraheerimise ja inhibiitorite eemaldamise automaatseks teostamiseks kuumutamise, ldtilise
ensttmi ja ekstraheerimisreaktiivide kombinatsiooni. Vabanenud nukleiinhapped puttakse kinni paramagnetiliste osakeste abil. Need osakesed,

NeuMoDx Molecular, Inc. 40600140-ET_G
2023-07
Lk 1/20


http://www.qiagen.com/neumodx-ifu

& NeuMoDx HCV Quant Test Strip
NeuMoDx KASUTUSJUHEND 300300

molecular

mis on seondunud nukleiinhapetega, laaditakse kassetti NeuMoDx Cartridge, kus mitteseondunud elemendid pestakse minema pesemisreaktiiviga
NeuMoDx Wash Reagent. Seejarel elueeritakse seondunud RNA vabastusreaktiivi NeuMoDx Release Reagent abil. Seade The NeuMoDx System
kasutab elueeritud RNA-d, et rehiidreerida patenditud NeuDry™ amplifikatsioonireaktiivid, mis sisaldavad kdiki HCV ja SPC2 sihtmarkide
amplifitseerimiseks vajalikke elemente. See véimaldab nii siht- kui ka kontroll-RNA jarjestuste samaaegset amplifikatsiooni ja tuvastamist. Parast
kuivanud RT-PCR-i reaktiivide taastamist jaotab seade NeuMoDx System ettevalmistatud RT-PCR-iks valmis segu kasseti NeuMoDx Cartridge Uhte
PCR-i kambrisse (proovi kohta). Kontroll- ja sihtjarjestuste (kui on olemas) podrdtranskriptsioon, amplifitseerimine ja tuvastamine toimub PCR-i
kambris. NeuMoDx Cartridge on loodud sisaldama PCR-i jargselt amplikoni, mis pdhimd&tteliselt kdrvaldab amplifitseerimisjargse saastumise riski.

Vdimendatud sihtmargid tuvastatakse reaalajas hidroliilsisondide keemia abil (tavaliselt nimetatakse seda TagMan®-i keemiaks), kasutades
fluorogeensete oligonukleotiidide sondimolekule, mis on spetsiifilised amplikonidele nende vastavate sihtmarkide jaoks. Sondid TagMan
koosnevad fluorofoorist, mis on kovalentselt seotud oligonukleotiidi sondi 5’-otsaga, ja kustutist 3’-otsas. Kui sond on intaktne, on fluorofoor ja
kustuti ldheduses, mis vdimaldab kustuti-molekulil supresseerida fluorestsentsi, mille fluorofoor eraldab Forsteri resonantsenergia lilekande
(Forster Resonance Energy Transfer, FRET) kaudu.

TagMan sondid on sellise kujundusega, et need tugevnevad praimerite kindla komplektiga véimendatud DNA piirkonnas. Kui Tag DNA
poliimeraas pikendab praimerit ja slinteesib uue ahela, siis Tag DNA polimeraasi 5’ kuni 3’ eksonukleaasi aktiivsus lagundab matriitsiga
kokkusulanud sondi. Sondide lagundamine vabastab fluorofoori ja katkestab Idheduse kustutiga, véltides sellega FRET-ist tulenevat kustutusmaju
ja voimaldades fluorofoori tuvastada. Tulemuseks saadav fluorestsentssignaal, mille tuvastab seadme NeuMoDx System kvantitatiivne RT-
PCR termotsukler on otseselt proportsionaalne vabastatud fluorofooriga ja seda saab viia korrelatsiooni olemasoleva sihtmargi kogusega.

TagMan-i sondi, mis on margistatud fluorofooriga (stimuleerimine: lainepikkusel 490 nm ja kiirgus: lainepikkusel 521 nm) 5’-otsas ja tumedat
kustutit 3’-otsas kasutatakse HCV RNA tuvastamiseks. SPC2 tuvastamiseks madrgistatakse TagMan-i sond alternatiivse fluorestsentsvarviga
(stimuleerimine: lainepikkusel 535 nm ja kiirgus: lainepikkusel 556) 5’-otsas ja kasutatakse tumedat kustutit 3’-otsas. Seadme NeuMoDx System
tarkvara jalgib iga amplifitseerimiststkli I6pus TagMani sondide poolt emiteeritud fluorestsentssignaali. Kui amplifikatsioon on I6pule jGudnud,
anallisib seadme NeuMoDx System tarkvara andmeid ja esitab I6pptulemuse (POSITIVE (POSITIIVNE) / NEGATIVE (NEGATIIVNE) / INDETERMINATE
(MAARAMATU) / UNRESOLVED (LAHENDAMATA) / NO RESULT (TULEMUS PUUDUBY)). Kui tulemus on positiivne ja arvutatud kontsentratsioon on
kvantiteedi maaramise piires, annab seadme NeuMoDx System tarkvara ka prooviga seostatud kvantitatiivse vaartuse.

W REAKTIIVID/KULUKAUBAD

Kaasasolevad materjalid

REF Sisukord Uhikuid pakis Teste iihikus Teste pakis
NeuMoDx HCV Quant Test Strip
300300 Kuivatatud RT-PCR-reaktiivid, mis sisaldavad HCV ja SPC2 spetsiifilisi TagMani 6 16 96
sonde ja praimereid

Vajalikud, kuid tarnekomplekti mittekuuluvad materjalid (saadaval eraldi ettevéttelt NeuMoDx)

REF Sisukord
100200 NeuMoDx Extraction Plate
Kuivatatud paramagnetilised osakesed, liiiitiline ensiiiim ja proovi té66tlemise kontrollid

800200 v&i NeuMoDx HCV Calibrators

800202 HCV kdrgete ja madalate kalibraatorite iihekordsed komplektid kalibreerimiskévera kehtivuse mddramiseks
900201 v&i NeuMoDx HCV External Controls

900202 HCV positiivsete ja negatiivsete kontrollproovide iihekordsed komplektid

400600 NeuMoDx Lysis Buffer 3

400100 NeuMoDx Wash Reagent

400200 NeuMoDx Release Reagent

100100 NeuMoDx Cartridge

235903 Filtriga otsakud Hamilton CO-RE/CO-RE Il (300 pl)

235905 Filtriga otsakud Hamilton CO-RE/CO-RE Il (1000 pl)

Vajalikud mééteseadmed
NeuMoDx 288 Molecular System [REF 500100] vdi NeuMoDx 96 Molecular System [REF 500200]

A @ HOIATUSED JA ETTEVAATUSABINOUD
® Testriba NeuMoDx HCV Quant Test Strip on kasutamiseks in vitro diagnostikas ainult seadmetega NeuMoDx Systems.
e Arge kasutage reaktiive vdi kulukaupa parast margitud kdlblikkuskuupieva.

e Arge kasutage (ihtegi reaktiivi, kui turvasulgur on katki v&i kui pakend on saabumisel kahjustatud.
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® Arge kasutage kulukaupu ega reaktiive, kui kaitsekott on saabumisel avatud vdi katki.

® Enne kui testi tulemusi saab kliinilistele proovidele kohaldada, peab olemas olema kehtiv testi kalibreerimine (selle saamiseks
toodeldakse kalibraatorite NeuMoDx HCV Calibrators kdrgeid ja madalaid kalibraatoreid).

® Vailiseid kontrolle NeuMoDx HCV External Controls tuleb to6delda iga 24 tunni tagant kogu analttisiga NeuMoDx HCV Quant Assay
testimise jooksul.

®  Proovi vaikseim maht sekundaarsete alikvootide korral s6ltub katsuti suurusest, proovikatsuti kandjast ning proovimahu
tootlemisest, nagu see on madratletud allpool. Kindlaksmaaratud miinimumist vaiksem maht voib pShjustada térke ,, Quantity Not
Sufficient” (kogus pole piisav).

® Valel temperatuuril v&i Ule kindlaksmdaaratud sdilitusajaga proovide kasutamine vGib pdhjustada kehtetuid vGi ekslikke tulemusi.

® Viltida tuleb alati kdigi reaktiivide ja kulukaupade saastumist mikroobide ja ribonukleaasiga (RNaas). Sekundaarsete proovikatsutite
korral on soovitatav kasutada steriilseid RNaasivabu Ghekordseid tlekandepipette. Kasutage iga proovi jaoks uut pipetti.

® Saastumise valtimiseks drge kasitsege ega eraldage parast amplifikatsiooni tihtegi kassetti NeuMoDx Cartridge. Arge mingil juhul
votke kassette NeuMoDx Cartridges bioohtlike jagtmete mahutist (NeuMoDx 288 Molecular System) ega bioohtlike jaatmete ndust
(NeuMoDx 96 Molecular System). Kassett NeuMoDx Cartridge on loodud saastumise valtimiseks.

® Juhtudel, kui laboris anallsitakse ka avatud katsuti PCR-teste, tuleb hoolitseda selle eest, et testribad NeuMoDx HCV Quant Test
Strip, testimiseks vajalikud taiendavad kulukaubad ning reaktiivid, isikukaitsevahendid, nt kindad ja laborikitlid, ja seade NeuMoDx
System ei saastuks.

® NeuMoDx reaktiivide ja kulukaupade kasitsemisel tuleb kanda puhtaid, pulbrivabu nitriilkindaid. Arge puudutage kasseti NeuMoDx
Cartridge Ulemist pinda, testriba NeuMoDx HCV Quant Test Strip voi ekstraheerimisplaadi NeuMoDx Extraction Plate fooliumtihendi
pinda ega lGusimispuhvri NeuMoDx Lysis Buffer 3 lilemist pinda; kulukaupade ja reaktiivide kasitsemine peaks toimuma ainult
kilgpindu puudutades.

® |ga reaktiivi kohta on vastavalt vajadusele esitatud ohutuskaardid (Safety Data Sheets, SDS) aadressil www.qgiagen.com/neumodx-ifu

® Pdrast testi tegemist peske hoolikalt kasi.

® Arge pipeteerige suu abil. Arge suitsetage, jooge ega s66ge kohtades, kus kidideldakse proove vdi reaktiive.

® Kaidelge proove alati nakkusohtlikena ja vastavalt ohututele laboriprotseduuridele, mida on kirjeldatud sellistes véljaannetes nagu
Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories®ja CLSI dokumendis M29-A4. °

e Utiliseerige kasutamata reaktiivid ja jdatmed vastavalt riigi, foderaal-, provintsi, osariigi ja kohalikele seadustele.

e  Mitte korduskasutada.

g TOOTE SAILITAMINE, KASITSEMINE JA STABIILSUS
e Testribad NeuMoDx HCV Quant Test Strips on esmases pakendis stabiilsed temperatuuril 4-28 °C kuni toote vahetul etiketil margitud
kdlblikkusaja I6puni.
e Arge kasutage kulukaupu ega reaktiive parast margitud kdlblikkuskuupdeva.
o Arge kasutage (ihtegi analiiiisitoodet, kui visuaalsel vaatlusel on leitud esmase v&i sekundaarse pakendi kahjustusi.
e Arge laadige uuesti lihtegi testitavat toodet, mis on varem laaditud teise seadmesse NeuMoDx System.

e  Pdrast laadimist vGib testriba NeuMoDx HCV Quant Test Strip jadada stisteemi NeuMoDx System kuni 14 paevaks. Laaditud testribade
allesjaanud sailivusaega jalgib tarkvara ja teatab kasutajale reaalajas. Sisteem soovitab testriba eemaldamist, mis on olnud kasutuses
parast selle lubatud perioodi.

PROOVI KOGUMINE, TRANSPORTIMINE JA SAILITAMINE
Kasitlege koiki proove, kalibraatoreid ja kontrolle, nagu need oleks vdimelised edasi kandma nakkustekitajaid.
Arge kiilmutage taisverd ega primaarsetes katsutites hoitud proove.

Plasmaproovide ettevalmistamiseks tuleks tdisverd koguda steriilsetesse katsutitesse, kasutades antikoagulantidena EDTA-d ja ACD-d vdi
plasma ettevalmistamise katsutitesse (Plasma Preparation Tubes, PPT). Jargige proovide kogumiskatsutite tootjapoolseid juhiseid
ettevalmistamise ja hoiustamise kohta.

4. Seerumiproovide ettevalmistamiseks tuleb taisveri koguda seerumi- v3i SST katsutitesse. Jargige proovide kogumiskatsutite
tootjapoolseid juhiseid ettevalmistamise ja hoiustamise kohta.

5. Proove vdib testida primaarsetes kogumiskatsutites voi sekundaarsetes proovikatsutites. Soovituslik primaarse katsutiga testimisel:

a.  Plasmaproovid: BD Vacutainer® Plus Plastic K2EDTA Tube (BD #368589) v6i BD Vacutainer PPT™ Plasma Preparation Tube
(BD #362799).

b.  Seerumiproovid: BD Vacutainer Plus Plastic Serum Tube (BD #367820) v&i BD Vacutainer SST™ Tube (BD #367988).

6. Ettevalmistatud proove vdib enne to6tlemist hoiustada seadmes NeuMoDx System kuni 8 tundi. Kui pikem hoiustamine on vajalik, siis on
soovitatav proovid enne jahutada v&i kiilmutada sekundaarsete alikvootidena.

7. Ettevalmistatud proove tuleb hoida temperatuuril 2-8 °C mitte kauem kui 7 pdeva enne testimist ja kuni 8 tundi toatemperatuuril.
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8. Ettevalmistatud sekundaarsetes katsutites olevaid proove vdib enne t66tlemist hoida temperatuuril < —20 °C kuni 24 nddalat,
kilmutatud proovid ei tohi enne kasutamist Idbida rohkem kui kaks (2) kiilmutamis-/sulatamistsuklit.

a.  Kulmutatud plasmaproove, mis on labinud Ghe (1) kiilmutamis-/sulatamiststikli, véib séilitada seadmes 8 tundi kauem.

b.  Kulmutatud plasmaproove, mis on labinud kaks (2) kiilmutamis-/sulatamiststikli, ei tohi seadmes sailitada kauem kui 4 tundi.
c. Kilmutatud seerumiproove, mis on labinud the (1) v8i kaks (2) kilmutamis-/sulatamistsiiklit tuleb kasutada kohe péarast

sulatamist.
d.  Kui proovid kiilmutada, laske proovidel toatemperatuuril (15-30 °C) taielikult Ules sulada; keerutage Idhtemahutis, et saada

ihtlaselt jaotunud proov.
e.  Plasmat/seerumit ei ole soovitatav kiilmutada esmases kogumiskatsutis.
9. Proovide tarnimisel tuleb need pakendada ja margistada vastavalt kehtivatele riiklikele ja/v&i rahvusvahelistele eeskirjadele.
10. Sildistage proovid selgelt ja viidake, et proovid on m&eldud HCV testimiseks.
11. Minge edasi jaotisesse Testi ettevalmistamine.

Anallisi NeuMoDx HCV Quant Assay kasutamise Uldine protsess on kokku vSetud allpool joonisel 1.

ANALUUSI NEUMODX HCV
QUANT ASSAY KASUTAMINE

Laadige testispetsiifilised reaktiivid
Laadige vajalikud kulukaubad, kui litsimispuhver

NeuMoDx tarkvara nduab * NeuMoDx Lysis Buffer 3 testribad
e NeuMoDx HCV Quant Test Strips

Toodelge
kalibraatoreid
NeuMoDx HCV

Calibrators

Korrake iga
90 pdeva tagant
Kas VOI kui kasutate uue
kalibraatorid testriba NeuMoDx

kehtivad? HCV Quant Test
Strip partiid

Toodelge viliseid
kontrolle
NeuMoDx HCV
External Controls

Kas
kontrollid on

kehtivad? Korrake iga 24 tunni

tagant

Joonis 1. Anallitisi NeuMoDx HCV Quant Assay kasutamise to6voog

KASUTUSJUHEND
Testi ettevalmistamine
Analiiiisi NeuMoDx HCV Quant Assay saab kasutada otse esmaste vere kogumiskatsutitega véi sekundaarsetes katsutites olevate proovi
alikvootidega. Té6delda saab, kasutades lihte kahest proovimahu té6tlemise to6voost — 550 pproovimahu té6voog véi 200 ul proovimahu té6voog.
1. Kandke proovikatsutile, mis Ghildub seadmega NeuMoDx System, proovi vootkoodisilt. Primaarse vere kogumiskatsuti vib margistada ja
asetada otse 32-pesalisse proovikatsutikandjasse parast tsentrifuugimist vastavalt tootja juhistele. Alternatiivina vdib plasmaalikvoodi viia
sekundaarsesse katsutisse, et toodelda seadmes NeuMoDx System.
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2. Proovi testimisel esmases kogumiskatsutis asetage vootkoodiga katsuti proovikatsuti kandjasse ja veenduge, et kork eemaldataks enne
seadmesse NeuMoDx System laadimist. Vdikseimad mahud ilalpool trombotsiutide-leukotsuttide kihti (buffy coat) on maaratletud
allpool ja nende jargimine on tagatud kui kogute ja to6tlete proove katsuti tootja juhiste jargi. Ebadigesti kogutud proovide korral ei ole
toimivus tagatud.

Proovi vdikseim maht
Katsuti tlitip
550 pl toévoog 200 pl to6voog
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/seerum — 4,0 ml 1050 pl 700 pl
K:EDTA/seerum - 6,0 ml 1250 pl 900 pl
K:EDTA/seerum — 10,0 ml 1600 pl 1250 pl

3. Sekundaarse katsuti kasutamisel:
a. Vorteksige proovi ornalt, et tagada thtlane jaotumine

b. Kasutades iga proovi jaoks uut Ulekandepipetti, viige plasma v&i seerumi alikvoot seadmega NeuMoDx System Uhilduvasse
vootkoodiga proovikatsutisse allpool maaratletud mahtude jargi.

Proovi vdikseim maht
Proovikatsutikandja Katsuti suurus
550 pl toévoog 200 pl toovoog

32-Tube Specimen Tube Carrier | diameetriga 11-14 mm korgusega 60-120 mm 200 ul 400 ul
(32-kohaline proovikatsutikandja) H H

24-Tube Specimen Tube Carrier | diameetriga 14,5-18 mm korgusega 60-120 mm
" " . " 1100 pl 800 pl

(24-kohaline proovikatsutikandja)

Low Volume Specimen Tube Carrier | 1,5 ml koonuselise pdhjaga mikrotsentrifuugi katsuti 650 ul 300 ul
(Vaikese mahuga proovikatsutikandja) K H

c. Jalgige hoolega, et proovis leiduvaid hiitibeid ei kantaks tle proovikatsutisse.

Seadme NeuMoDx System kasutamine
Uksikasjalike juhiste saamiseks lugege seadmete NeuMoDx 288 ja 96 Molecular Systems kdsiraamatuid; (tootekood 40600108 ja 40600317)

1. Laadige testi tellimus seadmesse NeuMoDx System vastavalt soovitud proovimahu té6voole ja proovikatsuti tutbile.

. 550 pl proovimaht testitakse, maarates proovi tuitibiks kas “Plasma” vdi ,Serum” (Seerum)

. 200 pl proovimaht testitakse, maarates proovi tuibiks kas ,,Plasma2” vdi ,,Serum2” (Seerum?2)

. Kui testi tellimuses ei ole tllup maaratletud, kasutatakse katsutis Secondary Tube (Sekundaarne katsuti) vaikimisi proovitutpi
Plasma.

2. Taitke Uks vi enam slisteemi NeuMoDx System testribakandjat testriba(de)ga NeuMoDx HCV Quant Test Strip ja kasutage puuteekraani, et
laadida testribakandja(d) stisteemi NeuMoDx System.

3. Kui seadme NeuMoDx System tarkvara seda soovitab, lisage vajalikud kulukaubad seadme NeuMoDx System tarbitavatele kandjatele ja
kasutage puutetundlikku ekraani kandja(te) laadimiseks seadmesse NeuMoDx System.

4. Kui seadme NeuMoDx System tarkvara seda soovitab, vahetage vilja pesemisreaktiiv NeuMoDx Wash Reagent, vabastusreaktiiv NeuMoDx
Release Reagent, tiihjendage praimingujaatmed, bioohtlike jadtmete mahuti (ainult NeuMoDx 288 Molecular System), otsikute
jaatmemabhuti (ainult NeuMoDx 96 Molecular System) v&i bioohtlike jdatmete ndu (ainult NeuMoDx 96 Molecular System), vastavalt
vajadusele.

5. Kui seadme NeuMoDx System tarkvara seda vajab, téddelge kalibraatoreid NeuMoDx HCV Calibrators ja/vdi viliseid kontrolle NeuMoDx
HCV External Controls. Rohkem teavet kalibraatorite ja kontrollide kohta leiab jaotisest Tulemuste t66tlemine.

6. Laadige proovi-/kalibraator-/kontrollkatsuti(d) proovikatsuti kandjaisse ja veenduge, et kdigilt katsutitelt on korgid eemaldatud.

7. Asetage proovikatsuti kandja(d) automaatlaadija riiulile ja kasutage puutetundlikku ekraani kandja(te) laadimiseks seadmesse NeuMoDx
System. Sellega kaivitatakse tuvastatavate testide jaoks laaditud proovide to6tlemine, eeldusel, et stisteemis on kehtiv testitellimus.
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PIIRANGUD

1. Testriba NeuMoDx HCV Quant Test Strip tohib kasutada ainult seadmetega NeuMoDx Systems.

2. Testriba NeuMoDx HCV Quant Test Strip toimivus on kindlaks tehtud plasmaproovidega, mis valmistati antikoagulandiga EDTA/ACD v&i
seerumiproovidega, mis valmistati seerumi eraldamise katsutitega. Testriba NeuMoDx HCV Quant Test Strip kasutamist muude
proovitlilipidega ei ole hinnatud ja toimivusnaitajad on muud tidpi proovide korral teadmata.

3. Testriba NeuMoDx HCV Quant Test Strip on kinnitatud primaarsete katsutite testimise korral, kasutades katsuteid BD Vacutainer Plus
Plastic K;2EDTA Tube, BD Vacutainer PPT Plasma Preparation Tube, BD Vacutainer Plus Plastic Serum Tube ja BD Vacutainer SST Tube.

4. Proovide kditlemine, eirates sdilitustingimusi, voib negatiivselt mojutada analiilisi NeuMoDx HCV Quant Assay kvantitatiivset mootetapsust,
kuid selle maju kvalitatiivsele tuvastamismé&arale Positive/Negative (positiivne/negatiivne) on vihetéenioline.

5. Seerumiproovide sailitamine seadmes pérast pikaajalist kiilmutamist ja kahte kiilmutamis-/sulatamiststklit ilma kohese testimiseta vdib
negatiivselt mdjutada analiitisi NeuMoDx HCV Quant Assay kvantitatiivset mddtetdpsust.

6. Kui kasutada 200 pl proovimahuga t66voogu, on taheldatud anallitsi NeuMoDx HCV Quant Assay avastamispiiri ja kvantitatiivse alampiiri
vdhest tdusu.

7. Analiisi NeuMoDx HCV Quant Assay ei tohi kasutada proovide korral, mis on kogutud inimestelt, kellele on manustatud hepariini.

8. Kuna HCV tuvastamine s&ltub proovis olevate sihtmark RNA-d sisaldavate viiruseosakeste arvust, sdltub usaldusvaarsete tulemuste
saamine proovide nduetekohasest kogumisest, kditlemisest ja sailitamisest.

9. Kalibraatorid NeuMoDx HCV Calibrators ja valised kontrollid NeuMoDx HCV External Controls tuleb té6delda pakendi infolehtede
soovituste jargi, kui seda soovitab seadme NeuMoDx System tarkvara enne tavaparaste kliiniliste proovide to6tlemist.

10. Proovide ebadige kogumise, kditlemise, sdilitamise, tehniliste vigade v&i proovikatsuti segiajamise korral vGivad tekkida segased tulemused.
Lisaks vGivad tekkida valenegatiivsed tulemused, kuna proovides leiduvate viiruseosakeste arv on vadiksem kui analtilisi NeuMoDx HCV
Quant Assay tuvastuspiir.

11. Susteemi NeuMoDx System tohib kasutada ainult siisteemi NeuMoDx System kasutamise véljaBppe saanud personal.

12.  Kui ei toimu HCV ega SPC2 sihtmargi amplifikatsiooni, saadakse kehtetu tulemus (Indeterminate (maaramatu), No Result (tulemus puudub)
v8i Unresolved (lahendamata)) ja testi tuleb korrata.

13. Kui analGusi NeuMoDx HCV Quant Assay tulemus on Positive (positiivne), kuid kvantitatiivne vaartus on alla kvantitatiivse maaramispiiri,
teavitab seade NeuMoDx System, kas tuvastatud HCV vaartus oli allpool kvantitatiivset alampiiri (Lower Limit of Quantitation, LLoQ) v3i
tlalpool kvantitatiivset Glempiiri (Upper Limit of Quantitation, ULoQ).

14. Kui tuvastatud HCV on allpool LLoQ-d, vib analiitisi NeuMoDx HCV Quant Assay korrata (soovi korral) proovi teise alikvoodiga.

15. Kui tuvastatud HCV on Ulalpool ULoQ-d, v&ib analtitisi NeuMoDx HCV Quant Assay korrata algse proovi lahjendatud alikvoodiga. Soovituslik
lahjendamise suhe on 1 : 100 v&i 1 : 1000 HCV negatiivse plasma vdi lahjendajaga Basematrix 53 Diluent (Basematrix) (SeraCare, Milford,
MA). Algse proovi kontsentratsioon arvutatakse jargmiselt:

algse proovi kontsentratsioon = logio(lahjendustegur) + lahjendatud proovi esitatud kontsentratsioon

16. PCR-i inhibiitorite juhuslik esinemine plasmas vdi seerumis vdib tekitada slisteemi kvantitatiivseid vigu. Sellisel juhul on soovitatav, et testi
korratakse sama prooviga, mida on lahjendatud lahustiga Basematrix suhte juures 1:10 v&i 1:100.

17. Positiivne tulemus ei tdhenda tingimata elujouliste organismide esinemist. Ent positiivset tulemust kasitletakse kui C-hepatiidi viiruse RNA
olemasolu.

18. Analliisi NeuMoDx HCV Quant Assay sihtmargiks olevates konserveerunud piirkondades esinevad deletsioonid vdi mutatsioonid v&ivad
mdjutada testriba NeuMoDx HCV Quant Test Strip abil RNA tuvastamist vdi viia ekslike tulemusteni.

19. Analllsi NeuMoDx HCV Quant Assay tulemusi tuleb kasutada kliiniliste jalgimise ja muu arstile kdttesaadava teabe tdiendava vahendina;
test ei ole m&eldud HCV infektsiooni diagnoosimiseks.

20. Saastumise viltimiseks on soovitatav hea laboritava, sealhulgas kinnaste vahetamine erinevate patsiendiproovide kaitlemise vahel.
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TULEMUSTE TOOTLEMINE

Kattesaadavaid tulemusi saab vaadata vdi printida seadme NeuMoDx System puuteekraani akna Results (Tulemused) vahekaardilt ,Results”
(Tulemused). Seadme NeuMoDx System tarkvara genereerib analtitisi NeuMoDx HCV Quant Assay tulemused automaatselt, kasutades
otsustusalgoritmi ja tulemuste té6tlemise parameetreid, mis on esitatud NeuMoDx HCV anallusi definitsiooni failis (HCV ADF). Tulemus vib olla
esitatud kui Negative (negatiivne), Positive (positiivne) koos HCV kontsentratsiooniga, Positive (positiivne) tlalpool ULoQ-d, Positive (positiivne)
allpool LLoQ-d, Indeterminate (IND) (maaramatu) vdi Unresolved (UNR) (lahendamata) véi No Result (NR) (tulemus puudub), sihtmargi ja proovi
tootlemise kontrolli amplifikatsiooni seisu jargi. Tulemused esitatakse ADF-i otsuse algoritmi pdhjal, mis on kokku vdetud allpool tabelis 1.

Tabel 1. Analtitisi NeuMoDx HCV Quant Assay otsustusalgoritmi kokkuvote

Proovi t66tlemise
TULEMUS HCV sihtmark kontroll (Sample Tulemuse télgendus
Process Control, SPC2)
Positive (Positiivne) Amplified (Amplifitseeritud) Amplified o ,
5 o (Amplifitseeritud) voi Méaaramisvahemikus
esitatud 0,9 < [HCV] < 8,2 logio IU/ml (550 pl té6voog) .
kontsentratsiooniga 1,5<[HCV] <821 1U/ml (200 pl t66 ) Not Amplified tuvastatud HCV RNA
& 2= = 6,2 108w 1L/m pitoovoog (Mitteamplifitseeritud)
Amplified Ulalpool kvantitatiivset
Positive (Positiivne) Amplified (Amplifitseeritud) (Amplifitseeritud) voi vaher:ikku tuvastatud HCV
iilalpool ULoQ-d [HCV] > 8,2 log1o 1U/ml Not Amplified
. e . RNA
(Mitteamplifitseeritud)
. - . Amplified
Amplified (Amplifitseeritud
Positive (Positiivne) P (Amp . ) (Amplifitseeritud) voi Allpool maaramisvahemikku
[HCV] < 0,9 logio IU/ml (550 pl té6voog) .
allpool LLoQ-d (HCV]< 151 1U/ml (200 pl t65 ) Not Amplified tuvastatud HCV RNA
+2 10810 Hitoovoog (Mitteamplifitseeritud)
Negative (Negatiivne) Not Amplified (Mitteamplifitseeritud) Amplified HCV RNA-d ei tuvastatud
8 8 P P (Amplifitseeritud)
Indeterminate Not Amplified, System Error Detected, Sample Processing Completed KOL';;QZT;_TES:Zusri(lfl)i“d
(Mé&aaramatu) (Mitteamplifitseeritud, Tuvastatud sisteemiviga, Proovi to6tlemine I6petatud) L;uestig P
P tootlemi
No Result (Tulemus Not Amplified, System Error Detected, Sample Processing Aborted roov! 00 .emme .
. - A . - s ; katkestati; testige proovi
puudub)* (Mitteamplifitseeritud, Tuvastatud ststeemiviga, Proovi to6tlemine katkestatud) wuesti'
K&ik sihtmarktul d olid
Unresolved Not Amplified, No System Error Detected (Mitteamplifitseeritud, Stisteemiviga otk sitmarktu femuse O.I
kehtetud; testige proovi
(Lahendamata) pole tuvastatud) uuesti’

* Hoiatusteatis No Result (tulemus puudub) esitatakse ainult seadme NeuMoDx System tarkvara versioonides 1.8 vdi uuem.
1 NeuMoDx System on varustatud automaatse Rerun (Uuesti kiitamine) / Repeat (Kordamine) vdimekusega, mida I8ppkasutaja saab valida, et tagada tulemuse

IND/UNR/NR automaatne uuesti td6tlemine, et minimeerida tulemuse esitamise viibimist.
Testi arvutamine

1. Proovide korral, mis jaddvad analtilisi NeuMoDx HCV Quant Assay kvantitatiivsesse maaramisvahemikku, arvutatakse proovide HCV RNA
kontsentratsioon, kasutades salvestatud standardk&verat koos kalibreerimiskoefitsiendi ja proovimahuga.

a. Kalibreerimiskoefitsient arvutatakse t66deldud kalibraatorite NeuMoDx HCV Calibrators tulemuste p&hjal, et tagada
standardkdvera kehtivus testriba NeuMoDx HCV Quant Test Strip antud partiile spetsiifilises seadmes NeuMoDx System.

b. Kalibreerimiskoefitsient on osa HCV RNA kontsentratsiooni I8plikust maadramisest.

c. NeuMoDx tarkvara arvestab proovi sisendmahtu HCV RNA kontsentratsiooni maaramisel proovi ml kohta.

2. Analiitsi NeuMoDx HCV Quant Assay tulemused esitatakse Gihikutes logio IU/ml.

3. Tundmatute proovide kvantifitseerimise tulemus on jalgitav WHO 5. HCV rahvusvahelise standardini.

Testi kalibreerimine

HCV RNA kvantifitseerimiseks proovides on vajalik kehtiva kalibreerimise olemasolu standardkdvera alusel. Kehtivate tulemuste saamiseks peab
olema tehtud proovikalibreerimine, kasutades selleks ettevGtte NeuMoDx Molecular, Inc. valiseid kalibraatoreid.

Kalibraatorid

1. Kalibraatorite NeuMoDx HCV Calibrators komplekti to6tlemine on vajalik iga uue testribade NeuMoDx HCV Quant Test Strips partii korral,
uue HCV anallusi definitsiooni fail laadimisel seadmesse NeuMoDx System, parajasti kasutusel olete kalibraatorite komplekti kehtivusaja
I6ppemisel (hetkel seatud 90 p&evale) voi kui seadme NeuMoDx System tarkvara muudetakse.

2.  Seadme NeuMoDx System tarkvara teavitab kasutajat, kui kalibraatoreid tuleb to6delda. Testribade uut partiid ei saa testimiseks kasutada,
kuni kalibraatoreid on edukalt t66deldud.
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3. Kalibraatorite kehtivus maaratakse jargnevalt.
a) Kahe kalibraatori komplekt — tiks (1) kdrge ja tks (1) madal — tuleb kehtivuse maaramiseks to6delda.

b) Vahemalt kaks (2) kolmest (3) kordustestist peavad andma eelnevalt maaratletud parameetrite vahemikus. Madala kalibraatori
nominaalne sihtméark on 3 logio IU/ml ja k&rge kalibraatori nominaalne sihtmérk on 5 logio IU/ml.

c) Kalibreerimiskoefitsient arvutatakse, et v&tta arvesse testribade partiide vahelised eeldatavad erinevused. Seda
kalibreerimiskoefitsienti kasutatakse I6pliku HCV kontsentratsiooni maaramiseks.

4.  Kui Ghe v8i mdlema kalibraatori kehtivuse kontroll ebadnnestub, siis tdddelge ebadnnestunud kalibraatorit/kalibraatoreid uuesti,
kasutades uut viaali. Juhul kui Ghe kalibraatori kehtivuse kontroll ebadnnestub, saab korrata ainult ebadnnestunud kalibraatori kontrolli,
kuna slisteem ei ndua kasutajalt mélema kalibraatori uuesti kasutamist.

5. Kui kalibraator(ite) kehtivuse kontroll ebadnnestub jarjestikku, votke thendust ettevttega NeuMoDx Molecular, Inc.

Kvaliteedikontroll

Kohalikud eeskirjad maaravad tavaliselt, et labor vastutab kontrolliprotseduuride eest, millega jalgitakse kogu anallilsiprotsessi tdpsust ja
kordustdpsust, ning peab méaarama kontrollmaterjalide testimise arvu, tiilibi ja sageduse, kasutades kontrollitud toimivusspetsifikatsioone
modifitseerimata, heakskiidetud testsiisteemi jaoks.

Vilised kontrollid

1. Positiivseid ja negatiivseid valiseid kontrolle tuleb té6delda iga 24 tunni tagant kogu analliiisi NeuMoDx HCV Quant Assay testimise valtel. Kui kehtivad
vélised kontrollitulemused puuduvad, nduab seade NeuMoDx System tarkvara kasutajalt kontrollide to6tlemist, et tulemusi saaks esitada.

2. Seade NeuMoDx System hindab valiste kontrollide kehtivust eeldatava tulemuse p&hjal. Positiivne kontrollproov peab andma HCV tulemuse
Positive (positiivne) ja negatiivne kontrollproov peab andma HCV tulemuse Negative (negatiivne).

3. Vailiste kontrollide vastukaivaid tulemusi tuleks kasitleda jargnevalt.

a) Negatiivse kontrollproovi katsetulem Positive (Positiivne) nditab proovi saastumise probleemi.

b) Positiivse kontrollproovi katsetulem Negative (Negatiivne) vdib osutada reaktiiviga voi instrumendiga seotud probleemile.

c¢) Kummalgi tGlaltoodud juhul v&i Indeterminate (IND) (mdaramatu) vdi No Result (NR) (tulemus puudub) tulemuse korral téddelge
uuesti valiseid kontrolle NeuMoDx HCV External Controls, kasutades ebadnnestunud kehtivuskontrolliga kontrolli(de) varskeid viaale.

d) Kui positiivne véline kontroll NeuMoDx HCV External Control annab uuesti tulemuse Negative (negatiivne), votke Ghendust NeuMoDx-
i tehnilise toega.

e) Kui negatiivne véline kontroll NeuMoDx HCV External Control annab jatkuvalt tulemuse Positive (positiivne), proovige kdrvaldada kdik
vGimalikud saastumise allikad, sh asendage kdik reaktiivid, enne NeuMoDx -i tehnilise toega lihenduse votmist.

Prooviprotsessi (sisemised) kontrollid

Eraldusplaati NeuMoDx Extraction Plate on katketud eksogeenne proovi té6tlemise kontroll (Sample Process Control, SPC2) ning see labib iga
prooviga kogu nukleiinhappe ekstraheerimise ja reaalaja RT-PCR amplifikatsiooni protsessi. Iga testriba NeuMoDx HCV Quant Test Strip sisaldab
ka praimereid ja SPC2-spetsiifilist sondi, mis voimaldavad mitmekordse RT-PCR-i kaudu tuvastada SPC2 ja sihtmargiks oleva HCV RNA-d
(olemasolu korral). SPC2 amplifikatsiooni tuvastamine vdimaldab seadme NeuMoDx System tarkvaral jalgida RNA ekstraheerimise ja RT-PCR-i
amplifikatsiooniprotsesside tdhusust.

Kehtetud tulemused

Kui seadme NeuMoDx System abil labiviidud analiilis NeuMoDx HCV Quant Assay ei anna kehtivat tulemust parast proovi t66tlemist, esitatakse
tulemus Indeterminate (IND) (mdaramatu) , No Result (NR) (tulemus puudub) v3i Unresolved (UNR) (lahendamata) olenevalt tekkinud vea tiitbist.

Kui proovi to6tlemisel tuvastatakse seadme NeuMoDx System tdrge, esitatakse tulemus IND. Kui esitatakse tulemus IND, on soovitatav teha
kordusanaliiis.

UNR-i tulemus esitatakse , kui slisteemivigade puudumisel ei tuvastata HCV RNA v&i SPC2 kehtivat amplifikatsiooni, mis viitab vdimalikule
reaktiiviga seotud tdrkele v&i inhibiitorite olemasolule. UNR-i tulemuse saamise korral on esimese sammuna soovitatav teha kordusanaltis. Kui
kordustest ebadnnestub, vGib proovi mistahes inhibeerivate mojude vahendamiseks kasutada lahjendatud proovi.

Kui seadmel NeuMoDx System labi viidud analiiis NeuMoDx HCV Quant Assay ei anna kehtivat tulemust ja proovi to6tlemine katkestatakse enne
anallisi Idppu, esitatakse tulemus No Result (NR) (tulemus puudub). Kui esitatakse tulemus NR, on soovitatav teha kordusanallus.

TOIMIVUSNAITAJAD

Analiiiitiline sensitiivsus — tuvastuspiir WHO standardi abil

Anallitsi NeuMoDx HCV Quant Assay analldtiline sensitiivsus maarati analliusides negatiivseid proove ja WHO 5. rahvusvahelise standardi
(genotlitip 1) lahjendatud proovide seeriat kinnitatud negatiivses inimese plasmas ja seerumis, et maarata kindlaks avastamispiir (Limit of
Detection, LoD) seadmetes NeuMoDx Systems. LoD defineeriti kui madalaim sihttase, mis tuvastati probit-analltsiga 95% juhtudel. Uuring viidi
labi 3 paeva jooksul mitmete stisteemide abil, kasutades eri NeuMoDx reaktiivide partiisid. Mélema seadme (N288 ja N96) abil to6deldi paevas 18
kordust kdikide lahjenduse tasemetega. Tuvastamismadrad on kujutatud tabelis 2. Lisaks viidi Iabi uuring, et teha kindlaks anallitisi NeuMoDx HCV
Quant Assay LoD 200 pl proovimahuga té6voo korral, mille tulemused on ndidatud tabelis 3.
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Tabel 2. Positiivsed tuvastusmadrad analiitisi NeuMoDx HCV Quant Assay LoD maaramisel — 550 pl toévoog

. . . . PLASMA SEERUM
Sihtkontsentratsioon | Sihtkontsentratsioon - — - —
Kehtivate | Positiivsete s Kehtivate | Positiivsete I
[lU/ml] [logio IU/ml] . Tuvastamismaar . Tuvastamismaar
testide arv arv testide arv arv
30 1,48 108 108 100% 108 108 100%
15 1,18 108 108 100% 108 107 99%
10 1,00 108 105 97% 108 102 94%
7,5 0,88 108 102 94% 108 105 97%
3,75 0,57 108 84 78% 108 86 80%
1,875 0,27 108 47 A44% 108 63 58%
NEG 0 108 0 0% 107 1 0,93%

Tabel 3. Positiivsed tuvastusmaarad analiitisi NeuMoDx HCV Quant Assay LoD maaramisel — 200 pl té6voog

. . . . PLASMA SEERUM
Sihtkontsentratsioon | Sihtkontsentratsioon = — = =
Kehtivate | Positiivsete L Kehtivate | Positiivsete e e
[lu/ml] [logzo IU/ml] N Tuvastamismaar . Tuvastamismaar
testide arv arv testide arv arv
Pole Pole 22 22 100%
s 188 kohaldatav | kohaldatav Pole kohaldatav
60 1,78 22 22 100% 22 22 100%
30 1,48 22 21 95,5% 22 20 90,9%
15 1,18 22 17 77,3% 22 19 86,4%
10 1,00 22 13 59,1% 22 15 68,2%
NEG 0 22 0 0% 22 0 0%

Analiitisi NeuMoDx HCV Quant Assay LoD plasmas kdikide genotiiiipide korral oli 7,5 IU/ml (95% Cl 6,4-9,2 1U/ml) [(0,9 logio IU/ml) (95% CI 0,8—
1,0 log1o 1U/ml)], kasutades 550 ul proovimahuga téévoogu seadmes NeuMoDx 288 Molecular System (joonis 2). Analtitisi NeuMoDx HCV Quant
Assay LoD oli seerumiproovide korral 8,0 1U/ml (95% CI 6,6-10,4 1U/ml) [(0,9 logio 1U/ml) (95% CI 0,8-1,0 logio IU/ml)], kasutades 550 pl
proovimahuga téévoogu (joonis 2); nBue mdlema proovitiiibi korral, kasutades 550 pl proovimahuga téévoogu on 8,0 IU/ml (0,9 logio IU/ml.

Anallisi NeuMoDx HCV Quant Assay LoD kasutades 200 pl proovimahuga té6voogu oli 27,9 IU/ml (95% Cl 20,1-81,9) plasmaproovides ja
29,8 IU/ml (95% Cl 20,5-94,0) seerumiproovides (joonis 3); the LoD ndue md&lema proovitltbi korral, kasutades 200 ul proovimahuga té6voogu,

on 30,0 1U/ml (1,5 logio 1U/ml).

HCV kvantitatiivse anallisi LoD (plasma)
1,2
LoD = 7,5 1U/ml [95% CI (6,4; 9,2)]
1 * o
*
0,8 4
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p}
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= 06
[ /
(%] f
= /
b2 .
0,4 /
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0'2 / ® Katselised andmed
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0 |
2 15 1 05 0 05 1 1,5 2
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08
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HCV kvantitatiivse analiilisi LoD (seerum)

LoD = 8,0 IU/ml [95% Cl (6,6; 10,4)]
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/
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Joonis 2. Probit-tldpi anallits, mida kasutati analliisi NeuMoDx HCV Quant Assay LoD kindlaksmaaramisel; plasma (vasakul) ja
seerum (paremal) — 550 pl td6voog
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Joonis 3. Probit-tllpi anallits, mida kasutati analtitisi NeuMoDx HCV Quant Assay LoD kindlaksmaaramisel; plasma (vasakul) ja
seerum (paremal) — 200 pl t66voog

Analiittiline sensitiivsus — Kvantitatiivne mairamispiir — Kvantitatiivne alampiir (LLoQ, Lower Limit of Quantitation), kasutades WHO standardit
Kvantitatiivne alampiir (Lower Limit of Quantitation, LLoQ) on defineeritud alumise sihttasemena, mille juures saavutatakse tuvastus > 95%
juhtudel JA analtutiline koguviga (Total Analytical Error, TAE) on < 1,0. LLoQ mé&aramiseks arvutati LoD arvutuse osana analitiline koguviga
(Total Analytical Error, TAE) iga HCV sihttaseme kohta, mille korral oli tuvastus > 95%. TAE on defineeritud jargnevalt.

TAE = nihe + 2*SD  [Westgardi statistika]

Nihe on keskmise arvutatud kontsentratsiooni ja eeldatava kontsentratsiooni erinevuse absoluutvadartus. SD on proovi maaratud kvantitatiivse
vddrtuse standardhalve.

LLoQ-uuringus anallilsitud 6 eri tasemega HCV plasma- ja seerumiproovide koondtulemused, mis saadi, kasutades genotiiipi 1 550 pl proovimahuga
to6voo korral, on ndidatud tabelis 4. Lisatestimise tulemused, mis on saadad 200 ul proovimahuga t66voogu kasutades, on naidatud tabelis 5.

Tabel 4. NeuMoDx HCV Quant Assay LLoQ, koos nihke ja TAE-ga — 550 pl to6voog

Plasma Seerum
Sihtkont. Sihtkont. Keskmine Tuvastus Keskmine TESNE
[1u/mi] [logio 1U/ml] kont. %) SD | Nihe | TAE kont. %) SD Nihe | TAE
[log1o1U/ml] [logyo1U/ml]
30,00 1,48 1,41 100 0,32 | 0,07 | 0,71 1,39 100 0,30 0,08 | 0,69
15,00 1,18 1,24 100 0,36 | 0,06 | 0,79 1,23 99 0,32 0,06 | 0,70
10,00 1,00 1,07 97 0,35 | 0,07 | 0,77 1,14 94 0,36 | 0,14 | 0,85
7,50 0,88 1,01 94 0,44 | 0,13 | 1,02 1,12 97 0,25 0,25 | 1,09
3,75 0,57 1,08 78 0,43 | 0,51 | 1,38 1,17 80 0,58 0,59 | 1,76
1,88 0,27 1,11 44 0,36 | 0,83 | 1,55 1,11 58 0,69 0,84 | 2,22

Tabel 5. NeuMoDx HCV Quant Assay LLoQ, koos nihke ja TAE-ga — 200 pl to6voog

Plasma Seerum
Sihtkont. Sihtkont. Keskmine Tuvastus Keskmine T
[1U/ml] [logio 1U/ml] kont. %) SD | Nihe | TAE kont. %) SD | Nihe | TAE
[logso1U/ml] [logio1U/ml]
Pole Pole Pole
Pole Pole koha | koha | koha
75 1,88 vohaldatay | kohaldata |t o e 1,56 100 023 | 032 | 0,78
v av av av
60 1,78 1,93 100 0,39 | 0,15 | 0,93 1,56 100 0,27 | 0,22 | 0,76
30 1,48 1,35 96 0,44 | 0,11 | 0,99 1,45 91 0,41 0,03 | 0,85
15 1,18 1,37 77 0,42 | 0,18 | 1,03 1,36 86 0,53 0,18 | 1,25
10 1,00 1,26 59 0,56 | 0,25 | 1,36 1,15 68 0,53 0,15 | 1,21
NeuMoDx Molecular, Inc. 40600140-ET_G
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Analuitisi NeuMoDx HCV Quant Assay LLoQ-ks mé&éarati 7,7 IU/ml (0,9 logio IU/ml) plasma- ja 8,4 IU/ml (0,9 logio IU/ml) seerumiproovide korral,
kasutades 550 ul proovimahuga té6voogu; nii plasma- kui ka seerumiproovide LLoQ oli 8,4 IU/ml (0,9 logio IU/ml), kasutades 550 ul proovimahuga
tdé6voogu. 8.4 IU/mL (0.9 logio IU/mL) kasutades 550 pl proovimahuga téévoogu.

Analtisi NeuMoDx HCV Quant Assay LLoQ oli WHO standardit kasutades 30,0 1U/ml (1,5 logio IU/m) plasmas ja 29,8 1U/ml (1,37 logio 1U/ml)
seerumis, kasutades 200 pl proovimahuga té6voogu; nii plasma- kui ka seerumiproovide LLoQ oli 30,0 IU/ml (0,9 logio 1U/ml), kasutades 200 pl
proovimahuga téévoogu.

Analiittiline sensitiivsus — eri HCV genotiiiipide LoD ja LLoQ

Esmalt maarati LoD genotiitbile 1 (5. WHO rahvusvaheline standard), parast mida viidi 1abi tdiendavad analutisid médaratud LoD ldhedal, kasutades
koiki Glejadnud 5 genotliipi. Kasutades plasma 550 pl proovimahuga toévoogu, testiti analtitisiga NeuMoDx HCV Quant Assay kolmkiimmend kuut
(36) kordust tasemetel, mis vastasid 2-kordselt, 1-kordselt ja 0,5-kordselt LoD 95% CI Gilempiirile. Iga analiiGsitud taseme iga genotuibi positiivne
protsendimaar esitati tabeli kujul ja LoD arvutati selle alusel, kasutades probit-analliisi.

Samuti arvutati vélja nende analliusitud tasemete analitiline koguviga. Genotiliibi LLoQ-ks loeti taas madalaim tase, mille positiivne tuvastusmaar
oli 95% ja arvutatud TAE < 1,0. Need tulemused naitavad, et anallitisi NeuMoDx HCV Quant Assay tuvastamissuutlikkus oli vdga hea ja samavaarne
kdigi kuue genotiibi korral, vahemikus 4,5-7,5 IU/ml, sh 5. WHO rahvusvahelise standardprooviga (genotiilip 1) saadud tulemused. Kokkuvdttes
leiti, et anallitisi NeuMoDx HCV Quant Assay LoD oli genotiiipide 16ikes 7,5 1U/ml (0,88 logio IU/ml) ja LLoQ vaartuseks maarati suurim vaartus, mis
on 7,7 IU/ml (0,9 logio IU/ml), mis leiti 5. WHO rahvusvahelise standardi (genotiitp 1) korral. Tabelis 6 on niidatud LoD ja LLoQ tulemused, mis on
saadud eri HCV genotiilpide testimisel plasmas.

Tabel 6. Plasmas analtisitud HCV genotlibid, kasutades 550 pl proovimahuga té6voogu

GENOTUUP "b‘/’z” LLoQ [1U/ml]
1 7,5 7,7
2 45 5,2
3 7,5 7,5
4 6,0 6,0
5 4,8 55
6 45 6,7

Eespool viidatud uuringutulemuste alusel véimaldab NeuMoDx LoD 8,0 IU/ml (0,9 logio IU/ml) ja LLoQ 8,4 IU/ml (0,9 logio IU/ml) tuvastamist
anallisiga NeuMoDx HCV Quant Assay plasmas ja seerumis , kasutades 550 pl proovimahuga té6voogu.

Anallitsi NeuMoDx HCV Quant Assay esitatud LoD ja LLoQ mdlema proovitiiiibi jaoks (plasma ja seerum), kasutades 200 pl proovimahuga
téovoogu, on 30,0 IU/ml (1,5 logio IU/ml).

Analiiiitiline sensitiivsus — kvantitatiivse iilempiiri (Upper Limit of Quantitation, ULoQ) lineaarsus ja mairatlemine

Anallitisi NeuMoDx HCV Quant Assay lineaarsus ja kvantitatiivne Glempiir (Upper Limit of Quantitation, ULoQ) maératleti plasmas, valmistades HCV
Armored RNA® (Asuragen Inc., Austin, TX) ja AcroMetrix™ High Control HCV (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) abil lahuseseeriad, mis on
jalgitavad WHO 5. rahvusvahelise standardini. Mitme HCV-negatiivse plasma liitproovi abil valmistati 11-liikmeline paneel, et luua testimispaneel
kontsentratsioonivahemikus 8,2-1,5 logio IU/ml. Test NeuMoDx HCV Quant Assay naitas vdimekust kvantifitseerida HCV kogu 8 logio lineaarse
vahemiku ulatuses tapsusega + 0,3 logioIU/ml, vSttes aluseks 95% usaldusintervalli abil arvutatud standardse vea. Olulist kasu ei saadud, kasutades
2. ja 3. jargu regressiooni. Maaratud ULoQ plasmas oli 8,2 logio IU/ml. T Lisaks tehti uuring, et ndidata maatriksi samavaarsust ning anallisis
vorreldi NeuMoDx HCV kvantitatiivseid plasmas ja seerumis valmistatud proovide tulemusi, kasutades kahte erinevat regressioonimudelit, sh MS
Exceli regressioonitddriist ja Passing-Bablok. Tulemused naitasid tugevat korrelatsiooni, mida nditab tdus ja I6ikepunkti vaartused, mis on vastavalt
kas 1,00 v6i 0,00 ldhedal, ning R2 vaartus 0,99 (MS Excel regressioonitdoriist) vbi p-vaartus 0,600 (Passing-Bablok). Seadme NeuMoDx System
esitatud HCV analulisi kontsentratsioonide vordlus ootusparaste vaartustega on esitatud joonisel 4.

Seejdrel hinnati lineaarsust ja ULoQ-i 200 pl proovimahuga té6voo korral. Ekvivalentsuse vordlusi teostati kontsentratsioonide vahel, mille
NeuMoDx tarkvara esitas 200 pl ja 550 pl tdovoogude kohta. Demingi ja Passing-Babloki regressioonanaliilis naitas lineaarse vahemiku 13ikes
esitatud kontsentratsioonide korral suurepdrast korrelatsiooni, 1-le ldhedast tdusu ja minimaalselt 16ikepunkte (nihe) nii plasma- kui ka
seerumiproovide kohta. 200 ul proovimahuga to6voo korral esitatud kontsentratsiooni Blandi ja Altmani v&rdlus 200 pl ja 550 ul proovimahuga
t66voo korral esitatud keskmise kontsentratsiooniga naitas minimaalset nihet, omistades tdpsuse 200 pl té6voo pdhjal tulemused genereerinud
algoritmile. Lisaks oli lihtsal lineaarsel regressioonil, mis v&rdles 200 ul to6voo eeldatavat kontsentratsiooni esitatud kontsentratsiooniga, 1-le
lahedane tdus, mis naitab suureparast korrelatsiooni (joonis 5). Kokkuvdttes naitavad tehtud vérdlused HCV tapset kvantifitseerimist analtisi
NeuMoDx HCV Quant Assay abil 200 pl proovimahuga té6voo lineaarse vahemiku ulatuses.

NeuMoDx Molecular, Inc. 40600140-ET_G
2023-07
Lk 11/20



& NeuMoDx HCV Quant Test Strip
NeuMoDx KASUTUSJUHEND 300300

molecular

Seerumiproovid:
Eeldatav vs. NeuMoDx-i
kontsentratsioon

Plasmaproovid:
Eeldatav vs. NeuMoDx-i
10 kontsentratsioon 10

>
2= 8 ¥ g 8 ..--.
=€ & <z
c 2 6 .." = 6 ".
S 5 L =3 [ 3
s, o8 °5 4 o
ol .' y = Ix=4E05 e - y = 1,06x + 0,08
32 & R?=0,99 58 , R R = 0,99
= . S ° 4
ER: . = '
28 0 25 0
3 T 2
=29 0 2 4 6 8 10 35 0 2 4 6 8 10
c T
= Eeldatav kontsentratsioon [logio IU/ml] < Eeldatav kontsentratsioon [logio [U/ml]

Joonis 4. Analiiiisi NeuMoDx HCV Quant Assay lineaarne vahemik plasmas (vasakul) ja seerumis (paremal) — 550 pul té6voog
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Joonis 5. Analiilisi NeuMoDx HCV Quant Assay lineaarne vahemik plasmas (vasakul) ja seerumis (paremal) — 200 ul to6voog

Analiitiline sensitiivsus — lineaarsus genotiiiipide I1dikes

Anallitsi NeuMoDx HCV Quant Assay lineaarsus kuue HCV genotlubi kasutamisel maarati, analtsides iga HCV-negatiivses plasmakogumis
ettevalmistatud HCV genotiilibi vahemalt nelja (4) erinevat kontsentratsiooni. Selles uuringus analtiiisitud HCV sihtmarkide kontsentratsioonid
soltusid algproovi kontsentratsioonist ja seega erinesid genotitpide 16ikes. Uuring viidi |abi iga genotiilibiga, kasutades iga taseme 6 kordust. Kuue
HCV genotuilibi lineaarsus on esitatud tabelis 7 ja joonisel 6.

Tabel 7. Analliisi NeuMoDx HCV Quant Assay lineaarsus genotiipide IGikes

Lineaarsuse vérrand
Genotiilip y = NeuMoDx HCV Quant Assay kvantitatiivne vaartus R?
x = Eeldatav kvantitatiivne vaartus
1 y =1,054x + 0,1325 0,979
2 y =1,0792x - 0,0748 0,985
3 y =1,0423x - 0,0439 0,981
4 y=1,0158x + 0,0292 0,973
5 y=0,9873x + 0,1524 0,994
6 y = 1,0393x + 0,0396 0,997
NeuMoDx Molecular, Inc. 40600140-ET_G
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Joonis 6. Anallilisi NeuMoDx HCV Quant Assay lineaarsus genotilipide 10ikes

Analuitiline spetsiifilisus — ristreaktiivsus

Analldtilist spetsiifilisust ndidati, séeludes 33 organismi, mida levinult leiab vere-/plasmaproovidest, ja liigi suhtes, mis on fiilogeneetiliselt
sarnased HCV ristreaktiivsusele. Organismid valmistati ette 4—6 organismi kogumites ja neid testiti kdrge kontsentratsiooni juures. Testitud
organismid on niidatud tabelis 8. Uhegi testitud organismi korral ei esinenud ristreaktiivsust, mis kinnitab analiiiisi NeuMoDx HCV Quant Assay
100% analudtilist spetsiifilisust.

Tabel 8. Patogeenid, mida kasutatakse analldtilise spetsiifilisuse tdendamiseks

Mittesihtorganismid
Inimese Inimese T- Propionibacterium Laane-Niiluse
Adenoviirus 2 Dengue V1 A-hepatiit immuunpuudulikkuse lumfotroopne P "
. - acnes viirus
viirus 2 viirus 1
Inimese Inimese T-
Adenoviirus 5 Dengue V2 B-hepatiidi viirus : . lumfotroopne Rubella Kollapalavik
papilloomiviirus 16 .
viirus 2
. . Herpes simplex viirus Inimese . St. Louise . "
Candida albicans Dengue V3 . . A-gri . Zika viirus
g (HSV) 1 papilloomiviirus 18 griep entsefaliit
Chlamydia Denaue V4 Herpes simplex viirus Inimese Neisseria Staphylococcus
trachomatis g (HSV) 2 herpesviirus 6b gonorrhoeae aureus
Epstein- Inimese Inimese Staphylococcus
Tslitomegaloviirus p. - immuunpuudulikkuse " Parvoviirus B19 p. Y .
Barri viirus viirus-1 herpesviirus 8 epidermidis

Analiiiitiline spetsiifilisus — segava méjuga ained, kommensaalsed organismid

Anallitsi NeuMoDx HCV Quant Assay toimivust segava mdju esinemisel hinnati sihtmargiks mitteolevate organismide lisamisega, milleks kasutati
sama organismide ihendatud proove nagu ristreaktiivsuse analiilisimisel, mis on loetletud tlalolevas in tabelis 8. HCV negatiivset plasmaproovi
rikastati 4-6 kaupa segatud organismiriihmaga ja rikastati ka HCV positiivse kontrollprooviga, mille kontsentratsioon oli 1,4 logio 1U/ml. Olulist
segavat mdju ei taheldatud nende kommensaalsete organismide esinemisel, mida naitas minimaalne kvantitatiivne halve kontrollproovidest, mis
ei sisaldanud segavaid aineid.

Analiiiitiline spetsiifilisus — Segava méjuga ained, endogeensed ja eksogeensed ained

Anallitsi NeuMoDx HCV Quant Assay toimivust hinnati HCV kliinilistes plasmaproovides levinud eksogeensete ja endogeensete segavate ainete
esinemisel. Nende hulka kuulusid nii verekomponentide liiga kdrged tasemed kui ka levinud viirusevastased ravimid, mis klassifitseeriti tabelis 9.
Igat ainet lisati kinnitatud HCV-negatiivsesse inimese plasmasse, mida oli rikastatud 1,7 logio IU/ml HCV-ga ja proove analliusiti segava mdju suhtes.
Lisaks testiti vdimaliku interferentsi suhtes tavaparast haigusseisundis plasmat, mida seostatakse C-hepatiidi infektsiooniga. K&ikide testitud ainete
korral saadud keskmine kontsentratsioon ja nihe on naidatud tabelis 10. Mitte likski eksogeenne ega endogeenne aine ei mdjutanud anallusi
NeuMoDx HCV Quant Assay spetsiifilisust.

NeuMoDx Molecular, Inc. 40600140-ET_G
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Tabel 9. Interferentsi testimine — eksogeensed ained (ravimiklass)

Ravim Klassifikatsioon Ravim Klassifikatsioon
Sofosbuviir Otsese toimega HCV-vastased ravimid Paritapreviir HCV NS3/4A proteaasi inhibiitorid
o | Ledipasviir HCV inhibiitor ~ | Ombitasviir HCV viirusvastane
§o Velpatasviir HCV NS5A inhibiitor §, Ritonaviir HIV proteaasiinhibiitor
z Klaritromutsiin Antibiootikum ! Abakaviirsulfaat P66rdtranskriptaasi inhibiitor
Interferoon alfa-2a Immunomodulaator Ribaviriin Immunomodulaator
Grasopreviir HCV NS3/4A proteaasi inhibiitorid Efavirens P6ordtranskriptaasi inhibiitor
on | Elbasviir HCV NS5A inhibiitor < | Lopinaviir Proteaasiinhibiitor
bgo Tenofoviirdisoproksiil | HBV/HIV viirusevastane go Asitromutsiin Antibiootikum
§ Lamivudiin HBV/HIV viirusevastane Q Dolutegraviir HIV viirusvastane ravim
Valgantsukloviir CMV viirusevastane Simepreviir HCV NS3/4A proteaasi inhibiitorid
Emtritsitabiin HIV viirusvastane ravim
Raltegraviir HIV viirusvastane ravim
2 Amoksitsilliin Antibiootikum
;Za Rilpiviriin HIV viirusvastane ravim
Dasabuviir Otsese toimega HCV-vastased ravim
Glekapreviir HCV NS3/4A proteaasi inhibiitorid

Tabel 10. Interferentsi testimine — eksogeensed ja endogeensed ained

End Keskmine kont. Nihe
e logio IU/ml logso IU/ml
Hemoglobiin 1,61 0,28
Triglutseriidid 1,31 -0,02
Bilirubiin 1,47 0,14
Albumiin 1,47 0,14
T et Keskmine kont. Nihe
logio IU/ml logio IU/ml
Kogum 1:  Zidovudiin (ZDV), sakvinaviir, ritonaviir, klaritromutsiin, interferoon alfa-2a,
interferoon alfa-2b 1,48 0,15
Kogum 2:  Abakaviirsulfaat, amprenaviir, ribaviriin, entekaviir, fluoksetiin,
. - L " 1,40 0,07
valatstuikloviirvesinikkloriid
Kogum 3:  Tenofoviirdisoproksiil, lamivudiin, gantsikloviir, valgantsikloviir, nevirapiin 1,40 0,07
Kogum 4:  Efavirens, lopinaviir, enfuvirtiid, tsiprofloksatsiin, paroksetiin 1,51 0,18
Kogum 5:  adefoviir (dipivoksiil), asitromdtsiin, indinaviirsulfaat, sertraliin 1,40 0,07
Hai isund Keskmine kont. Nihe
B logio 1U/ml logo IU/ml
Tuumavastane antikeha (Antinuclear Antibody, ANA) 1,53 0,18
Susteemne erlitematoosne luupus (Systemic Lupus Erythematosus, SLE) 1,29 -0,06
Reumatoidartriit 1,39 0,04
HBV antikehad 1,45 0,10
Alkohoolne tsirroos 1,43 0,08
Reumatoidfaktor 1,43 0,08
Mittealkohoolne steatoos (Non-Alcoholic Steatohepatitis, NASH) 1,32 -0,03
NeuMoDx Molecular, Inc. 40600140-ET_G
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Laborisisene tdpsus

Anallitsi NeuMoDx HCV Quant Assay tapsus madrati kindlaks valmistatud 7-liikkmelise HCV proovipaneeli analutsimise kaudu (sisaldas nii HCV
Armored RNA kui ka AcroMetrix HCV Control proove) kolmel seadmel NeuMoDx Systems 12 pdeva jooksul. Maarati sarjasisene, paevasisene ja
susteemisisene tdpsus ja Uldiseks standardseks halbeks méaarati < 0,26 logio IU/ml. Ststeemide, paevade voi testide vahel ei taheldatud olulist
erinevusi, nagu on naidatud tabelis 11. Kasutajate vahel ei maaratud tapsust, kuna kasutaja ei ole proovide t6dtlemisel siisteemiga NeuMoDx
System méadrava tahtsusega.

Tabel 11. Laborisisene tapsus —analliis NeuMoDx HCV Quant Assay seadmete NeuMoDx Systems abil

Sihtkont. Kesk. kont. Slisteemisisene Pdevasisene Sarjasisene Laborisisene
[log10 1U/ml] [log10 IU/ml] SD SD SD (tildine) SD
a 6 5,95 0,17 0,13 0,10 0,17
é 5 4,87 0,20 0,14 0,12 0,20
< 3 2,89 0,19 0,17 0,17 0,19
=< 4,4 4,45 0,12 0,10 0,08 0,13
E 3,4 3,45 0,12 0,12 0,11 0,13
§ 2,4 2,41 0,17 0,15 0,15 0,17
< 1,4 1,40 0,26 0,25 0,25 0,24

Partiidevaheline reprodutseeritavus

Anallitsi NeuMoDx HCV Quant Assay partiidevahelist korratavust hinnati, kasutades pdhireaktiivide (litsimispuhver NeuMoDx Lysis Buffer 3,
ekstraheerimisplaadid NeuMoDx Extraction Plates ja testriba NeuMoDx HCV Quant Test Strip) kolme eri partiid. Toimivuse hindamiseks kasutati 7-
liilkmelist HCV paneeli (sisaldas nii HCV Armored RNA kui ka AcroMetrix HCV Control proove). Testimisel kasutati kolme reaktiivide partiid, mida
anallisiti kolme seadme abil 6 pdeva valtel. Analuusiti partiide siseseid ja vahelisi varieeruvusi ja need tulemused on esitatud tabelis 12.
Maksimaalne Uldine nihe oli 0,24 logio IU/ml ja maksimaalne ldine SD oli 0,33 logio IU/ml. Partiide Idikes ei olnud toimivuses olulist erinevust,
kuna koikide paneeli liikmete kvantifitseerimise vaartused olid tolerantsi maara piires.

Tabel 12. Partiidevaheline korratavus — analiiis NeuMoDx HCV Quant Assay

Sihtkont. Kesk. kont. ULDINE (keh:ivad ABS Partiidevaheline | Partiisisene Uldine SD
[logio 1U/ml] [logio 1U/ml] tulemused partii | KALLUTATUS SD SD
kohta)
a 6 5,76 36 0,24 0,35 0,13 0,37
§ 5 4,84 36 0,16 0,16 0,22 0,27
n<: 3 2,81 36 0,19 0,31 0,16 0,35
x 4,4 4,35 36 0,05 0,21 0,11 0,24
E 3,4 3,31 36 0,09 0,17 0,11 0,20
E 2,4 2,33 36 0,07 0,24 0,13 0,27
< 1,4 1,38 36 0,02 0,23 0,13 0,33

Kontrolli tohusus

Analiitis NeuMoDx HCV Quant Assay sisaldab SPC2, mis annab teavet protsessi ebadnnestumise vGi analllsi toimimist m&jutava parssiva toime
kohta. Efektiivsust testiti kriitilisi tootlusetappide t8rkeid esindavates tingimustes, mis vdivad tekkida proovide to6tlemise ajal ja mida seadme
NeuMoDx System toimimist kontrollivad sensorid vdivad jdtta tuvastamata. Positiivseid (3 logio 1U/ml) ja negatiivseid proove pandi proovile
kontrolli olemasolul jargmistes tingimustes: inhibiitori olemasolu, pesureaktiivi kdttesaadavuse piiramine ja pesureaktiivi eemaldamata jatmine.
Too6tluseetappide tdrkeid, mis mdjutasid negatiivselt HCV tuvastamist/kvantifitseerimist, peegeldas SPC2 sihtmirk, nagu on naidatud tabelis 13.
K&igil testitud juhtudel néidati, et prooviprotsessi kontroll jaljendas protsessi ebaefektiivsust ja inhibiitorite olemasolu adekvaatselt v&i eeldatav
protsessi ebaefektiivsus ei avaldanud olulist negatiivset mdju SPC2 ega HCV tuvastamisele ja kvantifitseerimisele. Seega, SPC2 abil ndidati analtusi
toimimise efektiivset jalgimist seadmes NeuMoDx System.
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Tabel 13. Proovi tootlemise kontrolli tdhusus
Testitud tootlemisetapi Proovi t66tlemise kontrolli HCV sihtmargi -
~ o I - - Analiiiisi tulemus
torge amplifikatsioonistaatus amplifikatsiooni staatus
Presence of Inhibitor Not Amplified Not Amplified
(Inhibiitori sisaldus) (Mitteamplifitseeritud) (Mitteamplifitseeritud) Unresolved (Lahendamata)
No Wash Delivered Not Amplified Not Amplified
(Pesemisreaktiivi ei ole) (Mitteamplifitseeritud) (Mitteamplifitseeritud) Unresolved (Lahendamata)
No Wash Blowout Positive (Positiivne) kvantifitseerimine
(Pesemisreaktiivi Amplified (Amplifitseeritud) | Amplified (Amplifitseeritud) .
s R kontrolli 0,3 logio IU/ml ulatuses
véljauhtumist ei toimu)

Kehtivate tulemuste maar

Kehtivate tulemuste protsendi madramiseks kasutati retrospektiivse analiilisiandmeid, mis saadi seadmete NeuMoDx Systems abil saadud analtisi
NeuMoDx HCV Quant Assay toimimise tulemuste hindamise kaigus. Kehtivaid analtisitulemusi kuvatakse olekutes Positive (positiivne) voi
Negative (negatiivne); kehtetuid tulemusi vdidakse kuvada olekutes Indeterminate (IND) (maaramatu) v&i Unresolved (UNR) (lahendamata)
vastavalt sihtmargi ja proovi protsessi kontrolli amplifikatsiooni olekule. Kuva IND on tavaliselt pdhjustatud seadme veast, mille tagajarjel sihtmargi
ja/vbi protsessisisese kontrolli amplifitseerimine ebadnnestub. Kuva UNR antakse proovidele juhul, kui nii sihtmargi kui ka protsessisisese kontrolli
amplifitseerimine ebadnnestub seadme tdrke tuvastamise puudumisel. Retrospektiivsesse analliusi kaasati 1962 individuaalse analtilisi NeuMoDx
HCV Quant Assay tulemused, mis sisaldasid nii seerumi- kui ka plasmaproovidega saadud andmeid nii seadmega NeuMoDx 288 kui ka NeuMoDx
96 Systems. Tulemuste UNR ja IND tuvastamise maar oli vastavalt 0,61% (12/1962) ja 0,41% (8/1962), mis on vastavuses analuisi nduetekohasuse
tingimustega. Seega oli analliisi NeuMoDx HCV Assay kehtivate tulemuste maar eri kliiniliste matriitside ja seadmete NeuMoDx Systems
kasutamise korral 95% Cl (98,4-99,3) puhul 99,0%.

Ristsaastumine

Analiitsi NeuMoDx HCV Quant Assay ristsaastumise maar tehti kindlaks HCV proovide kolme partii analiiisimise kaigus, milles kérged positiivsed
proovid paigutati vaheldumisi negatiivsete proovidega. Kokku analtisiti korduses 144 HCV-negatiivset inimese proovi ja korduses 144 kdrge HCV
viirustiitriga 8,2 logio 1U/ml proovi. Kdikide kordudes analtitsitud 144 negatiivse proovi tulemused olid negatiivsed, mis nditab, et proovide
tootlemise kaigus ei tekkinud stisteemis NeuMoDx System ristsaastumist.

Proovimaatriksi ekvivalentsus

Proovimaatriksi samavadrsuse demonstreerimiseks kasutati etlleendiamiintetradadikhappe (ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA) kui ka
happelise tsitraatdektroosi (acid citrate dextrose, ACD) kogumiskatsutitesse plasma valmistamiseks kogutud tdisverd. Lisaks tehti anallusid, et
teha kindlaks samavaarsus nii varskete ja kilmutatud plasmaproovide (kogutud kahte tilpi katsutisse) kui ka varskete ja kilmutatud
seerumiproovide vahel. Varskeid proove sdilitati 4 °C juures, kuni neid rikastati nelja eri HCV tasemega ja analliUsiti samavaarsuse suhtes. Seejarel
proovid kulmutati vahemalt 24 tundi —20 °C juures. Parast kiilmutamisperioodi, sulatati proovid ules ja analtusiti uuesti. Varskete vs. kiilmutatud
seerumi- ja plasmaproovide kui ka EDTA vs. ACD proovide tulemusi vorreldi samavaarsuse osas regressioonanaliiisi abil. Andmed kinnitasid EDTA
ja ACD plasmaproovide, varskete ja kiilmutatud plasmaproovide ning varskete ja kiilmutatud seerumiproovide suureparast samavaarsust.

Teostati tdiendav test, et ndidata analtiisi NeuMoDx HCV Quant Assay toime ekvivalentsust primaarsete proovide ja sekundaarsete proovide vahel.
Esmastest proovikatsutitest toodeldi esimesena paneelid HCV negatiivse doonori proovidega, mis olid rikastatud HCV sihtmargiga (AccuPlex™
Recombinant HIV/HCV Control), ja HCV positiivse proovidega. Pdrast primaarsete katsutite todtlemist alikvooditi igast proovist jarelejddnud plasma
vGi seerum sekundaarsesse proovikatsutisse ja to6deldi uuesti. Esitatud tulemustes ei leitud esmase ja sekundaarse proovikatsuti té6tlemise vahel
olulisi erinevusi.

Kliinilise meetodi vordlus

Anallisi NeuMoDx HCV Quant Assay kvalitatiivset ja kvantitatiivset toimivust hinnati FDA/CE-heakskiidetud vérdlusanaliiiside suhtes, testides
HBV infektsiooniga patsientide lahjendamata plasma kliinilisi proove. Testimine viidi 1dbi NeuMoDx-i siseselt tihepoolselt pimedas uuringus,
kasutades kuuelt valiselt vordluslaborilt saadud kliinilisi proove. Kokku téodeldi anallitisi NeuMoDx HCV Quant Assay abil 323 plasma- ja 336
seerumiproovi (iihepoolselt) pimendatud viisil, kasutades eri seadmeid NeuMoDx Molecular Systems. Nendest proovidest téddeldi 35 plasma- ja
13 seerumiproovi MOLEMA NeuMoDx 288 ja 96 Molecular Systems seadmega. Mdnda proovi, mis andsid INVALID (KEHTETU) tulemuse, ei saanud
uuesti analtitisida vajaliku koguse proovi puudumise tottu.

Too6tlemis- ja stisteemivigu, mis tekkisid eri seadmetega NeuMoDx Molecular Systems esines minimaalselt ja need vastasid kriteeriumitele. Esialgu
saadi 4 Indeterminate (IND) (mdaramatu) tulemust plasma- ja 4 IND tulemust seerumiproovide kohta, mis annab Uldiseks algseks IND maaraks 1%
(95% Cl 0,5%—3%) plasmas ja 1% (95% Cl 0,4%—3%) seerumis. Algselt saadi 3 UNRESOLVED (UNR) (LAHENDAMATA) tulemust plasma- ja 5 UNR
tulemust seerumiproovide kohta, mis annavad tldiseks esinemise maaraks 1% (95% Cl 0,2%—3%) plasmas ning 1% (95% Cl 0,6%—4%) seerumis.

Kehtetute analutsitulemuste (IND/UNR) vdi ,,Quantitation Error” (kvantifitseerimisviga) saamisel analliusiti proove piisava proovikoguse olemasolu
korral uuesti, mdningaid proove lahjendati kehtivate tulemuste saamiseks. Kordusanaluitisimiseks piisavas koguses olnud 13 proovist (lahjendatud
VOI lahjendamata) andsid kdik kehtiva tulemuse.
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Plasmaproovide 321 kehtivast tulemusest ja seerumiproovide 334 kehtivast tulemusest andsid 206 plasma- ja 154 seerumiproovi tulemuse
POSITIVE (positiivne) analtitisiga NeuMoDx HCV Quant Assay vastavate referentsusanaliiliside poolt maaratud kontsentratsiooni vaartustega.
Analiisil NeuMoDx HCV Quant Assay saadud kontsentratsioonivaartuste ja referentsanaliiliside vaartuste korreleerimiseks nii plasma- kui ka
seerumiproovides kasutati Demingi ja Passing-Babloki regressioonianalliise.

Koostati samavadruse diagrammid, et ndidata kd&igi analtisi NeuMoDx HCV Quant Assay abil testitud proovide kontsentratsioonide ja
vordlusanaliilsi kontsentratsiooni vaartuste vahelist korrelatsiooni Demingi ja Passing-Babloki regressioonanaliitsi kaudu, mis on esitatud joonisel
7 ja joonisel 8. Demingi regressiooni sobivust nditab téusu koefitsient 1,00 usaldusvahemikuga 95% (0,97; 1,03) ja IGikepunkt (nihe) -0,16
usaldusvahemikuga 95% (-0,37; 0,06), mis naitab, et analliiisiga NeuMoDx HCV Quant Assay ja vrdlustestidega saadud kontsentratsioonivaartused
on tugevas korrelatsioonis ja sobiva nihkega. Passing-Babloki lineaarset sobivust naitab tdusu koefitsient 1,02 usaldusvahemikuga 95% (0,99; 1,05)
ja 16ikepunkt (nihe) -0,28 usaldusvahemikuga 95% (-0,43; -0,14), mis nditab, et analtlisiga NeuMoDx HCV Quant Assay ja vordlustestidega saadud
kontsentratsioonivaartused on tugevas korrelatsioonis ja sobiva nihkega, nagu on naidatud tabelis 14.

KOIK, DEMING:
NMDx-i kontsentratsiooni regressioon
referentsanaliiiisi kontsentratsiooni jargi

NMDx-i kontsentratsioon
=

0 = : : :

Referentsanaliiiisi kontsentratsioon

o 2 4 6 8

KOIK, PROGNOOSIJAAGI GRAAFIK:
Prognoosijaigid/referentsanaliilisi
kontsentratsioon

Jaagid

Referentsanaliiiisi kontsentratsioon

Joonis 7. Samavaadrsus (vasakul) ja prognoosijadgid (paremal) diagrammid — kumulatiivne analtitis (mdlema seadmega NeuMoDx
Systems) analiilisi NeuMoDx HCV Quant Assay tulemuste vordlus referentsanaliiiisi tulemustega, KOIK proovid Demingi

regressioonianallisi alusel.

KOIK, PASSING-BABLOK:
NMDx-i kontsentratsiooni regressioon
referentsanaliiiisi kontsentratsiooni jargi

NMDx-i kontsentratsioon
=

0 - ¥ ¥ ¥
0 2 a 6 8
Referentsanaliiiisi kontsentratsioon

Jasgid

KOIK, PROGNOOSIJAAGI GRAAFIK:
Prognoosijadgid/referentsanaliilisi
kontsentratsioon

Referentsanaliiiisi kontsentratsioon

Joonis 8. Samavaarsuse (vasakul) ja prognoosijaagi (paremal) diagrammid — kumulatiivne anallitis (m&lema seadmega NeuMoDx
Systems) analiiiisi NeuMoDx HCV Quant Assay tulemused vdrreldes referentsusanaliiiisi tulemustega, KOIK proovid

Passing-Babloki regressioonianaliitsi alusel.
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Tabel 14. Demingi ja Passing-Babloki lineaarse regressiooni analiiliside kokkuvéte

Demingi analiiiis Passing-Babloki analiiiis
Loikepunkt Tousu koefitsient Loikepunkt Tousu koefitsient
KUMULATIIVNE -0,16 1,00 -0,28 1,02
(kogu plasma + seerum) 95% Cl (-0,37; 0,06) 95% Cl (0,97; 1,03) 95% Cl (-0,43; -0,14) 95% Cl (0,99; 1,05)

Anallitisiga NeuMoDx HCV Quant Assay saadud 655 kehtivast tulemusest 361 esitati vordlustestidega positiivsena ja 294 negatiivsena. Anallusi
NeuMoDx HCV Quant Assay sensitiivsus ja spetsiifilisus arvutati kdigi kehtivate kliiniliste proovide andmete abil vorreldes referentsanaliilisiga ja
see esitatud tabelis 15. Testitud 361 positiivsest proovist esitas analiis NeuMoDx HCV Quant Assay 360 positiivsena, andes sensitiivsuseks 99,7%
usaldusvahemikus 95% (98,2—100%). Testitud 294 negatiivsest proovist esitas analiiis NeuMoDx HCV Quant Assay 271 negatiivsena, andes
spetsiifilisuseks 92,2% usaldusvahemikus 95% (88,3—-94,9%)

Anallitsi NeuMoDx HCV Quant Assay samavadrsust demonstreeriti heas korrelatsioonis olevate analiisi toimimise tulemuste pdhjal seadme
NeuMoDx 288 Molecular System, seadme NeuMoDx 96 Molecular System ja v&rdlusanalliisi nii plasma- kui ka seerumiproovide tulemuste vahel.

Tabel 15. Kvalitatiivsed meetodi vordlustulemused analiiisi NeuMoDx HCV Quant Assay ja vordlusanallilisi vahel — plasma ja seerum

Vordlusanaliiiis Vordlusanaliiiis
(POS) (NEG) KOKku
NeuMoDx
HCV Quant Assay 360 23 383
(POS)
NeuMoDx
HCV Quant Assay 1 271 272
(NEG)
KOKKU 361 294 655
SENSITIIVSUS = 99,7% 95% Cl (98,2—-100%)
*SPETSIIFILISUS = 92,2% 95% Cl (88,3-94,9%)

*MARKUS. Analiiiisi NeuMoDx HCV QuantAssay LLoQ on 0,9 logio IU/ml, mis on madalam kui vérdlusanaliiisil, mida kasutati
referentsianalliiiisina. Jirgmiseks tehti analliiis, millest jéeti vdlja 9 proovi, mille puhul HCV tuvastati NeuMoDx analiilisiga, kuid
vordlusanaliilis andis negatiivse tulemuse. Jdttes vélja need 9 proovi, arvutati analiiiisi NeuMoDx HCV Quant Assay sensitiivsus uuesti
ja tulemuseks saadi 95,1% 95% Cl (91,7-97,2).

Kunstlike proovide testimine — 200 pl proovimahuga t66voog

Kvantitatiivne korrelatsioon 200 pl ja 550 pl proovimahuga té6voogude vahel kinnitati, kasutades paneeli, mis koosnes eraldiseisvatest HCV
negatiivsetest plasma- ja seerumiproovidest, mida oli rikastatud nelja teadaoleva tasemega Accuplex HCV kontrollmaterjaliga, mis on jalgitav WHO
5. HCV RNA nukleiinhappetestide rahvusvahelise standardinini. Need eraldiseisvad plasma- ja seerumiproovid té6deldi, kasutades nii 550 pl ja 200
ul proovimahuga téovoogusid kokku 324 teostatud testil. NeuMoDx tarkvara poolt 200 pl ja 550 pl proovimahu téévoogude korral kunstliku paneeli
kohta esitatud kontsentratsioonide ekvivalentsuse vordlused teostati eraldiseivate proovide pohjal. Demingi ja Passing-Babloki
regressioonanalliisi tdusud olid plasmas vastavalt 1,003 ja 1,000 I6ikepunktidega —0,082 ja —0,085 ja seerumis vastavalt 0,974 ja 0,984
I16ikepunktidega 0,086 ja 0,037, mis naitab kahe t66tlemismahu té6voogude vahel HCV kvantifitseerimise suurepdrast ihilduvust. Blandi ja Altmani
vordlus nditas kahe téovoo vahel minimaalset nihet. Lisaks oli 200 pl t66voo eeldatava kontsentratsiooni ja esitatud kontsentratsiooni lihtsa
lineaarse regressioonanalliusi tdus 1,0432 ja korrelatsioonikordaja 0,994 (plasma) ning vastavalt 1,0007 ja 0,993 (seerum), mis nditab veelgi
analliisi NeuMoDx HCV Quant Assay 200 pl proovimahu to6voo suurepéarast toimivust. Nende uuringute tulemused on kokku v&etud allpool
joonisel 9 ja joonisel 10.
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Joonis 9. Samavadarsuse diagrammi vdrdlused 200 pl proovimahuga t66voo abil saadud kontsentratsioonide ja 550 ul proovimahuga
toovooga saadud kontsentratsioonide vahel. A) Passing-Babloki regressioon. B) Demingi regressioon C) Bland-Altman
hajuvusdiagramm D) Bland-Altman erinevuse diagramm — plasmaproovid
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Joonis 10. Samavaarsuse diagrammi vdrdlused 200 pl proovimahuga t66voo abil saadud kontsentratsioonide ja 550 pl proovimahuga
to6vooga saadud kontsentratsioonide vahel. A) Passing-Babloki regressioon. B) Demingi regressioon C) Bland-Altmani hajuvusdiagramm
D) Bland-Altman erinevuse diagramm — seerumiproovid
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