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NeuMoDx BRUKSANVISNING
201400 NeuMoDx™ CMV Quant Test Strip R only

IAKTTAG FORSIKTIGHET! Endast for export till USA
For in vitro-diagnostisk anvandning med NeuMoDx 288 och NeuMoDx 96 Molecular System

Uppdaterade bipacksedlar finns pd: www.giagen.com/neumodx-ifu
[:E] Se operatérshandboken till NeuMoDx 288 Molecular System fér utférliga anvisningar, art.nr 40600108
Se operatérshandboken till NeuMoDx 96 Molecular System for utférliga anvisningar, art.nr 40600317

AVSEDD ANVANDNING

NeuMoDx CMV Quant Assay ar ett automatiserat in vitro-nukleinsyreamplifieringstest for kvantifiering av cytomegalovirus (CMV) DNA i prover
med human plasma fér CMV-genotyper gB1 till gB4 hos CMV-infekterade individer. NeuMoDx CMV Quant Assay utférd pa NeuMoDx 288 Molecular
System och NeuMoDx 96 Molecular System(NeuMoDx System) anvdander automatisk DNA-extraktion for att isolera malnukleinsyran fran prov och
anvander en realtidspolymeraskedjereaktion (PCR) for att s6ka upp de i hog grad bevarade sekvenserna i cytomegalovirusgenomet.

NeuMoDx CMV Quant Assay ar avsedd for in vitro-detektion och -kvantifiering av cytomegalovirus (CMV) DNA i farska och frusna prover av human
plasma med NeuMoDx 288 och NeuMoDx 96 Molecular System. Denna analys ar avsedd for anvandning tillsammans med klinisk presentation och
andra laboratoriemarkérer fér sjukdomsforlopp for klinisk hantering och 6vervakning av CMV-infektion. Denna analys &r inte avsedd for
anvandning som ett screeningtest for forekomst av CMV i blod eller blodprodukter.

SAMMANFATTNING OCH FORKLARING

Humant helblod som samlats in i sterila blodprovtagningsrér med antingen EDTA eller ACD som antikoagulant kan anvandas for forberedande av
plasma. For att forbereda for testning laddas plasma i ett provror som ar kompatibelt med NeuMoDx System i NeuMoDx System med hjélp av en
dedikerad provrérscarrier for att paborja bearbetning. For varje prov blandas en 550 pL-alikvot av plasmaprovet med NeuMoDx Lysis Buffer 1 och
NeuMoDx System utfor automatiskt alla steg som kravs for extraktion av malnukleinsyran, preparering av den isolerade DNA:n for realtids-PCR-
amplifiering och i forekommande fall, detektion av produkter fér amplifiering (delar av CMV-genommalet i tva i hog grad bevarade omraden).
NeuMoDx CMV Quant Assay innehaller en DNA-provprocesskontroll (Sample Process Control, SPC1) for att underlatta 6vervakning betraffande
ndrvaro av potentiella hdmmande substanser samt NeuMoDx System- eller reagensfel som kan uppsta under extraktions- och
amplifieringsprocessen.

CMV ér ett vanlig dubbelstrangat DNA-virus i den humana herpesvirusfamiljen som smittar personer i alla aldrar. Det uppskattas att vid 40 ars
&lder har mer n hilften av populationen att ha smittats av CMV.! CMV sprids genom kroppsvitskor som saliv, urin, blod, trar, sperma och
bréstmjolk. Immunokompetenta personer som infekterats med CMV ar vanligtvis asymtomatiska, men infektion med viruset kan vara allvarlig hos
spadbarn och personer med forsvagade immunsystem. Gravida modrar kan 6verféra CMV till sina ofédda barn och orsaka medfédd CMV, vilket
kan leda till horselnedsattning och andra utvecklingsmassiga och motoriska fordréjningar. CMV ar en viktig patogen for immunsvaga patienter,
inklusive transpantatmottagare av fasta organ, mottagare av hematopoietiska celltransplantationer, HIV-infekterade patienter och patienter som
behandlats med immunmodulerande likemedel.2 Overvakning av CMV-virusbelastningen anvinds i forsta hand i dessa immunokomprometterade
populationer, dar det orsakar olika typer av morbiditet, inklusive lunginflammation, mag-tarmsjukdomar, hepatit och encefalit samt 6kar risken
for organavvisning och andra opportunistiska infektioner.

Diagnosen CMV-infektion baseras inte enbart pa nukleinsyratestning (NAT). NAT-testning anvands utéver antigentester, som inbegriper fargning
av polymorfonukledra leukocyter (PMN) for tidigt strukturellt Iagre matrixprotein for CMV samt andra symtom som patienten kan uppleva. Testning
av CMV-virusbelastning anvands rutinmdassigt for att faststalla nar antiviral behandling &r nédvandig samt for att 6vervaka effekten av sadana
behandlingar.® Medan aktuella riktlinjer fér hantering och behandling av CMV-infektioner hos immunférsvagade personer &r tvetydiga nir det
galler ndr antiviral behandling ska inledas, kraver de alla konstant 6vervakning av virusbelastningen nar antiviral behandling inleds for att bidra till
att avhjalpa de allvarliga bieffekterna av medicinering hos sadana grupper.

PRINCIPER FOR RUTINEN

NeuMoDx CMV Quant Assay pa NeuMoDx System anvdander NeuMoDx CMV Quant Test Strip, NeuMoDx CMV Calibrators, NeuMoDx CMV External
Controls, NeuMoDx Lysis Buffer 1 och NeuMoDx allmanna reagenser for att utféra analysen. NeuMoDx CMV Quant Assay kombinerar automatisk
DNA-extraktion, amplifiering och detektion genom realtids-PCR. Helblodprover samlas in i EDTA- eller ACD-r6r for beredning av plasma.
Plasmaprovet i ett provrér som dr kompatibelt med NeuMoDx System placeras i en provrorshallare, som sedan laddas i NeuMoDx System for
bearbetning. Inga andra anvandaratgarder behovs.

NeuMoDx System anvander en kombination av varme, lytiskt enzym och extraktionsreagenser for automatisk cellysering, DNA-extraktion och
avlagsnande av hammare. De frigjorda nukleinsyrorna fangas upp av paramagnetiska partiklar. Partiklarna med de bundna nukleinsyrorna laddas
i NeuMoDx Cartridge dar obundna, icke-DNA-komponenter tvattas bort ytterligare med NeuMoDx Wash Reagent och det bundna DNA:t elueras
med hjdlp av NeuMoDx Release Reagent. NeuMoDx System anvdnder sedan det eluerade DNA:t for att rehydrera patenterade NeuDry™
amplifieringsreagenser som innehaller alla komponenter som behévs for PCR-amplifiering av de CMV-specifika malen och SPC1-malen. Efter
rekonstituering av NeuDry PCR-reagenserna dispenserar NeuMoDx System den beredda, PCR-klara blandningen i en NeuMoDx Cartridge.
Amplifiering och detektion av kontroll- och mal-DNA-sekvenser (i forekommande fall) sker i PCR-kammardelen i NeuMoDx Cartridge. NeuMoDx
Cartridge ar konstruerad for att rymma amplikon efter realtids-PCR och eliminerar risken for kontaminering efter amplifiering.
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De amplifierade malen detekteras i realtid med hjilp av hydrolysprobkemi (kallas allmant for TagMan®-kemi) med hjélp av fluorogena
oligonukleotid-probmolekyler specifika for amplikonerna for sina respektive mal.

TagMan-prober bestar av en fluoroforen som ar kovalent bunden till 5’-anden av oligonukleotidproben och en quencher vid 3’-dnden. Nar proben
ar intakt ar fluoroforen och quenchern nara varandra, vilket gor att quenchermolekylen undertrycker den fluorescens som fluoroforen emitterar
via Forster resonansenergioverforing (Férster Resonance Energy Transfer, FRET).

TagMan-prober ar konstruerade sa att de hybridiseras inom en DNA-region som ar amplifierad av en viss uppsattning primrar. Allt eftersom Taq
DNA-polymeraset férlanger primern och syntetiserar den nya strangen sa degraderar 5’ till 3’ exonukleasaktiviteten for Taqg DNA-polymeraset
proben som har fast till mallen. Degradering av proben frigor fluoroforenen fran den och bryter den néra bindningen till quenchern och évervinner
ddampningseffekten genom FRET och gor det mojligt att detektera fluoroforenens fluorescens. Den resulterande fluorescenssignalen som
detekteras i NeuMoDx Systems kvantitativa PCR-termocykel ar direkt proportionerlig med den frigjorda fluoroforen och kan korreleras med
mangden mal-DNA som finns.

En TagMan-prob markt med fluoroforen (excitering: 490 nm och emission: 521 nm) vid 5’ @nden och en mérk quencher vid 3’ @nden anvénds for
detektion av CMV DNA. For detektion av SPC1 ar TagMan-proben markt med alternativ fluorescent farg (excitering: 535 nm och emission: 556 nm)
vid 5’-anden och en mork quencher vid 3’-dnden. Via NeuMoDx System-programvaran o6vervakas den fluorescenta signal som emitteras av
TagMan-proberna i slutet av varje amplifieringscykel. Efter avslutad amplifiering analyserar NeuMoDx System-programvaran data och rapporterar
ett slutligt resultat (POSITIVE (POSITIVT)/NEGATIVE (NEGATIVT)/INDETERMINATE (OBESTAMT)/UNRESOLVED (OLOST)). Om ett resultat &r
POSITIVE (POSITIVT) genererar NeuMoDx System-programvaran ocksa ett kvantitativt varde for provet eller rapporterar om den berdknade
koncentrationen ar inom kvantifieringsgranserna.

REAGENSER/FORBRUKNINGSVAROR

Material som medféljer

Tester per Tester per

REF Innehall enhet forpackning

NeuMoDx CMV Quant Test Strip
201400 Torkade PCR-reagenser som innehdller CMV-specifika TagMan-prober och primrar samt SPC1- 16 96
specifik TagMan-prob och primrar.

Reagenser och férbrukningsvaror som kréivs men inte medféljer (tillgéingligt separat frén NeuMoDx)

REF Innehall

NeuMoDx Extraction Plate

100200 Torkade paramagnetiska partiklar, lytiska enzymer och provprocesskontroller

NeuMoDx CMV Calibrators

800400 o . . " o " I s
CMV lgga och héga kalibratorer for engdngsbruk, for faststdllning av standardkurvans giltighet

NeuMoDx CMV External Controls

900401 CMV Positiva och negativa kontroller fér engdngsbruk, for daglig faststdllning av validiteten hos NeuMoDx CMV Quant Assay

400400 NeuMoDx Lysis Buffer 1

400100 NeuMoDx Wash Reagent

400200 NeuMoDx Release Reagent

100100 NeuMoDx Cartridge

235903 Hamilton CO-RE / CO-RE Il Tips (300 pL) med filter

235905 Hamilton CO-RE / CO-RE Il Tips (1 000 pL) med filter

Instrument som behévs
NeuMoDx 288 Molecular System [REF 500100] eller NeuMoDx 96 Molecular System [REF 500200]

VARNINGAR OCH FORSIKTIGHETSATGARDER
® NeuMoDx CMV Quant Test Strip ar enbart avsedd for in vitro-diagnostisk anvandning tillsammans med NeuMoDx System.
® Anviand inte reagenser eller forbrukningsvaror efter det angivna utgangsdatumet.
® Anvand inte reagenser om forseglingen ar bruten eller om férpackningen ar skadad vid leverans.

® Anviand inte forbrukningsvaror eller reagenser om skyddspasen &r 6ppen eller trasig vid leverans.
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En giltig testkalibrering (skapas genom bearbetning av hoga och |aga kalibratorer fran NeuMoDx CMV Calibrator [REF 800400])
maste finnas tillganglig innan testresultat kan genereras for kliniska prover.

NeuMoDx CMV External Controls (REF 900401) maste bearbetas var 24:e timme under testning med NeuMoDx CMV Quant Assay.

Den minsta provvolymen &r 1 mL EDTA/ACD-plasma vid anvandning av provrérs-carrier fér 32 provrér. Volymer under 1 mL kan leda
till fel i NeuMoDx System.

CMV-testning av prover som lagrats i fel temperatur eller langre tid an den féreskrivna kan leda till ogiltiga eller felaktiga resultat om
NeuMoDx CMV Quant Test Strip anvadnds.

Undvik alltid kontaminering med mikrober eller deoxyribonukleas (DNase) av alla reagenser och férbrukningsvaror. Sterila DNase-
fria 6verforingspipetter for engangsbruk rekommenderas. Anvand en ny pipett for varje prov.

Undvik att hantera eller bryta loss nagon NeuMoDx Cartridge efter amplifiering for att undvika kontamination. Hamta inte NeuMoDx
Cartridge fran behallaren for biologiskt avfall (NeuMoDx 288 Molecular System) eller tunnan for biologiskt avfall (NeuMoDx 96
Molecular System) under nagra omstandigheter. NeuMoDx Cartridge ar utformad for att forebygga kontaminering.

Om PCR-tester med 6ppna ror dven utfors av laboratoriet ska atgarder vidtas for att sdkerstélla att NeuMoDx CMV Quant Test Strip,
ytterligare forbrukningsvaror och reagenser som behovs for testning, personlig skyddsutrustning som handskar och labbrockar och
NeuMoDx System inte ar fororenade.

Rena, puderfria nitrilhandskar ska baras vid hantering av alla NeuMoDx-reagenser och -forbrukningsvaror. Ror inte vid ovansidan av
NeuMoDx Cartridge, folieforseglingen till NeuMoDx CMV Quant Test Strip eller NeuMoDx Extraction Plate eller ovansidan av
NeuMoDx Lysis Buffer 1; ta endast i sidorna nar férbrukningsvaror och reagenser hanteras.

Sakerhetsdatablad (Safety Data Sheets, SDS) kan bestillas.
Tvatta hdanderna noga nar testet har utforts.
Pipettera inte med munnen. Rok, drick eller &t inte i omraden déar prover eller reagenser hanteras.

Hantera alltid prover som om de vore smittfarliga och i enlighet med sikra laboratorierutiner sasom de som beskrivs i Biosafety in
Microbiological and Biomedical Laboratories* och CLSI-dokument M29-A4.°

Avfallshantera oanvanda reagenser och avfall i enlighet med nationella, federala, regionala och lokala foreskrifter.

PRODUKTFORVARING, HANTERING OCH STABILITET

Alla NeuMoDx-reagenser och forbrukningsvaror (férutom externa kontroller och kalibratorer) ar stabila i den priméra férpackningen vid

18 till 23 °C till och med det angivna utgangsdatumet pa den omedelbara produktetiketten.

En NeuMoDx CMV Quant Test Strip som laddats i NeuMoDx System &r stabil i 14 dagar. NeuMoDx System-programvaran uppmanar
anvandaren att ta bort testremsor som varit laddade i NeuMoDx System i mer &n 14 dagar och nya NeuMoDx CMV Quant Test Strips maste
6ppnas och laddas i NeuMoDx System.

NeuMoDx-kalibratorer och -kontroller &r inte smittsamma, men ska kasseras som biologiskt avfall efter anvandning eftersom de innehaller
malmaterial efter bearbetning i systemet som kan orsaka kontaminering om de inte hanteras korrekt.

INSAMLING, TRANSPORT OCH LAGRING AV PROV

1.
2.
3.

Hantera alla prover som potentiella smittbarare.
Frys inte helblod eller prover som forvaras i primarrér.

Plasmaprov ska prepareras genom att helblod samlas in i sterila provrér med EDTA eller ACD som antikoagulerande medel. Folj
anvisningarna fran tillverkaren av provtagningsroren.

Helblod som samlats in i behallare enligt ovan gér att lagra och/eller transportera i upp till 24 timmar vid 2 °C till 25 °C fére
plasmaberedningen. Plasmaberedningen ska utféras enligt tillverkarens anvisningar.

Preparerade plasmaprover kan férvaras i NeuMoDx System i upp till 8 timmar fore bearbetningen. Om ytterligare férvaringstid behovs
rekommenderar vi att proven placeras antingen i en kyl eller frys.

Preparerade plasmaprover ska forvaras vid 2 °C till 8 °C i hogst 7 dagar innan de testas och hogst 8 timmar i rumstemperatur.

Preparerade prover far forvaras vid < -20 °C i upp till 26 veckor fér plasma fore bearbetningen. Frysning/tining av plasmaprover far
utféras hogst 2 ganger innan anvandningen.

a.  Om proverna ar frysta: Lat dem tina helt till rumstemperatur (15-30 °C) och vortexblanda sa att de blir homogena.
b.  Upptinade frysta prov maste testas inom 8 timmar.

8. Om proverna ska skickas ska de férpackas och markas i enlighet med géllande nationella och/eller internationella foreskrifter.

10.

Mark proven tydligt och ange att de ar avsedda for CMV-testning.
Fortsatt till avsnittet Beredning av test.

Den 6vergripande processen for implementering av NeuMoDx CMV Quant Assay sammanfattas nedan i Bild 1.
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IMPLEMENTERING AV
NEUMODX CMV QUANT ASSAY

Ladda forbrukningsvaror om Ladda testspecifika reagenser
NeuMoDx-programvaran uppmanar e NeuMoDx Lysis Buffer 1
till det o NeuMoDx CMV Quant Test Strips

Bearbeta
NeuMoDx CMV
Calibrators

Upprepa med
90 dagars
mellanrum eller nar
Ar en ny lot av
kalibratorerna NeuMoDx CMV
giltiga? Quant Test Strip
anvands

Bearbeta
NeuMoDx CMV
External Controls

Ar
kontrollerna Upprepa med
giltiga? 24 timmars

mellanrum

BEARBETA RUTINPROVER .

Bild 1: Arbetsfléde for anvandning av NeuMoDx CMV Quant Assay

BRUKSANVISNING

Beredning av test
1. Fast provstreckkodsetiketten pa ett provror som ar kompatibelt med NeuMoDx System.

2. Overfor > 1 mL plasma till det streckkodsmaérkta (sekundira) réret med en dverféringspipett om carriern fér 32 provror anvéands eller
> 2 mL om carriern for 24 provror anvands. Se till att inga klumpar 6verférs fran plasmaprovet till provréret. Anvand en annan

overforingspipett for varje prov.

3. Det sekundara roret maste uppfylla féljande rérspecifikationer som dr kompatibla med NeuMoDx System pa basis av provrors-carrier

som anvands for bearbetning.

e Carrier for 32 provror: mellan 11 mm och 14 mm diameter och mellan 60 mm och 120 mm héjd
e Carrier for 24 provror: mellan 14,5 mm och 18 mm diameter och mellan 60 mm och 120 mm hojd
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Anvdndning av NeuMoDx™ System
Se operatérshandboken till NeuMoDx 288 och 96 Molecular System for utférliga anvisningar (art.nr 40600108 och 40600317)

1. Fyll en eller flera NeuMoDx System testremse-carrier(s) med NeuMoDx CMV Quant Test Strip och anvand pekskdrmen for att ladda
testremsecarriern i NeuMoDx System.

2. Om NeuMoDx System-programvaran uppmanar till det ska du tillsdtta nédvandiga forbrukningsvaror i NeuMoDx Systems carriers for
forbrukningsvaror och anvanda pekskdarmen for att ladda carriern i NeuMoDx System.

3.  Om NeuMoDx System-programvaran uppmanar till det ska NeuMoDx Wash Reagent eller NeuMoDx Release Reagent bytas,
primingsavfallet tommas eller tunnan for biologiskt avfall tommas efter behov.

4, Bearbeta kalibratorer [REF 800400] och/eller externa kontroller [REF 900401] om det behévs vid uppmaning i NeuMoDx
System-programvaran. Mer information om kalibratorer och kontrollerar finns i avsnittet Bearbetning av resultat.

5. Ladda provréren med prov/kalibrator/kontroll i en vanlig carrier fér 32 provror. Se till att alla provrérslock &r borttagna.

6. Satt provrors-carrier pa en ledig plats pa Autoloader-hyllan och anvdnd pekskdrmen for att ladda carriern i NeuMoDx System. Da inleds
bearbetningen av de laddade proverna fér de angivna testerna.

BEGRANSNINGAR
e NeuMoDx CMV Quant Test Strip kan bara anvdndas pa NeuMoDx System.

e Prestandan fér NeuMoDx CMV Quant Test Strip har faststallts for plasmaprover som beretts fran helblod som samlats in med EDTA/ACD
som antikoagulant. Anvdndning av NeuMoDx CMV Quant Test Strip med andra kliniska provtyper har inte utvarderats och
prestandaegenskaperna for testet ar okanda fér andra provtyper.

e Eftersom detektion av CMV &r beroende av antalet organismer i provet ar palitliga resultat beroende av att provet samlas in, hanteras och
lagras pa korrekt satt.

e Kalibratorer och externa kontroller maste behandlas enligt rekommendationerna i bipacksedlarna och uppmaningarna i NeuMoDx System-
programvaran innan kliniska prover rutinbearbetas.

e Felaktiga resultat kan uppsta vid felaktig insamling, hantering, lagring, tekniska fel eller felidentifiering av provror. Dessutom kan felaktigt
negativa resultat bli fljden eftersom antalet viruspartiklar i provet ligger under detektionsgransen fér NeuMoDx CMV Quant Assay.

e NeuMoDx System far bara anvdndas av personal som utbildats inom anvandning av NeuMoDx System.

e Om bade CMV- och SPC1-malet inte amplifieras rapporteras ett resultat som ogiltigt (Indeterminate (Obestamt) eller Unresolved (Olost)).
D3 ska testet upprepas.

e Om NeuMoDx CMV Quant Assay ar positivt, men kvantifieringsvardet ar utanfor kvantifieringsgranserna, sa rapporterar NeuMoDx System
om detekterad CMV var under lagre kvantifieringsgrans (Lower Limit of Quantitation, LLoQ) eller éver 6vre kvantifieringsgrans (Upper Limit
of Quantitation, ULoQ).

e Om detekterad CMV var under LLoQ kan analysen med NeuMoDx CMV Quant Assay upprepas (om sa 6nskas) med en annan alikvot av
provet.

e Om detekterad CMV var 6ver ULoQ kan analysen upprepas med NeuMoDx CMV Quant Assay och en utspadd alikvot av det ursprungliga
provet. Vi rekommenderar en spadning pa 1:100 eller 1:1 000 i CMV-negativ plasma eller Basematrix 53 Diluent (Basematrix) (SeraCare,
Milford, MA). Koncentrationen i det ursprungliga provet kan beraknas enligt féljande:

Ursprunglig provkoncentration = logio (spddningsfaktor) + rapporterad koncentration av det utspddda provet.

e Sporadisk forekomst av PCR-hammare i plasma kan orsaka ett kvantifieringsfel i systemet. | sa fall rekommenderar vi att testet upprepas
med samma prov utspatt i Basematrix i spadningen 1:10 eller 1:100.

e Ett positivt testresultat indikerar inte nédvéandigtvis férekomsten av levande organismer. Snarare tyder ett positivt resultat pa forekomst av
cytomegalovirus-DNA.

e Deletioner eller mutationer i de bevarade regionerna av CMV-genom, som ar mal f6r NeuMoDx CMV Quant Assay, kan paverka
detekteringen eller ge upphov till felaktiga resultat med NeuMoDx HBV Quant Test Strip.

e Resultat fran NeuMoDx CMV Quant Assay ska anvandas som komplement till kliniska observationer och 6vrig information som finns
tillganglig for Iakaren. Testet ar inte avsett for diagnosticering av infektioner.

e God laboratoriesed inklusive att byta handskar mellan hantering av patientprover rekommenderas for att undvika kontaminering.
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BEARBETNING AV RESULTAT
Tillgangliga resultat kan visas eller skrivas ut fran fliken Results (Resultat) i fonstret Results (Resultat) pa NeuMoDx Systems pekskarm.

Resultatet av NeuMoDx CMV Quant Assay genereras automatiskt av programvaran i NeuMoDx System med beslutsalgoritmen och
resultatbearbetningsparametrarna som angetts i definitionsfilen till NeuMoDx CMV Assay (CMV ADF). Ett NeuMoDx CMV Quant Assay-resultat kan
anges som Negative (Negativt), Positive (Positivt) med en rapporterad CMV-koncentration, Positive (Positivt) ver ULoQ, Positive (Positivt) under
LLoQ, Indeterminate (Obestdmt) eller Unresolved (Ol6st) baserat pa amplifieringsstatus for malet och provbearbetningskontrollen. Resultaten
rapporteras baserat pa beslutsalgoritmen i tabell 1.

Tabell 1: Beslutsalgoritm for NeuMoDx CMV Quant Assay

Provprocesskontroll (Sample

Resultat CcMV
Process Control, SPC1)
[2 < Ct <9 AND (OCH) EPR > 2 AND (OCH) EP
- - >1500] N
Positive (Positivt) ELLER N/A (EJ TILLAMPLIGT)

[9 <Ct <41 AND (OCH) EP >1500]

Positive (Positivt) 6ver dvre
kvantifieringsgransen [Upper Limit of
Quantitation, ULoQ] (logio IE/mL)
Positive (Positivt), under lagre
kvantifieringsgrans [Lower Limit of
Quantitation, LLoQ] (log1o IE/mL)

[CONC (KONC)] >8,0 logio IE/mL, NO QUANT

(INGEN KVANT) N/A (EJ TILLAMPLIGT)

[CONC (KONC)] < 1,3 logio IE/mL, NO QUANT

(INGEN KVANT) N/A (EJ TILLAMPLIGT)

N/A (EJ TILLAMPLIGT) OR (ELLER) [2 < Ct <9

AND (OCH) EPR < 2] AMPLIFIERAD (28 <Ct <34)

Negative (Negativt) ELLER AND (OCH)
[9 <Ct <41 AND (OCH) EP < 1500] OR (ELLER) Ct EP >2 000
>41

Indeterminate (Obestamt) NOT AMPLIFIED/ Systems Errors Noted (ej amplifierad, systemfel upptacktes)

Unresolved (Ol&st) NOT AMPLIFIED/ No System Errors Noted (ej amplifierad, inga systemfel upptacktes)

EP = slutpunktsfluorescens (efter baslinjekorrektion); EPR = slutpunktsfluorescenskvot; C: = tréskelvarde for cykling;
Quant = berdknad mangd férekommande CMV uttrycks i logio IE/mL. Se testberdkning nedan.

Testberdkning

1. For prover inom kvantifieringsintervallet for NeuMoDx CMV Quant Assay sa berdknas koncentrationen av CMV DNA i proverna med hjalp
av den lagrade standardkurvan tillsammans med kalibreringskoefficienten.

a. En”kalibreringskoefficient” berdknas utifran resultatet av NeuMoDx CMV Calibrators som bearbetats for att faststalla
standardkurvans giltighet for en viss lot av NeuMoDx CMV Quant Test Strip i ett specifikt NeuMoDx System.

b. Kalibreringskoefficienten raknas in i den slutliga bestdmningen av koncentrationen av CMV DNA.

2. Resultaten av NeuMoDx CMV Quant Assay rapporteras i logio IE/mL.

3. Den resulterande kvantifieringen av de okdnda proverna kan sparas till WHO:s femte internationella standard fér CMV.

Testkalibrering

En giltig kalibrering baserad pa standardkurvan kravs for att kvantifiera CMV DNA i proven. For att resultaten ska bli giltiga maste en
testkalibrering utféras med kalibratorer fran NeuMoDx Molecular, Inc.

Externa kalibratorer
1. NeuMoDx CMV Calibrators levereras i en sats [REF 800400] och innehaller icke-infekterat inkapslat CMV-mal utspatt i Basematrix.
2. En uppsattning CMV-kalibratorer behover bearbetas for varje ny lot med NeuMoDx CMV Quant Test Strips, eller om en ny CMV-

analysdefinitionsfil laddas upp i NeuMoDx System, eller om utgangsdatum har passerat fér den aktuella kalibratoruppsattningen (90 dagar),
eller om programvaran i NeuMoDx System fordandras.

3. Programvaran i NeuMoDx System meddelar anvandaren om nér kalibratorerna behéver bearbetas. En ny lot med testremsor kan inte
anvandas innan kalibratorerna har bearbetats utan fel.
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4. Kalibreringsvaliditeten faststélls sa har:
a) En uppsattning med tva kalibratorer — hog och lag — behover bearbetas for att faststélla validiteten.

b) Minst tva av de tre replikaten maste ge resultat som ligger inom de forinstéllda parametrarna for att resultaten ska bli giltiga. Det
nominella malvardet for 1ag kalibrator &r 3 logio IE/mL och for hog kalibrator 5 logio IE/mL.

c) En kalibreringskoefficient berdknas for att kompensera for forvantad variation mellan testremsloter. Kalibreringskoefficienten
anvands vid bestamningen av slutlig CMV-koncentration.

5. Om en eller bagge kalibratorer inte godkédnns av validitetskontrollen sa upprepar du bearbetningen av de misslyckade kalibratorerna med en
ny ampull. Om en kalibrator inte valideras sa gar det att enbart upprepa den misslyckade kalibratorn eftersom systemet inte kraver att
anvandaren kor bagge kalibratorernaigen.

6. Kontakta NeuMoDx Molecular, Inc. om en eller bada kalibratorer underkanns i valideringen igen.

Kvalitetskontroll

Lokala foreskrifter anger vanligen att laboratoriet dr ansvarigt for kontrollrutiner som évervakar noggrannheten och precisionen i hela den
analytiska processen och maste faststalla antalet, typen av och frekvensen for testning av kontrollmaterial med hjalp av prestandaspecifikationer
for ett omodifierat, godkant testsystem.

Externa kontroller

1. Externa kontrollmaterial som innehaller icke-infekterat inkapslat CMV-mal i Basematrix for positiva kontroller tillhandahalls av NeuMoDx
Molecular, Inc. i en sats som innehaller NeuMoDx CMV External Controls [REF 900401].

2. Positiva och negativa externa kontroller behdver bearbetas en gang var 24:e timme. Om inga giltiga externa kontrolluppsattningar finns
begar NeuMoDx System-programvara anvdndaren att tillhandahalla dessa kontroller innan provresultat kan rapporteras.

3. Om externa kontroller kravs ska du hamta uppséattningen externa kontroller fran frysen och lata flaskorna tina vid rumstemperatur (15—
30 °C) tills de &r helt tinade. Vortexblanda varsamt sa att proven blir homogena.

4. Ladda ampullerna med de positiva och negativa kontrollampullerna i NeuMoDx System via pekskarmen och en provrérs-carrier pa
Autoloader-hyllan. NeuMoDx System identifierar streckkoden och bérjar bearbeta provroren, forutsatt att lampliga reagenser eller
forbrukningsvaror som kravs for testning ar tillgangliga.

5. Giltigheten for externa kontroller analyseras av NeuMoDx System baserat pa det forvantade resultatet. Den positiva kontrollen ska ge ett
CMV Positive (positivt) resultat och den negativa kontrollen ett CMV Negative (negativt) resultat.

6. GoOr sa hdr om resultaten for externa kontroller avviker fran varandra:

a) Ett positivt testresultat som rapporteras for ett negativt kontrollprov indikerar att provet ar kontaminerat.

b) Ett negativt testresultat som rapporteras for ett positivt kontrollprov kan indikera att det finns ett reagens- eller instrumentrelaterat
problem.

c) |bada fallen ska NeuMoDx CMV External Control testas igen fran nytinade ampuller med kontrollen om valideringstestet misslyckas.

d) Om den positiva NeuMoDx CMV External Control aterigen ger ett Negative (Negativt) resultat ska du kontakta kundtjanst hos
NeuMoDx.

e) Om den negativa NeuMoDx CMV externa kontrollen aterigen ger ett positivt resultat: férsok eliminera alla potentiella
kontamineringskallor, bland annat genom att byta ALLA reagenser innan du kontaktar kundtjanst hos NeuMoDx.

Provprocesskontroller (interna)

En exogen provbearbetningskontroll (Sample Process Control, SPC1) inkluderas i NeuMoDx Extraction Plate och genomgar hela processen med
nukleinsyraextraktion och realtids-PCR-amplifiering med varje prov. SPC1-specifika primrar och prob inkluderas ocksa i varje NeuMoDx CMV Quant
Test Strip. Darmed kan narvaron av SPC1 detekteras tillsammans med CMV mal-DNA (i férekommande fall) via multiplex realtids-PCR. Detektering
av SPCl-amplifiering gor att programvaran i NeuMoDx System kan 6vervaka effektiviteten hos DNA-extraktion och PCR-amplifieringsprocesserna.

Ogiltiga resultat

Om en NeuMoDx CMV Quant Assay som utférs i NeuMoDx System inte producerar ett giltigt resultat rapporteras det som antingen Indeterminate
(Obestamt) (IND) eller Unresolved (Ol6st) (UNR) baserat pa typen av fel som uppstod.

Ett IND-resultat rapporteras om ett NeuMoDx System-fel upptéckts under provbearbetningen. Om ett IND-resultat rapporteras rekommenderas
ett omtest.

Ett UNR-resultat rapporteras om ingen giltig amplifiering av CMV DNA eller SPC1 identifieras, vilket indikerar ett mojligt reagensfel eller att det
finns hammare. Om ett UNR-resultat rapporteras kan ett omtest genomféras som forsta steg. Om dven omtestet misslyckas kan ett utspatt prov
anvandas for att lindra effekterna av eventuell provhamning.
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PRESTANDAEGENSKAPER

Analytisk sensitivitet — detektionsgrins enligt WHO-standard

Den analytiska sensitiviteten hos NeuMoDx CMV Quant Assay bestamdes genom att testa negativa prover och en spadningsserie enligt WHO:s
forstainternationella standard i screenad negativ human plasma for att faststalla detektionsgransen (Limit of Detection, LoD) pa NeuMoDx System.
LoD definierades som den ldgsta malnivan som detekteras till en kvot pa 95 %, vilket faststélldes av probitanalysen. Undersokningen utfordes i tre
dagar med flera system och flera loter med NeuMoDx-reagenser. Varje system behandlade 18 replikat vid varje spadningsniva per dag.
Detektionsnivaerna visas i tabell 2.

Tabell 2: Positiva detektionsnivaer for LoD-bestamning av NeuMoDx CMV Quant Assay

PLASMA
Malkoncentration | Malkoncentration Antal Antal
[IE/mL] [logio IE/mL] giltiga . Detektionsniva
positiva
tester

50 1,70 108 108 100,0 %
30 1,48 108 107 99,1 %
25 1,40 108 106 98,1%
20 1,30 108 105 97,2 %
15 1,18 108 99 91,7 %
NEG -—- 108 0 0,0 %

LoD fér NeuMoDx CMV Quant Assay i plasma for varianten gB1 faststalldes till 17,7 IE/mL (1,25 logio IE/mL) med 95 % konfidensintervall (KI) p&
13,8-21,0 IE/mL, (1,14-1,32 logio IE/mL) [bild 2]. LoD fér genotyper faststalldes vid 20,0 IE/mL (1,30 logio IE/mL) enligt traffrekvensanalysen.

CMV Quant Assay LoD (plasma)
LoD = 17,7 IE/mL [95 % KI (13,8, 21,0)]

1 P

1,2
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= /
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Bild 2: Probitformatanalys anvdndes for att faststdlla LoD for NeuMoDx CMV Quant Assay i plasmaprov

Analytisk sensitivitet — kvantifieringsgrins— lagre kvantifieringgrins (LLoQ)

Den lagre kvantifieringsgransen (Lower Limit of Quantitation, LLoQ) definieras som den lagsta malnivan dar > 95 % detektion uppnas OCH totalt
analytiskt fel (Total Analytical Error, TAE) < 1,0. For att faststdlla LLoQ berdknades det totala analytiska felet (Total Analytical Error, TAE) for var
och en av malnivaerna féor CMV som rapporterade > 95 % detektion som en del av LoD-berakningen. Det totala analytiska felet definieras enligt
féljande:

TAE = bias + 2*SD (Westgard-statistik)

Bias dr absolutvardet for skillnaden mellan medelvardet av den berdknade koncentrationen och den férvdantade koncentrationen. SD avser
standardavvikelsen for det kvantifierade vardet for provet.

Sammanstallda resultat for de fem nivaerna av CMV (variant gB1) plasmaprover som anvéandes i LLoQ-studien visas i tabell 3. Baserat pa den
har datauppsattningen och tidigare bestamd LoD faststélldes LLoQ till 20,0 IE/mL (1,30 logo IE/mL) och bekréftades sedan fér flera genotyper.
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Tabell 3: NeuMoDx CMV Quant Assay LLoQ med Bias och TAE

Malkonc. Malkonc. Snittkonc. DetektPi:f:ma ‘
[IE/mL] [logio IE/mL] [log, IE/mL] %) SD Bias | TAE
50 1,70 1,75 100,0 0,16 0,05 0,37
30 1,48 1,62 99,1 0,24 0,14 0,62
25 1,40 1,56 98,1 0,19 0,17 0,55
20 1,30 1,57 97,2 0,22 | 027 | 0,72
15 1,18 1,52 91,7 021 | 0,35 | 0,78

Baserat pa utfallen av de hir studierna bestdmdes LoD och LLoQ fér NeuMoDx CMV Quant Assay till 20,0 IE/mL [1,30 logio IE/mL].

Linjdritet och bestamning av 6vre kvantifieringsgrans (Upper Limit of Quantitation, ULoQ)

Linjaritet och 6vre kvantifieringsgrans (ULoQ) hos NeuMoDx CMV Quant Assay faststalldes i plasma genom att forbereda en spadningsserie

med NeuMoDx inkapslade CMV-mal och Exact CMV Positive Control (Exact Diagnostics, Fort Worth, TX) med faststalld sparbarhet till WHO:s forsta
internationella standard. En panel med 9 deltagare preparerades i poolad CMV-negativ plasma sa att panelen omfattade koncentrationer pa 8 till
1,7 logio IE/mL. . ULoQ fér NeuMoDx CMV Quant Assay faststalldes till 8,0 logio IE/mL. De CMV-analyskoncentrationer som NeuMoDx System
rapporterat jamfort med de férvantade vardena presenteras i bild 3.

Linjaritetstest for NeuMoDx CMV
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Bild 3: Linjaritet hos NeuMoDx CMV Quant Assay

Linjaritet 6ver genotyper

Linjariteten hos NeuMoDx CMV Quant Assay fér fyra CMV-genotyper (gB1, gB2, gB3 och gB4) bestimdes genom att testa minst fem olika
koncentrationer av varje genotyp av CMV preparerade i poolad CMV-negativ plasma. Nivaerna for CMV-malen som testades i den har studien var
beroende av koncentrationen av kallprovet och skilde sig dirmed mellan genotyper. Studien utférdes genom att testa 6 replikat av var och en av
4 genotyper i 5 koncentrationer. Linjariteten for fyra CMV-genotyper visas i tabell 4 och bild 4.

Tabell 4: Linjaritet hos NeuMoDx CMV Quant Assay dver genotyper

Linjaritetsekvation
Genotyp y = NeuMoDx CMV Assay Quantitation R?
x = Forvantat kvantifiering
gB1 y =0,960x + 0,103 0,994
gB2 y =0,989x + 0,009 0,996
gB3 y =1,023x + 0,099 0,967
gB4 y = 0,968x + 0,004 0,992
NeuMoDx Molecular, Inc. 40600165-SV_E
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Linjaritetstest av NeuMoDx CMV — Genotyp
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Bild 4: Linjaritet hos NeuMoDx CMV Quant Assay 6ver genotyper

Analytisk specificitet — korsreaktivitet

Analytisk specificitet demonstrerades genom screening av 35 organismer som kan finnas i blod- och plasmaprover och prover som fylogenetiskt
liknar CMVi korsreaktivitetssyfte. Organismerna bereddes i pooler pa 5—6 organismer vardera och testades vid hég koncentration. De testade
organismerna visas i tabell 5. Ingen korsreaktivitet observerades med nagon av de testade organismerna vilket bekraftar 100 % analytisk specificitet
for NeuMoDx CMV Quant Assay.

Tabell 5: Patogener som anvands for att demonstrera analytisk specificitet

Icke-malorganismer

. . Herpes Simplex Virus Clostridium Mycoplasma Streptococcus
BK polyomvirus Adenovirus typ 5 i i i
typ-1 perfringens pneumoniae pneumoniae
. . . . Herpes Simplex Virus Enterococcus Neisseria Streptococcus
Epstein-Barr-virus Hepatit C-virus .
typ-2 faecalis gonorrhoeae pyogenes

Humant herpesvirus Propionibacterium

Parvovirus B19 Varicella-Zoster-virus Escherichia coli Aspergillus niger
typ-6 acnes
Humant herpesvirus JCovirus HIV 1 KIebs:eIla. Salm.onel{a Candida albicans
typ-7 pneumoniae typhimurium
Humant herpesvirus Humant HIV 2 Listeria Staphylococcus Cryptococcus
typ-8 papillomvirus 16 monocytogenes aureus neoformans
Hepatit B-virus H umant . Chlamydla' M)'/cobacterlum Stqphylo.cc?ccus

papillomvirus 18 trachomatis avium epidermidis

Analytisk specificitet — Stérande &mnen, kommensala organismer

NeuMoDx CMV Quant Assay utvarderades for interferens vid néarvaro av icke-malorganismer med hjalp av samma organismpooler som forberetts
for korsreaktivitetstestningen som beskrivs ovan i tabell 5. Negativ CMV-plasma spetsades med organismerna och poolades i grupper om 4-7 och
spetsades ocksa med CMV-mal i en koncentration av 3 logio IE/mL. Ingen betydande interferens observerades i narvaron av de har kommensala
organismerna vilket visas av den minimala avvikelsen i kvantifiering fran kontrollproverna utan interfererande agent.

Analytisk specificitet — Stérande Zmnen, endogena och exogena substanser

NeuMoDx CMV Quant Assay utvarderades vid narvaro av typiska exogena och endogena interfererande substanser som patréffas i CMV-kliniska
plasmaprover. Det inkluderade onormalt hoga nivaer av blodkomponenter samt vanliga antivirala ldkemedel, vilka klassificerats i tabell 6. Varje
substans tillsattes till screenad CMV-negativ humant plasma som spetsats med 3 logio IE/mL CMV, och proverna analyserades med avseende pa
interferens. Dessutom interferenstestades plasma som smittats med vanliga sjukdomar kopplade till infektion med CMV. Den genomsnittliga
koncentrationen och bias for alla substanser som testats jamfort med kontrollproverna spetsade med samma niva CMV rapporteras i tabell 7. Inga
av de exogena eller endogena substanserna paverkade specificiteten hos NeuMoDx CMV Quant Assay.
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Tabell 6: Interferenstestning — exogena @mnen (lakemedelsklassificeringar)

Pool Likemedelsnamn Klassificering Pool Likemedelsnamn Klassificering
Azathioprin Immunsuppresivum Trimethoprim Antibiotika
Cyklosporin Immunsuppresivum Vankomycin Antibiotika

- <
E Foskarnet Antiviral (Herpesviridae) E Takrolimus Immunsuppresivum
a a
Ganciklovir Antiviral (CMV) Everolimus Immunsuppresivum
Valganciclovir Antiviral (CMV) Clavulanate Antibiotika
hydrochloride potassium
Prednison Kortikosteroid/Immunsuppressivum Famotidin Histaminreceptorantagonist
Cidofovir Antiviral (CMV) Sulfametoxazol Antibiotika
(o]
_g Cefotetan Antibiotika (bredspektrum) &0 Valacyclovir Antiviral (Herpesviridae)
a o
Cefotaxim Antibiotika (bredspektrum) & Letermovir Antiviral (CMV)
Flukonazol Antifungal Ticarcillin disodium Antibiotika
Mykofenolatmofetil Immunsuppresivum Leflunomid Immunsuppresivum
Mycophenolate .
. Immunsuppresivum
o sodium
8 Piperacillin Antibiotika
a
Sirolimus/Rapamycin Immunsuppresivum)
Tazobaktam Modifierad antibiotika
Tabell 7: Interferenstestning — exogena och endogena medel
Snittkonc. Bias
Endogena
logio IE/mL logio IE/mL
Hemoglobin 2,97 0,07
Triglycerider 3,03 0,13
Bilirubin 3,01 0,11
Albumin 2,88 -0,02
Snittkonc. Bias
Exogena (lakemedel)
logo IE/mL logio IE/mL
Pool 1:  Azathioprin, Cyklosporin, Foscarnet, Ganciklovir,
A . 2,88 -0,02
Valganciklovirhydroklorid
Pool 2:  Prednison, Cidofovir, Cefotetan, Cefotaxim, Flukonazol 2,91 0,01
Pool 3: Mycophenolate mofetil, Mycophenolate sodium, Piperacillin, 2098 0.08
Sirolimus/Rapamycin, Tazobactam ’ ’
Pool 4:  Trimethoprim, Vancomycin, Tacrolimus, Everolimus, Clavulanate 305 015
potassium , A
Pool 5: Famotidine, Sulfamethoxazole, Letermovir, Valacyclovir, Ticarcillin
S - 2,87 -0,03
disodium, Leflunomide
Snittkonc. Bias
Sjukdomstillstand
logo IE/mL logio IE/mL
Antinuklear antikropp (Antinuclear Antibody, ANA) 2,90 0,00
Systemic Lupus Erythematosus (SLE) 3,04 0,14
Reumatoid artrit 2,99 0,09
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Precision inom labbet

Precisionen for NeuMoDx CMV Quant Assay faststadlldes genom att testa 3 replikat i en panel med 4 medlemmar med CMV-prover beredda med
Exact CMV Positive Control (Exact Diagnostics, Fort Worth, TX) tva ganger per dag, med tvda NeuMoDx 288 System och ett NeuMoDx 96 System
under 12 dagar. Precisionerna inom kérning, inom dag och inom system karakteriserades och den 6vergripande standardavvikelsen faststalldes till
<0,15 logio IE/mL. Utmarkt precision demonstrerades mellan system, dagar eller kérningar som det visas i tabell 8. Precisionen mellan anvandare
berdknades inte eftersom inte anvandaren spelar nagon tydlig roll i bearbetningen av prover med NeuMoDx System.

Tabell 8: Precision inom labbet — NeuMoDx CMV Quant Assay pa NeuMoDx Systems

CMV, malkonc. CMV, snittkonc. SD inom SD inom SD inom Overgripande
[logio IE/mL] [logio IE/mL] system dag kérning (Inom labb) SD
57 5,64 0,09 0,09 0,07 0,13
4,7 4,58 0,10 0,10 0,08 0,14
3,7 3,60 0,09 0,09 0,07 0,12
2,7 2,62 0,13 0,13 0,10 0,15

Reproducerbarhet lot till lot

Reproducerbarhet fran lot till lot for NeuMoDx CMV Quant Assay bestamdes med tre olika loter av nyckelreagenser — NeuMoDx Lysis Buffer 1,
NeuMoDx Extraction Plates och NeuMoDx CMV Quant Test Strips. En 4-medlemspanel av CMV preparerad med Exact CMV Control anvandes for
att beddma prestandan. Testen utférdes med de tre reagensloterna pa tre system under 6 dagar. Variationen inom och mellan loter analyserades
och resultaten presenteras i tabell 9. Maximal évergripande bias var 0,12 logio IE/mL och maximal dvergripande standardavvikelse var 0,39 logio
IE/mL. Likvardig prestanda demonstrerades mellan loter eftersom kvantifiering av alla panelmedlemmar var inom toleransspecifikationen.

Tabell 9: Reproducerbarhet fran lot till lot — NeuMoDx CMV Quant Assay

a . N . .
CMV, malkonc. | CMV, snittkonc. (Giltiga resultat Bias Mellan lot SD | SD inom lot Overgripande
[logio IE/mL] [logio IE/mL] SD
per lot)
5,7 5,65 36 0,05 0,27 0,15 0,31
4,7 4,63 36 0,07 0,22 0,13 0,26
3,7 3,58 36 0,12 0,34 0,18 0,39
2,7 2,64 36 0,06 0,12 0,14 0,18

Kontrolleffektivitet

SPC1 ingar i NeuMoDx CMV Quant Assay for att rapportera processtegfel eller hammande som paverkar metodens prestanda. Effektiviteten
testades under forhallanden som &r representativa for kritiska processtegsfel som kan uppsta vid provbearbetning och som eventuellt inte
detekteras av sensorerna som 6vervakar prestandan fér NeuMoDx System. Positiva (3 logio IE/mL) och negativa prover utmanades i ndrvaron av
en kontroll under foljande férhallanden: ndrvaro av hammare, ingen wash-lésning levererad och ingen wash-utblasning. Ineffektiviteter hos
processen som hade en negativ inverkan pa detektion/-kvantifiering av CMV speglades av prestandan for SPC1-malet som det visas i tabell 10. |
alla testade instanser kunde det visas att provprocesskontrollen pa ett adekvat satt fangade upp de ineffektiva processdelarna eller eventuell
hdmmarnarvaro eller ocksa att den forviantade processineffektiviteten inte signifikant forsamrade SPCl-detekteringen eller
detekteringen/kvantifieringen av CMV. SPC1 6vervakade ddrmed analysprestanda for NeuMoDx System framgangsrikt.

Tabell 10: Effektivitet hos provprocesskontrollen

Status for Status for CMV-
Testat processtegfel processkontrollamplifiering o I Analysresultat
" malamplifiering
1 f6r prov
Presence of Inhibitor Not Amplified Not Amplified .
(Nérvaro av hammare) (Ej amplifierad) (Ej amplifierad) Unresolved (OlGst)
No Wash Delivered Not Amplified Not Amplified M
(Ingen skdljning tillford) (Ej amplifierad) (Ej amplifierad) Unresolved (Olést)
No Wash Blowout Amplified - . Positive (Positivt) med kvantifiering
(Ingen Wash-utblasning) (Amplifierad) Amplified (Amplifierad) inom 0,3 logio IE/mL med kontroll
NeuMoDx Molecular, Inc. 40600165-SV_E
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Frekvens av giltiga resultat

En retrospektiv analys av data som erhélls under prestandautvarderingen av NeuMoDx CMV Assay pa NeuMoDx Systems anvandes for bestamning
av procentandelen giltiga resultat. Giltiga testresultat rapporteras som Positive (Positivt) (POS) eller Negative (Negativt) (NEG); ogiltiga testresultat
kan anges antingen som Indeterminate (Obestamt) (IND) eller Unresolved (Ol6st) (UNR) baserat pa status for amplifiering for malet och
provprocesskontrollen. Ett IND-resultat orsakas vanligtvis av instrumentfel som leder till att malet och/eller den interna processkontrollen inte
amplifieras. Ett UNR-resultat tilldelas prover ndr bade malet och den interna processkontrollen inte amplifieras i franvaro av ett detekterat
instrumentfel. Det fanns 1 100 individuella NeuMoDx CMV Quant Assay-resultat inkluderade i den retrospektiva analysen, som inkluderade data
erhallna pa bade NeuMoDx 288 och NeuMoDx 96 System. UNR-frekvensen bestamdes till 0,91 % (10/1100) och IND-frekvensen bestamdes till
0,36 % (4/1100), vilket uppfyller acceptanskriterierna fér analysen. Darfér antogs frekvensen av giltiga resultat for NeuMoDx CMV Assay pa
NeuMoDx System vara 98,7 % med 95 % Kl (97,9-99,2).

Korskontaminering

Korskontamineringshastigheten for NeuMoDx CMV Quant Assay faststélldes genom testning av tre uppsattningar CMV-prov med alternerande
hoggradigt positiva och negativa prover. Totalt omfattade detta testning av 108 replikat av CMV-negativplasma och 108 replikat av spetsad
CMV-plasma vid 6,0 log10 IE/mL. Alla 108 replikaten av det negativa provet rapporterades som negativa, vilket visar att ingen korskontaminering
forekom under provbearbetning i NeuMoDx System.

Provmatrisekvivalens

Testning utférdes for att pavisa likvardighet for provmatrisen mellan helblod som samlats i bade provrér med etylendiamintetraattikssyra
(ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA) och sur citratdextros (acid citrate dextrose, ACD) for beredning av plasma. Ytterligare tester utférdes for
att faststalla likvardigheten mellan farska och frysta plasmaprover (insamlade i de tva provrértyperna). Farska prover forvarades vid 4 °C tills de
spetsades med tre nivaer CMV och ekvivalenstestades. Darefter frystes proverna i minst 24 timmar vid -20 °C. Efter den héar perioden av fryst
forvaring sa tinades proverna och testades om. Resultaten fran farska kontra frysta plasmaprover liksom EDTA- kontra ACD-plasmaprover
jamfordes for ekvivalens med regressionsanalys. Data uppvisade utmarkt jamférbarhet mellan EDTA- och ACD-plasmaprover och farska och frusna
plasmaprover med en lutning inom 0.02 av 1,0 och mycket I3g bias (skarningspunkt), sasom visas i tabell 11 nedan.

Tabell 11: Provmatrisekvivalens

ACD jamfort med K2EDTA Farskt jamfért med fryst

Parameterkrav
Farskt Fryst ACD EDTA
Lutning [0,9-1,1] 1,000 0,982 1,014 1,000
Skarningspunkt [<0,5 logio IE/mL] -0,050 0,018 -0,061 0,020
p-varde > 0,05 0,848 0,644 0,895 0,631

Jamforelse av klinisk metod

Kvantitativ prestanda hos NeuMoDx CMV Quant Assay utvirderades mot FDA-/CE-godkinda jamforelseanalyser genom att testa ospadda
kliniska prov fran CMV-infekterade patienter. Test utfoérdes internt hos NeuMoDx med en enkelblindad studie pa anonymiserade, kvarvarande
kliniska prover som erhallits fran fyra externa referenslaboratorier. Totalt 284 plasmaprover bearbetades med NeuMoDx CMV Quant Assay pa
ett (enkel)blindat satt pa flera NeuMoDx Molecular System.

Bearbetnings- och systemfelen som erhdélls 6ver NeuMoDx Molecular System var minimala och uppfyllde kriterierna. Sammanlagt 3 resultat med
Indeterminate (Obestamt) (IND) erholls for proverna, vilket resulterade i en 6vergripande initial IND-frekvens pa 1 % med 95 % Kl (0,27-3,32 %).
Det fanns inte tillrackligt med volym for att ombearbeta dessa 3 prover under det normala arbetsflédet. Det erholls ursprungligen 10 resultat med
Unresolved (Olost) (UNR), men enligt CMV Quant Assays rekommenderade procedur fér en 1:10-spadning i Basematrix for UNR-resultat erhélls
giltiga resultat vid upprepad testning av alla 10 UNR-prover som spatts ut pa lampligt satt. Darfor var den totala felfrekvensen for bearbetningen
1,06 % med 95 % Kl (0,27 %—3,3 %) pa grund av resultat med Indeterminate (Obestamt) som inte kunde testas igen pa grund av otillracklig volym.

Det fanns 4 prover som genererade en kvantifieringsfelflagga och 3 av dessa 4 kunde testas om enligt den rekommonderade proceduren med en
1:10-spddning av provet i Basematrix for att erhalla ett giltigt kvantitativt resultat. Av de 283 giltiga resultat som erhdlls i studien rapporterades
129 prover som positiva av NeuMoDx CMV Assay med motsvarande koncentrationsvarden som tilldelats av referenstesterna. For sex av dessa
prover rapporterades fem under LLoQ och ett rapporterades 6ver ULoQ med hjalp av referenstestet, och darfor hade sammanlagt 123 prov
motsvarande koncentrationsvarden som tilldelats av bade NeuMoDx CMV Quant Assay och referens CE-IVD-testerna och anvandes for kvantitativ
korrelationsanalys. Deming-regressions- och Passing-Bablok-regressionsanalyser anvdandes for att korrelera mellan koncentrationsvardena for
NeuMoDx CMV Assay och de varden som rapporterats av referenstesterna.

Ekvivalensdiagram genererades for att representera korrelationen mellan NeuMoDx CMV Quant Assay-koncentrationerna och
referenstestkoncentrationsvardena for alla prover som testades med Deming-regressionsanpassningen och Passing-Bablok-regressionsanpassningen,
sasom visas i bild 5.
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Bild 5:  Diagram over ekvivalens (till vdnster) och rester (till h6ger) — Kumulativ analys (6ver bada NeuMoDx Systems) av

NeuMoDx CMV Quant Assay-resultat Jamfort med referenstestresultat for ALLA prover baserat pa Passing-Bablok-
regressionsanalys.

Kvaliteten pa Deming-regressionsanpassningen illustreras av en lutningskoefficient pa 1,1 med 95% Kl (1,0, 1,2) och en skdrningspunkt
pa -0,18 med 95 % KI (-0,39, 0,03), vilket visar att de koncentrationsresultat som erhallits mellan NeuMoDx CMV Quant Assay och referenstesten
ar mycket korrelerade och med en godtagbar bias. Kvaliteten pa den linjdra Passing-Bablok-regressionsanpassningen illustreras av en
lutningskoefficient pa 1,1 med 95 % Kl (1,0, 1,2) och en skarningspunkt pa -0,24 med 95 % Kl (-0,51, 0,06), vilket visar att de koncentrationsresultat
som erhallits mellan NeuMoDx CMV Quant Assay och referenstesten ar mycket korrelerade och med en godtagbar bias, vilket framgar av tabell 12.

REFERENSER

Tabell 12: Sammanfattning av linjar regressionsanalys enligt Deming och Passing-Bablok

Deming-analys

Passing-Bablok-analys

Skarningspunkt

Lutningskoefficient

Skarningspunkt

Lutningskoefficient

-0,18
95 % Kl (-0,39, 0,03)

1,1
95 % KI (1,0, 1,2)

-0,24
95 % KI (-0,51, 0,06)

1,1
95 % K1 (1,0, 1,2)
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VARUMARKEN

NeuMoDx™ &r ett varumarke som tillhér NeuMoDx Molecular, Inc.

NeuDry™ &r ett varumarke som tillhér NeuMoDx Molecular, Inc.

TagMan® &r ett registrerat varumarke som tillhér Roche Molecular Systems, Inc.

Alla andra produktnamn, varumarken och registrerade varumarken som férekommer i detta dokument tillhor sina respektive dgare.
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