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Testovaci prouzek NeuMoDx™ HCV Quant Test Strip 300300 R only
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, prejdéte na internetové strdnky: www.qgiagen.com/neumodx-ifu
I:Ii:l 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 The NeuMoDx HCV Quant Assay je automatizovany, amplifika¢ni in vitro test nukleové kyseliny pro stanovitelnost RNA viru hepatitidy C
(hepatitis C virus, HCV) ve vzorcich krevni plazmy a séra na HCV pozitivni protilatky genotypl 1 az 6 u jedincG infikovanych virem HCV. Analyza
NeuMoDx HCV Quant Assay realizovand na molekuldrnich soustavach NeuMoDx 288 Molecular System a NeuMoDx 96 Molecular System
(soustava/soustavy NeuMoDx System) zahrnuje automatizovanou extrakci RNA pro izolaci cilové nukleové kyseliny ze vzorku a vyuZiva
polymerazové fetézové reakce spojené s reverzni transkripci v redlném case (Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction, RT-PCR) k zacileni
na vysoce konzervované sekvence ve virovém genomu hepatitidy C.

Analyza NeuMoDx HCV Quant Assay je uréena k poufZiti jako pomucka pfi Ié¢bé pacientli s HCV infekci. Vysledky analyzy NeuMoDx HCV Quant
Assay je nutné interpretovat v kontextu veskerych relevantnich klinickych a laboratornich nélez(i. Analyza NeuMoDx HCV Quant Assay neni uréena
k poutZiti jako screeningovy test krve nebo krevnich produktt nebo k diagnostice klinického stavu HCV infekce.

SHRNUTI A VYSVETLENI

Plnou lidskou krev odebranou do sterilnich zkumavek pro odbér krve, které obsahuji bud kyselinu ethylendiamintetraoctovou
(Ethylenediaminetetraacetic Acid, EDTA), nebo kyselinu-citrat-dextrézu (Acid Citrate Dextrose, ACD) jako antikoagulacni ¢inidla, pfipadné
odebranou do zkumavek pro pfipravu plazmy (Plasma Preparation Tubes, PPT) Ize pouZit pro pfipravu plazmy, zatimco sérum by mélo byt odebrano
do zkumavek pro sérum nebo do zkumavek pro separaci séra (Serum Separation Tubes, SST). Pfi pfipravé na testovani se do soustavy NeuMoDx
System vloZi pomoci stojanu na zkumavky se vzorkem plazma nebo sérum v sekundarni zkumavce se vzorkem nebo frakcionovana krev v primarni
zkumavce se vzorkem, které jsou kompatibilni se soustavou NeuMoDx System. U kazdého vzorku se pomérné mnozstvi vzorku plazmy/séra smicha
s lyzaénim pufrem NeuMoDx Lysis Buffer 3 a soustava NeuMoDx System automaticky provede vsechny kroky nezbytné k ziskani cilové nukleové
kyseliny, pfipravé izolované RNA pro amplifikaci pomoci real-time RT-PCR a, pokud jsou pfitomny, k mnoZeni a detekci produktt amplifikace.
Analyza NeuMoDx HCV Quant Assay se zaméfuje na dvé vysoce konzervované oblasti genomu HCV, aby byla zvySena odolnost analyzy. Analyza
NeuMoDx HCV Quant Assay rovnéZ obsahuje kontrolu zpracovani vzorkl RNA (Sample Process Control, SPC2), kterd pomaha sledovat pfitomnost
moznych inhibi¢nich latek a také selhani soustavy NeuMoDx System nebo reagencie, ke kterému muze dojit béhem extrakce a amplifikace.

HCV je jednofet&zcovy pozitivni RNA virus schopny zpisobit jak akutni, tak chronickou infekci.! V sou€asnosti proti hepatitidé C neexistuje vakcina.
Zatimco akutni infekce je obvykle asymptomaticka a velice zfidka se poji s Zivot ohroZujicim onemocnénim, u vice nez poloviny osob infikovanych
virem HCV by se mohla vyvinout chronickd infekce. U osob s chronickou HCV infekci je do 20 let riziko rozvoje cirhézy jater mezi 15-30 %. Odhaduje
se, Ze na celém svété je podezieni na chronickou HCV infekci u 71 miliéna lidi, z nichZ se u znaéného mnoZstvi o¢ekava rozvoj cirhdzy nebo rakoviny
jater. %% Jelikoz HCV je virus pfenaseny krvi, rozsifil se primarné krvi a krevnimi produkty. Rozsahlé zavadéni krevnich screeningovych testl vyrazné
snizilo vyskyt infekci z darované krve. !

Detekce protilatek proti HCV nerozliSuje mezi aktivni ndkazou a eliminovanou nakazou. V disledku toho vyZaduji algoritmy laboratorniho testovani
HCV u jedinct s pozitivnimi protilatkami pfed zahajenim |é¢by (pokud je nutnd) diagndzu aktivni ndkazy HCV prostfednictvim detekce RNA HCV v
plazmé nebo séru. Nyni se stanovitelnost RNA HCV (virova zatéz) ke stanoveni a monitorovani Uspésné HCV Ié¢by pouZiva bézné.

Soucasné smérnice pro fizeni a léébu HCV infekci doporucuji pfed zahajenim antivirové terapie kvantitativni testovani RNA HCV za ucelem stanovit
zakladni droven a 12 tydnd po ukonceni |écby nebo pozdéji. Nékdy mohou byt doporuceny dalsi ¢asové body. Setrvald virologicka odpovéd
(Sustained Virological Response, SVR) je cilem HCV terapie a je definovana jako po ukonceni l1é¢by nezjistitelna RNA HCV (analyzou, kterd ma mez
detekce < 25 IU/ml).>” Nejnové&;jsi pokyny Americké asociace pro studium jaternich chorob naznaduji testovani HCV RNA nejen na pocatku, ale také
pravidelné béhem léCby (tj. 4 tydny) a 12 tydnd po ukonceni lécby. K identifikaci aktivni ndkazy virem HCV se pouZivaji testy pro detekci RNA HCV
v kombinaci se sérologickymi testy.®

PRINCIPY POSTUPU

Analyza NeuMoDx HCV Quant Assay spojuje automatizovanou extrakci RNA a detekci pomoci RT-PCR v realném case. Vzorky pIné krve jsou pro
pfipravu plazmy odebrény do zkumavek s EDTA, ACD nebo PPT a/nebo pro pfipravu séra do zkumavek SST. Primarni vzorek (frakcionované) krve
nebo alikvotni podil plazmy/séra v kompatibilni sekunddrni zkumavce se vzorkem je oznaden ¢arovym kédem a umistén do soustavy NeuMoDx
System. Soustava NeuMoDx System automaticky nasaje alikvotni podil plazmy/séra, smicha jej s pufrem NeuMoDx Lysis Buffer 3 a Cinidly
obsazenymi na desticce NeuMoDx Extraction Plate a zahaji zpracovéani. Soustava NeuMoDx System automatizuje a integruje extrakci
a zkoncentrovani RNA, pfipravu reagencii a amplifikaci/detekci nukleové kyseliny cilovych sekvenci pomoci RT-PCR v redlném ¢ase. Zahrnuta
kontrola zpracovani vzorku (Sample Process Control, SPC2) pomaha monitorovat pfitomnost inhibi¢nich latek, selhani soustavy, procesu nebo
reagencii. Jakmile je vzorek vloZen do soustavy NeuMoDx System, neni nutny zadny zdsah obsluhy.
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Soustava NeuMoDx System k automatickému provedeni lyzy, extrakce RNA a odstranéni inhibitor( vyuzivd kombinaci zahfivani, lytického enzymu
a extrakénich reagencii. Uvolnéné nukleové kyseliny jsou zachyceny paramagnetickymi ¢asticemi. Castice s navazanou nukleovou kyselinou jsou
vloZeny do kazety NeuMoDx Cartridge, kde jsou nenavazané prvky vymyty promyvaci reagencii NeuMoDx Wash Reagent. Navazana RNA se potom
eluuje za pouZiti uvoliiovaci reagencie NeuMoDx Release Reagent. Soustava NeuMoDx System eluovanou RNA vyuZije k rehydrataci amplifikacnich
reagencii NeuDry™, které obsahuji vSechny prvky nezbytné k amplifikaci cilG HCV a SPC2. Timto je umoznéna simultanni amplifikace a detekce jak
cile, tak kontrolnich sekvenci RNA. Po rekonstituci suchych reagencii RT-PCR nadavkuje soustava NeuMoDx System pfipravenou RT-PCR-ready smés
do jedné PCR komory (na kazdy vzorek) zasobniku NeuMoDx Cartridge. K reverzni transkripci, amplifikaci a detekci kontrolnich a cilovych (pokud
jsou pritomné) sekvenci dochazi v PCR komore. Kazeta NeuMoDx Cartridge je zkonstruovana tak, aby po PCR obsahovala amplikon, ¢imz se
prakticky eliminuje riziko kontaminace po amplifikaci.

Amplifikované cile jsou detekovany v redlném case pomoci chemizmu hydrolyzacni sondy (bézné oznacovany jako chemizmus TagMan®) pomoci
fluorogennich oligonukleotidovych molekul sondy, specifickych pro amplikony jejich pfislusnych cild. Sondy TagMan sestavaji z fluoroforu,
kovalentnépripojeného k 5’ konci oligonukleotidové sondy, a ze zhdsedla na 3’ konci. Zatimco sonda je intaktni, fluorofor a zhasedlo jsou v blizkosti, ¢imz
molekula zhasedla potlacuje fluorescenci emitovanou fluoroforem pres Forstertiv rezonancni prenos energie (Forster Resonance Energy Transfer, FRET).

Sondy TagMan jsou urceny k reasociaci DNA v Useku amplifikovaném specifickou sadou primerd. Jak polymeraza Tag DNA prodluZuje primer
a syntetizuje nové vlakno, 5’ az 3’ exonukledzova aktivita polymerazy Taq DNA degraduje sondu, ktera reasociovala na templat. Degradaci sondy
se uvolriuje fluorofor a narusuje jeji blizkost ke zhasedlu, takze Ucinek zhaseni je v disledku FRET prekonan a detekce fluoroforu je mozna. Vysledny
fluorescenc¢ni signal detekovany kvantitativni RT-PCR v termocykleru soustavy NeuMoDx System je pfimo imérny uvolnénému fluoroforu a mize
souviset s mnoZstvim pritomného cile.

Sonda TagMan znacend fluoroforem (excitace: 490 nm a emise: 521 nm) na 5’-konci a tmavym zhasedlem na 3’-konci se pouziva k detekci RNA HCV. Pro
detekci SPC2 je TagMan sonda oznacena alternativnim fluorescencénim barvivem (excitace: 535 nm a emise: 556 nm) na 5’ konci a tmavym zhasedlem na
3’ konci. Software soustavy NeuMoDx System monitoruje fluorescenéni signdl vydavany sondami TagMan na konci kazdého amplifikacniho cyklu. Kdyz je
amplifikace hotova, software soustavy NeuMoDx System Udaje analyzuje a poda zpravu o koneéném vysledku (POSITIVE (POZITIVNI) / NEGATIVE
(NEGATIVNI) / INDETERMINATE (NEURCITY) / UNRESOLVED (NEROZLISENO) / NO RESULT (BEZ VYSLEDKU)). Pokud je vysledek pozitivni a vypotitana
koncentrace je v mezich stanovitelnosti, software soustavy NeuMoDx System také poskytuje kvantitativni hodnotu spojenou se vzorkem.

\/ REAGENCIE / SPOTREBNi MATERIAL

Dodany materidl
REF. Obsah Pocet jedm’:tek Po.cet testl Pocet tesj(u
v baleni na jednotku v baleni
300300 Testovaci prouzek NeuMoDx HCV Quant Test Strip 6 16 %6
Suché reagencie RT-PCR obsahujici sondy TagMan a primery specifické na HCV a SPC2.

PoZadované, ale nedoddvané materidly (k dispozici samostatné od spolecnosti NeuMoDx)

REF. Obsah

Extrakéni desticka NeuMoDx Extraction Plate

100200 Suché paramagnetické dstice, lyticky enzym a kontroly zpracovdni vzorki

800200 nebo | Kalibratory NeuMoDx HCV Calibrator
800202 Jednordzové sady kalibrdtori vysokych a nizkych hodnot HCV pro stanoveni validity kalibraéni krivky

900201 nebo | Externi kontroly NeuMoDx HCV External Control
900202 Jednordzové sady HCV pozitivnich a negativnich kontrol

400600 Pufr NeuMoDx Lysis Buffer 3

400100 Promyvaci reagencie NeuMoDx Wash Reagent

400200 Uvoliiovaci reagencie NeuMoDx Release Reagent

100100 Zasobnik NeuMoDx Cartridge

235903 Hroty Hamilton CO-RE / CO-RE 11 (300 pl) s filtry

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

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

/N @ VAROVANI A BEZPECNOSTN{ OPATRENI
® Testovaci prouzek NeuMoDx HCV Quant Test Strip je uréen pouze pro diagnostiku in vitro se soustavami NeuMoDx System.

® Spotrebni materidl ani reagencie po uvedené dobé exspirace nepouzivejte.
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® NepouZivejte Zadné reagencie, pokud je bezpecnostni tésnéni rozbito nebo je pfi dodani poskozen obal.

® Spotrebni materidl nebo reagencie nepouZivejte, pokud je ochranny vacek pfi dodani otevieny nebo rozbity.

® K dispozici musi byt platna kalibrace testovani (generovand zpracovanim kalibratord vysokych a nizkych hodnot z kalibratorud
NeuMoDx HCV Calibrators) predtim, nez Ize pro klinické vzorky generovat vysledky testu.

® Externi kontroly NeuMoDx HCV External Control museji byt béhem testovani pomoci analyzy NeuMoDx HCV Quant Assay zpracovany
kazdych 24 hodin.

®  Minimalni objem vzorku sekundarnich alikvotnich podilt zavisi na velikosti zkumavky, stojanu na zkumavku se vzorkem a zpracovani
objemu vzorku, jak je definovano nize. Objem mensi, nez je specifikované minimum, muZe vést k chybé ,Quantity Not Sufficient”
(Nedostate¢né mnoizstvi).

® Pouziti vzorkd skladovanych pfi nespravnych teplotach nebo po uplynuti specifikovanych dob skladovani mize vést k neplatnym
nebo chybnym vysledkim.

® Vidy u viech reagencii a spotfebniho materidlu zabrarite mikrobidlni a ribonukledzové (RNazové) kontaminaci. Pfi pouZziti sekundarnich
zkumavek se vzorky se doporucuje pouzivat sterilni jednorazové prenosové pipety bez RNazy. 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 nddoby na biologicky nebezpecny odpad (NeuMoDx 288 Molecular System) nebo z kose na
nebezpecny biologicky odpad (NeuMoDx 96 Molecular System). Zasobnik NeuMoDx Cartridge je zkonstruovan tak, aby kontaminaci zabranil.

® Vpfipadé, Ze laborator provadi také testy PCR s otevienymi zkumavkami, musi byt zajisténo, Ze testovaci prouzek NeuMoDx HCV
Quant Test Strip, doplrikovy spotiebni material a reagencie nezbytné k testovani, ochranné osobni prostredky, jako napfriklad
rukavice a laboratorni plasté, a soustava NeuMoDx System nejsou kontaminovany.

® Pfi manipulaci s reagenciemi a spotifebnim materidlem NeuMoDx byste méli nosit Cisté nitrilové rukavice bez obsahu pudru. Méli
byste davat pozor, abyste se nedotykali vrchniho povrchu zésobniku NeuMoDx Cartridge, povrchu féliového tésnéni testovaciho
prouzku NeuMoDx HCV Quant Test Strip a extrakéni desticky NeuMoDx Extraction Plate ani vrchniho povrchu lyzaéniho pufru
NeuMoDx Lysis Buffer 3; pfi manipulaci se spotfebnim materidlem a reagenciemi byste se méli dotykat pouze bocnich stran.

® Pro kazdou reagencii jsou, v pfislusnych ptipadech, poskytnuty bezpecnostni listy (BL), které jsou k dispozici na internetové strance

www.giagen.com/neumodx-ifu.

® Po provedeni testu si dukladné umyjte ruce.

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

® Sevzorky vidy zachazejte tak, jako by byly infekcni. Postupujte v souladu s bezpeénymi laboratornimi postupy, naptiklad témi
popsanymi v publikaci Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories® a vdokumentu M29-A4 institutu CLSI. °

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

e NepouZivejte opakované.

% UCHOVAVANI, MANIPULACE A STABILITA PRODUKTU
e Testovaci prouzky NeuMoDx HCV Quant Test Strip jsou stabilni v primarnim obalu po dobu exspirace, ktera je uvedena na stitku produktu,
pfi uchovavani pti teploté mezi 4-28 °C.
e Po uplynuti uvedeného data exspirace spotiebni materidly ani reagencie nepouZivejte.
e NepouZivejte zadny testovaci produkt, pokud byl primarni ¢i sekundarni obal viditelné narusen
e Nevkladejte Zzadny produkt testu, ktery byl jiz dfive vloZzen do jiné soustavy NeuMoDx System.
e Testovaci prouzek NeuMoDx HCV Quant Test Strip miZe po vloZeni zUstat v pFistroji soustavy NeuMoDx System po dobu aZ 14 dnd.

Zbyvajici Zivotnost vloZenych testovacich prouzk( je sledovdna pomoci softwaru a hlasena uZivateli v readlném case. Soustava vyzve k
vyjmuti testovaciho prouzku, ktery byl pouzivan po uplynuti povolené doby.

ODBER, PREPRAVA A UCHOVAVANI VZORKU
1. Se vSemivzorky, kalibratory a kontrolami zachazejte, jako kdyby byly schopné prenosu infekénich agens.
2. Plnou krev nebo jakékoli vzorky skladované v plivodnich zkumavkéach nezmrazujte.
3. Pro pfipravu vzorkd plazmy by méla byt plna krev odebrana do sterilnich zkumavek za pouZiti EDTA nebo ACD jako antikoagulant(i nebo
ve zkumavkach pro pfipravu plazmy (PPT). Pfi pfipravé a skladovani postupujte podle pokyn( vyrobce zkumavky pro odbér vzorka.
4. K pfipravé vzork( séra je tfeba odebrat plnou krev do zkumavek se sérem nebo zkumavek Sérum SST. Pfi pFipravé a skladovani
postupujte podle pokynl vyrobce zkumavky pro odbér vzorkd.
5. Vzorky lze testovat v primarnich odbérovych zkumavkach nebo v sekundarnich zkumavkach se vzorky. Doporuceno pro testovani v
primarnich zkumavkach:
a.  Vzorky plazmy: Zkumavka BD Vacutainer® Plus Plastic Kz2EDTA Tube (BD ¢. 368589) nebo BD Vacutainer PPT™ Plasma
Preparation Tube (BD ¢. 362799).
b.  Vzorky séra: Zkumavka BD Vacutainer Plus Plastic Serum Tube (BD #367820) nebo zkumavka BD Vacutainer SST™ Tube
(BD #367988).
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6. Pripravené vzorky mohou byt pfed zpracovanim uchovavany na soustavé NeuMoDx System po dobu az 8 hodin. Pokud je tfeba delsi
doby skladovani, doporuéujeme vzorky bud' zchladit, nebo zmrazit ve formé sekundarnich alikvotnich podilG.

7. Pfipravené vzorky by pfi 2 az -8°C nemély byt pred testovénim skladovany déle nez 7 dnd a maximalné 8 hodin pfi pokojové teploté.
P¥ipravené vzorky v sekundarnich zkumavkach mohou byt pfed zpracovanim skladovany pfi < -20 °C po dobu aZ 24 tydn(; zmrazené
vzorky by pfed pouZitim nemély byt vystaveny vice nez (2) cyklim zmrazeni/rozmrazeni.

a.  Plazmatické vzorky, které jsou zmrazené a prochazeji jednim (1) cyklem zmrazeni a rozmrazeni, mohou byt na v rdmci
systému ulozeny dalSich 8 hodin.

b.  Plazmatické vzorky, které jsou zmrazené a podstoupi dva (2) cykly zmrazeni a rozmrazeni, by nemély byt v ramci systému
skladovény déle nez 4 hodiny.

c.  Vzorky séra, které jsou podrobeny jednomu (1) nebo dvéma (2) cykllim zmrazeni-rozmrazeni se musi testovat ihned po
rozmrazeni.

d.  Pokud jsou vzorky zmrazené, nechte je Uplné rozmrazit pfi pokojové teploté (15-30 °C); pro vytvoreni rovnomérné
rozlozeného vzorku vzorek zvifte.

e. Zmrazeni plazmy/séra ve zkumavkdch pro primarni odbér se nedoporucuje.

9. Pokud jsou vzorky pfepravovény, mély by byt zabaleny a oznaceny v souladu s platnymi pfedpisy zemé a/nebo mezindrodnimi predpisy.

10. Ztetelné vzorky oznacte a uvedte, Ze se jednd o vzorky k testovani HCV.

11. Prejdéte k ¢asti Priprava testu.

Cely proces realizace analyzy NeuMoDx HCV Quant Assay je shrnut niZze na obrdzku 1.

NEUMODX HCV QUANT ASSAY

Reagencie specifické pro zatéZovy test
Na vyzvu softwaru NeuMoDx vloZte e Pufr NeuMoDx Lysis Buffer 3
pozadovany spotiebni material. e Testovaci prouzky NeuMoDx HCV
Quant Test Strip

Zpracujte
kalibratory
NeuMoDx HCV
Calibrators

Opakujte kazdych
90 dnti NEBO pfi

Jsou pouziti nové 3arze
kalibratory testovaciho pasku
platné? NeuMoDx HCV

Quant Test Strip

Zpracujte externi
kontroly
NeuMoDx HCV
External Controls

Jsou

kontrol
Y Opakujte kazdych

Obrazek 1: Pracovni postup pfi realizaci analyzy NeuMoDx HCV Quant Assay
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NAVOD K POUZITI
Pfiprava testu

Analyza NeuMoDx HCV Quant Assay muZe probéhnout pfimo v primdrnich zkumavkdch pro odbér krve nebo u alikvotnich podili vzorkd
v sekunddrnich zkumavkdch. Zpracovdni Ize spustit pomoci jednoho ze dvou pracovnich postupt zpracovdni objem( vzorkd — pracovni postup pro
zpracovadni vzorku o objemu 550 ul a pracovni postup pro vzorek o objemu 200 pl.

1. Na zkumavku se vzorkem, kompatibilni se soustavou NeuMoDx System, nalepte Stitek s ¢arovym kédem na vzorky. Primarni odbérova
zkumavka na krev muZe byt oznaena a po odstiedéni umisténa pfimo do 32mistného stojanu na zkumavku se vzorkem; viz pokyny
vyrobce. Alternativné mlze byt alikvotni podil plazmy prenesen do sekundarni zkumavky pro zpracovani v soustavé NeuMoDx System.

2. Pokud testujete vzorek v primarni odbérové zkumavce, vlioZzte zkumavku oznacenou ¢arovym kédem do stojanu na zkumavky se vzorkem
a pred vloZzenim do soustavy NeuMoDx System se ujistéte, Ze je sejmuto vicko. Minimalni objemy nad buffy coat jsou definovény nize a
budou spInény, pokud budou vzorky odebrany a zpracovany podle pokyn( vyrobce zkumavek. U vzorkd, které jsou odebrany nespravné,
neni provedeni testu zaruéeno.

Minimalni poZadovany objem vzorku
Typ zkumavky Pracovni postup Pracovni postup
pro 550 pl pro 200 pl
SST-3,5ml 1550 pl 1200 pl
PPT/SST - 5,0 ml 1800 pl 1450 pl
PPT/SST - 8,5 ml 2500 pl 2200 pl
K2EDTA/sérum — 4,0 ml| 1050 pl 700 pl
K2.EDTA/sérum — 6,0 ml| 1250 pl 900 pl
K:EDTA/sérum - 10,0 ml 1600 pl 1250 pl

3. Pfi poutiti sekundarni zkumavky:
a. Jemné vzorek zvifte, ¢imZ dosahnete rovhomérného rozlozZeni.

b. Pomoci nové prenosové pipety pro kazdy vzorek preneste alikvotni podil plazmy nebo séra do zkumavky se vzorkem s ¢arovym
kédem, kterd je kompatibilni se soustavou NeuMoDx System podle objemU definovanych nize:

Minimalni poZadovany objem vzorku

Stojan na zkumavky se vzorkem Velikost zkumavky Pracovni postup Pracovni postup pro
pro 550 pl 200 pl
32mistny stojan na zkumavky se | Primér 11-14 mm a vyska 60-120 mm
700 pl 400 pl
vzorkem
24-Tube Specimen Tube Carrier | Primér 14,5-18 mm a vyska 60—120 mm
(24mistny stojan na zkumavky se 1100 pl 800 pl

vzorkem)

Low Volume Specimen Tube Carrier | 1,5ml mikrocentrifugacni zkumavka s
(Stojan na zkumavky se vzorkem o | kénickym dnem 650 pl 300 pl
malém objemu)

c. Dejte pozor, abyste do zkumavky se vzorkem neprenesli ze vzorku Zadné srazeniny.
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Provoz 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).

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

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

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

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

2. Osadte jeden nebo vice nosi¢l na testovaci pasky NeuMoDx System Test Strip testovacim paskem (pasky) NeuMoDx HCV Quant Test Strip a
k zaloZeni testovaciho pasku (pésk() do soustavy NeuMoDx System pouZijte dotykovou obrazovku.

3. Pokud vés software soustavy NeuMoDx System vyzve, pridejte potfebné spotfebni materialy ke stojanim na spotfebni materidl soustavy
NeuMoDx System nezbytny spotifebni material a pomoci dotykové obrazovky vloZte stojany do soustavy NeuMoDx System.

4. Pokud vas software soustavy NeuMoDx System vyzve, vymérite podle potieby promyvaci reagencii NeuMoDx Wash Reagent, uvolfiovaci
reagencii NeuMoDx Release Reagent, vyprazdnéte odpadni reagencie z plnéni, nadobu na biologicky nebezpec¢ny odpad (pouze molekularni
soustava NeuMoDx 288 Molecular System), odpadni koS na hroty (pouze molekularni soustava NeuMoDx 96 Molecular System) nebo ko3
na nebezpecny biologicky odpad (pouze molekularni soustava NeuMoDx 96 Molecular System).

5. Pokud vas software soustavy NeuMoDx System vyzve, zpracujte kalibratory NeuMoDx HCV Calibrator a/nebo externi kontroly NeuMoDx
HCV External Control. Dalsi informace tykajici se kalibratord a kontrol Ize najit v ¢asti Zpracovadni vysledka.

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

7. Stojan (stojany) na zkumavky se vzorky umistéte na pfihradku automatického podavace a k vloZeni stojanu (stojand) do soustavy NeuMoDx
System pouzijte dotykovou obrazovku. Tim se zahaji zpracovéni vloZzenych vzorkd pro uréené testy, pokud je v systému nastaveno platné
poradi testd.
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OMEZENi

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

2. Uginnost testovaciho prouzku NeuMoDx HCV Quant Test Strip byla stanovena u vzork{ plazmy pfipravenych s EDTA/ACD jako
antikoagulantem nebo u vzork( séra pfipravenych ve zkumavkéch pro separaci séra. PouZiti testovaciho prouzku NeuMoDx HCV Quant Test
Strip nebylo u jinych zdroj posuzovéno a vykonové charakteristiky nejsou pro jiné typy vzorkd zndmé.

3. Vykonnost testovacich prouzki NeuMoDx HCV Quant Test Strip byla stanovena pro testovéani v primarni zkumavce za pouziti zkumavek BD
Vacutainer Plus Plastic K;EDTA Tube, BD Vacutainer PPT Plasma Preparation Tube, BD Vacutainer Plus Plastic Serum Tube a BD Vacutainer
SST Tube.

4. Manipulace se vzorky mimo rdmec podminek skladovani mdzZe negativné ovlivnit kvantitativni pfesnost kvantitativni analyzy NeuMoDx HCV
Quant Assay, je vSak méné pravdépodobné, Ze ovlivni kvalitativni (pozitivni/negativni) uréeni presnosti vysledku.

5. Skladovani vzorkl séra v rdmci systému po del$i dobu ve zmrazeném stavu a provedeni dvou cykl( zmrazeni a rozmrazeni bez okamZitého
testovani mdzZe negativné ovlivnit kvantitativni pfesnost analyzy NeuMoDx HCV Quant Assay.

6. Pfi poutiti pracovniho postupu pro objem vzorku 200 pl bylo pozorovano malé zvyseni meze detekce a dolni meze stanovitelnosti analyzy
NeuMoDx HCV Quant Assay.

7. Analyza NeuMoDx HCV Quant Assay se nesmi pouzivat se vzorky od osob uZivajicich heparin.

8. Vzhledem k tomu, Ze detekce HCV zavisi na mnoZstvi ¢astic cilové virové RNA pfitomnych ve vzorku, zavisi spolehlivost vysledk( na
spravném odbéru vzork(, zachazeni s nimi a jejich skladovani.

9. Kalibratory NeuMoDx HCV Calibrators a externi kontroly NeuMoDx HCV External Control museji byt zpracovéany podle doporuceni
vloZenych do baleni a na vyzvu softwaru soustavy NeuMoDx System pred zpracovanim béznych klinickych vzorka.

10. K chybnym vysledkdim testl muze dojit kvili nespravnému odbéru vzorkd, nevhodné manipulaci s nimi, jejich nevhodnému skladovani,
technické chybé nebo zdméné zkumavky se vzorkem. Kromé toho by se mohly objevit falesné negativni vysledky kvili tomu, Ze mnoZzstvi
virovych ¢astic ve vzorku je pod mezi detekce analyzy NeuMoDx HCV Quant Assay.

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

12. Pokud se ani cilovy HCV, ani cilova SPC2 neamplifikuji, bude ozndmen neplatny vysledek (Indeterminate (Neurcity), No Result (Bez vysledku)
nebo Unresolved (Nerozliseno)) a test by mél byt zopakovan.

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

14. V pfipadé, Ze detekovany HCV byl pod LLoQ, mUZe byt analyza NeuMoDx HCV Quant Assay zopakovana (podle pfani) s jinym alikvotnim
podilem vzorku.

15. V pfipadé, Ze detekovany HCV je nad ULoQ, mlzZe byt analyza NeuMoDx HCV Quant Assay zopakovana se zfedénym alikvotnim podilem
plvodniho vzorku. Doporucujeme fedéni 1 : 100 nebo 1 : 1 000 v HCV negativni plazmé nebo diluentu Basematrix 53 (Basematrix),
(SeraCare, Milford, Massachusetts). Koncentrace ptvodniho vzorku se vypocita takto:

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

16. Prilezitostnd pfitomnost inhibitord PCR v plazmé a séru muazZe vést k chybé stanoveni soustavy. Pokud k tomu dojde, doporu¢ujeme
opakovat test se stejnym vzorkem naredénym v diluentu Basematrix v poméru 1 : 10 nebo 1 : 100.

17. Pozitivni vysledek nemusi nutné znamenat pfitomnost Zivotaschopnych organisma. Avsak pozitivni vysledek je pro pfitomnost RNA viru
hepatitidy C presumptivni.

18. Delece nebo mutace v konzervovanych oblastech zacilenych analyzou NeuMoDx HCV Quant Assay muZe za poutZiti testovaciho prouzku
NeuMoDx HCV Quant Test Strip ovlivnit detekci nebo vést k chybnému vysledku.

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

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

Dostupné vysledky Ize zobrazit na karté ,,Results” (Vysledky) v okné Results (Vysledky) na dotykové obrazovce soustavy NeuMoDx System, pfipadné
je lze odtud vytisknout. Vysledky analyzy NeuMoDx HCV Quant Assay automaticky generuje software soustavy NeuMoDx System pouZivajici
algoritmus rozhodovani a parametry zpracovani vysledki popsané v souboru definic NeuMoDx HCV Assay Definition File (HCV ADF). Vysledek maze
byt ohlasen jako Negative (Negativni), Positive (Pozitivni) s ohlasenim koncentrace HCV, Positive (Pozitivni) nad ULoQ, Positive (Pozitivni) pod LLoQ,
Indeterminate (IND; Neurdity), Unresolved (UNR; NerozliSeno) nebo No Result (NR; Bez vysledku) na zakladé stavu amplifikace cile a kontroly
zpracovani vzorku. Vysledky jsou uvadény na zakladé rozhodovaciho algoritmu ADF, shrnutého nize v tabulce 1.

Tabulka 1. Shrnuti rozhodovaciho algoritmu pro analyzu NeuMoDx HCV Quant Assay

Kontrola zpracovani

VYSLEDEK Cilovy HCV vzorkt (Sample Interpretace vysledku

Process Control, SPC2)
Amplified

Amplified (Amplifikovano)

Positive (Pozitivni)s | ) 5 _ 1111 <82 loguo 1U/m (pracovni postup pro 550 mi) (Amplifikovéno) nebo | - RNA viru HCV detekovdna v
ohlasenou koncentraci , Not Amplified (Neni kvantitativnim rozmezi
1,5 <[HCV] < 8,2 logio IU/ml (pracovni postup pro 200 ml) e
amplifikovéno)
Amplified . .
RNA HCV k
Positive (Pozitivni), nad Amplified (Amplifikovano) (Amplifikovano) nebo n:givaiti?ai:\?n?mvana
ULoQ [HCV] > 8,2 logao IU/ml Not Amplified (Neni ,
N rozmezim
amplifikovano)
Amplified

Amplified (Amplifikovéno) RNA viru HCV detekovéna

S (I (L [HCV] < 0,9 logio IU/ml (pracovni postup pro 550 ml) (Ampl|ﬁk0\./a.1no) nebf) pod kvantitativnim
LloQ [HCV] < 1,5 logio IU/ml (pracovni postup pro 200 ml) Not Amplified (Neni rozmezim
+2 10810 P postup p amplifikovéno)
. A e . P Amplified RNA viru HCV nebyla
N N Not Amplifi N lifik
egative (Negativni) ot Amplified (Neni amplifikovano) (Amplifikovano) detekovdna

Vsechny vysledky cile byly
neplatné; otestujte vzorek
znovut
Zpracovani vzorku bylo

Not Amplified, System Error Detected, Sample Processing Completed (Neni

e amplifikovéno, Byla zjisténa chyba soustavy, Zpracovani vzorkd dokonéeno)

No Result (Bez Not Amplified, System Error Detected, Sample Processing Aborted (Neni amplifikovéno, - .
. . . PR preruseno; otestujte vzorek
vysledku)* Byla zjiSténa chyba soustavy, Zpracovani vzorku zruseno) novut
Vsechny vysledky cile byl
Unresolved Not Amplified, No System Error Detected (Neamplifikovano, Nebyla zjisténa Zadna chyba y’vy y vy
- , neplatné; otestujte vzorek
(Nerozliseno) systému)

znovut

* Priznak No Result (Bez vysledku) je hldSen pouze u softwaru soustavy NeuMoDx System verze 1.8 a vyssi.
*Soustava NeuMoDx System je opatfena automatickou funkci Rerun (Nova analyza) / Repeat (Opakovat), kterou si méize koncovy uZivatel zvolit k zaji$téni, ze
vysledek IND/UNR/NR bude automaticky znovu zpracovan, a tak se minimalizovaly prodlevy v hlaseni vysledkd.

Vypocet testu

1. U vzorkl v mezich stanovitelnosti analyzy NeuMoDx HCV Quant Assay se koncentrace RNA viru HCV ve vzorcich pocitd za pomoci ulozené
standardni kfivky ve spojeni s koeficientem kalibrace a objemem vzorku.

a. Koeficient kalibrace se vypocita na zakladé vysledku kalibrator NeuMoDx HCV Calibrator zpracovanych tak, aby byla zajisténa
validita standardni kfivky pro danou 3arZi testovaciho prouzku NeuMoDx HCV Quant Test Strip na konkrétni soustavé NeuMoDx
System.

b. Koeficient kalibrace je do kone¢ného stanoveni koncentrace RNA HCV zahrnuty.

c. Software soustavy NeuMoDx zohledriuje pfi stanovovani koncentrace RNA viru HCV v jednom ml vzorku vstupni objem vzorku.

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

3. Vysledna stanovitelnost u neznamych vzorkdi ma navaznost na 5. mezinarodni standard HCV organizace WHO.

Kalibrace testu

Platnd kalibrace na zakladé standardni kFivky je pro kvantitativni vyjadfeni RNA HCV ve vzorcich nezbytna. Pro ziskani platnych vysledk( musi byt
kalibrace testu provedena pomoci externich kalibratord dodanych spoleé¢nosti NeuMoDx Molecular, Inc.

Kalibratory

1. Sada kalibratort NeuMoDx HCV Calibrator musi byt zpracovéna s kazdou novou $arZi testovacich prouzkt NeuMoDx HCV Quant Test Strip,
nebo pokud je do soustavy NeuMoDx System nahran novy soubor definic analyzy HCV anebo pokud je aktualni sada kalibratort za dobou
platnosti (v sou€asnosti nastavenou na 90 dnu), pfipadné pokud je software soustavy NeuMoDx System upraven.
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2. Software soustavy NeuMoDx System uZivatele uvédomi, kdy je tfeba kalibratory zpracovat. Novou $arzi testovacich prouzk( nelze pouzit,
dokud nebyly Uspésné zpracovany kalibratory.

3. Validita kalibrace je zajisténa nasledovné:
a) Pro zajisténi validity je tfeba zpracovat sadu se dvéma kalibratory — jeden (1) pro vysokou hodnotu a jeden (1) pro nizkou hodnotu.
b) Vysledky nejméné dvou (2) ze tfi (3) replikatd museji byt v mezich pfedem stanovenych parametrd. Nominalni cil kalibratoru pro
nizkou hladinu je 3 logio IU/ml a nominalni cil kalibratoru pro vysokou hladinu je 5 logio IU/ml.
c) Kalibraéni koeficient se vypocita tak, aby zohlednil o¢ekdvanou zménu mezi Sarzemi testovacich prouzkd. Tento koeficient kalibrace se
pouZziva pfi stanoveni konecné koncentrace HCV.

4.  Pokud jeden nebo oba kalibratory kontrolou validity neprojdou, zpracovani netdspésného kalibratoru (kalibratort) zopakujte za pouziti nové
ampulky. V pfipadé, Ze validitou neprojde jeden kalibrator, je moZné zopakovat pouze nelspésny kalibrator, jelikoZ soustava nevyZaduje,
aby uZivatel znovu kontroloval oba kalibratory.

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

Kontrola kvality

Mistni pfedpisy obvykle stanovi, Ze laborator je odpovédna za kontrolni postupy, které monitoruji presnost a preciznost celého analytického
procesu, a musi stanovit pocet, typ a Cetnost testl kontrolnich materidli pomoci ovérenych specifikaci vykonu pro nemodifikovany a schvaleny
testovaci systém.

Externi kontroly

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

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

3. S neshodnym vysledkem externich kontrol by mélo byt zachazeno néasledovné:

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

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

c) Vkazdém vyse uvedeném pfipadé anebo v pfipadé vysledku Indeterminate (IND; Neurcity) ¢i No Result (NR; Bez vysledku) externi
kontroly NeuMoDx HCV External Controls zopakujte s ¢erstvymi ampulkami kontroly/kontrol, které testem validity neprosly.

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

e) Pokud negativni externi kontrola NeuMoDx HCV External Control neprestava hlasit vysledek Positive (Pozitivni), pokuste se predtim,
nez kontaktujete technicky servis spolecnosti NeuMoDx, eliminovat viechny zdroje mozné kontaminace, v€etné vymény vsech
reagencii.

Kontroly (interni) zpracovani vzorkd

Exogenni kontrola zpracovani vzork( (Sample Process Control, SPC2) je zabudovana do extrakéni desti¢ky NeuMoDx Extraction Plate a u kazdého
vzorku prochazi celym procesem extrakce nukleové kyseliny a amplifikace s real-time RT-PCR. KaZdy testovaci pasek NeuMoDx HCV Quant Test
Strip obsahuje SPC2 specifické primery a sondu, které umozriuji detekci pfitomnosti SPC2 spolu s cilovou RNA HCV (pokud je pfitomna)
prostiednictvim multiplex PCR v redlném cCase RT. Detekce amplifikace SPC2 umoZriuje soustavé NeuMoDx System sledovat Uc¢innost extrakce
RNA a procesy amplifikace pomoci RT-PCR.

Neplatné vysledky

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

Vysledek IND bude ohldsen tehdy, pokud je béhem zpracovéni vzork( detekovéna chyba soustavy NeuMoDx System. V pfipadé ohlaseni vysledku
IND doporucujeme test zopakovat.

Pokud nebude detekovana zadna validni amplifikace RNA HCV nebo SPC2, pficemz nedoslo k Zadné chybé systému, bude oznamen vysledek UNR
(nevyreseny), ktery ukazuje na mozné selhani reagencie nebo na pfitomnost inhibitord. V pfipadé oznameni vysledku UNR (nevyreseny) se jako
prvni krok doporucuje opakovani testu. Pokud test neni Uspésny, lze pouZit ziedény vzorek pro snizeni G¢inkd jakékoli inhibice vzorku.

Pokud analyza NeuMoDx HCV Quant Assay provedena na soustavé NeuMoDx System nedokdze pfinést platny vysledek a zpracovéni vzorku se pred
dokoncenim prerusi, bude ohlasen vysledek No Result (NR; Bez vysledku). V pfipadé ohlaseni vysledku NR doporucujeme test zopakovat.
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VYKONOVA CHARAKTERISTIKA

Analyticka citlivost — mez detekce za pouziti standardu WHO

Analytickd citlivost analyzy NeuMoDx HCV Quant Assay byla charakterizovéna testovdnim negativnich vzorkd a série fedéni 5. mezindrodniho
standardu WHO (genotyp 1) ve vySetiené negativni lidské krevni plazmé a séru za Gicelem stanovit na soustavach NeuMoDx System mez detekce

Méreni bylo provadéno po dobu 3 dni napfi¢ nékolika soustavami s nékolika Sarzemi reagencii NeuMoDx. Kazda soustava (N288 a N96) zpracovala
u kazdé urovné ziedéni 18 replikdtl denné. Miry detekce jsou uvedeny v tabulce 2. Bylo provedeno dal$i méreni pro stanoveni LoD analyzy
NeuMoDx HCV Quant Assay pfi pouZiti pracovniho postupu pro objem vzorku 200 pl, pficemz vysledky jsou zobrazeny v tabulce 3.

Tabulka 2. Pozitivni miry detekce u vzorkd ke stanoveni LoD analyzy NeuMoDx HCV Quant Assay — postup zpracovani pro 550 pl

P S PLAZMA SERUM
Cilova Cilova < < " <
Pocet Pocet . Pocet Pocet .
Ronceabiaee koncentrace latnych ozitivnich Mira latnych ozitivnich Mira
[1IU/ml] [logio 1U/ml] P y - N detekce P y 5 . detekce
testl vzorka testu vzorku
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 44% 108 63 58%
NEG 0 108 0 0% 107 1 0,93%

Tabulka 3. Pozitivni miry detekce u vzorkd ke stanoveni LoD analyzy NeuMoDx HCV Quant Assay — postup zpracovani pro 200 pl

. . PLAZMA SERUM
Cilova Cilova < < " <
Pocet Pocet . Pocet Pocet .
Relicentizes koncentrace latnych ozitivnich Mira latnych ozitivnich Mira
[IU/ml] [logio IU/ml] - y - N detekce - y g o detekce
testl vzorku testl vzorku
75 1,88 N/A N/A N/A 22 22 100 %
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%

LoD analyzy NeuMoDx HCV Quant Assay v plazmé u viech genotypl byla stanovena na 7,5 IU/ml (95% Cl 6,4 aZz 9,2 1U/ml) [(0,9 logio IU/ml)
(95% CI 0,8 az 1,0 logio IU/ml)], jak bylo testovano na molekuldrni soustavé NeuMoDx 288 s vyuZitim pracovniho postupu pro objem vzorku 550 pl
(obrdzek 2). LoD analyzy NeuMoDx HCV Quant Assay pro vzorky séra byla stanovena na 8,0 IU/ml (95% Cl 6,6 aZ 10,4 IU/ml) [(0,9 logio IU/ml)
(95% Cl 0,8 az 1,0 logiwo IU/ml)] pfi pouZiti pracovniho postupu pro objem vzorku 550 pl (obrdzek 2); hodnota LoD pro oba typy vzorkl
zpracovavanych prostfednictvim postupu pro objem 550 pl je 8,0 1U/ml (0,9 logio IU/ml).

Bylo zjisténo, Ze hodnota LoD analyzy NeuMoDx HCV Quant Assay pfi pouZiti pracovniho postupu pro objem 200 ul je 27,9 IU/ml (95% CI
20,1-81,9) ve vzorcich plazmy a 29,8 IU/ml (95% Cl 20,5-94,0) ve vzorcich séra (obrdzek 3); hodnota LoD pro oba typy vzork( u pracovniho postupu
pro objem 200 pl je 30,0 IU/ml (1,5 logio 1U/ml).
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LoD analyzy HCV Quant Assay (plazma) LoD analyzy HCV Quant Assay (sérum)
1,2 1,2
LoD = 7,5 1U/ml [95% CI: (6,4, 9,2)] LoD = 8,0 IU/ml [95% CI: (6,6, 10,4)]
1 . o 1 -~
°
08 4 0,38
> &
g 0,6 / g 06
E / E
] / ]
0,4 f. 04 /
fe‘ ~——Sigmoida ——Sigmoida
0.2 / ® Experimentdini udaje 0.2 ® Experimentalni idaje
’,/' #® Vypoctena LoD * Vypottena LoD
0 - 0 —
2 15 -1 05 0 05 1 15 2 25 3 2 1 0 1 2 3
Koncentrace logo (1U/ml) Koncentrace logio (IU/ml)

Obrazek 2: Probitova analyza pouzita ke stanoveni hodnoty LoD analyzy NeuMoDx HCV Quant Assay, plazma (vlevo) a sérum
(vpravo) — postup zpracovani pro 550 pl

Probitova analyza, plazma s nizkym objemem, HCV Probitova analyza, sérum s nizkym objemem, HCV
1,2 1,2
LoD = 27,92 IU/ml (CI 20,08-81,94 1U/ml) LoD = 29,82 1U/ml (CI 20,45-94,02 1U/ml)
1 -~ 1
L]
08 08
% %
g 0,6 g 0,6
5 S /
0.4 / 04 /
/
——Sigmoida —— Sigmoida
0,2 ® Experimentalni udaje 0.2 @ Experimentalni udaje
4 Vypoctend LoD 4 Vypoctend LoD
0 S E— 0 .
2 15 -1 05 0 0,5 1 15 2 2,5 2 1 0 1 2 3 4
Log [CONC/ml] Log [CONC/ml]

Obrazek 3: Probitova analyza pouzitd ke stanoveni hodnoty LoD analyzy NeuMoDx HCV Quant Assay, plazma (vlevo) a sérum
(vpravo) — postup zpracovani pro 200 pl

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

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

TAE = odchylka + 2 x SD (Westgardova pravidla)

Odchylka je absolutni hodnota mezi primérem vypocitané koncentrace a ofekavanou koncentraci. SD odkazuje na standardni odchylku
kvantitativné vyjadfené hodnoty vzorku.

Souhrnné vysledky pro 6 trovni vzork( HCV plazmy a séra testovanych v ramci stanoveni LLoQ s pouZitim genotypu 1 s pouZitim pracovnim
postupu pro objem vzorku 550 pl jsou uvedeny v tabulce 4. Vysledky z dalSiho testovani s pouzitim pracovniho postupu pro objem 200 pl jsou
uvedeny v tabulce 5.
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Tabulka 4. LLoQ analyzy NeuMoDx HCV Quant Assay, s odchylkou a TAE — postup zpracovani pro 550 pl

Plazma Sérum
Cilova konc. Cilova konc. Primérna Detekce Prumérna Detekce
[IU/ml] [log1o IU/ml] konc. %) SD Odchylka | TAE konc. %) SD Odchylka | TAE
[logso1U/ml] [log1,1U/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
Tabulka 5. LLoQ analyzy NeuMoDx HCV Quant Assay, s odchylkou a TAE — postup zpracovani pro 200 pl
Plazma Sérum
Cilova konc. Cilova konc. Primérna Detekce Primérna Detekce
[1U/mI] [logio IU/ml] konc. %) SD | Odchylka | TAE konc. %) SD | Odchylka | TAE
[logo1U/ml] [log1o1U/ml]

75 1,88 N/A N/A N/A N/A N/A 1,56 100 0,23 0,32 0,78

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

LLoQ pro analyzu NeuMoDx HCV Quant Assay je stanovena na 7,7 IlU/ml (0,9 log10 IU/ml) pro plazmu a 8,4 IU/ml (0,9 logio 1U/ml) pro sérum
s pouzitim pracovniho postupu pro objem vzorku 550 pl;LLoQ pro plazmu isérum je stanovena jako 8,4 1U/ml (0,9 log10 1U/ml) s pouZitim
pracovniho postupu pro objem vzorku 550 pl.

LLoQ pro stanoveni NeuMoDx HCV Quant Assay pomoci standardu WHO je stanovena na 30,0 IU/ml (1,5 logio 1U/ml) pro plazmu a 29,8 IU/ml
(1,37 logio IU/ml) pro sérum s pouzitim pracovniho postupu pro objem vzorku 200 pl; LLoQ jak pro plazmu, tak pro sérum je stanovena na
30,0 IU/ml (0,9 logio 1U/ml) s pouZitim pracovniho postupu pro objem vzorku 200 pl.

Analyticka citlivost — LoD a LLoQ napfi¢ genotypy HCV

Plivodné byla stanovena LoD pro genotyp 1 (5. mezinarodni standard WHO) a pak probéhlo dalsi testovani okolo stanovené LoD za pouZiti kazdého
z ostatnich 5 genotyp(. Bylo testovano tficet Sest (36) replikat( pfi hladinach odpovidajicich 2nasobku, 1nasobku a 0,5nasobku horni meze LoD s
95 % Cl (~/ml) za pouZiti analyzy NeuMoDx HCV Quant Assay s vyuZitim pracovniho postupu pro objem vzorku 550 pl. Pozitivni procentni mira pro
kazdy genotyp u kazdé z téchto testovanych hladin byla zpracovana do tabulky a pouZzita k vypoctu LoD pomoci probitové analyzy.

genotyp znovu vyloZena jako LLoQ. Tyto vysledky potvrzuji, Ze analyza NeuMoDx HCV Quant Assay ma vynikajici a ekvivalentni detekéni vykon u
viech $esti genotypl s rozsahem 4,5 az 7,5 IU/ml, véetné vysledkd ziskanych pro 5. mezinarodni standard WHO (genotyp 1). Celkové byla LoD
analyzy NeuMoDx HCV Quant napfi¢ genotypy stanovena na 7,5 IU/ml (0,88 logio IU/ml) a LLoQ byla stanovena jako nejvy$si hodnota, ktera je
7,7 1U/ml (0,9 logio IU/ml) , jak bylo stanoveno pro 5. Mezindrodni standard WHO (genotyp 1, viz vy3e). Tabulka 6 ukazuje vysledky LoD a LLoQ pro
testovani napfi¢ genotypy HCV stanovenych v plazmé.

Tabulka 6. Genotypy HCV testované v plazmé s vyuZitim pracovniho postupu pro objem vzorku 550 pl

GENOTYP [“']7:1” LLoQ [IU/mlI]
1 7,5 7,7
2 45 52
3 7,5 7,5
4 6,0 6,0
5 4,3 55
6 45 6,7

Na zakladé vysledku téchto méfeni spoletnost NeuMoDx prohlasuje, Ze LoD je 8,0 IU/ml (0,9 logio IU/ml) a LLoQ je 8,4 1U/ml (0,9 logio IU/ml) pro
analyzu NeuMoDx HCV Quant Assay v plazmé a séru s pouZitim pracovniho postupu pro objem vzorku 550 pl.
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Hodnota LoD a LLoQ pro analyzu NeuMoDx HCV Quant Assay oba typy vzorki (plazma a sérum) s pouZitim pracovniho postupu pro objem vzorku
200 pl €ini 30,0 IU/mI (1,5 log10 IU/ml).

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

Linearita a horni mez stanovitelnosti (Upper Limit of Quantitation, ULoQ) analyzy NeuMoDx HCV Quant Assay u plazmy byly stanoveny pfipravou série
fedéni za pouZiti HCV Armored RNA® (Asuragen Inc., Austin, Texas) a AcroMetrix™ High Control HCV (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts) se
zajiSténim navaznosti na 5. mezinarodni standard WHO. Ve smisené HCV negativni plazmé byl pfipraven 11prvkovy panel za i¢elem vytvofit panel, ktery by
pokryl rozsah koncentraci 8,2-1,5 logio IU/ml. Analyza NeuMoDx HCV Quant Assay prokdzala schopnost kvantifikovat HCV v linearnim rozsahu 8 logio
s presnosti +0,3 logio IU/ml na zékladé standardni chyby tak, jak byla vypocitana podle 95% intervalu spolehlivosti. PoufZiti regresni metody 2. a 3. fadu
nepfineslo Zadnou vyraznou vyhodu. Hodnota ULoQ v plazmé byla stanovena jako 8,2 logio IU/ml. K prokazani ekvivalence matrice bylo provedeno dalsi
méreni a analyza srovnala kvantitativni vysledky z NeuMoDx HCV u vzorkd pfipravenych v plazmé a séru za pouziti dvou rliznych modeld regrese, véetné
néstroje pro regresni analyzu MS Excel a metody Passing-Bablok. Vysledky vykazaly silnou korelaci reprezentovanou hodnotami smérnice a priseciku, které
se velice blizily 1,00 a 0,00, a R2 o hodnoté 0,99 (MS Excel nastroj Regrese) nebo p-hodnotu 0,600 (Passing-Bablok). Koncentrace analyzy HCV ohlasené
soustavou NeuMoDx System ve srovnani s oekavanymi hodnotami jsou uvedeny na obrdzku 4.

Linearita a ULoQ byly poté hodnoceny pomoci pracovniho postupu pro objem vzorku 200 ul. Byla provedena srovndni ekvivalence mezi
koncentracemi udavanymi softwarem NeuMoDx pro pracovni postupy pro 200 ul a 550 pl. Demingova a Passing-Bablokova regresni analyza ukazala
vynikajici korelaci a smérnici blizkou 1 a minimalni pruseciky (odchylky) uvddénych koncentraci u vzorkl jak plazmy, tak i séra v linearnim rozmezi.
Blandovo a Altmanovo srovnani hlasené koncentrace pro pracovni postup pro objem vzorku 200 pl se stfedni hlasenou koncentraci pro oba
pracovni postupy pro objem vzorku 200 pl a 550 pl ukdzalo minimalni odchylku, coz oznacuje presnost algoritmu pouzitého ke generovani vysledk
z pracovniho postupu pro 200 pl. Navic jednoduchad linedrni regrese srovnavajici o¢ekavanou koncentraci s hlasenou koncentraci pro pracovni
postup pro 200 pl méla smérnici blizkou 1, coz ukazuje vynikajici korelaci (obrdzek 5). Dohromady tato srovnani ukazuji presnou stanovitelnost HCV
v celém linedrnim rozsahu analyzy NeuMoDx HCV Quant Assay za poufZiti pracovniho postupu pro objem vzorku 200 pl.

Vzorky séra:

Vzorky plazmy:
Ocekavana koncentrace v porovnani s koncentraci NeuMoDx

Ocekavana koncentrace v porovnani s koncentraci NeuMoDx

10 10
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2 'w. R2=0,99

Assay [logyo IU/ml]

0 2 = 6 8 10

Oc&ekavana koncentrace [logio U/ml] Ocekavana koncentrace [logio IU/ml]

Koncentrace analyzy NeuMoDx HCV Quant
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Koncentrace analyzy NeuMoDx HCV Quant

Obrazek 4: Linearni rozsah analyzy NeuMoDx HCV Quant Assay plazmy (vlevo) a séra (vpravo) — pracovni postup pro 550 pl

Vzorky plazmy: Vzorky séra:
Otekavana koncentrace v porovnani s koncentraci NeuMoDx Ocekdvand koncentrace v porovnani s koncentraci NeuMoDx
10
10
o
o € 9 ]
e} 8 e N )
= ] 7
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Obrazek 5: Linedrni rozsah analyzy NeuMoDx HCV Quant Assay plazmy (vlevo) a séra (vpravo) — pracovni postup pro 200 pl
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Analyticka citlivost — linearita napf¥i¢ genotypy
Linearita analyzy NeuMoDx HCV Quant Assay napfic Sesti genotypy HCV byla charakterizovana testovanim minimalné ¢ty (4) rGznych koncentraci
u kazdého genotypu HCV pfipraveného ve smisené HCV negativni plazmé. Testované hladiny cilového HCV pouZité v této studii zavisely na
koncentraci zdrojového vzorku, a tudiz se napfi¢ genotypy lisily. Méfeni probéhlo u kazdého genotypu za pouziti 6 replikat( u kazdé hladiny.
Linearita mezi Sesti genotypy HCV je prezentovdana v tabulce 7 a na obrdzku 6.

Tabulka 7. Linearita analyzy NeuMoDx HCV Quant Assay napfi¢ genotypy

Rovnice linearity
Genotyp y = stanovitelnost analyzy NeuMoDx HCV Assay R?
x = o€ekavana stanovitelnost
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
7
»
rd
6 /}’
v ]
4
5 /;’i
v
E4 /35‘
5 = =« « Linearni (genotyp 1)
g’ 3 }/g Linearni (genotyp 2)
x ,
g ,' Linearni (genotyp 3)
z2
e Linearni (genotyp 4)
< [
1 / = === |inearni (genotyp 5)
o
----- Linearni (genotyp 6)
0
0 4 6 8
Skute¢na konc. Logo IU/ml

Obrazek 6: Linearita analyzy NeuMoDx HCV Quant Assay napfi¢ genotypy

Analyticka specificnost - zkfizena reaktivita
Analytickd specifi¢nost byla prokdzéna screeningem zk¥izené reaktivity 33 organism, které se ve vzorcich krve/plazmy bézné nachazeji, a také
druh, které se HCV fylogeneticky podobaji. Organismy byly pfipraveny ve smésich skladajicich se ze 4 aZz 6 organism( testovanych pfi vysoké
koncentraci. Testované organismy jsou uvedeny v tabulce 8. U zadného z testovanych organism0 nebyla pozorovana zadna zkfizena reaktivita, coz
potvrzuje 100% analytickou specifi¢nost analyzy NeuMoDx HCV Quant Assay.

Tabulka 8. Patogeny pouzité k prokazani analytické specifi¢nosti

Necilové organismy

Cytomegalovirus

Virus Esptein-
Barrova

Virus lidské
imunitni
nedostatecnosti — 1

Lidsky herpesvirus
8

Parvovirus B19

Staphylococcus
epidermidis

Virus lidske Lidsky virus leukémie | Propionibacterium Virus
Adenovirus 2 Dengue V1 Hepatitida A imunitni v . P zédpadonilské
M . T-lymfocytd 1 acnes M
nedostatecnosti — 2 horecky
Adenovirus 5 Dengue V2 Hepatitida B . LIdSkY Lidsky virus Ieuﬂkem|e Zardénky Zluté zimnice
papillomavirus 16 T-lymfocytl 2
Candida Herpes simplex Lidsky - Virus encefalitidy . X
albicans Dengue V3 virus (HSV) 1 papillomavirus 18 Chripka A St. Louis Virus Zika
Chlamydia Herpes simplex Lidsky herpesvirus Neisseria Staphylococcus
. Dengue V4 .
trachomatis virus (HSV) 2 6 typu B gonorrhoeae aureus
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Analyticka specifi¢nost - interferuijici latky, komenzalni organismy

Interference u analyzy NeuMoDx HCV Quant Assay byla vyhodnocena za pfitomnosti necilovych organism(, ato za pouZiti stejnych smési
organismu, jaké byly pFipraveny pro testovani zkfizené reaktivity, viz tabulka 8 vy$e. HCV negativni plazma byla uméle obohacena o organismy
smisené ve skupinach po 4-6 ataké obohacena o HCV pozitivni kontrolu pfi koncentraci 1,4 logio IU/ml. Jak naznacila minimalni odchylka
kvantifikace z kontrolnich vzorkd, které neobsahovaly Zadny interferujici pfipravek, nebyla za pfitomnosti téchto komenzali pozorovéana zadna
vyznamna interference.

Analyticka specifi¢nost — interferuijici latky, endogenni a exogenni latky

Analyza NeuMoDx HCV Quant Assay byla hodnocena za pfitomnosti typickych exogennich a endogennich interferujicich latek, které se v klinickych
vzorcich plazmy s HCV objevily. Mezi tyto latky patfily neobvykle vysoké hladiny krevnich slozek a také bézné antivirové Iéky, které byly zarazeny
do tabulky 9. Kazda latka byla pridana k vySetfené krevni plazmé negativni na HCV, obohacené o 1,7 logio IU/ml HCV a u vzork( byla zkoumana
interference. Kromé toho byla na pfipadnou interferenci testovana i plazma pfi bézném onemocnéni spojovaném s nakazou hepatitidou C.
Primérna koncentrace a odchylka u viech testovanych latek jsou uvedeny v tabulce 10. Zadné z exogennich a endogennich latek specifi¢nost
analyzy NeuMoDx HCV Quant Assay neovlivnila.

Tabulka 9. Testovani interference — exogenni pripravky (klasifikace 1éku)

NeuMoDx Molecular, Inc.
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Produkt Klasifikace Produkt Klasifikace

Sofosbuvir P¥imé plsobeni HCV antivirotika Paritaprevir Inhibitor HCV NS3/4A proteazy

» Ledipasvir Inhibitor HCV ~ Ombitasvir Antivirotikum proti HCV

8 | Velpatasvir Inhibitor HCV NSSA 8 | Ritonavir Inhibitor HIV protedzy

? Klarithromycin Antibiotikum 2 Abakavir-sulfat Inhibitor reverzni transkriptazy
Interferon alfa-2a Modulator imunity Ribavirin Modulator imunity
Grazoprevir Inhibitor HCV NS3/4A proteazy Efavirenz Inhibitor reverzni transkriptazy
Elbasvir Inhibitor HCV NS5A Lopinavir Inhibitor protedzy

o0 <

e Tc.snofovi.r- HBV/HIV antivirotikum B Azithromycin Antibiotikum

g disoproxil E
Lamivudin HBV/HIV antivirotikum Dolutegravir Antivirotikum proti HIV
Valganciclovir Antivirotikum proti CMV Simeprevir Inhibitor HCV NS3/4A protedzy
Emtricitabin Antivirotikum proti HIV
Raltegravir Antivirotikum proti HIV

Y | Amoxicilin Antibiotikum

8

E Rilpivirine Antivirotikum proti HIV
Dasabuvir P¥imé plsobeni HCV antivirotika
Glecaprevir Inhibitor HCV NS3/4A proteazy
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Tabulka 10. Testovani interference — exogenni a endogenni pfipravky

Primérna
, Odchylka
Endogenni konc. logso 1U/ml
logso 1U/ml o
Hemoglobin 1,61 0,28
Triglyceridy 1,31 -0,02
Bilirubin 1,47 0,14
Albumin 1,47 0,14
Priimérna
P . Odchylka
Exogenni (medikace) konc. logso 1U/ml
logio IU/ml B10
Smés 1:Zidovudin (ZDV), Saquinavir, Ritonavir, 148 0.15
Klarithromycin, Interferon alfa-2a, Interferon alfa-2b ’ !
Smés 2: Abakavir-sulfat, Amprenavir, Ribavirin, Entecavir,
. S . 1,40 0,07
Fluoxetin, Valaciclovir Hydrochlorid
Smés 3: Tenofov.lr dls.oprox!l, Lémlvudln, Ganciclovir, 1,40 0,07
Valganciclovir, Nevirapin
Smeés 4: Efavirenz, Lopinavir, Enfuvirtid, Ciprofloxacin, Paroxetin, 1,51 0,18
Smés 5: AdefO\{lr (dipivoxil), Azithromycin, Indinavir-sulfat, 1,40 0,07
Sertralin
Priimérna
- Odchylka
Stav onemocnéni konc. logso 1U/ml
logio IU/ml B10
Antinuklearni protildtka (Antinuclear Antibody, ANA) 1,53 0,18
Systémovy lupus erythematodes (Systemic Lupus 1,29 0,06
Erythematosus, SLE)
Revmatoidni artritida 1,39 0,04
Protilatky anti-HBV 1,45 0,10
Alkoholicka cirhéza 1,43 0,08
Revmatoidni faktor 1,43 0,08
Nealkoholicka steatohepétltlda (Non-Alcoholic 1,32 0,03
Steatohepatitis, NASH)

Vnitrolaboratorni preciznost

Preciznost analyzy NeuMoDx HCV Quant Assay byla stanovena testovanim pfipraveného 7prvkového panelu se vzorky HCV (které zahrnovaly jak
HCV Armored RNA, tak AcroMetrix HCV Control) za poufZiti tfi soustav NeuMoDx System po dobu 12 dnd. Preciznost byla charakterizovana v rdmci
jednoho cyklu, jednoho dne a jedné soustavy a celkova smérodatna odchylka byla stanovena jako < 0,26 logio IU/ml. Zadny vyznamny rozdil
v ucinnosti nebyl zjistén napfic¢ soustavami, dny nebo cykly, jak ukazuje tabulka 11. Preciznost mezi pracovniky obsluhy charakterizovédna nebyla,
jelikoZ obsluha pfi zpracovani vzork( za pouZiti soustavy NeuMoDx System nehraje Zadnou vyznamnou roli.

Tabulka 11. Vnitrolaboratorni preciznost — analyza NeuMoDx HCV Quant Assay na soustavach NeuMoDx System

Cilova konc. Prum. konc. SD v ramci SD v ramci SD v ramci ;I;:r;ir:;;
(log10 1U/ml) (log10 1U/ml) soustavy dne cyklu (celkem)
a 6 5,95 0,17 0,13 0,10 0,17
é 5 4,87 0,20 0,14 0,12 0,20
n<: 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
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Reprodukovatelnost mezi Sarzemi

Reprodukovatelnost mezi Sarzemi u analyzy NeuMoDx HCV Quant Assay byla stanovena za pouZiti tfi rGznych sarZi klicovych Cinidel-lyzového pufru
NeuMoDx Lysis Buffer 3, extrakéni desticky NeuMoDx Extraction Plate a testovacich paskil NeuMoDx HCV Quant Test Strip. K hodnoceni G¢innosti
byl pouZit 7prvkovy panel HCV (zahrnujici jak HCV Armored RNA, tak AcroMetrix HCV Control). Testovani bylo provedeno za poufZiti tfi Sarzi
reagencii na tfech soustavach po dobu 6 dnd. Byla zkoumdna variace v rdmci jedné Sarze a mezi Sarzemi a vysledky jsou prezentovany v tabulce 12.
Maximalni celkovéd odchylka byla 0,24 logio IU/ml a celkova maximalni SD byla 0,33 logio IU/ml. Mezi SarZemi nebyl zjistén Zadny vyznamny rozdil
v Gcinnosti, jelikoz stanovitelnost vSech prvkd panelu byla v mezich specifikované tolerance.

Tabulka 12. Reprodukovatelnost mezi Sarzemi — analyza NeuMoDx HCV Quant Assay

Cilova konc. Stfedni konc. CELKEM (Platné r\:y’sledky ABS. ?D inez.i .SD v’revimvci Celkova SD
[log1o IU/ml] [logio IU/ml] P ODCHYLKA Sarzemi jedné Sarie

a 6 5,76 36 0,24 0,35 0,13 0,37

é 5 4,84 36 0,16 0,16 0,22 0,27

- 3 2,81 36 0,19 0,31 0,16 0,35

= 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

S(’ 1,4 1,38 36 0,02 0,23 0,13 0,33

Uéinnost kontroly

Analyza NeuMoDx HCV Quant Assay obsahuje SPC2, ktera ma ohlasit selhdni jakéhokoli kroku zpracovani nebo inhibici ovliviiujici vykon analyzy.
Uéinnost byla testovana za podminek reprezentativnich pro kriticka selhani zpracovani, ke kterym by béhem zpracovéni vzorku mohlo teoreticky
dojit a kterd by nemusela byt odhalena ¢idly, ktera vykon soustavy NeuMoDx System monitoruji. Pozitivni (3 logio IU/ml) a negativni vzorky se
musely za pfitomnosti kontroly vyporddat s nasledujicimi podminkami: pfitomnosti inhibitoru, absenci nedodaného promyvaciho ¢inidla a absenci
propldchnuti. Neucinnost postupu, kterd méla na detekci/stanovitelnost HCV neblahy vliv, se odrazila v u¢innosti cilové SPC2, jak znazornuje
tabulka 13. Ve vsech testovanych pripadech bylo prokazano, ze bud kontrola zpracovani vzorkt dostate¢né monitorovala neudcinnost procesu
a pfitomnost inhibitord, nebo neblahy vliv predpoklddané nedcinnosti procesu na detekci SPC2 ani na detekci a stanovitelnost HCV nebyl
vyznamny. TudiZ efektivni monitoring ucinnosti analyzy na soustavé NeuMoDx System kontrolou SPC2 byl s Uspéchem prokézan.

Tabulka 13. U¢innost kontroly zpracovani vzorkd

Testovana selhani krokt

Stav amplifikace kontroly

Stav aplifikace cilového

(Promyti nebylo dodano)

(Neni amplifikovano)

(Neni amplifikovano)

zpracovani zpracovani vzorkd HCV B ST
Presence of Inhibitor Not Amplified Not Amplified Unresolved (Nerozligeno)
(PFitomnost inhibitoru) (Neni amplifikovano) (Neni amplifikovano)
No Wash Delivered Not Amplified Not Amplified

Unresolved (Nerozliseno)

No Wash Blowout
(Bez procisténi)

Amplified (Amplifikovéno)

Amplified (Amplifikovano)

Positive (Pozitivni) se stanovitelnosti do

0,3 Logio IU/ml kontroly

Mira platnych vysledki

Ke stanoveni podilu platnych vysledkd bylo pouZito retrospektivni analyzy dat ziskanych p¥i hodnoceni G¢innosti analyzy NeuMoDx HCV Quant
Assay na soustavach NeuMoDx System. Platné vysledky testu budou nazvany Positive (Pozitivni) nebo Negative (Negativni); neplatné vysledky testu
mohou byt ozndmeny bud jako Indeterminate (IND, Neurcité) nebo jako Unresolved (UNR, Nerozliseno) na zakladé stavu amplifikace cile a kontroly
zpracovani vzorku. Ozndmeni vysledku IND je obvykle zplsobeno chybou pfistroje, ktera vede k selhani amplifikace cile a/nebo vnitfni kontroly
zpracovani. Ozndmeni vysledku UNR se pfipisuje vzorkim, kdy amplifikace jak cile, tak vnitfni kontroly zpracovani selZe pfi absenci detekovaného
selhani pfistroje. Retrospektivni analyza, zahrnujici Gdaje ziskané jak ze vzork( séra, tak z plazmy na obou soustavach NeuMoDx 288 a NeuMoDx
96 System, zahrnovala 1 962 individualnich vysledkd analyzy NeuMoDx HCV Quant Assay. Pomér vysledkd UNR byl stanoven jako 0,61% (12/1962)
a pomér vysledkl IND byl stanoven jako 0,41% (8/1962); tim jsou splnéna kritéria pFijatelnosti analyzy. Podil platnych vysledk( analyzy NeuMoDx
HCV Quant Assay naptic¢ klinickymi matricemi a soustavami NeuMoDx System byl tudiz uzavien na 99,0 % p¥i 95% Cl (98,4-99,3).
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K¥izova kontaminace

Mira kFizové kontaminace analyzy NeuMoDx HCV Quant Assay byla stanovena testovanim tfi sad vzork( HCV, kde se sttidaly vzorky vysoce pozitivni
a negativni. Celkem bylo testovéno 144 replikatd HCV negativnich lidskych vzorkl a 144 replikdtl HCV vzorku s vysokym titrem pfi 8,2 Logio IU/ml.
Vsech 144 replikat( negativniho vzorku bylo negativnich, coZ je diikazem, Ze béhem zpracovani vzorku na soustavé NeuMoDx System k Zadné
zkiizené kontaminaci nedoslo.

Ekvivalence matrice vzorki

Bylo provedeno testovani k prokazani ekvivalence matrice vzorkd mezi plnou krvi odebranou jak v odbérnych zkumavkéach s kyselinou
ethylendiamintetraoctovou (Ethylenediaminetetraacetic Acid, EDTA), tak ve zkumavkach s kyselinou-citratem-dextrézou (Acid Citrate Dextrose,
ACD) pro pfipravu plazmy. Pro stanoveni ekvivalence mezi éerstvymi a zmrazenymi vzorky plazmy (odebranych do dvou typ( zkumavek), a také
mezi ¢erstvymi a zmrazenymi vzorky séra bylo provedeno dal$i testovéni. Cerstvé vzorky byly uchovavany pfi 4 °C, dokud nebyly obohaceny &tyfmi
hladinami HCV a otestovéany na ekvivalenci. Vzorky byly dale zmrazeny pfi -20 °C po dobu minimalné 24 hodin. Po této dobé skladovani v mrazu
byly vzorky rozmrazeny a znovu testovény. Regresni analyzou byla u vysledkd mezi ¢erstvymi a zmrazenymi vzorky, a také mezi EDTA a ACD vzorky
plazmy porovnana ekvivalence. Tyto Udaje vykazaly vynikajici ekvivalenci mezi EDTA a ACD vzorky plazmy, Cerstvymi a zmrazenymi vzorky plazmy
a mezi Cerstvymi a zmrazenymi vzorky séra.

Bylo provedeno dalsi testovani, aby se prokazala ekvivalence analyzy NeuMoDx HCV Quant Assay u primarnich vzork( proti sekundarnim vzorkdm.
Panely HCV negativnich darcovskych vzorkd obohacenych o cilovy HCV (AccuPlex™ Recombinant HCV Control) a HCV pozitivnich darcovskych
vzork( byly nejprve zpracovany z primarnich zkumavek se vzorky. Po zpracovani primarnich zkumavek byla zbyvajici plazma nebo sérum z kazdého
vzorku rozdélena do sekundarni zkumavky se vzorkem a znovu zpracovana. Nebyl nalezen Zadny vyznamny rozdil v uvddénych vysledcich mezi
zpracovanim v primarni a sekundarni zkumavce se vzorkem.

Srovnani klinickou metodou

Kvalitativni a kvantitativni G¢innost analyzy NeuMoDx HCV Quant Assay byly hodnoceny ve srovnani s analyzami komparatord schvalenymi Gfadem
FDA/s oznaenim CE testovanim nezfedénych klinickych vzorkl od pacientd infikovanych virem HCV. Testovani interné provedla spole¢nost
NeuMoDx prostfednictvim jednoduse zaslepené studieanonymizovanych, rezidudlnich klinickych vzorkd ziskanych od Sesti nezavislych
referenénich laboratofi. Za pouZiti analyzy NeuMoDx HCV Quant Assay bylo na nékolika soustavach NeuMoDx Molecular System jednoduse
zaslepenym zpUlsobem zpracovano celkem323 vzorkl plazmy a 336 vzorkd séra. Z téchto vzorkd bylo 35 vzork( plazmy a 13 vzorki séra zpracovano
na OBOU molekuldrnich soustavdch NeuMoDx 288 Molecular System i NeuMoDx 96 Molecular System. Nékteré ze vzorkd, jejichz vysledek byl
NEPLATNY, nemohly byt zpracovany znovu kv(li nedostupnosti dostacujiciho vzorku.

Chyby zpracovani a soustavy ziskané napfic¢ soustavami NeuMoDx Molecular System byly minimalni a spinily kritéria. Nejprve byly ze vzork( plazmy ziskany
celkem 4 Indeterminate (IND; Neurcity), vysledky a 4 IND vysledky byly ziskany ze vzork( séra, v disledku éehoz byla celkova mira pocatecnich IND vysledkd
u plazmy stanovena na 1% (Cl 95% 0,5 %—3 %) a u séra 1% (Cl 95 % 0,4 %—3 %). Nejprve byly ze vzork(i plazmy ziskany celkem 3 UNRESOLVED (UNR,
Nerozliseno) vysledky a 5 UNR vysledkd bylo ziskano ze vzork( séra, coz prineslo celkovou miru 1% (Cl 95 % 0,2 %—3 %) u plazmy a 1 % (C1 95 % 0,6 %—4 %)
u séra.

Vzorky, které p¥inesly neplatné vysledky (IND/UNR) nebo , kvantifikacni chybu®, byly testovany opakované, kdy? zlstal dostate¢ny objem; nékteré
vzorky byly zfedény, aby pfinesly platné vysledky. Platny vysledek byl ziskan u 13 vzork(, jejichZ objem byl k opakovéni dostatecny (rozfedénych
NEBO distych).

Z 321 platnych vysledkl ziskanych ze vzorkl plazmy a 334 platnych vysledkl ziskanych ze vzorkd séra bylo 206 vzorkl plazmy a 154 vzorki séra
oznameno analyzou NeuMoDx HCV Quant Assay jako POZITIVNICH s odpovidajicimi hodnotami koncentrace piidélenymi referenénimi testy. Ke
korelaci mezi hodnotami koncentrace z analyzy NeuMoDx HCV Quant Assay a hodnotami udavanymi referencénimi testy pro vzorky plazmy a séra
byly pouZity regresni analytické metody podle Deminga a Passinga-Babloka.

Pro znazornéni korelace mezi koncentracemi analyzy NeuMoDx HCV Quant Assay a hodnotami koncentrace referencnich testd u vSech vzorkd
testovanych za pomoci metod podle Deminga a Passinga-Babloka byly vytvoreny grafy ekvivalence, které jsou uvedeny na obrdzku 7 a obrdzku 8.
Kvalita Demingovy regresni metody je ilustrovana koeficientem smérnice 1,00 s 95% Cl (0,97, 1,03) a pruseéikem (odchylkou) —0,16 s 95% ClI
(-0,37, 0,06), coz dokazuje, Ze vysledky koncentrace ziskané mezi analyzou NeuMoDx HCV Quant Assay a referenénimi testy jsou viceméné stejné
a s prijatelnou odchylkou. Kvalita Passingovy-Bablokovy linedrni metody je ilustrovdna koeficientem smérnice 1,02 s95% ClI (0,99, 1,05)
a prasecéikem (odchylkou) —0,28 s 95% Cl (—0,43, -0,14), coz dokazuje, Ze vysledky koncentrace ziskané mezi analyzou NeuMoDx HCV Quant Assay
a referencnimi testy jsou viceméné stejné a s prijatelnou odchylkou, tak jak ukazuje tabulka 14.
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Obrazek 7: Graf ekvivalence (vlevo) a rezidualni graf (vpravo) — kumulativni analyza (napti¢ obéma soustavami NeuMoDx
System) vysledk( analyzy NeuMoDx HCV Quant Assay ve srovnani s vysledky referenénich testd u VSECH vzork( na
zakladé Demingovy regresni analyzy.
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Obrazek 8: Graf ekvivalence (vlevo) a reziduaini graf (vpravo) — kumulativni analyza (napfi¢ obéma soustavami NeuMoDx
System) vysledkd analyzy NeuMoDx HCV Quant Assay ve srovnani s vysledky referen¢nich testéi u VSECH vzork( na
zakladé Passingovy-Bablokovy regresni analyzy.

Tabulka 14. Shrnuti linedrni regresni analyzy Demingovou a Passingovou-Bablokovou metodou

Analyza Demingovou metodou Analyza metodou Passing-Bablok
Prisecik Koeficient smérnice Prisedik Koeficient smérnice
KUMULATIVN{ -0,16 1,00 -0,28 1,02
(vSechna plazma a sérum) Cl95 % (-0,37, 0,06) Cl 95 % (0,97, 1,03) Cl 95 % (-0,43, -0,14) Cl 95 % (0,99, 1,05)
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Z 655 platnych vysledka ziskanych ze vzorkd plazmy a séra bylo za pouZiti analyzy NeuMoDx HCV Quant Assay 361 vysledku referenénimi testy pro HCV
oznameno jako pozitivnich a 294 oznameno jako negativnich. Citlivost a specifi¢nost analyzy NeuMoDx HCV Quant Assay byly vypocitany za pouZiti Udajl ze
viech platnych klinickych vzork( porovnanych s referenénim testem, které jsou zpracovany a uvedeny v tabulce 15. 360 vzork( z 361 testovanych pozitivné
bylo ozndmeno jako pozitivni také analyzou NeuMoDx HCV Quant Assay, coz dokazuje citlivost 99,7 % s 95% Cl (98,2 % — 100 %). 271 vzork( z 294
testovanych negativné bylo ohlaseno jako negativni také analyzou NeuMoDx HCV Quant Assay, coz dokazuje specificitu 92,2 % s Cl 95 % (88,3 %-94,9 %).

Ekvivalence analyzy NeuMoDx HCV Quant Assay byla prokadzana viceméné stejnymi vysledky ucinnosti analyzy mezi molekularni soustavou
NeuMoDx 288 Molecular System, molekuldrni soustavou NeuMoDx 96 Molecular System a referen¢nim testem jak u vzorkd plazmy, tak u vzorkd
séra.

Tabulka 15. Vysledky srovnani analyzy NeuMoDx HCV Quant Assay a referencnich test( kvalitativni metodou — plazma a sérum

Referencni Referencni
analyza (POZ.) analyza (NEG.) CELKEM
NeuMoDx
HCV Quant Assay 360 23 383
(POZ)
NeuMoDx
HCV Quant Assay 1 271 272
(NEG)
CELKEM 361 294 655
CITLIVOST =99,7% 95% Cl (98,2%—100 %)
*SPECIFICITA = 92,2 % CI 95 % (88,3 % - 94,9 %)

*POZNAMKA: LLoQ pro analyzu NeuMoDx HCV Quant Assay je 0,9 Logio IU/ml, co? je ni# ne? u analyzy kompardtoru jako referencniho testu. Ndslednd
analyza byla provedena bez 9 vzorku, kde NeuMoDx detekoval HCV, ale které byly analyzou kompardtoru oznaceny jako negativni.
S vyloucenim téchto 9 vzorki byla specificita analyzy NeuMoDx HCV Quant Assay prepocitdna na 95,1 % s Cl 95 % (91,7-97,2).

Testovani uméle pfipravenych vzorkd — pracovni postup pro objem vzorku 200 pl

Kvantitativni korelace mezi pracovnimi postupy pro objem vzorku 200 pl a 550 pl byla potvrzena pomoci panelu sestavajiciho z jednotlivych
vzork(l HCV negativni plazmy a séra obohacenych ¢tyfmi zndmymi hladinami kontrolniho HCV materialu Accuplex, navazaného na 5. mezindrodni
standard WHO pro RNA HCV pro testovani nukleovych kyselin. Tyto jednotlivé vzorky plazmy a séra byly zpracovany pomoci pracovnich postupt
pro objem vzorku 550 pl i 200 pl u celkem 324 provedenych test(. Porovnani ekvivalence mezi koncentraci hldsenou softwarem NeuMoDx pro
pracovni postupy pro objem vzorku 200 pl a 550 pl s uméle vytvofenym panelem byly provedeny na zakladé individualnich vzorkd. Demingova a
Passing-Bablokova regresni analyza méla smérnici 1,003 a 1,000 s priseciky -0,082 a -0,085, v daném poradi, u plazmy, a 0,974 a 0,984 s prlseciky
0,086 a 0,037, v daném poradi, u séra, coz ukazuje vynikajici shodu kvantifikace HCV mezi témito dvéma objemy zpracovani. Porovnani podle
Blanda a Altmana ukazalo minimalni odchylku mezi témito dvéma pracovnimi postupy. Navic jednoduché linearni regresni analyzy s ocekavanou
koncentraci a hlasenou koncentraci pro pracovni postup pro 200 pl mély smérnici 1,0432 a korela¢ni koeficient 0,994 (plazma) a 1,0007 a 0,993
(sérum), coz dale podporuje vynikajici G¢innost s pouZzitim pracovniho postupu pro objem vzorku 200 pl u analyzy NeuMoDx HCV Quant Assay.
Vysledky téchto méreni jsou shrnuty niZe na obrdzku 9 a obrdzku 10.
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Obrazek 9: Srovnani grafu ekvivalence — hlasené koncentrace pro pracovni postup s objemem vzorku 200 pl a hlasené koncentrace
pro pracovni postup s objemem vzorku 550 pl. A) Passing-Bablokova regrese. B) Demingova regrese. C) Bland-Altman(v bodovy graf
D) Bland-Altmanuv rozdilovy graf — vzorky plazmy
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Obrazek 10: Srovnani grafu ekvivalence — hlasené koncentrace pro pracovni postup s objemem vzorku 200 pl a hlasené koncentrace pro
pracovni postup s objemem vzorku 550 pl. A) Passing-Bablokova regrese. B) Demingova regrese. C) Bland(v-Altmanuv bodovy graf
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