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300300 NeuMoDx™ HCV Quant Test Strip B only

PRECAUCION: Para exportaciones de EE. UU. exclusivamente

Para uso diagnostico in vitro con el NeuMoDx 288 y el NeuMoDx 96 Molecular System

Para ver actualizaciones en los folletos adjuntos, vaya a: www.qgiagen.com/neumodx-ifu
I:Ii:l Para obtener instrucciones detalladas, consulte el Manual del operador del NeuMoDx 288 Molecular System; ref. 40600108

Para obtener instrucciones detalladas, consulte el Manual del operador del NeuMoDx 96 Molecular System; ref. 40600317

USO PREVISTO

El NeuMoDx HCV Quant Assay es una prueba de amplificacion de dcidos nucleicos in vitro automatizada para la cuantificacion del ARN del virus de
la hepatitis C (HCV) en muestras de plasmay suero humano para los genotipos positivos del 1 al 6 del anticuerpo contra HCV en personas infectadas
por HCV. El NeuMoDx HCV Quant Assay implementado en el NeuMoDx 288 Molecular System y en el NeuMoDx 96 Molecular System (NeuMoDx
Systems) incorpora la extraccion automatizada de ARN para aislar el acido nucleico diana de la muestra y la reaccion en cadena de la polimerasa
inmediata con transcriptasa inversa (RT-RPC) para tratar las secuencias altamente conservadas en el genoma del virus de la hepatitis C.

El NeuMoDx HCV Quant Assay esta disefiado para utilizarse como ayuda en el tratamiento de pacientes con infecciones por HCV. Los resultados del
NeuMoDx HCV Quant Assay se deben interpretar en el contexto de todos los hallazgos de laboratorio y clinicos relevantes. El NeuMoDx HCV Quant Assay
no estd disefiado para su uso como prueba de deteccidn en sangre o en hemoderivados ni para diagnosticar el estado clinico de la infeccién por HCV.

RESUMEN Y EXPLICACION

La sangre completa humana extraida en tubos estériles de recogida de sangre que contienen acido etilendiaminotetracético (Ethylenediaminetetraacetic
Acid, EDTA) o solucién con &cido citrico, citrato sodico y glucosa (Acid Citrate-Dextrose, ACD) como anticoagulantes, o en tubos de preparacion de plasma
(Plasma Preparation Tubes, PPT), se puede utilizar para la preparacién del plasma; mientras que el suero se debe recoger en tubos de suero o tubos de
separacion de suero (Serum Separation Tubes, SST). Para preparar el andlisis, el plasma o el suero recogido en un tubo de muestras secundario o la sangre
fraccionada recogida en un tubo de muestras primario compatibles con el NeuMoDx System se carga en el NeuMoDx System mediante un soporte de tubos
de muestras compatible. Para cada muestra, se mezcla una alicuota de muestra de plasma/suero con el NeuMoDx Lysis Buffer 3 y el NeuMoDx System
realiza automdaticamente todos los pasos necesarios para extraer el acido nucleico diana, preparar el ARN aislado para la amplificacién mediante RT-RPC
inmediata vy, si corresponde, amplificar y detectar los productos de la amplificacion. El NeuMoDx HCV Quant Assay actua en dos regiones altamente
conservadas del genoma del HCV para aumentar la solidez del ensayo. El NeuMoDx HCV Quant Assay también incluye un control de proceso de muestras
(Sample Process Control, SPC2) de ARN para ayudar a supervisar la presencia de posibles sustancias inhibidoras, asi como los fallos de los reactivos o del
NeuMoDx System que pueden encontrarse durante los procesos de extraccion y amplificacion.

El HCV es virus ARN monocatenario positivo capaz de ocasionar infecciones agudas y crénicas.! Actualmente no existe ninguna vacuna contra la hepatitis C.
Aungue la infeccién aguda suele ser asintomatica y en pocos casos se asocia con enfermedades potencialmente mortales, en mas de la mitad de las personas
infectadas por el HCV se desarrolla infeccion crénica. De esas personas con infeccidn crénica por el HCV, el riesgo de cirrosis hepatica es del 15-30 % en un
periodo de 20 afios. Se sospecha que en el mundo hay cerca de 71 millones de personas con infeccion crdnica por el HCV, de las cuales se prevé que gran
parte contraera cirrosis hepatica o cancer hepético. >* Por ser un virus de transmisién hematica, el HCV se ha transmitido principalmente a través de la
sangre o de hemoderivados. La adopcién generalizada de pruebas de analisis de sangre ha reducido en gran medida las infecciones de sangre donada. *

La deteccion de anticuerpos contra el HCV no diferencia entre infecciones activas y eliminadas. Como consecuencia, es necesario que los algoritmos
de los laboratorios para el analisis del HCV realicen el diagnédstico de infecciones activas por el HCV en sujetos con anticuerpos positivos anti-HCV
mediante la deteccidon de ARN del HCV en plasma o suero antes de iniciar la terapia (si es necesario). En la actualidad, la cuantificacion del ARN del
HCV (carga virica) se utiliza de manera sistematica para establecer y supervisar un tratamiento satisfactorio contra el HCV.

Las directrices actuales para la gestion y el tratamiento de infecciones por el HCV recomiendan realizar pruebas cuantitativas del ARN del HCV antes de
iniciar la terapia antivirica a fin de establecer unos valores de linea base, y a las 12 semanas o después de terminar el tratamiento. En ocasiones se
recomiendan puntos temporales adicionales. La finalidad del tratamiento contra el HCV es obtener una respuesta virica sostenida (Sustained Virologic
Response, SVR), la cual se define como una concentracion de ARN del HCV indetectable (con un ensayo que tiene un limite de deteccién <25 Ul/ml) después
del tratamiento.” Las directrices recientes de la American Association for the Study of Liver Diseases sugieren realizar el analisis de ARN del HCV no solo en
la valoracidn de linea base, sino también periddicamente durante el tratamiento (por ejemplo, cada 4 semanas) y a las 12 semanas luego de terminar el
tratamiento. Para identificar una infeccién activa por el HCV se usan pruebas para detectar el ARN del HCV en combinacién con pruebas seroldgicas.®

PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO

El NeuMoDx HCV Quant Assay combina la extraccién automatizada de ARN, la amplificacién y la deteccién mediante RT-RPC inmediata. Se recogen
muestras de sangre completa en tubos con EDTA o con ACD, o en tubos PPT para la preparacién del plasma y/o en tubos SST para la preparacion
del suero. Se etiqueta la muestra de sangre primaria (fraccionada), o una alicuota de plasma/suero recogida en un tubo de muestras secundario
compatible, con un cddigo de barras y se coloca en el NeuMoDx System. EIl NeuMoDx System aspira automaticamente una alicuota del
plasma/suero para mezclarla con el NeuMoDx Lysis Buffer 3 y los agentes que contiene la NeuMoDx Extraction Plate para empezar el
procesamiento. El NeuMoDx System automatiza e integra la extraccion y la concentracion de ARN, la preparacién de los reactivos, y la amplificacion
y la deteccion del acido nucleico de las secuencias del analito mediante RT-RPC inmediata. El control de proceso de muestras (Sample Process
Control, SPC2) incluido ayuda a supervisar la presencia de posibles sustancias inhibidoras, asi como los fallos de los reactivos, del proceso o del
sistema. No es necesaria la intervencion del operador una vez cargada la muestra en el NeuMoDx System.
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El NeuMoDx System utiliza una combinacidn de calor, enzimas liticas y reactivos de extraccion para realizar automaticamente la lisis, la extraccion
del ARN vy la eliminacién de inhibidores. Las particulas paramagnéticas capturan los acidos nucleicos liberados. Las particulas, con acido nucleico
unido, se cargan en el NeuMoDx Cartridge donde los elementos no unidos se eliminan con el NeuMoDx Wash Reagent. A continuacion, el ARN
unido se eluye utilizando el NeuMoDx Release Reagent. EIl NeuMoDx System utiliza el ARN eluido para rehidratar los reactivos de amplificacién
NeuDry™ patentados que contienen todos los elementos necesarios para la amplificacién de los analitos de HCV y SPC2. Esto permite la
amplificacion y la deteccion simultaneas tanto del analito como de las secuencias de ARN de control. Tras la reconstitucién de los reactivos secos
de la RPC con retrotranscriptasa, el NeuMoDx System dispensa la mezcla preparada para la RT-RPC en una camara de RPC (por muestra) del
NeuMoDx Cartridge. La transcripcidn inversa, la amplificacion y la deteccion de las secuencias del analito y de control (si estan presentes) tienen
lugar en la cdmara de RCP. El NeuMoDx Cartridge esta disefiado para contener el amplicon tras la RCP, eliminando practicamente el riesgo de
contaminacién después de la amplificacién.

Los analitos amplificados se detectan en tiempo real utilizando productos quimicos de sonda de hidrdlisis (frecuentemente denominados productos
quimicos TagMan®) con moléculas de sonda de oligonucledtidos fluorégenos especificas de los amplicones para sus respectivos analitos. Las sondas TagMan
constan de un fluorocromo unido covalentemente al extremo 5’ de la sonda de oligonucledtidos y un supresor de la sefial en el extremo 3. Mientras la
sonda esta intacta, el fluorocromo y el supresor de la sefial estan cerca, permitiendo que la molécula supresora de la sefial extinga la fluorescencia que emite
el fluorocromo mediante la transferencia de energia de resonancia de Forster (Forster Resonance Energy Transfer, FRET).

Las sondas TagMan estan disefiadas para hibridarse en una regiéon de ADN amplificada por un conjunto especifico de cebadores. A medida que
la polimerasa de ADN Taq extiende el cebador y sintetiza la nueva hebra, la actividad de la exonucleasa 5' a 3' de la polimerasa de ADN Taq degrada
la sonda que se ha hibridado con la plantilla. La degradacién de la sonda libera el fluorocromo y rompe su proximidad con el supresor de la sefial,
por lo que se vence el efecto supresor debido a la FRET y se permite la deteccidn del fluorocromo. La sefial fluorescente resultante detectada en
el termociclador de RT-RPC cuantitativa del NeuMoDx System es directamente proporcional al fluorocromo liberado y se puede correlacionar con
la cantidad de analito presente.

Se utiliza una sonda TagMan marcada con un fluorocromo (excitacion: 490 nmy emisién: 521 nm) en el extremo 5' y un supresor de la sefial oscuro
en el extremo 3' para detectar el ARN del HCV. Para detectar el SPC2, la sonda TagMan esta marcada con un colorante fluorescente alternativo
(excitacién: 535 nm y emisidn: 556 nm) en el extremo 5' y un supresor de la sefial oscuro en el extremo 3'. El software del NeuMoDx System
supervisa la sefial fluorescente que emiten las sondas TagMan al final de cada ciclo de amplificacion. Una vez finalizada la amplificacidn, el software
del NeuMoDx System analiza los datos y genera un informe final del resultado (POSITIVE [Positivo], NEGATIVE [Negativo], INDETERMINATE
[Indeterminado], UNRESOLVED [No resuelto], NO RESULT [Sin resultado]). Si un resultado es positivo y la concentracion calculada esta dentro de
los limites de la cuantificacidn, el software del NeuMoDx System también proporciona un valor cuantitativo asociado a la muestra.

W REACTIVOS/CONSUMIBLES

Materiales suministrados

Unidades por Pruebas por Pruebas por

337 Conie paquete unidad paquete

NeuMoDx HCV Quant Test Strip
300300 Reactivos secos de la RCP con retrotranscriptasa que contienen cebadores y sondas 6 16 96
TagMan especificos para HCV y SPC2

Materiales necesarios pero no suministrados (disponibles por separado en NeuMoDx)

REF Contenido

NeuMoDx Extraction Plate

100200 . (- . o
Particulas paramagnéticas, enzima litica y controles de proceso de muestras secos

800200 o NeuMoDx HCV Calibrators

800202 Conjuntos de calibradores altos y bajos de HCV de un solo uso para establecer la validez de la curva de calibracion
900201 o NeuMoDx HCV External Controls
900202 Conjuntos de controles positivos y negativos de HCV de un solo uso

400600 NeuMoDx Lysis Buffer 3

400100 NeuMoDx Wash Reagent

400200 NeuMoDx Release Reagent

100100 NeuMoDx Cartridge

235903 Puntas Hamilton CO-RE/CO-RE 11 (300 pl) con filtros

235905 Puntas Hamilton CO-RE/CO-RE 11 (1000 pl) con filtros

Instrumentos necesarios
NeuMoDx 288 Molecular System [REF 500100] o NeuMoDx 96 Molecular System [REF 500200]
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PRECAUCIONES Y ADVERTENCIAS

La NeuMoDx HCV Quant Test Strip es para uso diagnostico in vitro con los NeuMoDx Systems exclusivamente.

No utilice los reactivos o consumibles después de la fecha de caducidad indicada.

No utilice los reactivos si el sello de seguridad esta roto o si el embalaje estd dafiado en el momento de su recepcion.
No utilice consumibles o reactivos si la bolsa protectora estd abierta o rota en el momento de su recepcion.

Debe haber una calibracion de prueba valida (generada mediante el procesamiento de calibradores altos y bajos de los NeuMoDx
HCV Calibrators) para que puedan generarse resultados de la prueba para muestras clinicas.

Los NeuMoDx HCV External Controls se deben procesar cada 24 horas a lo largo del andlisis con el NeuMoDx HCV Quant Assay.

El volumen minimo de la muestra de las alicuotas secundarias depende del tamafio del tubo, del soporte del tubo de muestras y del
procesamiento del volumen de la muestra tal y como se define a continuaciéon. Un volumen por debajo del valor minimo
especificado podria dar lugar al error “Quantity Not Sufficient” (Cantidad no suficiente).

El uso de muestras almacenadas a temperaturas inadecuadas o mas alla de los tiempos de almacenamiento especificados puede
producir resultados erréneos o no validos.

Evite en todo momento la contaminacion de todos los reactivos y consumibles con microbios y ribonucleasa. Se recomienda el uso
de pipetas de transferencia estériles y desechables sin ribonucleasa cuando se utilizan tubos de muestras secundarios. Utilice una
pipeta nueva para cada muestra.

Para evitar la contaminacién, no manipule ni separe los NeuMoDx Cartridge después de la amplificacion. No recupere los NeulMoDx
Cartridges del contenedor para desechos con riesgo biolégico (NeuMoDx 288 Molecular System) ni del recipiente para desechos con riesgo
biolégico (NeuMoDx 96 Molecular System) bajo ninguna circunstancia. El NeuMoDx Cartridge esta disefiado para evitar la contaminacion.

En caso de que el laboratorio también realice pruebas de la RCP con el tubo abierto, debe prestarse atencion para garantizar que la
NeuMoDx HCV Quant Test Strip, los consumibles y reactivos adicionales necesarios para las pruebas, el equipo de proteccion
individual como los guantes y las batas de laboratorio y el NeuMoDx System no estén contaminados.

Se deben llevar guantes limpios de nitrilo sin talco al manipular los reactivos y consumibles NeuMoDx. Se debe tener cuidado de no
tocar la superficie superior del NeuMoDx Cartridge, la superficie del sello metalico de la NeuMoDx HCV Quant Test Strip o de la
NeuMoDx Extraction Plate, o la superficie superior del NeuMoDx Lysis Buffer 3; para manipular los consumibles y los reactivos, solo
se deben tocar superficies laterales.

Se proporcionan las fichas de datos de seguridad (Safety Data Sheets, SDS) de cada reactivo (segun proceda) en
www.giagen.com/neumodx-ifu

Lavarse bien las manos después de realizar la prueba.

No pipetear con la boca. No fumar, beber ni comer en zonas en las que se estén manipulando las muestras o los reactivos.
Manipule siempre las muestras como material infeccioso y de acuerdo con los procedimientos seguros de laboratorio, como los que
se describen en Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories® y en el documento M29-A4 del CLSI. °

Eliminar los reactivos no utilizados y los desechos de conformidad con la normativa nacional, provincial, regional y local.

No reutilizar.

ALMACENAMIENTO, MANIPULACION Y ESTABILIDAD DE LOS PRODUCTOS

Las NeuMoDx HCV Quant Test Strips permanecen estables en el embalaje primario hasta la fecha de caducidad indicada en la etiqueta
externa del producto cuando se almacenan a una temperatura de 4 a 28 °C.

No utilice consumibles ni reactivos que estén caducados.

No utilice productos para pruebas si el embalaje primario o secundario no esta visualmente intacto.

No vuelva a cargar ningun producto para pruebas que se haya cargado previamente en otro NeuMoDx System.

Una vez cargada, la NeuMoDx HCV Quant Test Strip puede permanecer en el NeuMoDx System hasta 14 dias. La vida util restante de las
tiras reactivas cargadas la controla el software, que informa al usuario en tiempo real. La retirada de una tira reactiva que se ha utilizado
mas tiempo del permitido la solicitara el sistema.

RECOLECCION, TRANSPORTE Y ALMACENAMIENTO DE MUESTRAS

1. Manipule todas las muestras, calibradores y controles como si fueran capaces de transmitir agentes infecciosos.
2. No congele la sangre completa ni ninguna muestra almacenada en los tubos primarios.

3. Para preparar las muestras de plasma, la sangre completa se debe recoger en tubos estériles con EDTA o ACD como anticoagulantes o en
tubos de preparacion de plasma (Plasma Preparation Tubes, PPT). Siga las instrucciones del fabricante relativas a los tubos de recogida
de muestras para su preparacion y almacenamiento.

4. Para preparar muestras de suero, la sangre completa se debe recoger en tubos de suero o tubos SST. Siga las instrucciones del fabricante
relativas a los tubos de recogida de muestras para su preparacion y almacenamiento.
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5. Las muestras se pueden analizar en tubos de recogida primarios o en tubos de muestras secundarios. Para el andlisis de tubos
principales, se recomienda lo siguiente:
a.  Muestras de plasma: BD Vacutainer® Plus Plastic Kz2EDTA Tube (BD n.2 368589) o BD Vacutainer PPT™ Plasma Preparation
Tube (BD n.2 362799).
b.  Muestras de suero: BD Vacutainer Plus Plastic Serum Tube (BD n.2 367820) o BD Vacutainer SST™ Tube (BD n.2 367988).
6. Las muestras preparadas se pueden almacenar en el NeuMoDx System hasta 8 horas antes del procesamiento. Si es necesario extender
el tiempo de almacenamiento, se recomienda refrigerar o congelar las muestras en alicuotas secundarias.
7. Las muestras preparadas deben almacenarse a una temperatura de 2-8 °C durante 7 dias como maximo antes de realizar el analisis y
durante 8 horas como maximo a temperatura ambiente.
8. Las muestras preparadas pueden almacenarse en tubos secundarios a una temperatura <—20 °C durante un maximo de 24 semanas antes del
procesamiento; las muestras congeladas no deben someterse a mas de dos (2) ciclos de congelacién/descongelacién antes del uso.
a.  Las muestras de plasma congeladas y sometidas a un (1) ciclo de congelacién/descongelacién pueden almacenarse en el
sistema 8 horas adicionales.
b.  Las muestras de plasma congeladas y sometidas a dos (2) ciclos de congelacion/descongelacion no deben almacenarse en
el sistema mas de 4 horas.
[ Las muestras de suero congeladas y sometidas a uno (1) o dos (2) ciclos de congelacion/descongelacion deben analizarse
inmediatamente después de la descongelacion.
d.  Silas muestras estan congeladas, deje que se descongelen por completo a temperatura ambiente (15-30 °C); agite en
vortex para generar una muestra distribuida de manera uniforme.
e. No se recomienda la congelacion de plasma/suero en tubos de recogida primarios.
9. Silas muestras se van a transportar, deben empaquetarse y etiquetarse de conformidad con las normativas nacionales y/o
internacionales que correspondan.
10. Etiquete claramente las muestras e indique que son para analisis del HCV.
11. Continue con la seccidn Preparacion de las pruebas.

El proceso general para la implementacién del NeuMoDx HCV Quant Assay se resume a continuacion en la figura 1.
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IMPLEMENTACION DEL
NEUMODX HCV QUANT ASSAY

Cargar los reactivos especificos de la
prueba

e NeuMoDx Lysis Buffer 3

o NeuMoDx HCV Quant Test Strips

Si el software del NeuMoDx lo
solicita, cargue los consumibles
requeridos

Procesar los

NeuMoDx HCV
Calibrators

Repetir cada 90 dias
O si se utiliza un
nuevo lote de la
NeuMoDx HCV
Quant Test Strip

calibradores
son validos?

Procesar los
NeuMoDx HCV
External Controls

éson
validos los .
controles? Repetir cada

24 horas

PROCESAR LAS MUESTRAS DE
RUTINA
N

Figura 1: Flujo de trabajo de la implementacién del NeuMoDx HCV Quant Assay

INSTRUCCIONES DE USO
Preparacion de las pruebas

El NeuMoDx HCV Quant Assay se puede ejecutar directamente desde tubos de recogida de sangre primarios o desde alicuotas de muestras en tubos
secundarios. El procesamiento se puede ejecutar siguiendo uno de los dos flujos de trabajo para el procesamiento de volumen de muestras: flujo
de trabajo con un volumen de muestra de 550 pl 0 200 .

1. Aplique la etiqueta de cédigo de barras de muestra a un tubo de muestras compatible con el NeuMoDx System. El tubo de recogida de
sangre primario puede etiquetarse y colocarse directamente en un soporte de tubos de muestras de 32 tubos tras la centrifugacidn segin
indique el fabricante. Como alternativa, una alicuota del plasma se puede transferir a un tubo secundario para su procesamiento en el
NeuMoDx System.

2. Sirealiza el analisis de la muestra en el tubo de recogida primario, coloque el tubo etiquetado con el cédigo de barras en un soporte de
tubos de muestras y aseglrese de que se quite el tapdn antes de cargarlo en el NeuMoDx System. A continuacidn, se definen los
volimenes minimos sobre la capa leucoplaquetaria, los cuales se cumpliran si las muestras se recogen y procesan de acuerdo con las
instrucciones del fabricante de tubos. El rendimiento no esta garantizado para las muestras que no se recojan correctamente.
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Volumen de muestra minimo necesario

Tipo de tubo Flujo de trabajo de | Flujo de trabajo de
550 pl 200 pl
SST: 3,5 ml 1550 pl 1200 pl
PPT/SST: 5,0 ml 1800 pl 1450 pl
PPT/SST: 8,5 ml 2500 pl 2200 pl
K:EDTA/suero: 4,0 ml 1050 pl 700 pl
K2EDTA/suero: 6,0 ml 1250 pl 900 pl
K2EDTA/suero: 10,0 ml 1600 pl 1250 pl

3. Sise utiliza un tubo secundario:
a. Mezcle la muestra suavemente en vortex hasta obtener una distribucidn uniforme.

b. Con una pipeta de transferencia nueva para cada muestra, transfiera una alicuota de plasma o suero al tubo de muestra con cédigo
de barras compatible con el NeuMoDx System de acuerdo con los volimenes que se definen a continuacién:

Volumen de muestra minimo necesario

Soporte de tubos de muestras Tamaiio del tubo

Flujo de trabajo Flujo de trabajo de
de 550 pl 200 pl
32-Tube Specimen Tube Carrier (Soporte | 11-14 mm de diametro por 60-120 mm 700 ul 400 ul
de tubos de muestras de 32 tubos) | de altura H H
24-Tube Specimen Tube Carrier (Soporte | 14,5-18 mm de diametro por 1100 i 800 il

de tubos de muestras de 32 tubos) | 60-120 mm de altura

Low Volume Specimen Tube Carrier | Tubo de microcentrifuga de fondo
(Soporte de tubos de muestras de | cénico de 1,5 ml 650 pl 300 pl
volumen bajo)

c. Sedebe tener cuidado de no transferir ningin coagulo de la muestra al tubo de muestras.

Funcionamiento del NeuMoDx System
Para obtener instrucciones detalladas, consulte los Manuales del operador del NeuMoDx 288 y del 96 Molecular System (ref. 40600108 y 40600317)

1. Cargue el pedido de pruebas en el NeuMoDx System segun el flujo de trabajo para el volumen de muestras deseado y el tipo de tubo de muestras.

. El volumen de la muestra de 550 pl se prueba definiendo el tipo de muestra como “Plasma” o “Serum” (Suero).
. El volumen de la muestra de 200 pl se prueba definiendo el tipo de muestra como “Plasma2” (Plasma 2) o “Serum2” (Suero 2).
. Si no se define en el pedido de prueba, se utilizard el tipo de muestra Plasma en un Secondary Tube (Tubo secundario) por defecto.

2. Rellene uno o mas soportes de NeuMoDx System Test Strip con las NeuMoDx HCV Quant Test Strips y utilice la pantalla tactil para cargar
los soportes de tiras reactivas en el NeuMoDx System.

3. Sise lo pide el software del NeuMoDx System, afiada los consumibles necesarios a los soportes de consumibles del NeuMoDx System y
utilice la pantalla tactil para cargar los soportes en el NeuMoDx System.

4. Siselo pide el software del NeuMoDx System, sustituya el NeuMoDx Wash Reagent y el NeuMoDx Release Reagent, y vacie los residuos de
cebado, el contenedor para desechos con riesgo biolégico (solo el NeuMoDx 288 Molecular System), el recipiente para puntas de desecho
(solo el NeuMoDx 96 Molecular System) o el recipiente para desechos con riesgo bioldgico (solo el NeuMoDx 96 Molecular System), segun
resulte adecuado.

5. Siel software del NeuMoDx System lo solicita, procese los NeuMoDx HCV Calibrators y/o NeuMoDx HCV External Controls. Puede
encontrar mas informacién sobre los calibradores y los controles en la seccién Procesamiento de los resultados.

6. Cargue los tubos de muestras/calibrador/control en un soporte de tubos de muestras y aseglrese de que se hayan retirado los tapones de
todos los tubos.

7. Coloque los soportes de tubos de muestras en el estante del cargador automatico y utilice la pantalla tactil para cargar los soportes en el
NeuMoDx System. De ese modo, se iniciara el procesamiento de las muestras cargadas para los analisis identificados, dado que hay un
pedido de prueba vélido en el sistema.

NeuMoDx Molecular, Inc. 40600140-ES_G
2023-07
Pagina 6 de 22



& NeuMoDx HCV Quant Test Strip

NeuMoDx INSTRUCCIONES DE USO 300300

molecular

LIMITACIONES

1. La NeuMoDx HCV Quant Test Strip solo puede utilizarse en NeuMoDx Systems.

2. Se ha establecido el rendimiento de la NeuMoDx HCV Quant Test Strip para muestras de plasma preparadas con EDTA/ACD como
anticoagulantes o muestras de suero preparadas en tubos de separacion de suero. No se ha evaluado el uso de la NeuMoDx HCV Quant
Test Strip con otras fuentes y se desconocen las caracteristicas del rendimiento para otros tipos de muestras.

3. Se ha establecido el rendimiento de la NeuMoDx HCV Quant Test Strip para el andlisis de tubos primarios mediante el uso de BD Vacutainer
Plus Plastic K;EDTA Tubes, BD Vacutainer PPT Plasma Preparation Tubes, BD Vacutainer Plus Plastic Serum Tubes y BD Vacutainer SST
Tubes.

4. La manipulacion de las muestras cuando se han superado las condiciones de almacenamiento puede afectar negativamente la precision
cuantitativa del NeuMoDx HCV Quant Assay, pero hay menos probabilidades de que afecte la tasa de resultados cualitativos
(positivos/negativos).

5. Almacenar las muestras de suero en el sistema después de haberse almacenado congeladas a largo plazo y haber sido sometidas a dos
ciclos de congelacién/descongelacidn sin realizar el analisis de manera inmediata puede afectar negativamente la precisién cuantitativa del
NeuMoDx HCV Quant Assay.

6. Se ha observado un pequefio aumento en el limite de deteccién y en el limite inferior de cuantificacién del NeuMoDx HCV Quant Assay
cuando se utiliza el flujo de trabajo con un volumen de muestra de 200 pl.

7. ElINeuMoDx HCV Quant Assay no se debe utilizar con muestras heparinizadas de seres humanos.

8. Dado que la deteccién del HCV depende del nimero de particulas viricas de ARN diana presentes en la muestra, los resultados fiables
dependen de una recogida, una manipulacién y un almacenamiento correctos de las muestras.

9. Los NeuMoDx HCV Calibrators y los NeuMoDx HCV External Controls deben procesarse segun lo recomendado en los prospectos cuando lo
solicite el software del NeuMoDx System antes del procesamiento de muestras clinicas de rutina.

10. Los resultados erréneos se podrian deber a una recogida, una manipulacién o un almacenamiento incorrectos de la muestra, o bien a un
error técnico o a la confusion de los tubos de muestras. Ademas, podrian producirse resultados negativos falsos debido a que el numero de
particulas viricas en la muestra es inferior al limite de deteccidén del NeuMoDx HCV Quant Assay.

11. Elfuncionamiento del NeuMoDx System solo puede estar a cargo de personal con formacion en el uso del NeuMoDx System.

12. Sitanto la diana del HCV como la diana del SPC2 no se amplifican, se notificara un resultado no valido (Indeterminate [Indeterminado], No
Result [Sin resultado] o Unresolved [No resuelto]) y deberd repetirse la prueba.

13. Siel resultado del NeuMoDx HCV Quant Assay es Positive (Positivo), pero el valor de cuantificacién supera los limites de la cuantificacion, el
NeuMoDx System informara si el HCV detectado estaba por debajo del limite inferior de cuantificacion (Lower Limit of Quantitation, LLoQ)
o por encima del limite superior de cuantificacién (Upper Limit of Quantitation, ULoQ).

14. En caso de que el HCV detectado esté por debajo del LLoQ, el NeuMoDx HCV Quant Assay puede repetirse, si se desea, con otra alicuota de
la muestra.

15. En caso de que el HCV detectado estuviera por encima del limite superior de cuantificacion (Upper Limit of Quantitation, ULoQ), el
NeuMoDx HCV Quant Assay puede repetirse con una alicuota diluida de la muestra original. Se recomienda una dilucién de 1:100 o de
1:1000 en plasma negativo para HCV o diluyente Basematrix 53 (Basematrix) (SeraCare, Milford, MA). La concentracion de la muestra
original se calcula de la siguiente forma:

concentracion de la muestra original = logio (factor de dilucién) + concentracion notificada de la muestra diluida

16. La presencia ocasional de inhibidores de la RPC en plasma y suero puede causar un error de cuantificacion en el sistema. Si esto sucede, se
recomienda repetir la prueba con la misma muestra diluida en Basematrix en una proporcién de 1:10 o de 1:100.

17. Unresultado positivo no indica necesariamente la presencia de microrganismos viables. Sin embargo, un resultado positivo puede indicar la
presencia de ARN del virus de la hepatitis C.

18. La eliminacidn o las mutaciones en las regiones conservadas diana del NeuMoDx HCV Quant Assay pueden afectar a la deteccién o podrian
dar lugar a un resultado erréneo con la NeuMoDx HCV Quant Test Strip.

19. Los resultados del NeuMoDx HCV Quant Assay deben utilizarse como complemento de las observaciones clinicas y otra informacién que el
médico tenga a su disposicion; la prueba no esta disefiada para diagnosticar la infeccion.

20. Para evitar la contaminacidn, se recomienda seguir las practicas recomendadas de laboratorio, entre las que se incluye cambiar de guantes
entre la manipulacién de las muestras de pacientes.
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PROCESAMIENTO DE LOS RESULTADOS

Los resultados disponibles se pueden ver o imprimir desde la pestafia ‘Results’ (Resultados), en la ventana Results (Resultados) en la pantalla tactil
del NeuMoDx System. El software del NeuMoDx System genera automaticamente los resultados del NeuMoDx HCV Quant Assay utilizando el
algoritmo de decisidn y los parametros de procesamiento de los resultados especificados en el archivo de definicién de ensayo de NeuMoDx HCV
(HCV Assay Definition File, CMV ADF). Un resultado puede notificarse como Negative (Negativo), Positive (Positivo) con una concentracion de HCV
notificada, Positive (Positivo) por encima del ULoQ, Positive (Positivo) por debajo del LLoQ, Indeterminate (IND [Indeterminado]), Unresolved (UNR
[No resuelto]) o No Result (NR [Sin resultado]) en funcidn del estado de amplificacion del analito y el control de proceso de muestras. Los resultados
se notifican en funcidn del algoritmo de decision del archivo de definicion de ensayo (Assay Definition File, ADF), como se resume a continuacion
en latabla 1.

Tabla 1. Resumen del algoritmo de decisién del NeuMoDx HCV Quant Assay

Control de proceso
RESULTADO Analito de HCV (S:ri\:::!:’srt;::ss Interpretacion del resultado
Control, SPC2)
Positive (Positivo) con Amplified (Amplificado) (Ar':nii?i“cgzli) o ARN de HCV detectado
concentracion 0,9 <[HCV] £8,2 logio Ul/ml (flujo de trabajo de 550 pl) NotpAm lified dentro del intervalo
notificada 1,5 <[HCV] £8,2 logio Ul/ml (flujo de trabajo de 200 pl) (No amplﬁ‘icado) cuantitativo
Amplified
Positive (Positivo), por Amplified (Amplificado) (Amplificado) o AR’i:gmH;:\é;i:ith:Topor
encima del ULoQ [HCV] >8,2 logio Ul/ml Not Amplified cuantitativo
(No amplificado)
Positive (Positivo), por Amplified (Amplificado) (Ar:n;ipf)i“cfafii) o ARN de HCV detectado por
A bl [HCV] <0,9 log1o Ul/ml (flujo de trabajo de 550 pl) P - debajo del intervalo
debajo del LLoQ . . Not Amplified L
[HCV] <1,5 logio Ul/ml (flujo de trabajo de 200 pl) (No amplificado) cuantitativo
Negative (Negativo) Not Amplified (No amplificado) (A):qn;ﬁlfligzgo) ARN de HCV no detectado

Todos los resultados del
analito fueron no validos;
vuelva a analizar la

Not Amplified, System Error Detected, Sample Processing Completed
(No amplificado, se ha detectado un error del sistema, procesamiento de la
muestra completado)

Indeterminate
(Indeterminado)

muestrat
. Not Amplified, System Error Detected, Sample Processing Aborted El procesamiento de la
No Result* (Sin . . R
ITaaE] (No amplificado, se ha detectado un error del sistema, procesamiento de la muestra fue anulado; vuelva
muestra anulado) a realizar la muestrat
Todos los resultados del
Unresolved (No Not Amplified, No System Error Detected (No amplificado, No se ha detectado analito fueron no validos;
resuelto) ningun error del sistema) vuelva a analizar la
muestrat

*La indicaciéon No Result (Sin resultado) solo se notifica en las versiones de software 1.8 y superiores del NeuMoDx System.
TEI NeuMoDx System esta equipado con una funcién Rerun/Repeat (Nuevo anélisis/Repeticién) automatica que el usuario final puede elegir para asegurar que se

vuelva a procesar de manera automatica un resultado IND/UNR/NR (Indeterminado/No resuelto/Sin resultado) para asi minimizar los retrasos en el informe de
resultados.

Calculo de la prueba

1. Enelcaso de las muestras comprendidas dentro del intervalo de cuantificacién del NeuMoDx HCV Quant Assay, la concentracion de ARN
del HCV en las muestras se calcula usando la curva estandar guardada junto con el coeficiente de calibracidn y el volumen de la muestra.

a. Se calcula un coeficiente de calibracién en funcién de los resultados de los NeuMoDx HCV Calibrators procesados para
establecer la validez de la curva estandar para un lote determinado de la NeuMoDx HCV Quant Test Strip en un NeuMoDx
System especifico.

b. El coeficiente de calibracién se incorpora en la determinacion final de la concentracién de ARN del HCV.
c. Elsoftware NeuMoDx contabiliza el volumen de entrada de la muestra cuando determina la concentracién de ARN del HCV por
ml de muestra.
2. Losresultados del NeuMoDx HCV Quant Assay se indican en logio Ul/ml.

3. La cuantificacién resultante de las muestras desconocidas concuerda con el 5.° estandar internacional de la OMS para el HCV.

Calibracion de prueba

Se requiere una calibracién vélida basada en la curva estandar para cuantificar el ARN del HCV en las muestras. Para generar resultados vélidos,
se debe llevar a cabo una calibracion de prueba con los calibradores externos proporcionados por NeuMoDx Molecular, Inc.
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Calibradores

1.  Sedebe procesar un conjunto de NeuMoDx HCV Calibrators con cada lote nuevo de NeuMoDx HCV Quant Test Strips si se carga un nuevo
archivo de definicién de ensayo del HCV en el NeuMoDx System, si el conjunto de calibradores actual ha superado el periodo de validez
(establecido actualmente en 90 dias) o si se modifica el software del NeuMoDx System.

2.  El software del NeuMoDx System notificara al usuario cuando los calibradores deban procesarse. No se puede utilizar un nuevo lote de tiras
reactivas para realizar el analisis hasta que los calibradores se hayan procesado correctamente.

3.  Lavalidez de la calibracién se establece de la siguiente manera:
a) Esnecesario procesar un conjunto de dos calibradores, uno (1) alto y uno (1) bajo, para establecer la validez.

b) Al menos dos (2) de las tres (3) réplicas deben proporcionar resultados dentro de los parametros predefinidos. El objetivo nominal del
calibrador bajo es de 3 logio Ul/ml y el del calibrador alto es de 5 logio Ul/ml.

c) Se calcula un coeficiente de calibracién para contemplar la variacién esperada entre los lotes de tiras reactivas. Este coeficiente de
calibracion se utiliza para determinar la concentracion final del HCV.

4.  Siuno o ambos calibradores no superan la comprobacion de validez, repita el procesamiento de los calibradores no aprobados con un
nuevo vial. En caso de que un solo calibrador no supere la comprobacion de validez, es posible repetir inicamente el calibrador no
aprobado, ya que el sistema no requiere que el usuario procese ambos calibradores de nuevo.

5.  Silos calibradores no superan la comprobacion de validez de forma consecutiva, pongase en contacto con NeuMoDx Molecular, Inc.

Control de calidad

La normativa local especifica habitualmente que el laboratorio es responsable de los procedimientos de control que supervisan la exactitud y la
precisién del proceso analitico completo, y debe establecer el nimero, el tipo y la frecuencia de los materiales de control de las pruebas mediante
especificaciones de rendimiento verificadas para un sistema de pruebas no modificado y aprobado.

Controles externos

1. Los controles externos positivos y negativos se deben procesar cada 24 horas durante el analisis con el NeuMoDx HCV Quant Assay. Si no
existe un conjunto de resultados de controles externos validos, el software del NeuMoDx System indicara al usuario que se deben procesar
los controles para que puedan notificarse los resultados de las muestras.

2. ElI NeuMoDx System evaluara la validez de los controles externos en funcién del resultado esperado. El control positivo debe proporcionar un
resultado Positive (Positivo) para HCV y el control negativo debe proporcionar un resultado Negative (Negativo) para HCV.

3. Lagestion de resultados discrepantes para los controles externos debe realizarse de la siguiente manera:

a) Elresultado positivo de una prueba notificado para una muestra de control negativo indica que existe un problema de contaminacién
de la muestra.

b) El resultado Negative (Negativo) de una prueba notificado para una muestra de control positivo puede indicar que existe un problema
relacionado con un reactivo o con el instrumento.

c) Encualquiera de los casos anteriores, o en el caso de un resultado Indeterminate (IND [Indeterminado]) o No Result (NR [Sin
resultado]), repita los NeuMoDx HCV External Controls con viales nuevos de los controles que no superaron la prueba de validez.

d) Siel NeuMoDx HCV External Control positivo sigue notificando un resultado Negative (Negativo), pdngase en contacto con el servicio
técnico de NeuMoDx.

e) Siel NeuMoDx HCV External Control negativo sigue notificando un resultado Positive (Positivo), intente eliminar todas las fuentes de
posible contaminacion, lo que incluye sustituir todos los reactivos antes de ponerse en contacto con el servicio técnico de NeuMoDx.

Controles (internos) de proceso de muestras

Se incorpora un control de proceso de muestras (Sample Process Control, SPC2) exégeno a la NeuMoDx Extraction Plate y se somete a todo el
proceso de extraccion del acido nucleico y amplificacion mediante RT-RPC en tiempo real con cada muestra. La sonda y los cebadores especificos
para el SPC2 también se incluyen en cada NeuMoDx HCV Quant Test Strip, lo que permite detectar la presencia del SPC2 junto con el ARN del
HCV diana (si estd presente) mediante RT-RPC multiple inmediata. La deteccién de la amplificacion del SPC2 permite al software del NeuMoDx
System supervisar la eficacia de los procesos de extraccion de ARN y amplificacion por RT-RPC.

Resultados no validos

Si un NeuMoDx HCV Quant Assay realizado en el NeuMoDx System no logra generar un resultado valido tras el procesamiento de la muestra, se
notificara como Indeterminate (IND [Indeterminado]), No Result (NR [Sin resultado]) o Unresolved (UNR [No resuelto]) en funcién del tipo de error
que se haya presentado.

Se notificara un resultado IND (Indeterminado) si se detecta un error del NeuMoDx System durante el procesamiento de la muestra. En el caso de
que se notifique un resultado IND (Indeterminado), se recomienda repetir la prueba.

Se notificara un resultado UNR (No resuelto) si no se detecta ninguna amplificacién valida del ARN del HCV ni del SPC2 sin que haya errores del
sistema, lo que indica un posible fallo de los reactivos o la presencia de inhibidores. En caso de que se notifique un resultado UNR (No resuelto),
se recomienda repetir la prueba como primer paso. Si una nueva prueba falla, puede utilizarse una muestra diluida para mitigar los efectos de
cualquier inhibicidn de la muestra.
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Si un NeuMoDx HCV Quant Assay realizado en el NeuMoDx System no logra generar un resultado valido y el procesamiento de la muestra se
cancela antes de que finalice, se notificard como No Result (NR [Sin resultado]). En el caso de que se notifique un resultado NR (Sin resultado), se
recomienda repetir la prueba.

CARACTERISTICAS DEL RENDIMIENTO

Sensibilidad analitica: limite de deteccién con el estandar de la OMS

La sensibilidad analitica del NeuMoDx HCV Quant Assay se caracterizé analizando muestras negativas y diluciones sucesivas del 5.° estandar
internacional de la OMS (genotipo 1) en suero y plasma humano de cribado negativo para determinar el limite de deteccion (Limit of Detection,
LoD) en los NeuMoDx Systems. El LoD se definié como el nivel de diana mas bajo que se detecta en una tasa del 95 % segun lo determinado
mediante el andlisis probit. El estudio se realizé durante 3 dias en varios sistemas con varios lotes de reactivos NeuMoDx. Cada sistema (N288 y
N96) procesd 18 réplicas en cada nivel de dilucion por dia. Las tasas de deteccion se muestran en la tabla 2. Se realizé un estudio adicional para
determinar el LoD del NeuMoDx HCV Quant Assay cuando se utiliza el flujo de trabajo con un volumen de muestra de 200 pl y los resultados se
muestran en la tabla 3.

Tabla 2. Tasas de deteccidn positivas para la determinacién del LoD del NeuMoDx HCV Quant Assay (flujo de trabajo de 550 pl)

PLASMA SUERO
Concentracion | Concentracion NGmero Numero Numero Numero
de analitos de analitos RS de Tasa de de de Tasa de
[Ul/ml] [logio UI/ml] validas pruebas deteccion pruebas pruebas deteccion
positivas vélidas positivas
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%

Tabla 3. Tasas de deteccidn positivas para la determinacion del LoD del NeuMoDx HCV Quant Assay (flujo de trabajo de 200 pl)

PLASMA SUERO
Concentracion Concentracion Ndmero Numero Numero Numero
de analitos de analitos RS de Tasa de de de Tasa de
[UI/ml] [logio UI/ml] validas pruebas deteccion pruebas pruebas deteccién
positivas validas positivas
75 1,88 N/A (N/D) N/A N/A (N/D) 2 2 100%
(N/D)
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%

El LoD of the NeuMoDx HCV Quant Assay en plasma en todos los genotipos era de 7,5 Ul/ml (IC del 95 % de 6,4 a 9,2 Ul/ml) [(0,9 logio Ul/ml)
(IC del 95 % de 0,8 a 1,0 logio Ul/ml)] segun el andlisis realizado en el NeuMoDx 288 Molecular System mediante el flujo de trabajo con un volumen
de muestra de 550 pl (Figura 2). El LoD del NeuMoDx HCV Quant Assay para las muestras de suero era de 8,0 Ul/ml (IC del 95 % de 6,6 a 10,4 Ul/ml)
[(0,9 logo Ul/ml) (IC del 95 % de 0,8 a 1,0 logio Ul/ml)] para el flujo de trabajo con un volumen de muestra de 550 uL (Figura 2); el LoD atribuido
para los dos tipos de muestra para el flujo de trabajo con un volumen de muestra de 550 pl es de 8,0 Ul/ml (0,9 logio Ul/ml.

El LoD del NeuMoDx HCV Quant Assay para el flujo de trabajo con un volumen de muestra de 200 pl era de 27,9 Ul/ml (IC del 95 % de 20,1 a 81,9)
en muestras de plasma vy 29,8 Ul/ml (IC del 95 % de 20,5 a 94,0) en muestras de suero (Figura 3); el LoD atribuido para los dos tipos de muestra
para el flujo de trabajo con un volumen de muestra de 200 ul es de 30,0 Ul/ml (1,5 logio Ul/ml).
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LoD del HCV Quant Assay (plasma) LoD del HCV Quant Assay (suero)
1,2 1,2
LoD = 7,5 Ul/ml [IC del 95 % (6,4, 9,2)] LoD = 8,0 Ul/ml [IC del 95 % (6,6, 10,4)]
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Figura 2: Analisis probit utilizado para determinar el LoD del NeuMoDx HCV Quant Assay en plasma (izquierda) y suero (derecha);
flujo de trabajo de 550 pl

Probit de bajo volumen de HCV en plasma Probit de bajo volumen de HCV en suero
1,2 1,2
LoD = 27,92 Ul/ml (IC 20,08-81,94 Ul/ml) LoD = 29,82 Ul/ml (IC 20,45-94,02 Ul/ml)
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Figura 3: Analisis probit utilizado para determinar el LoD del NeuMoDx HCV Quant Assay en plasma (izquierda) y suero (derecha);
flujo de trabajo de 200 pl

Sensibilidad analitica: limite de cuantificacion; limite inferior de cuantificacién (Lower Limit of Quantitation, LLoQ) con el estandar de la OMS
El limite inferior de cuantificacion (Lower Limit of Quantitation, LLoQ) se define como el nivel de diana mas bajo en el que se logra una deteccion
>95 % Y el error analitico total (Total Analytical Error, TAE) es <1,0. Para determinar el LLoQ, se calculé el error analitico total (Total Analytical
Error, TAE) para cada uno de los niveles del analito del HCV que notificaron una deteccién >95 % como parte del calculo del LoD. El TAE se define
de la siguiente forma:

TAE = sesgo + 2*SD  [Estadistica Westgard]

El sesgo es el valor absoluto de la diferencia entre el promedio de la concentracidn calculada y la concentracion esperada. SD se refiere a la
desviacion estandar (Standard Deviation, SD) del valor cuantificado de la muestra.

En la tabla 4 se muestran los resultados recopilados de los 6 niveles de las muestras de plasma y suero de HCV en el estudio de LLoQ que utilizan
el genotipo 1 mediante el flujo de trabajo con un volumen de muestra de 550 pl. En la tabla 5se muestran los resultados de analisis adicionales
en los que se utiliza un flujo de trabajo con un volumen de muestra de 200 pl.
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Tabla 4. LLoQ del NeuMoDx HCV Quant Assay, con sesgo y TAE; flujo de trabajo de 550 pl
Conc. Conc. Plasma Suero
d da d da (e Deteccion el Deteccion
media SD Sesgo | TAE media SD Sesgo | TAE
[ul/mlI] [logio Ul/ml] (%) (%)
[logio Ul/ml] [log1 Ul/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 78 043 | o051 | 1,38 1,17 80 058 | 059 | 1,76
1,88 0,27 1,11 44 0,36 0,83 1,55 1,11 58 0,69 0,84 2,22
Tabla 5. LLoQ del NeuMoDx HCV Quant Assay, con sesgo y TAE; flujo de trabajo de 200 pl
Conc. Conc. Plasma Suero
d da d da Conc. Deteccion o Deteccion
media SD Sesgo | TAE media sD Sesgo | TAE
[Ul/ml] [logio Ul/ml] (%) (%)
[logio UI/ml] [log,o Ul/ml]
N/A N/A N/A
75 1,88 N/A (N/D N/A (N/D 1,56 100 0,23 | 032 | 0,78
/AIND) | NANDY | o) | /o) | o)
60 1,78 1,93 100 0,39 | 0,15 | 0,93 1,56 100 0,27 | 022 | 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

Se determind que el LLoQ del NeuMoDx HCV Quant Assay es de 7,7 Ul/ml (0,9 log10 Ul/ml) para plasma, y de 8,4 Ul/ml, (0,9 logio Ul/ml) para
suero mediante el flujo de trabajo con un volumen de muestra de 550 pl; se determiné que el LLoQ para el plasma y el suero era de
8,4 Ul/ml (0,9 log10 Ul/ml) usando un flujo de trabajo con volumen de muestra de 550 pl.

Se determiné que el LLoQ del NeuMoDx HCV Quant Assay que sigue el estandar de la OMS es de 30,0 Ul/ml (1,5 logio Ul/ml) para plasma, y de
29,8 Ul/ml, (1,37 logio Ul/ml) para suero mediante el flujo de trabajo con un volumen de muestra de 200 pl; se determiné que el LLoQ para plasma
y suero es de 30,0 Ul/ml (0,9 logio Ul/ml) mediante el flujo de trabajo con un volumen de muestra de 200 pl.

Sensibilidad analitica: LoD y LLoQ en los genotipos del HCV

Se establecié inicialmente el LoD para el genotipo 1 (5.° estadndar internacional de la OMS) y luego se realizaron analisis adicionales en torno al LoD
establecido utilizando los otros 5 genotipos. Se analizaron treinta y seis (36) réplicas a niveles correspondientes a 2 veces, 1 vez y 0,5 veces el limite
superior del IC del 95 % del LoD utilizando el NeuMoDx HCV Quant Assay con plasma mediante el flujo de trabajo con un volumen de muestra de
550 pl. La tasa de porcentaje positivo para cada genotipo en cada uno de estos niveles analizados se representé en tablas y se usé para calcular el
LoD utilizando un andlisis probit.

También se calculd el error analitico total en estos niveles analizados. El nivel mdas bajo con una deteccion positiva del 95 % y un TAE calculado de
< 1,0 se considerd nuevamente como el LLoQ para el genotipo. Estos resultados confirman que el NeuMoDx HCV Quant Assay tiene un rendimiento
de deteccién excelente y equivalente en los seis genotipos con un intervalo de 4,5-7,5 Ul/ml, incluidos los resultados obtenidos con el 5.” estdndar
internacional de la OMS (genotipo 1). En general, se determind que el LoD del NeuMoDx HCV Quant Assay en los genotipos era de 7,5 Ul/ml
(0,88 logio Ul/ml) y que el LLoQ era el valor més alto, de 7,7 Ul/ml (0,9 logio Ul/ml), tal como se notificé para el 5.” estandar internacional de la OMS
(genotipo 1, mencionado anteriormente). En la tabla 6 se muestran los resultados de LoD y LLoQ de los analisis realizados en genotipos del HCV,
segun se determind en plasma.

Tabla 6. Genotipos del HCV analizados en plasma para un flujo de trabajo con un volumen de muestra de 550 pl

GENOTIPO [ULI‘;:H] LLoQ [UI/ml]
1 7,5 7,7
2 45 5,2
3 7,5 7,5
4 6,0 6,0
5 4,3 55
6 45 6,7
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Basandose en los resultados de los estudios mencionados anteriormente, NeuMoDx afirma un LoD de 8,0 Ul/ml (0,9 logio Ul/ml) y un LLoQ de
8,4 Ul/ml (0,9 logio Ul/ml) para el NeuMoDx HCV Quant Assay en plasma y suero mediante el flujo de trabajo con un volumen de muestra de
550 pl.

El LoD y LLoQ declarados del NeuMoDx HCV Quant Assay para ambos tipos de muestra (plasma y suero) mediante el flujo de trabajo con un
volumen de muestra de 200 pl es 30,0 Ul/ml (1,5 log™ Ul/ml).

Sensibilidad analitica: linealidad y determinacién del limite superior de cuantificacién (Upper Limit of Quantitation, ULoQ)

La linealidad y el limite superior de cuantificaciéon (Upper Limit of Quantitation, ULoQ) del NeuMoDx HCV Quant Assay se determinaron en plasma
preparando una serie de diluciones con HCV Armored RNA® (Asuragen Inc., Austin, TX) y AcroMetrix™ High Control HCV (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA ) con una concordancia establecida con el 5.2 estandar internacional de la OMS. Se prepard un panel de 11 componentes en plasma
negativo combinado para el HCV a fin de crear un panel que cubriera un intervalo de concentracion de 8,2-1,5 logio Ul/ml. El NeuMoDx HCV Quant
Assay puso de manifiesto la capacidad de cuantificar el HCV en el intervalo lineal de 8 logio con una precision de + 0,3 logio Ul/ml en funcion del
error estandar segun lo calculado por el intervalo de confianza del 95 %. No se obtuvo ningun beneficio significativo utilizando los ajustes de
regresion de segundo y tercer orden. Se determiné que el ULoQ en plasma era de 8,2 logio Ul/ml. Se llevé a cabo un estudio posterior para mostrar
la equivalencia de la matriz y el andlisis en comparacidn con los resultados cuantitativos de NeuMoDx HCV para muestras preparadas en plasmay
suero usando dos modelos de ajustes de regresion diferentes, incluida la herramienta de regresién de MS Excel y Passing-Bablok. En los resultados
se mostrd una estrecha correlacion representada por la pendiente y valores de interseccién muy préximos a 1,00 y 0,00 respectivamente; ademas
de un valor R2 de 0,99 (herramienta de regresién de MS Excel) o un valor p de 0,600 (Passing-Bablok). Las concentraciones del ensayo de HCV
notificadas por el NeuMoDx System en comparacién con los valores esperados se presentan en la figura 4.

Se evaluaron la linealidad y el ULoQ mediante el flujo de trabajo con un volumen de muestra de 200 pl. Las comparaciones de las equivalencias se
realizaron entre las concentraciones que notificé el software NeuMoDx para los flujos de trabajo de 200 ul y 550 pl. Los andlisis de regresion de
Deming y Passing-Bablok mostraron una excelente correlacion y una pendiente proxima a 1 e intersecciones minimas (sesgo) de las
concentraciones notificadas tanto de las muestras de plasma como de las de suero en el intervalo lineal. En una comparacién Bland-Altman de la
concentracion notificada para el flujo de trabajo con un volumen de muestra de 200 pl con la concentracién media notificada para los flujos de
trabajo con un volumen de muestra de 200 pl y 550 pl se mostré un sesgo minimo, y la precision se atribuy6 al algoritmo utilizado para generar
resultados a partir del flujo de trabajo de 200 pl. Ademads, en una regresidn lineal simple en la que se compard la concentracion esperada con la
concentracion notificada para el flujo de trabajo de 200 pl, la pendiente estaba préxima a 1, lo que demuestra una excelente correlacién (figura
5). En conjunto, estas comparaciones muestran una cuantificacion precisa del HCV en el intervalo lineal del NeuMoDx HCV Quant Assay cuando se
sigue un flujo de trabajo con un volumen de muestra de 200 pl.

Muestras de plasma: Muestras de suero:
Concentracién del NeuMoDx frente a la concentracion esperada Concentracion del NeuMoDx frente a la concentracion esperada

10 10

8 R ) 8 o
)

g T '
: o
L £ :

3 4 .. y =211<—4E—05 5 4 e @ y = 1,06x + 0,08
£, . R2=0,99 g, R2=0,99
( 5 '
< 9 2 0

0 2 4 6 8 10 0 2 - 6 8 10

Concentracién del NeuMoDx HCV Quant

Concentracidn esperada [logio Ul/ml]

Concentracion del NeuMoDx HCV Quant

Concentracién esperada [logio Ul/ml]

Figura 4: Intervalo lineal del NeuMoDx HCV Quant Assay en plasma (izquierda) y suero (derecha); flujo de trabajo de 550 pl
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Figura 5: Intervalo lineal del NeuMoDx HCV Quant Assay en plasma

Concentracion del NeuMoDx frente a la concentracion esperada

Muestras de plasma:

Sensibilidad analitica: linealidad en los genotipos
La linealidad del NeuMoDx HCV Quant Assay en seis genotipos del HCV se caracteriz6 mediante el analisis de al menos cuatro (4) concentraciones
diferentes de cada genotipo del HCV preparadas en plasma negativo para el HCV. Los niveles de los analitos del HCV analizados en este estudio
dependian de la concentracion de la muestra original y, por lo tanto, fueron diferentes entre los genotipos. El estudio se realizé con cada genotipo
utilizando 6 réplicas en cada nivel. La linealidad en los seis genotipos de HCV se presenta en la tabla 7y la figura 6.

Muestras de suero:

Concentracion del NeuMoDx frente a la concentracion esperada
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= . = .
S35 4 Ko % S 4 e
2§, =25,
=2 =3 z= . ot
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= 0 < 0
I3 2 3 4 5 6 7 8 9 2 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
c o
S Concentracién esperada (logio Ul/ml) © Concentracién esperada (logio Ul/ml)

(izquierda) y suero (derecha); flujo de trabajo de 200 ul

Tabla 7. Linealidad del NeuMoDx HCV Quant Assay entre los genotipos

Ecuacion de linealidad
Genotipo y = cuantificacion del NeuMoDx HCV Assay R?
x = cuantificacion esperada
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
»
6 ¢
r
4
4
5 é}ay
£q
=) = =« « Lineal (Genotipo 1)
) -
E 3 },IJ Lineal (Genotipo 2)
a v
; ,' Lineal (Genotipo 3)
32
S Lineal (Genotipo 4)
3 [
< 1 / = === |ineal (Genotipo 5)
o
----- Lineal (Genotipo 6)
0
0 2 4 6 8
Conc. real logyo Ul/ml

Figura 6: Linealidad del NeuMoDx HCV Quant Assay entre los genotipos

Especificidad analitica: reactividad cruzada
La especificidad analitica se mostré mediante el analisis de 33 microrganismos que pueden encontrarse frecuentemente en las muestras de sangre y plasma,
asi como en especies filogenéticamente similares al HCV para determinar la reactividad cruzada. Los microrganismos se prepararon en grupos de 4 a
6 microrganismos y se analizaron a una concentracion elevada. Los microrganismos analizados se muestran en la tabla 8. No se observo reactividad cruzada
con ninguno de los microorganismos analizados, lo que confirma una especificidad analitica del 100 % del NeuMoDx HCV Quant Assay.
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Tabla 8. Patogenos utilizados para mostrar la especificidad analitica

Microorganismos no diana
Virus de la
Vi linfotropi Propioni i Vi I Nil
Adenovirus 2 Dengue V1 Hepatitis A inmunodeficiencia irus linfotropico ropionibacterium |rus.de "o
humano 1 acnes Occidental
humana 2
Virus del il Virus linfotropi Fi
Adenovirus 5 Dengue V2 Hepatitis B rus del paplioma irus linfotropico Rubéola |eb.re
humano 16 humano 2 amarilla
Candida Virus del herpes Virus del papiloma . Encefalitis de San . .
D V. A \Y Zik:
albicans engue V3 simple (VHS) 1 humano 18 Gripe Luis irus de Zika
Chlamydia Dengue V4 Virus del herpes Virus del herpes Neisseria Staphylococcus
trachomatis s simple (VHS) 2 humano 6b gonorrhoeae aureus
Vi |
. . Virus de . rus d? ‘a . Virus del herpes . Staphylococcus
Citomegalovirus . inmunodeficiencia Parvovirus B19 . .
Epstein-Barr humana 1 humano 8 epidermidis

Especificidad analitica: sustancias causantes de interferencias, microorganismos comensales
Se evalué el NeuMoDx HCV Quant Assay para determinar interferencias en presencia de microrganismos no diana utilizando los mismos grupos de
microrganismos que aquellos preparados para evaluar la reactividad cruzada que aparecen arriba en la tabla 8. Al plasma negativo para el HCV se
le afiadieron los microrganismos distribuidos en grupos de 4-6; y también se afiadié un control positivo de HCV en una concentracion de 1,4 logio
Ul/ml. No se observaron interferencias significativas en presencia de estos microrganismos comensales, tal como indica la desviacion minima de
la cuantificacion con respecto a las muestras de control que no contenian agentes causantes de interferencias.

Especificidad analitica: sustancias causantes de interferencias, sustancias endégenas y exégenas
Se evalud el rendimiento del NeuMoDx HCV Quant Assay en presencia de sustancias exdgenas y enddgenas tipicas causantes de interferencias que se
encuentran en muestras clinicas de plasma del HCV. Estas incluian niveles anormalmente altos de hemoderivados y también de medicamentos antiviricos
comunes, los cuales se clasifican en la tabla 9. Cada sustancia se afiadié a plasma humano negativo cribado para el HCV al que se afiadié 1,7 logio Ul/ml de
HCV y las muestras se analizaron para detectar interferencias. Ademds, también se analizaron muestras de plasma con enfermedades comunes asociadas
con la infeccidn por hepatitis C para detectar posibles interferencias. La concentracién promedio y el sesgo de todas las sustancias analizadas se informan

en la tabla 10. Ninguna de las sustancias enddgenas y exdgenas influyé en la especificidad del NeuMoDx HCV Quant Assay.

Tabla 9. Andlisis de interferencias: agentes exogenos (clasificaciones farmacoldgicas)

NeuMoDx Molecular, Inc.
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Producto Clasificacion Producto Clasificacién
Inhibi la NS3/4A
Sofosbuvir Antivirico para HCV de accion directa Paritaprevir nhibidor de la NS3/4A proteasa
del HCV
- Ledipasvir Inhibidor de HCV ~ Ombitasvir Antivirico para HCV
o o
g Velpatasvir Inhibidor NS5A de HCV g Ritonavir Inhibidor de la proteasa del VIH
(C] (G) — -
If Inh |
Claritromicina Antibitico Su ato.de .n ibidor de la transcriptasa
abacavir inversa
Interferén a 2a Inmunomodulador Ribavirina Inmunomodulador
Grazoprevir Inhibidor de la NS3/4A proteasa del HCV Efavirenz il:\l'/\;k:::or de la transcriptasa
Elbasvir Inhibidor NS5A de HCV Lopinavir Inhibidor de la proteasa
o0 <
o i [}
= T.enofow.r Antiviral para HBV/VIH 2 | Azitromicina Antibidtico
5 disoproxilo 5
Lamivudina Antiviral para HBV/VIH Dolutegravir Antivirico para HIV
Valganciclovir Antivirico para CMV Simeprevir Inhibidor de la NS3/4A proteasa
del HCV
Emtricitabina Antivirico para HIV
Raltegravir Antivirico para HIV
'3 Amoxicilina Antibidtico
o
g Rilpivirina Antivirico para HIV
Dasabuvir Antivirico de accidn directa para HCV
Glecaprevir Inhibidor de la NS3/4A proteasa del HCV
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Tabla 10. Andlisis de interferencias: agentes exégenos y endégenos
. Conc. media Sesgo
Endogena
logio Ul/ml logio Ul/ml
Hemoglobina 1,61 0,28
Triglicéridos 1,31 -0,02
Bilirrubina 1,47 0,14
Albumina 1,47 0,14
., , Conc. media Sesgo
Exogenos (farmacos)
logio Ul/ml logyo Ul/ml
Grupo 1: Zidovudina (ZDV), saquinavir, ritonavir,
) L ) . . 1,48 0,15
claritromicina, interferén a 2a, interferén a 2b
Grupo 2: Sulfato de abacavir, amprenavir, ribavirina,
) . - o 1,40 0,07
entecavir, fluoxetina, clorhidrato de valaciclovir
Grupo 3: Tenc?fowr dISOp.I’OXI‘|0, lamivudina, ganciclovir, 1,40 0,07
valganciclovir, nevirapina
Grupo 4: EfaV|4renz, lopinavir, enfuvirtida, ciprofloxacino, 151 0,18
paroxetina,
Grupo 5 Adefowr (dlplyOXlI), azitromicina, sulfato de 1,40 0,07
indinavir, sertralina
Conc. media Sesgo
Estado de la enfermedad 8
logio Ul/ml logyo Ul/ml
Anticuerpo antinuclear (ANA) 1,53 0,18
Lupus eritematoso sistémico (LES) 1,29 -0,06
Artritis reumatoide 1,39 0,04
Anticuerpos contra HBV 1,45 0,10
Cirrosis alcohdlica 1,43 0,08
Factor reumatoide 1,43 0,08
Esteatohepatitis no alcqhollca (Non-Alcoholic 132 0,03
Steatohepatitis, NASH)

Precision en el laboratorio

La precision del NeuMoDx HCV Quant Assay se determind al analizar un panel de 7 componentes de muestras de HCV preparadas (mediante la
incorporacion de HCV Armored RNA y AcroMetrix HCV Control) con tres NeuMoDx Systems durante 12 dias. Se determinaron las precisiones dentro
de la serie, en el dia y dentro del sistema, y se determiné que la desviacidn estandar general fue <0,26 logio Ul/ml. No se observé ninguna diferencia
significativa en el rendimiento de los sistemas, en los dias o en las series, tal y como se muestra en la tabla 11. No se determind la precision entre
operadores, ya que el operador no desempefia un papel importante en el procesamiento de las muestras con el NeuMoDx System.

Tabla 11. Precisién en el laboratorio: NeuMoDx HCV Quant Assay en los NeuMoDx Systems

Conc. deseada Conc. media SD dentro del SDenel SD en la serie SD dentro del
[log10 UI/ml] [log10 UI/ml] sistema dia analitica laboratorio (general)

a 6 5,95 0,17 0,13 0,10 0,17

é 5 4,87 0,20 0,14 0,12 0,20

< 3 2,89 0,19 0,17 0,17 0,19

=< 4,4 4,45 0,12 0,10 0,08 0,13

E 3,4 3,45 0,12 0,12 0,11 0,13

§ 2,4 2,41 0,17 0,15 0,15 0,17

< 1,4 1,40 0,26 0,25 0,25 0,24

Reproducibilidad entre lotes

Se determind la reproducibilidad entre lotes del NeuMoDx HCV Quant Assay con tres lotes de reactivos clave distintos: NeuMoDx Lysis Buffer 3,
NeuMoDx Extraction Plates y las NeuMoDx HCV Quant Test Strips. Se usé un panel de 7 componentes de HCV (que incorpora HCV Armored RNA
Control y AcroMetrix HCV Control) para evaluar el rendimiento. El andlisis se llevé a cabo con los tres lotes de reactivos en los tres sistemas durante
6 dias. Se analizo la variabilidad del mismo lote y entre lotes distintos y los resultados se presentan en la tabla 12. El sesgo maximo total fue de
0,24 logio Ul/ml y la SD méxima total fue de 0,33 logio Ul/ml. No se observd ninguna diferencia significativa en el rendimiento entre lotes, ya que
la cuantificacion de todos los componentes del panel estaba dentro de la especificacidn de la tolerancia.
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Tabla 12. Reproducibilidad entre lotes: NeuMoDx HCV Quant Assay

C[tl):;OdSIs/e;:i]a Conc.[lr:gelgila"(;:‘l:;ERAL (Resu?tados SESGO ABS | SD entre lotes Sg;:e;::;o SD general
validos por lote)
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
n<: 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
g 1,4 1,38 36 0,02 0,23 0,13 0,33

Eficacia del control

El SPC2 esta incluido en el NeuMoDx HCV Quant Assay para notificar cualquier fallo en los pasos del proceso o inhibicion que afecte al rendimiento
del ensayo. Se analizé la eficacia en condiciones representativas de fallos criticos de los pasos del proceso que podrian producirse durante el
procesamiento de las muestras y que es posible que no sean detectados por los sensores que controlan el rendimiento del NeuMoDx System. Se
pusieron a prueba muestras positivas (3 logio Ul/ml) y muestras negativas en presencia de un control en las siguientes condiciones: presencia de
inhibidor, sin administracién de reactivo de lavado y sin expulsién de lavado. Las ineficiencias del proceso que tenian un efecto adverso en la
deteccidn o la cuantificacidon de HCV se reprodujeron en el rendimiento del valor diana del SPC2, tal como se muestra en la tabla 13. En todos los
casos analizados, se mostré que el control de proceso de muestras supervisé6 adecuadamente las ineficiencias del proceso y la presencia de
inhibidores o que la ineficiencia anticipada del proceso no tuvo un efecto adverso significativo sobre la deteccién del SPC2 ni sobre la deteccion y
la cuantificacion de HCV. Por tanto, el SPC2 puso de manifiesto ser satisfactorio a la hora de supervisar eficazmente el rendimiento del ensayo en
el NeuMoDx System.

Tabla 13. Efectividad del control de procesos de muestras

Estado de amplificacion de

Fallo del paso del
proceso analizado

control de procesos de
muestras

Estado de la amplificacion
del analito del HCV

Resultado del ensayo

Presence of Inhibitor
(Presencia de inhibidor)

Not Amplified
(No amplificado)

Not Amplified
(No amplificado)

Unresolved (No resuelto)

No Wash Delivered
(Sin administracion de

Not Amplified
(No amplificado)

Not Amplified
(No amplificado)

Unresolved (No resuelto)

lavado)
No Wash Blowout
(Sin expulsion de lavado)

Positive (Positivo) con cuantificacion

Amplified (Amplificado) dentro de 0,3 logio Ul/ml de control

Amplified (Amplificado)

Tasa de resultados validos

Se utilizé un andlisis retrospectivo de los datos obtenidos durante la evaluacidn de rendimiento del NeuMoDx HCV Quant Assay en los NeuMoDx
Systems para la determinacion del porcentaje de los resultados vélidos. Los resultados vélidos de la prueba se denominaran Positive (Positivo),
Negative (Negativo), los resultados no vélidos de la prueba pueden notificarse como Indeterminate (IND) (Indeterminado [IND]) o Unresolved
(UNR) (No resuelto [UNR]) en funcidn del estado de la amplificacion del analito y el control de proceso de la muestra. Un resultado IND suele ser
el resultado de un error del instrumento que da lugar a un fallo de amplificaciéon del analito y/o del control del proceso interno. Se asigna un
resultado UNR a las muestras cuando tanto el analito como el control de proceso interno no pueden realizar la amplificacion en ausencia de un
error de instrumento detectado. En el andlisis retrospectivo se incluyeron 1962 resultados individuales de NeuMoDx HCV Quant Assay, que incluian
datos obtenidos tanto de muestras de suero como de plasma en el NeuMoDx 288 System y el NeuMoDx 96 System. Se determiné que la tasa de
UNR era del 0,61 % (12/1962) y que la tasa de IND era del 0,41 % (8/1962); con lo cual se cumple con el criterio de aceptacién del andlisis. Por lo
tanto, se llegd a la conclusién de que la tasa de resultados validos del NeuMoDx HCV Quant Assay en las matrices clinicas y los NeuMoDx Systems
era del 99,0 % con IC del 95 % (98,4-99,3).

Contaminacion cruzada

La tasa de contaminacién cruzada del NeuMoDx HCV Quant Assay se determind mediante el analisis de tres conjuntos de muestras de HCV con
muestras negativas y positivas altas alternas. En total, esto incluyd el analisis de 144 réplicas de una muestra humana negativa para el HCV y
144 réplicas de una muestra de HCV de valor cuantitativo alto a 8,2 logio Ul/ml. Las 144 réplicas de la muestra negativa resultaron ser negativas,
lo que demuestra que no se produjo una contaminacion cruzada durante el procesamiento de las muestras en el NeuMoDx System.

NeuMoDx Molecular, Inc. 40600140-ES_G
2023-07

Pagina 17 de 22



& NeuMoDx HCV Quant Test Strip
NeuMoDx INSTRUCCIONES DE USO 300300

molecular

Equivalencia de la matriz de muestra

Se realizaron anilisis para poner de manifiesto la equivalencia de la matriz de muestras entre la sangre completa recogida en tubos de recogida
con 4cido etilendiaminotetracético (EDTA) y acido citrato-dextrosa (ACD) para la preparacion del plasma. Se realizaron analisis adicionales para
determinar la equivalencia entre las muestras de plasma frescas y congeladas (recogidas en los dos tipos de tubos), asi como de muestras de suero
frescas y congeladas. Las muestras frescas se mantuvieron a una temperatura de 4 °C hasta que se les afiadieron cuatro niveles de HCV y se
analizaron para determinar la equivalencia. A continuacion, se congelaron las muestras durante un minimo de 24 horas a—20 °C. Tras este periodo
de almacenamiento bajo congelacion, se descongelaron las muestras y se volvieron a analizar. Los resultados de las muestras de suero y plasma
frescas frente a congeladas y también de las muestras de plasma con EDTA frente a ACD se compararon mediante un analisis de regresion para
determinar la equivalencia. Los datos demostraron una equivalencia excelente entre muestras de plasma con EDTA y ACD, muestras de plasma
frescas y congeladas, y muestras de suero frescas y congeladas.

Se realizaron andlisis adicionales para determinar la equivalencia del rendimiento del NeuMoDx HCV Quant Assay de las muestras primarias frente a las
muestras secundarias. Se procesaron primero los paneles de muestras de donantes negativas para el HCV mezcladas con el analito del HCV (AccuPlex™
Recombinant HCV Control) y de muestras de donantes positivas para el HCV de los tubos de muestras primarios. Tras el procesamiento de los tubos
primarios, el plasma o suero restante de cada muestra se distribuyd en partes alicuotas en un tubo de muestras secundario y se volvié a procesar. No se
observé ninguna diferencia significativa en los resultados notificados entre el procesamiento de los tubos de muestras principales y secundarios.

Comparacion del método clinico

Se evalud el rendimiento cualitativo y cuantitativo del NeuMoDx HCV Quant Assay comparandolo con ensayos comparativos aprobados por la
FDA/CE mediante el andlisis de las muestras clinicas de plasma no diluidas de pacientes con infeccidn por el HCV. El analisis se realizé internamente
en NeuMoDx mediante un estudio con enmascaramiento Unico de muestras clinicas residuales no identificadas obtenidas de seis laboratorios de
referencia externos. Se procesaron en total 323 muestras de plasma y 336 muestras de suero con el NeuMoDx HCV Quant Assay con
enmascaramiento (simple) en varios NeuMoDx Molecular Systems. De estas muestras, se procesaron 35 muestras de plasma y 13 muestras de
suero, tanto en el NeuMoDx 288 Molecular System como en el NeuMoDx 96 Molecular System. No fue posible procesar algunas de las muestras
cuyo resultado fue INVALID (no valido) porque la cantidad de la muestra no era suficiente.

Los errores de procesamiento y del sistema obtenidos en los NeuMoDx Molecular Systems fueron minimos y se cumplieron los criterios.
Inicialmente, se obtuvieron 4 resultados INDETERMINATE (IND) (Indeterminado) para las muestras de plasma y 4 resultados IND para las muestras
de suero, lo cual generd una tasa de IND inicial del 1 % (IC del 95 %: 0,5 %-3 %) para plasmay 1 % (IC del 95 %: 0,4 %-3 %) para suero. Inicialmente,
se obtuvieron 3 resultados UNRESOLVED (UNR) (No resuelto) para las muestras de plasma y 5 resultados UNR para las muestras de suero, lo cual
arrojo una tasa general del 1 % (IC del 95 %: 0,2 %-3 %) para plasmay 1 % (IC del 95 %: 0,6 %-4 %) para suero.

Las muestras que arrojaron resultados no validos (IND/UNR) o un “Quantitation Error” (Error de cuantificacion) e volvieron a analizar si quedaba
un volumen suficiente, y en algunas muestras se realizé un paso de dilucidn para generar resultados validos. En las 13 muestras con volumen
suficiente para repetir el analisis (en estado puro o diluido), se obtuvo un resultado valido.

De los 321 resultados vélidos obtenidos de las muestras de plasma y los 334 resultados validos obtenidos de las muestras de suero, se notificaron
206 muestras de plasmay 154 muestras de suero como POSITIVE (POSITIVAS) con el NeuMoDx HCV Quant Assay, con sus valores de concentracion
correspondientes asignados mediante las pruebas de referencia. Se utilizaron los andlisis de regresién de Deming y Passing-Bablock para establecer
una correlacién entre los valores de concentracion del NeuMoDx HCV Quant Assay y los valores notificados por las pruebas de referencia, tanto
para las muestras de plasma como de suero.

Se generaron graficos de equivalencia para representar la correlacion entre las concentraciones del NeuMoDx HCV Quant Assay y los valores de
concentracion de las pruebas de referencia para todas las muestras analizadas con el ajuste de regresion de Deming y Passing-Bablok, tal como se
muestra en la figura 7y la figura 8. La calidad del ajuste de regresién de Deming se indica mediante un coeficiente de pendiente de 1,00 con un IC
del 95 % (0,97; 1,03) y una interseccién (sesgo) de -0,16 con un IC del 95 % (-0,37; 0,06), lo que muestra que los resultados de la concentracidn
obtenidos entre el NeuMoDx HCV Quant Assay y las pruebas de referencia estan altamente correlacionados y con un sesgo aceptable. La calidad
del ajuste lineal de Passing-Bablok se indica mediante un coeficiente de pendiente de 1,02 con un IC del 95 % (0,99, 1,05) y una interseccion (sesgo)
de -0,28 con un IC del 95 % (-0,43, -0,14), lo que muestra que los resultados de la concentracion obtenidos entre el NeuMoDx HCV Quant Assay y
las pruebas de referencia estdn altamente correlacionados y con un sesgo aceptable, tal y como se muestra en la tabla 14.

NeuMoDx Molecular, Inc. 40600140-ES_G
2023-07
Pagina 18 de 22



& NeuMoDx HCV Quant Test Strip
NeuMoDx INSTRUCCIONES DE USO

molecular

300300
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Figura 7: Graficos de equivalencia (izquierda) y residual (derecha): analisis acumulativo (en ambos NeuMoDx Systems) de los
resultados del NeuMoDx HCV Quant Assay en comparacion con los resultados de la prueba de referencia de TODAS las
muestras basado en el andlisis de regresién de Deming.

TODAS, GRAFICO RESIDUAL:
Concentraciones residuales/pruebas de
referencia

TODAS, PASSING-BABLOCK:
Relacion entre la concentracion de la regresion
obtenida por el NMDx y la concentracion de las
pruebas de referencia
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Figura 8: Graficos de equivalencia (izquierda) y residual (derecha): analisis acumulativo (en ambos NeuMoDx Systems) de los
resultados del NeuMoDx HCV Quant Assay en comparacidn con los resultados de la prueba de referencia de TODAS las
muestras basado en el andlisis de regresién de Passing-Bablok.

Tabla 14. Resumen del analisis de regresion lineal de Deming y Passing-Bablok

Anilisis de Deming Anilisis de Passing-Bablok

Lo Coeficiente de L. Coeficiente de
Interseccion . Interseccion .
pendiente pendiente
ACUMULATIVO -0,16 1,00 -0,28 1,02
(Todas las muestras de IC del 95 % IC del 95 % IC del 95 % IC del 95 %
plasma + suero) (-0,37; 0,06) (0,97; 1,03) (-0,43;-0,14) (0,99; 1,05)
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De los 655 resultados validos obtenidos para las muestras de plasma y suero con el NeuMoDx HCV Quant Assay, se notificaron 361 positivos
mediante las pruebas de referencia para HCV y se notificaron 294 negativos. La sensibilidad y la especificidad del NeuMoDx HCV Quant Assay se
calcularon a partir de la comparacion entre los datos de todas las muestras clinicas validas y la prueba de referencia, que se recopila y se presenta
en la tabla 15. De las 361 muestras positivas analizadas, también se notificaron 360 como positivas con el NeuMoDx HCV Quant Assay, lo que pone
de manifiesto una sensibilidad del 99,7 % con un IC del 95 % (98,2 %-100 %). De las 294 muestras negativas analizadas, también se notificaron 271
como negativas con el NeuMoDx HCV Quant Assay, lo que pone de manifiesto una especificidad del 92,2 % con un IC del 95 % (88,3 %-94,9 %).

Se puso de manifiesto la equivalencia del NeuMoDx HCV Quant Assay a través de resultados altamente correlacionados de rendimiento del ensayo
entre el NeuMoDx 288 Molecular System, el NeuMoDx 96 Molecular System y la prueba de referencia, tanto para las muestras de plasma como
de suero.

Tabla 15. Resultados de la comparacidn de métodos cualitativos para el NeuMoDx HCV Quant Assay frente a las pruebas de
referencia: plasmay suero

Ensayo de Ensayo de
referencia (POS) | referencia (NEG) TOTAL
NeuMoDx
HCV Quant Assay 360 23 383
(POS)
NeuMoDx
HCV Quant Assay 1 271 272
(NEG)
TOTAL 361 294 655
SENSIBILIDAD = 99,7 % IC del 95 % (98,2 %-100 %)
*ESPECIFICIDAD = 92,2 % IC del 95 % (88,3 %-94,9 %)

*NOTA: El LLoQ para NeuMoDx HCV Quant Assay es de 0,9 log10 Ul/ml, que es mds bajo que el ensayo de comparacion que se utiliza como
prueba de referencia. Se realizé un andlisis posterior en el que se excluyeron 9 muestras en las que NeuMoDx detecté el HCV, pero se
notificaron como negativas mediante el ensayo de comparacion. Al excluir estas 9 muestras, se calculé nuevamente la especificidad
del NeuMoDx HCV Quant Assay y se estimd que era del 95,1 % con un IC del 95 % (91,7-97,2).

Pruebas de muestras elaboradas: flujo de trabajo utilizando un volumen de muestra de 200 pl

La correlacion cuantitativa entre los flujos de trabajo utilizando un volumen de muestra de 200 ul y 550 pl se confirmé con un panel formado por
muestras individuales de suero y plasma negativo para el HCV mezcladas con cuatro niveles conocidos de material de Accuplex HCV Control seguin
lo establecido por el 5.° estandar internacional de la OMS para ARN del HCV para pruebas de acidos nucleicos. Estas muestras individuales de suero
y plasma se procesaron siguiendo flujos de trabajo para volimenes de muestra de 550 pl y 200 ul para un total de 324 pruebas realizadas. Las
comparaciones de las equivalencias entre la concentracion notificada por el software NeuMoDx para los flujos de trabajo con volimenes de
muestras de 200 pl y 550 pl con el panel elaborado se realizaron en base a una muestra individual. Los analisis de regresién de Deming y Passing-
Bablok tenian una pendiente de 1,003 y 1,000 con intersecciones de —0,082 y —0,085, respectivamente en plasma, y de 0,974 y 0,984 con
intersecciones de 0,086 y 0,037 respectivamente en suero, lo que demuestra una excelente concordancia de las cuantificaciones de HCV entre los
dos flujos de trabajo de volumen de procesamiento. Seglin una comparacidn Bland-Altman, el sesgo entre los dos flujos de trabajo fue minimo.
Asimismo, los analisis de regresién lineal simple con la concentracidn esperada y la concentracién notificada para el flujo de trabajo de 200 pl
tuvieron una pendiente de 1,0432 y un coeficiente de correlacidn de 0,994 (en el caso de plasma) y de 1,0007 y 0,993 (en el caso de suero), lo que
confirma una vez mas un excelente rendimiento cuando se sigue el flujo de trabajo utilizando un volumen de muestra de 200 pl para el NeuMoDx
HCV Quant Assay. A continuacion, en la figura 9y en la figura 10 se resumen los resultados de estos estudios.
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Figura 9: Comparaciones del grafico de equivalencias entre concentraciones notificadas de un flujo de trabajo con volumen de
muestra de 200 pl y concentraciones notificadas de un flujo de trabajo con volumen de muestra de 550 pL. A) Regresion de Passing-
Bablok. B) Regresion de Deming. C) Grafico de dispersion Bland-Altman D) Gréfico de diferencias Bland-Altman: muestras de plasma

b

Concentracion de volumen bajo (logio Ul/ml)

Regresién de Passing-Bablok

w

Regresién de Deming

Concentracién de volumen bajo (logio Ul/ml)

H 2 3 B s
Concentracién de volumen estandar (log:o Ul/ml)

2 3 B s . ; B
Concentracién de volumen estandar (logio Ul/ml)

c Gréfico de dispersién Bland-Altman D Gréfico de diferencias Bland-Altman
: = 05

% 1S '

£ 23 s

H 39

2 - c & 03

o . ¥ § 8 .

2 EX oz

2 s 8 I .

g - % “5 01 T, .

& %, . .
L £ — — : —
K] £ E 01 0 2. v
S e 23 K .

$2 = g8 .02 . .

§ 53 ¢ . .,
g 5§38

E 2 T_; :5 0,3

H S3

] g8 :

& 25 os

° s g Media

o N N M N ; 4 s (Concentracion de volumen esténdar + concentracién de bajo volumen/2) (logio Ul/ml)

Concentracion de volumen estandar (logio Ul/ml)

Sesgo - Sesgo de IC (95 %) ——— IC (95 %) |

Figura 10: Comparaciones del grafico de equivalencias entre concentraciones notificadas de un flujo de trabajo con volumen de
muestra de 200 ul y concentraciones notificadas de un flujo de trabajo con volumen de muestra de 550 pL. A) Regresion de Passing-
Bablok. B) Regresion de Deming. C) Grafico de dispersion Bland-Altman

D) Grafico de diferencias Bland-Altman: muestras de suero
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MARCAS COMERCIALES

NeuMoDx™ y NeuDry™ son marcas comerciales de NeuMoDx Molecular, Inc.
AcroMetrix™ es una marca comercial de Thermo Fisher Scientific.

Armored RNA® es una marca comercial registrada de Asuragen, Inc.

BD Vacutainer® es una marca comercial registrada de Becton, Dickinson and Company
BD, PPT™ y SST™ son marcas comerciales de Becton, Dickinson and Company
TagMan® es una marca comercial registrada de Roche Molecular Systems, Inc.

El resto de los nombres de productos, marcas comerciales y marcas comerciales registradas que pueden aparecer en este documento son
propiedad de sus respectivos duefios.
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