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ATENTIE: Doar pentru export din S.U.A.
A se utiliza pentru diagnosticarea in vitro cu NeuMoDx 288 si NeuMoDx 96 Molecular System

Pentru actualizdri ale prospectului, accesati: www.giagen.com/neumodx-ifu
I:Ii] Pentru instructiuni detaliate, consultati Manualul de operare NeuMoDx 288 Molecular System; Nr.P. 40600108
Pentru instructiuni detaliate, consultati Manualul de operare NeuMoDx 96 Molecular System; Nr.P. 40600317

DOMENIUL DE UTILIZARE

NeuMoDx HCV Quant Assay este o testare automata, in vitro de amplificare a acidului nucleic, pentru cuantificarea ARN-ului virusului hepatitei C
(hepatitis C virus, HCV) in esantioanele de plasma si ser umane pentru genotipurile 1 pana la 6 pozitive la anticorpi pentru HCV la indivizii infectati
cu HCV. Analiza NeuMoDx HCV Quant Assay aplicata pe NeuMoDx 288 Molecular System si NeuMoDx 96 Molecular System (sistemele NeuMoDx
System) incorporeaza extractia automatizata a ARN-ului pentru a izola acidul nucleic tintd de esantion, si reactia de polimerizare in lant revers-
transcriptaza in timp real (reverse transcriptase polymerase chain reaction, RT-PCR) pentru a viza secventele puternic conservate in genomul viral
al hepatitei C.

NeuMoDx HCV Quant Assay este destinat utilizarii ca ajutor in gestionarea pacientilor cu infectii cu HCV. Rezultatele obtinute de la NeuMoDx HCV
Quant Assay trebuie interpretate in contextul tuturor concluziilor clinice si de laborator relevante. NeuMoDx HCV Quant Assay nu este destinat
utilizdrii ca testare de screening pentru sange sau produse pe baza de sange sau pentru diagnosticarea starii clinice a infectiei cu HCV.

REZUMAT S| EXPLICATII

Sangele integral uman recoltat in eprubete sterile de recoltare a sangelui, care contin acid etilendiaminotetraacetic (Ethylenediaminetetraacetic
Acid, EDTA) sau acid-citrat-dextroza (Acid Citrate-Dextrose, ACD) ca agenti de anticoagulare sau in eprubete pentru pregatirea plasmei (Plasma
Preparation Tubes, PPT) poate fi folosit pentru pregatirea plasmei, in timp ce serul trebuie recoltat in eprubete pentru ser sau in eprubete pentru
separarea serului (Serum Separation Tubes, SST). Pentru pregatirea pentru testare, plasma sau serul dintr-o eprubetd secundara pentru esantioane
sau sangele fractionat intr-o eprubeta primara pentru esantioane compatibild cu NeuMoDx System este incarcat(d) pe NeuMoDx System utilizand
un suport dedicat de eprubete pentru esantioane. Pentru fiecare esantion, o parte alicota de proba plasmaticd/sericd este amestecatd cu NeuMoDx
Lysis Buffer 3, iar NeuMoDx System parcurge automat toate etapele necesare pentru extractia acidului nucleic tintd, pregateste ARN-ul izolat
pentru amplificare RT-PCR in timp real si, dacd acestia sunt prezenti, amplificd si detecteaza produsii de amplificare. NeuMoDx HCV Quant Assay
vizeaza doua regiuni puternic conservate din genomul HCV pentru a creste soliditatea analizei. NeuMoDx HCV Quant Assay include, de asemenea,
o substanta de control pentru procesarea probei de ARN (Sample Process Control, SPC2), care sa ajute la monitorizarea prezentei unor substante
potential inhibitoare, precum si a erorilor NeuMoDx System sau de reactiv, care pot fi intalnite in timpul proceselor de extractie si amplificare.

HCV este un virus ARN cu o singur tulpina, in sens pozitiv, capabil s& cauzeze infectii acute si cronice.! in prezent nu exista niciun vaccin pentru
hepatita C. Desi infectia acuta este, de obicei, asimptomatica si foarte rar asociata cu boala care pune viata in pericol, mai mult de jumatate din
persoanele infectate cu HCV pot dezvolta infectii cronice. Dintre cei cu infectie cronicd cu HCV, riscul de ciroza hepatica este cuprins intre 15-30%
in 20 de ani. La nivel global, aproximativ 71 de milioane de persoane sunt suspectate a avea infectie cronica cu HCV, cu un numar semnificativ al
celor pentru care se preconizeazi a dezvolta cirozd sau cancer hepatic. >* Fiind un virus transmis prin sdnge, HCV a fost transmis in principal prin
sange si produse pe baza de sange. Adoptarea pe scara larga a testarilor de screening sanguin a redus considerabil incidenta infectiilor din sdngele
donat.!

Detectia anticorpilor pentru HCV nu diferentiaza intre infectiile active si cele eliminate. in consecintd, algoritmii de testare HCV in laborator necesits
diagnosticarea infectiilor cu HCV active la indivizii pozitivi la anticorpi, prin detectia ARN-ului HCV in plasmd sau ser fnainte de initierea
tratamentului (daca este necesar). Cuantificarea ARN-ului HCV (incarcatura virald) este utilizata acum in mod obisnuit in definirea si monitorizarea
unui tratament reusit pentru HCV.

Orientdrile actuale pentru gestionarea si tratamentul infectiilor cu HCV recomanda testarea cantitativd a ARN-ului HCV finainte de inceperea
tratamentului antiviral pentru a stabili linia de bazd, si dupa cel putin 12 saptamani de la terminarea tratamentului. Uneori pot fi recomandate
momente in timp suplimentare. Raspunsul virologic sustinut (Sustained Virological Response, SVR) este scopul tratamentului pentru HCV si definit
ca ARN HCV nedetectabil (cu o analiza care are o limitd de detectie < 25 Ul/ml) dup& tratament.>” Orientdrile recente elaborate de Asociatia
Americand pentru Studiul Bolilor Ficatului (American Association for the Study of Liver Diseases) sugereaza testarea ARN-ului HCV nu doar la linia
de baza, ci si periodic in timpul tratamentului (adicd la 4 sdptamani) si la 12 sdptamani dupa terminarea tratamentului. Testdrile pentru detectia
ARN-ului HCV, impreuna cu testérile serologice, sunt utilizate pentru identificarea unei infectii cu HCV active.®

PRINCIPIILE PROCEDURII

Analiza NeuMoDx HCV Quant Assay combina extractia automatizata a ARN-ului, amplificarea si detectia prin RT-PCR in timp real. Esantioanele de
sange integral sunt recoltate in eprubete cu EDTA, ACD sau PPT pentru pregatirea plasmei si/sau in eprubete SST pentru pregatirea serului.
Esantionul prlmar de sange (fractlonat) sau o parte alicota dﬂ plasma/ser intr-o eprubeta secundara pentru esantloane compatibila este codificat(a)

|ntegred?é@f@}béﬁ!gﬂ%bééﬁ?@@VﬁRhlJ uﬂ?ﬁega ¢
utilizandRtepeR 2 Q@nb()rleél?’guiﬁtgﬁg de control sarea probei (Sample Process Control, SPC2) inclusad ajutd la monitorizarea
prezentBieaigaM gTb§b%‘?@,t'ﬁ‘?%cum si a erorilod (2& de proces sau de reactiv. Dupa incircarea esantionului pe NeuMoDx System nu
mai estd-QSALAR 2¥Bia operatorului.
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NeuMoDx System utilizeaza o combinatie de cdldurd, enzima litica si reactivi de extractie pentru a efectua automat liza, extractia ARN-ului si
eliminarea inhibitorilor. Acizii nucleici degajati sunt captati de particule paramagnetice. Particulele, impreuna cu acidul nucleic legat, sunt incdrcate
in NeuMoDx Cartridge, unde elementele nelegate sunt spalate cu NeuMoDx Wash Reagent. ARN-ul legat este apoi eluat folosind NeuMoDx Release
Reagent. NeuMoDx System utilizeaza ARN-ul eluat pentru rehidratarea reactivilor brevetati de amplificare NeuDry™, care contin toate elementele
necesare pentru amplificarea tintelor HCV si SPC2. Acest proces permite amplificarea si detectia simultand a ambelor secvente ale tintei si ale
ARN-ului substantei de control. La reconstituirea reactivilor RT-PCR deshidratati, NeuMoDx System distribuie amestecul pregatit compatibil cu
RT-PCR intr-o camera PCR (pe esantion) a NeuMoDx Cartridge. Revers-transcrierea, amplificarea si detectia secventelor substantei de control si ale
tintei (daca existd) au loc in camera PCR. NeuMoDx Cartridge este conceput pentru a ingloba ampliconul dupa PCR, eliminand practic riscul
contaminarii post-amplificare.

Tintele amplificate sunt detectate in timp real, utilizand chimia sondei de hidroliza (denumita in mod popular drept chimie TagMan®) cu molecule
depistate cu sonda de testare fluorogenica specifica oligonucleotidelor, specificd ampliconilor tintelor respective. Sondele TagMan constau n
fluorofor legat covalent de capatul 5’ al tulpinii sondei specifice oligonucleotidelor si intr-o substanta extinctoare de fosforescenta la capatul
3’. Desi sonda este intacta, fluoroforul si substanta extinctoare de fosforescenta sunt in apropiere, ceea ce face ca molecula de substanta
extinctoare de fosforescentd sa suprime fluorescenta emisa de fluorofor prin transfer de energie Forster rezonantd (Forster Resonance Energy
Transfer, FRET).

Sondele TagMan sunt destinate temperdrii intr-o regiune ADN amplificata printr-un set specific de solutii de amorsare. Pe masura ce Taq
ADN-polimeraza extinde solutia de amorsare si sintetizeaza noua tulpind, activitatea exonucleazicd 5’-3’ a Taq ADN-polimerazei degradeaza sonda
care a fost temperatd la sablon. Degradarea sondei degaja fluorofor si isi intrerupe proximitatea fata de substanta extinctoare de fosforescenta,
astfel prevenind efectul de temperare cauzat de FRET si permitdnd detectia fluoroforului. Semnalul fluorescent rezultat, detectat in ciclatorul
termic pentru RT-PCR cantitativ NeuMoDx System este direct proportional cu fluoroforul degajat si poate fi corelat cu cantitatea prezenta de tinta.

O sonda TagMan etichetata cu un fluorofor (Excitatie: 490 nm si Emisie: 521 nm) la capatul 5’, si o substanta extinctoare de fosforescenta de
culoare inchisa la capatul 3’, este utilizata pentru detectia ARN-ului HCV. Pentru detectia SPC2, sonda TagMan este etichetata cu o vopsea
fluorescenta alternativa (Excitatie: 535 nm si Emisie: 556 nm) la capatul 5’, si o substanta extinctoare de fosforescenta de culoare inchisa la capatul
3’. Software-ul sistemului NeuMoDx System monitorizeaza semnalul fluorescent emis de sondele TagMan la sfarsitul fiecarui ciclu de amplificare.
Cand amplificarea este completd, software-ul NeuMoDx System analizeaza datele si raporteaza un rezultat final (POSITIVE (POZITIV)/NEGATIVE
(NEGATIV)/INDETERMINATE (NECONCLUDENT)/UNRESOLVED (NEREZOLVAT)/NO RESULT (NICIUN REZULTAT)). Dacéd un rezultat este pozitiv si
concentratia calculatd este in limitele de cuantificare, software-ul NeuMoDx System oferd, de asemenea, o valoare cantitativa asociatd cu proba.

W REACTIVI/CONSUMABILE

Materiale furnizate
. Unitati per Testari pe Teste per
337 ot pachet unitate pachet
NeuMoDx HCV Quant Test Strip
300300 Reactivi RT-PCR deshidratati, care contin sonde si solutii de amorsare TagMan 6 16 96
specifice HCV si SPC2

Materiale necesare, dar nefurnizate (disponibile separat de la NeuMoDx)

REF Continut

NeuMoDx Extraction Plate

1002
00200 Particule paramagnetice deshidratate, enzimd liticd si substante de control pentru procesarea probei
SOSZZUOO NeuMoDx HCV Calibrators
300202 Seturi de unicd folosintd de calibratoare puternice si slabe pentru HCV, pentru a stabili validitatea curbei de calibrare
90:;101 NeuMoDx HCV External Controls
900202 Seturi de unicd folosintd de substante de control pozitive si negative pentru HCV

400600 NeuMoDx Lysis Buffer 3

400100 NeuMoDx Wash Reagent

400200 NeuMoDx Release Reagent

100100 NeuMoDx Cartridge

235903 Hamilton CO-RE/CO-RE Il Tips (300 pL) with Filters

235905 Hamilton CO-RE/CO-RE Il Tips (1000 pL) with Filters
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Instrumentar necesar
NeuMoDx 288 Molecular System [REF 500100] sau NeuMoDx 96 Molecular System [REF 500200]

A ®

AVERTISMENTE SI PRECAUTII

NeuMoDx HCV Quant Test Strip este destinat exclusiv diagnosticarii in vitro cu sistemele NeuMoDx System.
Nu utilizati reactivii sau consumabilele dupa data de expirare mentionata.

Nu utilizati reactivi in cazul in care sigiliul de siguranta este rupt sau dacd ambalajul este deteriorat la sosire.
Nu utilizati consumabilele sau reactivii dacd punga de protectie este deschisa sau rupta la sosire.

Tnainte ca rezultatele testarii si poata fi generate pentru probele clinice trebuie s3 fie disponibild o calibrare valida a testérii
(generata prin procesarea calibratoarelor puternice si slabe din calibratoarele NeuMoDx HCV Calibrator).

NeuMoDx HCV External Controls trebuie procesate la fiecare 24 de ore pe parcursul testarii cu NeuMoDx HCV Quant Assay.

Volumul minim al esantionului de parti alicote secundare depinde de dimensiunea eprubetei, de suportul de eprubete pentru
esantioane si de procesarea volumului esantionului, conform definitiei de mai jos. Un volum mai mic decat minimul specificat poate
duce la o eroare ,Quantity Not Sufficient” (Cantitate insuficientd).

Utilizarea esantioanelor depozitate la temperaturi improprii sau in afara timpilor de depozitare specificati poate produce rezultate
nevalide sau eronate.

Evitati in permanentd contaminarea microbiana si ribonucleazicad (RNaza) a tuturor reactivilor si consumabilelor. La utilizarea
eprubetelor secundare pentru esantioane, se recomanda folosirea pipetelor de transfer sterile de unica folosinta, fara RNaza.
Utilizati cate o pipeta noua pentru fiecare esantion.

Pentru a evita contaminarea nu manipulati si nu desfaceti niciun cartus NeuMoDx Cartridge dupa amplificare. Tn niciun caz nu
recuperati cartusele NeuMoDx Cartridge din recipientul pentru deseuri biopericuloase (NeuMoDx 288 Molecular System) sau din
cosul de gunoi pentru deseuri biopericuloase (NeuMoDx 96 Molecular System). NeuMoDx Cartridge este conceput pentru a preveni
contaminarea.

n cazurile in care testérile PCR cu eprubete deschise sunt realizate in laborator, aveti grija s va asigurati cd NeuMoDx HCV Quant
Test Strip, consumabilele si reactivii suplimentari necesari pentru testare, echipamentul individual de protectie, precum manusi si
halate de laborator, si the NeuMoDx System nu sunt contaminate.

Tn timpul manipuldrii reactivilor si a consumabilelor NeuMoDx trebuie purtate manusi curate din nitril, fira pulbere. Aveti griji si nu
atingeti suprafata superioara a NeuMoDx Cartridge, suprafata de etansare cu folie a NeuMoDx HCV Quant Test Strip si NeuMoDx
Extraction Plate, ori suprafata superioara a NeuMoDx Lysis Buffer 3; manipularea consumabilelor si a reactivilor trebuie facutd doar
prin atingerea suprafetelor laterale.

Fisele cu date de securitate (Safety Data Sheet, SDS) sunt puse la dispozitie pentru fiecare reactiv (dupa caz), la
www.giagen.com/neumodx-ifu

Spalati-va bine pe maini dupa efectuarea testarii.

Nu pipetati prin intermediul cavitatii bucale. Nu fumati, nu consumati bauturi sau alimente in zonele in care se manipuleaza
esantioane sau reactivi.

Manipulati intotdeauna esantioanele ca si cum ar fi infectioase si in conformitate cu procedurile sigure de laborator, cum ar fi cele
descrise in Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories® si in Documentul CLSI M29-A4. °
Eliminati reactivii nefolositi si deseurile in conformitate cu reglementdrile nationale, federale, regionale, statale si locale.

A nu se reutiliza.

DEPOZITAREA, MANIPULAREA SI STABILITATEA PRODUSULUI

Bandeletele NeuMoDx HCV Quant Test Strip sunt stabile Tn ambalajul primar pana la data de expirare mentionata pe eticheta aplicata
direct pe produs, daca sunt depozitate la o temperatura cuprinsa intre 4 si 28 °C.

Nu utilizati consumabilele si reactivii dupd data de expirare mentionata.

Nu utilizati niciun produs de testare daca ambalajul primar sau cel secundar a fost compromis vizual.

Nu reincarcati niciun produs de testare care a fost incdrcat anterior pe un alt NeuMoDx System.

Odata incdrcatd, NeuMoDx HCV Quant Test Strip poate ramane pe NeuMoDx System timp de pana la 14 zile. Termenul de valabilitate
ramas al bandeletelor de testare incarcate este urmarit de software si raportat utilizatorului in timp real. Eliminarea unei bandelete de
testare care a fost utilizata dupa perioada admisibila va fi solicitatd de sistem.

RECOLTAREA, TRANSPORTUL $I DEPOZITAREA ESANTIOANELOR

1. Manipulati toate esantioanele, calibratoarele si substantele de control ca si cum ar fi capabile sa transmita agenti infectiosi.
2. Nu congelati esantioanele de sange integral sau alte esantioane depozitate in eprubete primare.
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3. Pentru pregatirea esantioanelor de plasma, sangele integral trebuie recoltat in eprubete sterile, utilizind EDTA sau ACD drept
anticoagulanti sau in eprubete pentru pregatirea plasmei (Plasma Preparation Tubes, PPT). Urmati instructiunile producatorului
eprubetelor de recoltare a esantioanelor pentru pregdtire si depozitare.

4. Pentru pregatirea esantioanelor de ser, sangele integral trebuie recoltat in eprubete pentru ser sau in eprubete SST. Urmati
instructiunile producatorului eprubetelor de recoltare a esantioanelor pentru pregatire si depozitare.

5. Esantioanele pot fi testate in eprubete de recoltare primare sau in eprubete pentru esantioane secundare. Recomandate pentru
testarea in eprubete primare:

a.  Esantioane de plasmd: BD Vacutainer® Plus Plastic KzEDTA Tube (BD #368589) sau BD Vacutainer PPT™ Plasma Preparation
Tube (BD #362799).
b.  Esantioane de ser: BD Vacutainer Plus Plastic Serum Tube (BD #367820) sau BD Vacutainer SST™ Tube (BD #367988).

6. Esantioanele pregdtite pot fi depozitate pe NeuMoDx System timp de pand la 8 ore inainte de procesare. Daca este necesar un timp
suplimentar de depozitare, se recomanda ca esantioanele sa fie refrigerate sau congelate in parti alicote secundare.

7. Esantioanele pregatite trebuie depozitate intre 2 si 8 °C timp de maximum 7 zile inainte de testare si maximum 8 ore la temperatura
camerei.

8. Esantioanele pregdtite in eprubete secundare pot fi depozitate la < -20 °C timp de pana la 24 de saptdmani inainte de procesare;
esantioanele congelate nu trebuie supuse la mai mult de doud (2) cicluri de congelare/decongelare inainte de utilizare.

a. Esantioanele de plasma care sunt congelate si care trec printr-un (1) ciclu de congelare/decongelare pot fi depozitate pe
sistem timp de inca 8 ore.

b.  Esantioanele de plasma care sunt congelate si care trec prin doué (2) cicluri de congelare/decongelare nu trebuie
depozitate pe sistem mai mult de 4 ore.

c.  Esantioanele de ser care sunt congelate si care trec prin unul (1) sau doua (2) cicluri de congelare/decongelare trebuie
testate imediat dupa decongelare.

d.  Dacd probele sunt congelate, lasati-le sa se decongeleze complet la temperatura camerei (15-30 °C); vortexati pentru a
genera o proba cu distributie uniforma.

e.  Nuserecomanda congelarea plasmei/serului in eprubete de recoltare primare.

9. Dacad esantioanele sunt expediate, acestea trebuie sa fie ambalate si etichetate in conformitate cu reglementarile nationale ale tarii
respective si/sau cu reglementarile internationale.

10. Etichetati clar esantioanele si indicati faptul ca acestea sunt dedicate testarii HCV.

11. Accesati sectiunea Pregdtirea testdrii.

Procesul global de punere in aplicare a analizei NeuMoDx HCV Quant Assay este sintetizat mai jos, in Figura 1.
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Pregatirea testarii

APLICAREA NEUMODX HCV
QUANT ASSAY

Tncércati reactivii specifici testarii

e NeuMoDx Lysis Buffer 3

e Bandelete NeuMoDx HCV Quant
Test Strip

Dacad acest lucru vi se solicitd de
software-ul NeuMoDx, incarcati
consumabilele solicitate

Procesati
calibratoarele

NeuMoDx HCV
Calibrator

Repetati la fiecare
90 de zile SAU daca
utilizati un lot nou
de NeuMoDx HCV
Quant Test Strip

Calibratoarele
sunt valide?

Procesati
substantele de
control externe
NeuMoDx HCV
External Control

Substantele
de control sunt

valide? Repetati la fiecare

24 de ore

PROCESATI PROBELE
DE RUTI
N

Figura 1: Flux de lucru pentru aplicarea NeuMoDx HCV Quant Assay

NeuMoDx HCV Quant Assay poate fi rulat direct din eprubetele primare de recoltare a sdngelui sau din pdrti alicote ale esantionului, in eprubete
secundare. Procesarea poate fi rulatd utilizdnd unul din doud fluxuri de lucru pentru procesarea volumelor de esantion — fluxul de lucru pentru un
volum al esantionului de 550 ul sau fluxul de lucru pentru un volum al esantionului de 200 pi.

1. Aplicati eticheta cu cod de bare a esantionului pe o eprubetd pentru esantioane compatibild cu NeuMoDx System. Eprubeta primara de
recoltare a sangelui poate fi etichetatd si introdusa direct intr-un suport de eprubete pentru esantioane cu 32 de eprubete, dupa
centrifugare, conform instructiunilor producdtorului. Alternativ, o parte alicota de plasma poate fi transferata intr-o eprubetd secundara
pentru procesare pe NeuMoDx System.

2. Daca efectuati testarea esantionului in eprubeta principald de recoltare, amplasati eprubeta cu cod de bare intr-un suport de eprubete
pentru esantioane si asigurati-va ca ati scos capacul inainte de incdrcarea pe NeuMoDx System. Volumele minime de deasupra stratului
leuco-trombocitar sunt definite mai jos si vor fi atinse daca esantioanele sunt recoltate si procesate in conformitate cu instructiunile

producdtorului de eprubete. Nu este garantatad performanta pentru esantioanele recoltate in mod necorespunzator.
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Volum minim necesar esantion
Tip de eprubeta
Flux de lucru 550 uL | Flux de lucru 200 pL
SST-3,5ml 1550 pL 1200 pL
PPT/SST - 5,0 ml 1800 pL 1450 pL
PPT/SST - 8,5 ml 2500 pL 2200 pL
K:EDTA/ser — 4,0 ml 1050 pL 700 pL
K2EDTA/ser — 6,0 ml 1250 pL 900 pL
K2EDTA/ser — 10,0 ml 1600 pL 1250 pL

3. Daca utilizati o eprubetd secundara:
a. Vortexati usor esantionul pentru a obtine o distributie uniforma

b. Daca utilizati o pipeta de transfer noua pentru fiecare esantion, transferati o parte alicotd de plasma sau ser in eprubeta pentru
esantioane marcatd cu cod de bare compatibila cu NeuMoDx System, in functie de volumele definite mai jos:

e e Volum minim necesar esantion

A Dimensiune eprubeta
esantioane

Flux de lucru 550 pL Flux de lucru 200 pL

32-Tube Specimen Tube Carrier | Diametru 11-14 mm cu indltimea 60-120 mm
(Suport de eprubete pentru 700 pL 400 pL
esantioane pentru 32 de eprubete)

24-Tube Specimen Tube Carrier | Diametru 14,5-18 mm cu inaltimea 60-120 mm
(Suport de eprubete pentru 1100 pL 800 uL
esantioane pentru 24 de eprubete)

Low Volume Specimen Tube Carrier | Eprubetd de 1,5 ml cu fundul conic, pentru
(Suport de eprubete cu volum redus | microcentrifuga 650 pL 300 uL
pentru esantioane)

c. Aveti grija sa nu transferati cheaguri din proba in eprubeta pentru esantioane.

Utilizarea NeuMoDx System
Pentru instructiuni detaliate, consultati Manualul de operare NeuMoDx 288 si 96 Molecular System (Nr.P. 40600108 si 40600317)

1. Tncarcati comanda de testare pe NeuMoDx System in conformitate cu fluxul de lucru dorit pentru volumul de esantion si cu tipul eprubetei
pentru esantioane dorit.

. Volumul esantionului de 550 pl este testat prin definirea tipului de esantion ca ,,Plasma” (Plasma) sau ,Serum” (Ser)

. Volumul esantionului de 200 pl este testat prin definirea tipului de esantion ca ,,Plasma2” (Plasma 2) sau ,,Serum2” (Ser 2)

. Dacad nu este definit in comanda de testare, tipul de esantion Plasma (Plasma) intr-o Secondary Tube (Eprubetd secundara) va fi
folosit implicit.

2. Populati unul sau mai multe suporturi pentru bandelete de testare NeuMoDx System cu bandelete NeuMoDx HCV Quant Test Strip si
utilizati ecranul tactil pentru incdrcarea suporturilor pentru bandelete de testare in NeuMoDx System.

3. Daca acest lucru vi se solicita din partea software-ului NeuMoDx System, adaugati consumabilele necesare in suporturile de consumabile
NeuMoDx System si folositi ecranul tactil pentru incarcarea suporturilor in NeuMoDx System.

4. Dacd acest lucru vi se solicita din partea software-ului NeuMoDx System, inlocuiti NeuMoDx Wash Reagent, NeuMoDx Release Reagent,
goliti deseurile de amorsare, recipientul pentru deseuri biopericuloase (doar la NeuMoDx 288 Molecular System), cosul de gunoi pentru
aruncarea varfurilor (doar la NeuMoDx 96 Molecular System) sau cosul de gunoi pentru deseuri biopericuloase (doar la NeuMoDx 96
Molecular System), dupa caz.

5. Daca acest lucru vi se solicitd din partea software-ului NeuMoDx System, procesati calibratoarele NeuMoDx HCV Calibrator si/sau
substantele de control externe NeuMoDx HCV External Control. Informatii suplimentare privind calibratoarele si substantele de control pot
fi gasite Tn sectiunea Procesarea rezultatelor.

6. Tncarcati eprubetele pentru esantioane/calibratoare/substante de control intr-un suport de eprubete pentru esantioane si asigurati-va cd
ati scos capacele din toate eprubetele.
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7.

Amplasati suportul (suporturile) de eprubete pentru esantioane pe raftul incarcatorului automat si utilizati ecranul tactil pentru incarcarea
suportului (suporturilor) in NeuMoDx System. Aceasta actiune va initia procesarea esantioanelor incdrcate pentru testarile identificate, cu
conditia ca in sistem sd existe o comanda de testare valida.

LIMITARI

1.

NeuMoDx HCV Quant Test Strip poate fi utilizata doar pe sistemele NeuMoDx System.

2. Performanta NeuMoDx HCV Quant Test Strip a fost stabilitd pentru esantioanele de plasma pregatite cu EDTA/ACD pe post de
anticoagulant sau esantioane de ser pregatite in eprubete pentru separatoare de ser. Nu a fost evaluata utilizarea NeuMoDx HCV Quant
Test Strip impreuna cu alte surse, iar caracteristicile de performanta sunt necunoscute pentru alte tipuri de esantioane.

3. Performanta NeuMoDx HCV Quant Test Strip a fost stabilitd pentru testarea in eprubete primare, utilizand eprubetele BD Vacutainer Plus
Plastic K.EDTA Tube, BD Vacutainer PPT Plasma Preparation Tube, BD Vacutainer Plus Plastic Serum Tube si BD Vacutainer SST Tube.

4. Manipularea esantioanelor in afara conditiilor de depozitare poate afecta negativ precizia cantitativa a NeuMoDx HCV Quant Assay, dar
este mai putin probabil s3 afecteze rata calitativa de aparitie (Positive (Pozitiv)/Negative (Negativ)).

5. Depozitarea esantioanelor de ser pe sistem dupa o depozitare prelungita in stare congelata si dupa trecerea prin doua cicluri de
congelare/decongelare fara testarea imediata a acestora poate afecta negativ precizia cantitativda a NeuMoDx HCV Quant Assay.

6. A fost observatd o crestere mica a limitei de detectie si a limitei inferioare de cuantificare ale NeuMoDx HCV Quant Assay la utilizarea
fluxului de lucru pentru volumul de esantion de 200 pl.

7. Testul NeuMoDx HCV Quant Assay nu trebuie utilizat cu probe de la oameni heparinizati.

8. Deoarece detectia HCV depinde de numarul de particule virale de ARN tinta prezente in probd, rezultatele de incredere depind de
recoltarea, manipularea si depozitarea adecvate ale esantioanelor.

9. Calibratoarele NeuMoDx HCV Calibrator si substantele de control externe NeuMoDx HCV External Control trebuie sa fie procesate conform
recomandarilor din prospecte, atunci cand vi se solicita de catre software-ul NeuMoDx System inainte de procesarea probelor clinice de
rutind.

10. Rezultatele eronate pot apdrea din recoltarea, manipularea si depozitarea inadecvate ale esantioanelor, din erori tehnice sau din
confundarea eprubetelor pentru esantioane. in plus, pot apérea rezultate fals negative din cauza ci numérul de particule virale din proba
este sub limita de detectie a NeuMoDx HCV Quant Assay.

11. Utilizarea sistemului NeuMoDx System se limiteaza la utilizarea de catre personalul instruit in utilizarea NeuMoDx System.

12. Daca tinta HCV si tinta SPC2 nu se amplificd, va fi raportat un rezultat nevalid (Indeterminate (Neconcludent), No Result (Niciun rezultat)
sau Unresolved (Nerezolvat)), iar testarea trebuie repetata.

13. Daca rezultatul NeuMoDx HCV Quant Assay este Positive (Pozitiv), dar valoarea de cuantificare depdseste limitele de cuantificare,
NeuMoDx System va raporta daca HCV detectat a fost mai mic decdt limita inferioard de cuantificare (Lower Limit of Quantitation, LLoQ)
sau mai mare decdt limita superioara de cuantificare (Upper Limit of Quantitation, ULoQ).

14. Tn eventualitatea in care HCV detectat este mai mic decdt LLoQ, NeuMoDx HCV Quant Assay poate fi repetat (daci se doreste) cu o alt3
parte alicotd a esantionului.

15. in eventualitatea in care HCV detectat este mai mare decat ULoQ, NeuMoDx HCV Quant Assay poate fi repetat cu o parte alicotd diluats a
esantionului original. Se recomanda o diluare 1:100 sau 1:1000 in plasma negativa la HCV sau in diluant Basematrix 53 (Basematrix)
(SeraCare, Milford, MA). Concentratia esantionului original este calculata dupd cum urmeaza:

concentratia esantionului original = logio (factor de dilutie) + concentratia raportatd a probei diluate

16. Prezenta ocazionala a inhibitorilor PCR in plasma si ser poate duce la o eroare de cuantificare a sistemului. Daca se intdmpla acest lucru, se
recomanda ca testarea sa fie repetata cu acelasi esantion diluat in Basematrix la 1:10 sau 1:100.

17. Un rezultat pozitiv nu indica neapdrat prezenta organismelor viabile. Cu toate acestea, un rezultat pozitiv presupune prezenta ARN-ului
virusului hepatitei C.

18. Deletia sau mutatiile din regiunile conservate vizate de NeuMoDx HCV Quant Assay poate afecta detectia sau poate genera un rezultat
eronat folosind NeuMoDx HCV Quant Test Strip.

19. Rezultatele obtinute din NeuMoDx HCV Quant Assay trebuie utilizate ca anexe la observatiile clinice si la alte informatii disponibile
medicului; testul nu este destinat diagnosticarii infectiei.

20. Bunele practici de laborator, inclusiv schimbarea manusilor intre manipuldrile esantioanelor pacientilor, se recomanda pentru evitarea
contaminarii.
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PROCESAREA REZULTATELOR

Rezultatele disponibile pot fi vizualizate sau tiparite din fila ,Results” (,,Rezultate”) in fereastra Results (Rezultate) pe ecranul tactil al NeuMoDx
System. Rezultatele NeuMoDx HCV Quant Assay sunt generate automat de software-ul sistemului NeuMoDx System utilizand algoritmul de decizie
si parametrii de procesare a rezultatelor specificati in fisierul de definitie a testului NeuMoDx HCV (HCV Assay Definition File, ADF). Un rezultat
poate fi raportat ca Negative (Negativ), Positive (Pozitiv) cu o concentratie HCV raportata, Positive (Pozitiv) mai mare decat ULoQ, Positive (Pozitiv)
mai mic decat LLoQ, Indeterminate (Neconcludent) (IND) sau Unresolved (Nerezolvat) (UNR) sau No Result (Niciun rezultat) (NR), in functie de
stadiul de amplificare al tintei si al substantei de control pentru procesarea probei. Rezultatele sunt raportate pe baza algoritmului de decizie ADF,
sintetizate mai jos in Tabelul 1.

Tabelul 1. Sumarul algoritmului de decizie NeuMoDx HCV Quant Assay

Substanta de control
pentru procesarea

REZULTAT

Tinta HCV

probei (Sample Process
Control, SPC2)

Interpretarea rezultatelor

Positive (Pozitiv) cu
concentratie raportata

Amplified (Amplificat)
0,9 < [HCV] £ 8,2 log1o Ul/ml (flux de lucru 550 pl)
1,5 < [HCV] < 8,2 logio Ul/ml (flux de lucru 200 pl)

Amplified (Amplificat)
sau Not Amplified
(Neamplificat)

ARN HCV detectat in intervalul
cantitativ

Positive (Pozitiv), mai

Amplified (Amplificat)

Amplified (Amplificat)
sau Not Amplified

ARN HCV detectat peste

mare decat ULoQ [HCV] > 8,2 logo Ul/ml intervalul cantitativ

(Neamplificat)

Amplified (Amplificat)
[HCV] < 0,9 logio Ul/ml (flux de lucru 550 pl)
[HCV] < 1,5 logio Ul/ml (flux de lucru 200 pl)

Amplified (Amplificat)
sau Not Amplified
(Neamplificat)

ARN HCV detectat sub
intervalul cantitativ

Positive (Pozitiv), mai
mic decdt LLoQ

Negative (Negativ) Not Amplified (Neamplificat) Amplified (Amplificat) ARN HCV nedetectat

Toate rezultatele tintei au fost
nevalide; retestati probat

Not Amplified, System Error Detected, Sample Processing Completed (Neamplificat,
Eroare de sistem detectatd, Procesarea probelor finalizata)

Indeterminate
(Neconcludent)

Procesarea probei a fost
abandonata; retestati probat

Not Amplified, System Error Detected, Sample Processing Aborted (Neamplificat,
Eroare de sistem detectatd, Procesarea probelor abandonata)

No Result (Niciun
rezultat)*

Toate rezultatele tintei au fost
nevalide; retestati probat

Unresolved Not Amplified, No System Error Detected (Neamplificat, Nu s-au observat erori de
(Nerezolvat) sistem)

*Semnalizarea No Result (Niciun rezultat) este raportatd doar in software-ul NeuMoDx System versiunile 1.8 si mai recente.

TNeuMoDx System este echipat cu functia automata Rerun/Repeat (Repetarea executiei/Repetare) pe care utilizatorul final poate alege s3 o foloseasca pentru a se
asigura ca un rezultat IND/UNR/NR (NECONCLUDENT/NEREZOLVAT/NICIUN REZULTAT) este reprocesat automat pentru a reduce la minimum intarzierile in raportarea
rezultatelor.

Calculul pentru testare

1. Pentru probele aflate in intervalul de cuantificare al NeuMoDx HCV Quant Assay, concentratia de ARN HCV din probe este calculata
utilizand curba standard stocatd impreuna cu coeficientul de calibrare si cu volumul esantionului.

a. Un coeficient de calibrare se calculeaza pe baza rezultatelor calibratoarelor NeuMoDx HCV Calibrator procesate, pentru a stabili
validitatea curbei standard, pentru un anumit lot de NeuMoDx HCV Quant Test Strip, pe un anumit sistem NeuMoDx System.

b. Coeficientul de calibrare este incorporat in determinarea finald a concentratiei de ARN HCV.
c. Software-ul NeuMoDx ia in calcul volumul de intrare al esantionului la determinarea concentratiei de ARN HCV pe ml de
esantion.
2. Rezultatele NeuMoDx HCV Quant Assay sunt raportate in logio Ul/ml.
3. Cuantificarea rezultat a probelor necunoscute poate fi urmérita in conformitate cu Al 5" standard international al OMS pentru HCV.

Calibrarea testarii

Este necesara o calibrare validd, pe baza curbei standard, pentru a cuantifica ARN-ul HCV in esantioane. Pentru generarea unor rezultate valide,
trebuie efectuata o calibrare a testarii, utilizand calibratoarele externe furnizate de NeuMoDx Molecular, Inc.

Calibratoare

1.  Cufiecare lot nou de bandelete NeuMoDx HCV Quant Test Strip trebuie procesat cate un set de calibratoare NeuMoDx HCV Calibrator, daca
un fisier de definitie a testului HCV nou este incarcat in NeuMoDx System, daca setul curent de calibratoare a depdsit perioada de validitate
(setatd in prezent la 90 de zile) sau dacd software-ul sistemului NeuMoDx System este modificat.

2. Software-ul NeuMoDx System va anunta utilizatorul cand trebuie procesate calibratoarele. Un lot nou de bandelete de testare nu poate fi
folosit pentru testare daca procesarea calibratoarelor nu a reusit.
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3. Validitatea pentru calibrare se stabileste dupa cum urmeaza:
a) Un set de doua calibratoare — unul (1) puternic si unul (1) slab — trebuie procesat pentru stabilirea validitatii.

b) Cel putin doua (2) din cele trei (3) replicate trebuie sa ofere rezultate in parametrii predefiniti. Tinta nominala cu calibrator slab este
3 log1o Ul/ml, iar tinta nominala cu calibrator puternic este 5 logio Ul/ml.

c) Un coeficient de calibrare este calculat pentru a tine cont de variatia preconizata intre loturile de bandelete de testare. Acest
coeficient de calibrare este utilizat pentru determinarea concentratiei finale de HCV.

4.  Dacd unul sau ambele calibratoare esueaza in verificarea validitatii, repetati procesarea calibratorului esuat (calibratoarelor esuate)
utilizdnd un flacon nou. Tn eventualitatea in care un calibrator esueaza in verificarea validititii, este posibild doar repetarea calibratorului
esuat, deoarece sistemul nu impune ca utilizatorul sa execute din nou ambele calibratoare.

5. Tn cazul in care calibratorul (calibratoarele) esueazi consecutiv in verificarea validitatii, contactati NeuMoDx Molecular, Inc.

Controlul calitatii

Reglementdrile locale specifica de obicei faptul ca laboratorul este responsabil pentru procedurile de control care monitorizeaza acuratetea si
precizia procesului analitic complet, si trebuie sa stabileasca numarul, tipul si frecventa testarii materialelor de control utilizand specificatii de
performanta verificate pentru un sistem de testare aprobat si nemodificat.

Substante de control externe

1. Substantele de control externe pozitive si negative trebuie procesate la fiecare 24 de ore pe parcursul testarii cu NeuMoDx HCV Quant Assay.
Dacd nu existd un set de rezultate valide ale substantelor de control externe, software-ul NeuMoDx System fi va solicita utilizatorului
procesarea acestor substante de control inainte sa poata fi raportate rezultatele probelor.

2. Validitatea substantelor de control externe va fi evaluatd de NeuMoDx System in functie de rezultatul preconizat. Substanta de control
pozitiva trebuie sd genereze un rezultat pozitiv la HCV, iar substanta de control negativa trebuie sa genereze un rezultat negativ la HCV.

3. Manipularea rezultatelor contradictorii pentru substantele de control externe trebuie facuta astfel:

a) Un rezultat Positive (Pozitiv) al testarii raportat pentru o proba cu substanta de control negativa indica o problema de contaminare a
esantionului.

b) Un rezultat Negative (Negativ) al testarii raportat pentru o proba cu substanta de control pozitiva poate indica faptul ca exista o
problema legata de reactiv sau de instrument.

c) Tn oricare dintre situatiile de mai sus sau in cazul unui rezultat Indeterminate (Neconcludent) (IND) sau No Result (Niciun rezultat)
(NR), repetati procesul pentru substantele de control externe NeuMoDx HCV External Control cu flacoane proaspete pentru
substantele de control care au esuat in testarea validitatii.

d) Daca substanta de control externa NeuMoDx HCV External Control pozitivd continud sa raporteze un rezultat Negative (Negativ),
contactati Serviciile tehnice NeuMoDx.

e) Daca substanta de control externa NeuMoDx HCV External Control negativa continua sa raporteze un rezultat Positive (Pozitiv),
incercati sa eliminati toate sursele de posibila contaminare, inclusiv inlocuirea tuturor reactivilor, inainte de a contacta Serviciile
tehnice NeuMoDx.

Substante de control (interne) pentru procesarea probei

O substanta de control exogena pentru procesarea probei (Sample Process Control, SPC2) este incorporata in NeuMoDx Extraction Plate si sufera
intregul proces de extractie a acidului nucleic si amplificarea RT-PCR in timp real cu fiecare proba. Solutiile de amorsare si sonda specifice pentru
SPC2 sunt, de asemenea, incluse in fiecare NeuMoDx HCV Quant Test Strip permitand detectia prezentei SPC2 impreuna ARN-ul HCV tinta (daca
exista) prin RT-PCR multiplex in timp real. Detectia amplificarii SPC2 ii permite software-ului sistemului NeuMoDx System sa monitorizeze
eficacitatea proceselor de extractie ARN si amplificare RT-PCR.

Rezultate nevalide

Dacd o analiza NeuMoDx HCV Quant Assay efectuata pe NeuMoDx System nu produce un rezultat valid in urma finalizarii procesarii probei, acesta
va fi raportat ca Indeterminate (Neconcludent) (IND), No Result (Niciun rezultat) (NR) sau Unresolved (Nerezolvat) (UNR), in functie de tipul erorii
survenite.

Un rezultat IND (Neconcludent) va fi raportat daci este detectati o eroare NeuMoDx System in timpul procesarii probelor. Tn cazul in care este
raportat un rezultat IND (Neconcludent), se recomanda repetarea testarii.

Un rezultat UNR (Nerezolvat) va fi raportat daca nu este detectata nicio amplificare valida a ARN-ului HCV sau a SPC2 in absenta erorilor de sistem,
ceea ce indicd posibilul esec al reactivului sau prezenta inhibitorilor. n cazul in care este raportat un rezultat UNR (Nerezolvat), se recomandi
repetarea testarii, ca prim pas. Dacd repetarea testarii esueaza, poate fi folosit un esantion diluat pentru a atenua efectele oricdrei inhibari a
probei.

Dacd o analiza NeuMoDx HCV Quant Assay efectuata pe NeuMoDx System nu produce un rezultat valid si procesarea probei este abandonata
fnainte de finalizare, acesta va fi raportat ca No Result (Niciun rezultat) (NR). Tn cazul in care este raportat un rezultat NR (Niciun rezultat), se
recomanda repetarea testarii.

NeuMoDx Molecular, Inc. 40600140-RO_G
2023-07
Pagina 9 din 23



& NeuMoDx HCV Quant Test Strip
NeuMoDx INSTRUCTIUNI DE UTILIZARE

molacular

300300

CARACTERISTICI DE PERFORMANTA

Sensibilitate analitica - Limita de detectie utilizind standardul OMS

Sensibilitatea analitica a NeuMoDx HCV Quant Assay a fost caracterizatd prin testarea esantioanelor negative si a unei serii de dilutie conforme cu
Al 57 standard international al OMS (genotip 1) in plasma si serul umane negative testate prin screening, pentru a determina limita de detectie
(Limit of Detection, LoD) pe sistemele NeuMoDx System. Limita de detectie a fost definita drept cel mai scazut nivel tintd detectat la o rata de 95%,
determinata prin analiza de tip Probit. Studiul a fost efectuat timp de 3 zile pe mai multe sisteme cu loturi multiple de reactivi NeuMoDx. Fiecare
sistem (N288 si N96) a procesat cate 18 replicate, la fiecare nivel de dilutie, pe zi. Ratele de detectie sunt prezentate in Tabelul 2. A fost executat
un studiu suplimentar pentru a determina LoD a NeuMoDx HCV Quant Assay la utilizarea fluxului de lucru pentru volumul esantionului de 200 pl,
rezultate care sunt prezentate in Tabelul 3.

Tabelul 2. Rate de detectie pozitive pentru determinarea LoD a NeuMoDx HCV Quant Assay — flux de lucru 550 pl

PLASMA SER
Conc‘entljatla Conc.entl:apa Numar de Numar " Numar de Numar de o
tintei tintei testsri de Rata de testiri rezultate Rata de
[Ul/ml] [logzo Ul/ml] . rezultate detectie . ", detectie
valide L. valide pozitive
pozitive
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%

Tabelul 3. Rate de detectie pozitive pentru determinarea LoD a NeuMoDx HCV Quant Assay — flux de lucru 200 pl

PLASMA SER
Concentratia Concentratia . Numar - -
tintei tintei N:‘:;:;:e de Rata de N::::ér:e '::zmu;raf: Rata de
[Ul/ml] [og10 Ul/ml] X rezultate detectie . " detectie
valide L. valide pozitive
pozitive
0,
75 1,88 Nu‘s? Nu.s? Nu.s? 22 22 100%
aplica aplica aplica
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%

S-a determinat c3 LoD pentru NeuMoDx HCV Quant Assay in plasmd, la nivelul tuturor genotipurilor, este de 7,5 Ul/ml (1T 95% intre 6,4 si 9,2 Ul/ml)
[(0,9 logio UI/ml) (1T 95% intre 0,8 si 1,0 logio Ul/ml)], in urma testarii pe NeuMoDx 288 Molecular System utilizand fluxul de lucru pentru volumul
esantionului de 550 pl (Figura 2). S-a determinat ci LoD pentru NeuMoDx HCV Quant Assay pentru esantioanele de ser este de 8,0 Ul/ml (IT 95%
intre 6,6 si 10,4 Ul/ml) [(0,9 logio UI/ml) (1T 95% intre 0,8 si 1,0 logio UI/ml)] utilizdnd fluxul de lucru pentru volumul esantionului de 550 pl (Figura 2);
valoarea LoD pretinsa pentru ambele tipuri de esantioane utilizdnd fluxul de lucru pentru volumul esantionului de 550 pl este 8.0 Ul/ml
(0,9 logio Ul/ml).

S-a determinat ca LoD pentru NeuMoDx HCV Quant Assay utilizand fluxul de lucru pentru volumul esantionului de 200 pl este de 27,9 Ul/ml
(1T95% 20,1-81,9) in esantioanele de plasma si de 29,8 Ul/ml (If 95% 20,5-94,0) in esantioanele de ser (Figura 3); valoarea LoD pretinsa pentru
ambele tipuri de esantioane utilizdnd fluxul de lucru pentru volumul esantionului de 200 pl este 30,0 Ul/ml (1,5 logio Ul/ml).
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Figura 2: Analiza de tip Probit utilizatd pentru determinarea LoD a NeuMoDx HCV Quant Assay, Plasma (stanga) si Ser (dreapta) —
flux de lucru 550 pl
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Figura 3: Analiza de tip Probit utilizatd pentru determinarea LoD a NeuMoDx HCV Quant Assay, Plasma (stanga) si Ser (dreapta) —
flux de lucru 200 pl

Sensibilitate analitica — Limita de cuantificare — Limita inferioara de cuantificare (Lower Limit of Quantitation, LLoQ), utilizind Standardul
oms
Limita inferioara de cuantificare (Lower Limit of Quantitation, LLoQ) este definita ca cel mai mic nivel al tintei la care se obtine o detectie > 95%
SI TAE < 1,0. Pentru a determina LLoQ, eroarea analitica totala (Total Analytical Error, TAE) a fost calculata pentru fiecare dintre nivelurile tintei
HCV pentru care s-a demonstrat ca raporteaza o detectie > 95% ca parte a calculului LoD. TAE este definita dupa cum urmeaza:

TAE = abatere + 2*SD [Statistica Westgard]

Abaterea este valoarea absolutd a diferentei dintre media concentratiei calculate si a concentratiei preconizate. SD se refera la abaterea standard
a valorii cuantificate a probei.

Rezultatele compilate pentru cele 6 niveluri de esantioane de plasma si ser HCV testate in studiul LLoQ, utilizadnd genotipul 1 cu fluxul de lucru
pentru volumul esantionului de 550 pl sunt prezentate in Tabelul 4. Rezultatele obtinute din testarea suplimentara utilizand fluxul de lucru pentru
volumul esantionului de 200 pl sunt prezentate in Tabelul 5.
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Tabelul 4. NeuMoDx HCV Quant Assay LLoQ, cu abaterea si TAE — flux de lucru 550 pl

Plasma Ser
Conc. tinta Conc. tinta Conc. Detectie Conc. Detectie
[Ul/ml] [logio Ul/ml] medie (%)' SD Abatere | TAE medie (%)' SD Abatere | TAE
[logso Ul/ml] [log,o 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 0,43 0,51 1,38 1,17 80 0,58 0,59 1,76
1,88 0,27 1,11 44 0,36 0,83 1,55 1,11 58 0,69 0,84 2,22
Tabelul 5. NeuMoDx HCV Quant Assay LLoQ, cu abaterea si TAE — flux de lucru 200 pl
Plasma Ser
Conc. tinta Conc. tinta Conc. Detectie Conc. Detectie
[Ul/ml] [logio UI/ml] medie (%)' SD Abatere | TAE medie (%)' SD Abatere | TAE
[logyo Ul/ml] [log1o Ul/ml]
Nu Nu
75 1,88 Nu se Nu se se | Nuse | se 1,56 100 023 | 032 | o078
aplica aplica aplic aplica aplic
a a

60 1,78 1,93 100 0,39 0,15 0,93 1,56 100 0,27 0,22 0,76
30 1,48 1,35 9% 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

S-a determinat cd LLoQ pentru NeuMoDx HCV Quant Assay este de 7,7 Ul/ml (0,9 log10 Ul/ml) pentru plasma si de 8,4 Ul/ml, (0,9 logio Ul/ml)
pentru ser, utilizand fluxul de lucru pentru volumul esantionului de 550 pl; LLoQ atat pentru plasma, cat si pentru ser, s-a determinat a fi 8,4 Ul/ml
(0,9 logio Ul/ml) utilizdnd fluxul de lucru pentru volumul esantionului de 550 pl.

S-a determinat cd LLoQ pentru NeuMoDx HCV Quant Assay utilizind standardul OMS este de 30,0 Ul/ml (1,5 logio Ul/ml) pentru plasma si de
29,8 Ul/ml (1,37 logio Ul/ml) pentru ser, utilizand fluxul de lucru pentru volumul esantionului de 200 pl; LLoQ atat pentru plasm3, cat si pentru ser
s-a determinat a fi 30,0 Ul/ml (0,9 logio Ul/ml), utilizand fluxul de lucru pentru volumul esantionului de 200 pl.

Sensibilitate analitica — LoD si LLoQ la nivelul genotipurilor de HCV

Initial, LoD a fost stabilitd pentru genotipul 1 (Al 5'° standard international al OMS), apoi s-au efectuat test&ri suplimentare in jurul LoD stabilite,
utilizdnd fiecare dintre celelalte 5 genotipuri. Treizeci si sase (36) de replicate la niveluri corespunzatoare unor valori de 2X, 1X si 0,5X din limita
superioara I1 95% pentru LoD au fost testate utilizind NeuMoDx HCV Quant Assay, utilizand plasmé cu fluxul de lucru pentru volumul esantionului
de 550 pl. Ratele procentuale pozitive pentru fiecare genotip la fiecare dintre aceste niveluri testate au fost incluse intr-un tabel si utilizate pentru
a calcula LoD, utilizdnd o analiza de tip Probit.

De asemenea, a fost calculata eroarea analitica totald la aceste niveluri testate. Cel mai mic nivel cu detectie pozitiva de 95% si TAE calculatd < 1,0
a fost din nou considerat a fi LLoQ pentru genotip. Aceste rezultate confirma ca NeuMoDx HCV Quant Assay are o performanta excelentd de
detectie, echivalentd la nivelul tuturor celor sase genotipuri, cu un interval de 4,5-7,5 Ul/ml, inclusiv rezultatele obtinute cu Al 5" standard
international al OMS (Genotipul 1). La nivel global, s-a determinat ca LoD pentru NeuMoDx HCV Quant Assay la nivel de genotipuri este de 7,5 Ul/ml
(0,88 Log1o Ul/ml), iar LLoQ s-a determinat a fi cea mai mare valoare, adic 7,7 Ul/ml (0,9 Logzo Ul/ml), conform raportarilor pentru Al 5" standard
international al OMS (Genotipul 1 de mai sus). Tabelul 6 prezintd rezultatele LoD si LLoQ pentru testarea la nivelul genotipurilor HCV determinate
n plasma.

Tabelul 6. Genotipurile de HCV testate in plasma utilizand fluxul de lucru pentru volumul esantionului de 550 pl

GENOTIP [U"I‘/’:“] LLoQ [UI/ml]
1 7,5 7,7
2 45 5.2
3 7,5 7,5
4 6,0 6,0
5 438 5,5
6 45 67
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Pe baza rezultatului studiilor mentionate mai sus, NeuMoDx pretinde o LoD de 8,0 Ul/ml (0,9 logio Ul/ml) si o LLoQ de 8,4 Ul/ml (0,9 log1o Ul/ml)
pentru NeuMoDx HCV Quant Assay in plasmd si ser, utilizand fluxul de lucru pentru volumul esantionului de 550 pl.

Valoarea LoD si LLoQ pretinsa pentru NeuMoDx HCV Quant Assay pentru ambele tipuri de esantioane (plasmd si ser) utilizand fluxul de lucru
pentru volumul esantionului de 200 pl este 30,0 Ul/ml (1,5 log10 Ul/ml).

Sensibilitate analitica - Liniaritatea si determinarea limitei superioare de cuantificare (ULoQ)

Liniaritatea si limita superioara de cuantificare (Upper Limit of Quantitation, ULoQ) ale NeuMoDx HCV Quant Assay au fost stabilite in plasma, prin
pregatirea unei serii de dilutie folosind HCV Armored RNA® (Asuragen Inc., Austin, TX) si AcroMetrix™ High Control HCV (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA ) cu trasabilitate stabilitd in conformitate cu Al 5'¢ standard international al OMS. Un grup cu 11 elemente a fost pregitit in plasma
comasata negativa la HCV pentru a crea un grup care sa se intinda pe un interval de concentratii de 8,2-1,5 logio Ul/ml. NeuMoDx HCV Quant Assay
a demonstrat capacitatea de a cuantifica HCV in intervalul liniar 8 logio cu o precizie de +0,3 logio Ul/ml, pe baza erorii standard calculate dupa
intervalul de incredere 95%. Nu s-au obtinut avantaje semnificative prin utilizarea adaptari prin regresie de ordinul 2 si 3. S-a determinat ca ULoQ
in plasma este 8,2 logio Ul/ml. A fost efectuat un studiu ulterior pentru a demonstra echivalenta matricei, si analiza a comparat rezultatele
cantitative ale NeuMoDx HCV pentru probe pregatite in plasma si ser, utilizand doua modele diferite de adaptare prin regresie, inclusiv
instrumentul de regresie MS Excel si Passing-Bablok. Rezultatele au demonstrat o corelare puternicd reprezentatd de valorile pantei si ale
intersectiei, foarte apropiate de 1,00 si, respectiv, 0,00, si o valoare R2 egald cu 0,99 (instrumentul de regresie MS Excel) sau o valoare p de 0,600
(Passing-Bablok). Concentratiile analizei HCV raportate de NeuMoDx System comparativ cu valorile preconizate sunt prezentate in Figura 4.

Dupa aceea, liniaritatea si ULoQ au fost evaluate cu fluxul de lucru pentru volumul esantionului de 200 pul. Comparatiile pentru echivalenta au fost
realizate intre concentratiile raportate de software-ul NeuMoDx pentru fluxurile de lucru de 200 si de 550 pl. Analizele de regresie Deming si
Passing-Bablok au demonstrat o corelare excelentd si o panta apropiata de 1, precum si intersectii (abateri) minime ale concentratiilor probelor
plasmatice si serice pe intregul interval liniar. O comparatie Bland and Altman a concentratiei raportate pentru fluxul de lucru pentru volumul
esantionului de 200 pl cu concentratia raportata medie pentru fluxurile de lucru pentru volume ale esantionului de 200 si de 550 ul a prezentat o
abatere minima3, atribuind precizia algoritmului utilizat pentru generarea rezultatelor din fluxul de lucru de 200 pl. Tn plus, o regresie liniara simpl3
care a comparat concentratia preconizatd cu concentratia raportata pentru fluxul de lucru de 200 pl a avut o pantd apropiata de 1, demonstrand
o corelare excelentd (Figura 5). Luate impreund, aceste comparatii demonstreaza cuantificarea exactd a HCV pe intervalul liniar al NeuMoDx HCV
Quant Assay utilizand fluxul de lucru pentru volumul esantionului de 200 pl.

Probe plasmatice: Probe serice:
Concentratie preconizatd in raport cu concentratia NeuMoDx Concentratie preconizata in raport cu concentratia NeuMoDx

10 10
8 R ) 8 "
6 .-"'.' *
¢

P |
4 ..". y = 1x - 4E-05 -
' R2=0,99
2 e

4 = y = 1,06x + 0,08
0 2 4 6 8 10

2 .. R2=0,99

[logio Ul/ml]

0 2 = 6 8 10

Concentratie NeuMoDx HCV Quant Assay
[logio UI/ml]

Concentratie preconizatd [logio Ul/ml]

Concentratie NeuMoDx HCV Quant Assay

Concentratie preconizata [logio Ul/ml]

Figura 4: Interval liniar al NeuMoDx HCV Quant Assay Plasma (stanga) si Ser (dreapta) — flux de lucru 550 pl
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Probe plasmatice:
Concentratie preconizata in raport cu concentratia NeuMoDx

10 «

Probe serice:

Concentratie preconizata in raport cu concentratia NeuMoDx

10 - s
g% g g 9T !
S o > s
E 8 ﬁ -
< v y = 1,0559x - 0,0808 e s y = 1,0502x - 0,0785 T
s 5. R2=0,9955 L CS; 6 R2=0,9916 =
g 5 3= 7T e
5= - < .
TE 1- x = 1 - P
a3 - 33
[) 3 - 3
s , b 2 . ot
I A
2 1< -;:—“. 1
I : : ; : - : ¢ : : |
g o 1 2 3 4 5 [ 7 8 9 e 1] 1 rd 3 4 5 [ ? 8 9
§ Concentratie preconizata (logio Ul/ml) S Concentratie preconizaté (logio Ul/ml)

Figura 5: Interval liniar al NeuMoDx HCV Quant Assay Plasma (stanga) si Ser (dreapta) — flux de lucru 200 pl

Sensibilitate analitica — Liniaritatea intre genotipuri
Liniaritatea NeuMoDx HCV Quant Assay intre sase genotipuri de HCV a fost caracterizata prin testarea a cel putin patru (4) concentratii diferite din
fiecare genotip de HCV, preparate in plasma comasata negativa la HCV. Nivelurile tintelor HCV testate in cadrul acestui studiu au depins de
concentratia esantionului sursa si, astfel, au fost diferite intre genotipuri. Studiul a fost efectuat cu fiecare genotip utilizdnd céte 6 replicate la
fiecare nivel. Liniaritatea intre sase genotipuri de HCV este prezentatd in Tabelul 7 si Figura 6.

Tabelul 7. Liniaritatea NeuMoDx HCV Quant Assay intre genotipuri

NeuMoDx Molecular, Inc.

Ecuatia liniaritatii
Genotip y = cuantificarea analizei HCV NeuMoDx R?
x = cuantificare preconizata
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
y
£
6
-4
5
£4 . ,
= ===« « Liniar (Genotipul 1)
(_“37’3 Liniar (Genotipul 2)
% p Liniar (Genotipul 3)
=2 .
e ;F Liniar (Genotipul 4)
o o
o [+
g | .// o= == Liniar (Genotipul 5)
e®
..... Liniar (Genotipul 6)
0
0 2 4 6 8
Conc. reala log Ul/ml

Figura 6: Liniaritatea NeuMoDx HCV Quant Assay intre genotipuri
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Specificitate analitica — Reactivitate incrucisata

Specificitatea analiticd a fost demonstratd prin screeningul a 33 de organisme frecvent intalnite in esantioane de sdnge/plasma, precum si a unor
specii asemanatoare filogenetic cu HCV pentru reactivitate incrucisata. Organismele au fost pregatite in surse de cate 4 pana la 6 organisme si
testate la o concentratie ridicatd. Organismele testate sunt prezentate in Tabelul 8. Nu s-a observat reactivitate incrucisata la niciunul dintre

organismele testate, confirmand o specificitate analiticd 100% pentru NeuMoDx HCV Quant Assay.

Tabelul 8. Agenti patogeni utilizati pentru a demonstra specificitatea analitica

Organisme non-tinta
Virusul
M . L . Virusul T-limfotropic Propionibacterium Virusul West
Adenovirus 2 Dengue V1 Hepatita A imunodeficientei P P .
uman 1 acnes Nile
umane 2
Virus papiloma Virusul T-limfotropic . « <
Adenovirus 5 Dengue V2 Hepatita B rus pap! P Rubeold Febra galbena
uman 16 uman 2
Candida Virusul Herpes Virus papiloma - . . . . .
albicans Dengue V3 Simplex (HSV) 1 uman 18 Gripd de tip A Encefalita St. Louis Virusul Zika
Chlamydia Virusul Herpes Virusul herpetic Neisseria Staphylococcus
. Dengue V4 .
trachomatis Simplex (HSV) 2 uman 6b gonorrhoeae aureus
Virusul
Virusul E in- Virusul herpeti hyl
Citomegalovirus rusul Epstei imunodeficientei irusul herpetic Parvovirus B19 Stap‘ yocgcsus
Barr umane 1 uman 8 epidermidis

Specificitate analitica — Substante de interferenta, organisme comensale

NeuMoDx HCV Quant Assay a fost evaluat pentru interferenta in prezenta organismelor non-tinta, utilizind aceleasi surse de organisme pregatite
pentru testarea reactivitatii incrucisate, enumerate mai sus, in Tabelul 8. Plasma negativa la HCV a fost imbogatita cu organismele comasate in
grupuri de 4-6, fiind imbogatite si cu o substanta de control pozitiva la HCV, la o concentratie de 1,4 logio Ul/ml. Nu s-a observat nici o interferenta
semnificativa in prezenta acestor organisme comensale, asa cum este indicat de abaterea minima de cuantificare fatd de esantioanele de substanta
de control care nu au continut niciun agent de interferenta.

Specificitate analitica — Substante de interferent, substante endogene si exogene

NeuMoDx HCV Quant Assay a fost evaluat in prezenta substantelor de interferenta exogene si endogene tipice intalnite la esantioanele clinice de
plasma HCV. Acestea au inclus niveluri anormal de ridicate ale componentilor sanguini, precum si medicamente antivirale comune, care au fost
clasificate in Tabelul 9. Fiecare substanta a fost addugata in plasma umana testata prin screening negativa la HCV imbogatitd cu 1,7 Logio Ul/ml
HCV si probele au fost analizate pentru interferenta. in plus, a fost testatd plasma comuna stadiului bolii, asociats cu infectia cu Hepatita C, pentru
o posibild interferentd. Concentratia medie si abaterea tuturor substantelor testate sunt raportate in Tabelul 10. Niciuna dintre substantele
exogene si endogene nu a afectat specificitatea NeuMoDx HCV Quant Assay.
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Tabelul 9. Testarea interferentei — Agenti exogeni (clasificari pentru medicamente)

Produs Clasificare Produs Clasificare
Sofosbuvir Antiviral HCV cu actiune directa Paritaprevir Inhibitor de proteaza HCV NS3/4A
Ledipasvir Inhibitor HCV Ombitasvir Antiviral HCV
- o~
g Velpatasvir Inhibitor HCV NS5A g Ritonavir Inhibitor de proteazd HIV
wv (7]
Claritromicina Antibiotic Abacavir sulfat Inhibitor de revers-transcriptaza
Interferon alfa-2a Imunomodulator Ribavirind Imunomodulator
Grazoprevir Inhibitor de proteaza HCV NS3/4A Efavirenz Inhibitor de revers-transcriptaza
" Elbasvir Inhibitor HCV NS5A - Lopinavir Inhibitor de proteaza
E Tenofovir disoproxil | Antiviral HBV/HIV § Azitromicind Antibiotic
3 >
wv wv
Lamivudina Antiviral HBV/HIV Dolutegravir Antiviral HIV
Valganciclovir Antiviral CMV Simeprevir Inhibitor de proteaza HCV NS3/4A
Emtricitabina Antiviral HIV
Raltegravir Antiviral HIV
‘> | Amoxicilina Antibiotic
w
& | Rilpivirind Antiviral HIV
Dasabuvir Antiviral HCV cu actiune directd
Glecaprevir Inhibitor de proteaza HCV NS3/4A
Tabelul 10. Testarea interferentei - Agenti exogeni si endogeni
Endogens Conc. medie Abatere
e log1o UI/ml logso Ul/ml
Hemoglobina 1,61 0,28
Trigliceride 1,31 -0,02
Bilirubina 1,47 0,14
Albumind 1,47 0,14
. Conc. medie Abatere
Exogen (medicamente)
logyo Ul/ml logo Ul/ml
Sursa 1:Zidovudina (ZDV), Saquinavir, Ritonavir, Claritromicina, 148 015
Interferon alfa-2a, Interferon alfa-2b ! !
Sursa 2:Abacavir sulfat, Amprenavir, Ribavirina, Entecavir,
i L . 1,40 0,07
Fluoxetina, Valaciclovir clorhidrat
Sursa 3:Tenof0v‘|r dls:oprox!l, Lal.mvlvudma, Ganciclovir, 1,40 0,07
Valganciclovir, Nevirapina
Sursa 4:Efavirenz, Lopinavir, Enfuvirtid, Ciprofloxacind, Paroxeting, 1,51 0,18
Sursa 5:Adefovir (dipivoxil), Azitromicina, Indinavir sulfat, Sertralina 1,40 0,07
. .. Conc. medie Abatere
Stadiul bolii
logio Ul/ml logio Ul/ml
Anticorp anti-nuclear (Antinuclear Antibody, ANA) 1,53 0,18
Lupus eritematos sistemic (Systemic Lupus Erythematosus, SLE) 1,29 -0,06
Artritd reumatoida 1,39 0,04
Anticorpi pentru HBV 1,45 0,10
Ciroza alcoolica 1,43 0,08
Factor reumatoid 1,43 0,08
Steatohepatita non-alcoolica (Non-Alcoholic Steatohepatitis, NASH) 1,32 -0,03
NeuMoDx Molecular, Inc. 40600140-RO_G
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Precizia in laborator

Precizia NeuMoDx HCV Quant Assay a fost determinata prin testarea unui grup cu 7 elemente de esantioane HCV pregatite (incorporand atat HCV
Armored RNA, cat si AcroMetrix HCV Control) utilizand trei sisteme NeuMoDx System timp de 12 zile. Au fost caracterizate precizia in cadrul ruldrii,
precizia din timpul zilei si precizia in sistem, si abaterea standard globala s-a determinat a fi < 0,26 logio Ul/ml. Nu s-a constatat nicio diferenta
semnificativa in performanta intre sisteme, zile sau executii, dupa cum se aratd in Tabelul 11. Precizia la nivelul operatorilor nu a fost caracterizatd,
deoarece operatorul nu joaca un rol semnificativ in procesarea probelor utilizand NeuMoDx System.

Tabelul 11. Precizie in laborator — NeuMoDx HCV Quant Assay pe sisteme NeuMoDx System

Conc. tinta Conc. medie SD in sistem SD in timpul SD in executie SD in laborator
[log10 UI/ml] [log10 UI/ml] zilei ; (globald)
a 6 5,95 0,17 0,13 0,10 0,17
é 5 4,87 0,20 0,14 0,12 0,20
E: 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

Reproductibilitatea de la un lot la altul

Reproductibilitatea de la un lot la altul a NeuMoDx HCV Quant Assay a fost determinata utilizand trei loturi diferite de reactivi cheie — NeuMoDx
Lysis Buffer 3, placile NeuMoDx Extraction Plate si bandeletele NeuMoDx HCV Quant Test Strip. Pentru evaluarea performantei a fost utilizat un
grup cu 7 elemente de HCV (care a incorporat HCV Armored RNA si AcroMetrix HCV Control). Testarea a fost efectuata utilizand cele trei loturi de
reactivi pe trei sisteme timp de 6 zile. Variatia din cadrul lotului si intre loturi a fost analizata, iar rezultatele au fost prezentate in Tabelul 12.
Abaterea globald maxima a fost 0,24 logio Ul/ml si SD globald maxima a fost 0,33 logio Ul/ml. Nu s-a constatat nicio diferentd semnificativa de
performanta intre loturi, deoarece cuantificarea tuturor elementelor panelului s-a incadrat in specificatiile de toleranta.

Tabelul 12. Reproductibilitatea de la un lot la altul — NeuMoDx HCV Quant Assay

[Ico (;?:Jli/n::] Conc[.lon:odLi; /?rl;l? BAL (Rezulta:e valide AB:;:RE SD intre loturi SD in lot :::::I:;

pe lot) globala
a 6 5,76 36 0,24 0,35 0,13 0,37
é 5 4,84 36 0,16 0,16 0,22 0,27
= 3 2,81 36 0,19 0,31 0,16 0,35
> 4,4 4,35 36 0,05 0,21 0,11 0,24
E 3,4 3,31 36 0,09 0,17 0,11 0,20
é 2,4 2,33 36 0,07 0,24 0,13 0,27
< 1,4 1,38 36 0,02 0,23 0,13 0,33

Eficacitatea substantei de control

SPC2 este inclusa in NeuMoDx HCV Quant Assay pentru a raporta erorile din timpul etapelor de procesare sau inhibarea care afecteaza performanta
analizei. Eficacitatea a fost testata in conditii reprezentative erorilor critice din timpul etapelor de procesare, care puteau aparea in timpul
procesarii probelor si care era posibil sd nu fie detectate de senzorii de monitorizare a performantei NeuMoDx System. Esantioanele pozitive
(3 logio Ul/ml) si negative au fost provocate in prezenta unei substante de control, in urmatoarele conditii: Presence of inhibitor (Prezenta
inhibitorului), No wash reagent delivered (Niciun reactiv de spalare furnizat) si No Wash Blowout (Lipsa suflare spalare). Ineficientele in procesare,
care au afectat negativ detectia/cuantificarea HCV, au fost reflectate de performanta tintei SPC2, dup& cum se arata in Tabelul 13. Tn toate cazurile
testate, s-a demonstrat ca substanta de control pentru procesarea probei a monitorizat in mod adecvat ineficientele in procesare si prezenta
inhibitorilor, sau ca ineficienta anticipata in procesare nu a avut un efect negativ semnificativ asupra detectiei SPC2 sau a detectiei si cuantificarii
HCV. Prin urmare, SPC2 a demonstrat succesul in monitorizarea eficienta a performantei analizei pe NeuMoDx System.
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Tabelul 13. Eficacitatea substantei de control pentru procesarea probei

Eroare in timpul Starea de amplificare a cer P
N Stare de amplificare tinta ..
etapelor de procesare substantei de control HCV Rezultatul analizei
testata pentru procesarea probei
Presence of Inhibitor Not Amplified Not Amplified Unresolved (Nerezolvat)
(Prezenta inhibitorului) (Neamplificat) (Neamplificat)
No Wash Deli
. .0 as . € |vere“d Not Amplified Not Amplified
(Niciun reactiv de spalare o o Unresolved (Nerezolvat)
) (Neamplificat) (Neamplificat)
furnizat)
Positive with Quantitation within
No Wash Blowout (Lipsa - . . . 0.3 Log1o IU/mL of Control (Pozitiv cu
suflare spalare) Amplified (Amplificat) Amplified (Amplificat) cuantificarea in 0,3 Logio Ul/ml din
substanta de control)

Rata rezultatelor valide

O analiza retrospectiva a datelor obtinute in timpul evaludrii performantei NeuMoDx HCV Quant Assay pe sistemele NeuMoDx System a fost
utilizata pentru determinarea procentului de rezultate valide. Rezultatele valide ale testarii vor fi numite Positive (Pozitiv) sau Negative (Negativ);
rezultatele nevalide ale testdrii pot fi raportate ca Indeterminate (Neconcludent) (IND) sau Unresolved (Nerezolvat) (UNR), in functie de starea
tintei si a substantei de control pentru procesarea probei. Un rezultat IND este, de obicei, generat de o eroare a instrumentului, care duce la un
esec al tintei si/sau al substantei de control interne pentru procesare, care trebuie amplificate. Un rezultat UNR este alocat probelor atunci cand
atat tinta, cat si substanta de control internd pentru procesare nu reusesc s amplifice in absenta unei erori detectate a instrumentului. In analiza
retrospectivd au fost incluse 1.962 de rezultate individuale ale NeuMoDx HCV Quant Assay, care au inclus date obtinute atat din esantioanele
serice, cat si din esantioanele plasmatice, pe sistemele NeuMoDx 288 si NeuMoDx 96 System. S-a determinat ca rata UNR este egald cu 0,61%
(12/1962), iar rata IND, 0,41% (8/1962); acestea au intrunit criteriile de acceptare ale analizei. Prin urmare, rata rezultatelor valide ale NeuMoDx
HCV Quant Assay pe matrice clinice si sisteme NeuMoDx System s-a concluzionat a fi de 99,0% cu IT 95% (98,4- 99,3).

Contaminare incrucisata

Rata de contaminare Tncrucisata pentru NeuMoDx HCV Quant Assay a fost determinata prin testarea a trei seturi de esantioane de HCV, formate
din esantioane puternic pozitive si negative. In total, aceasta a implicat testarea a 144 de replicate de esantioane umane negative la HCV si 144 de
replicate ale unui esantion HCV cu titru mare la 8,2 Logio Ul/ml. Toate cele 144 de replicate ale esantionului negativ au fost raportate ca negative,
ceea ce demonstreaza ca nu s-a produs nicio contaminare incrucisatd in timpul procesarii probelor pe NeuMoDx System.

Echivalenta matricelor esantioanelor

Testarea a fost efectuata pentru a demonstra echivalenta matricelor esantioanelor dintre sangele integral recoltat in eprubete de recoltare cu acid
etilendiaminotetraacetic (Ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA) si acid-citrat-dextroza (ACD) pentru pregatirea plasmei. S-a efectuat o testare
suplimentard pentru a determina echivalenta dintre esantioanele plasmatice proaspete si cele congelate (recoltate in doua tipuri de eprubete),
precum si dintre esantioanele serice proaspete si cele congelate. Esantioanele proaspete au fost pastrate la 4 °C pana cand au fost imbogatite cu
patru niveluri de HCV si testate pentru echivalentd. Dupa aceea, probele au fost congelate timp de minim 24 de ore la -20 °C. Dupa aceasta perioada
de depozitare in stare congelatd, esantioanele au fost decongelate si retestate. Rezultatele obtinute de la esantioanele serice si cele plasmatice
proaspete si congelate, precum si cele de la esantioanele plasmatice cu EDTA si cu ACD, au fost comparate pentru echivalentd prin analiza de
regresie. Datele au demonstrat o echivalenta excelentd intre esantioanele plasmatice cu EDTA si ACD, esantioanele plasmatice proaspete si
congelate, si esantioanele serice proaspete si congelate.

S-a efectuat o testare suplimentara pentru a demonstra echivalenta performantei NeuMoDx HCV Quant Assay pe esantioane primare fatd de
esantioane secundare. Grupurile de esantioane ale donatorilor, negative la HCV, imbogatite cu tinta HCV (AccuPlex™ Recombinant HCV Control) si
de esantioane ale donatorilor, pozitive la HCV, au fost procesate pentru prima data din eprubetele primare pentru esantioane. Dupa procesarea
eprubetei primare, plasma sau serul ramas(a) din fiecare esantion a fost impartit(a) in parti alicote intr-o eprubetd secundara pentru esantioane si
reprocesat(d). Nu s-a constatat nicio diferenta semnificativa in rezultatele raportate intre procesarea eprubetelor primare si a celor secundare
pentru esantioane.

Compararea metodelor clinice

Performanta calitativa si cantitativd a NeuMoDx HCV Quant Assay au fost evaluate in raport cu analizele comparative cu aprobare FDA/CE, prin
testarea esantioanelor clinice nediluate de la pacienti infectati cu HCV. Testarea a fost efectuata intern, la NeuMoDx, prin intermediul unui studiu
simplu orb al esantioanelor clinice cu elementele de identificare anulate, reziduale, obtinute de la sase laboratoare externe de referintd. Un total
de 323 de esantioane plasmatice si 336 de esantioane serice au fost procesate utilizind NeuMoDx HCV Quant Assay intr-un mod (simplu) orb, pe
mai multe sisteme NeuMoDx Molecular System. Dintre aceste probe, 35 de probe plasmatice si 13 probe serice au fost procesate pe AMBELE
sisteme NeuMoDx 288 si 96 Molecular System. Unele dintre probele care au generat un rezultat NEVALID nu au putut fi reprocesate, din cauza
lipsei de disponibilitate a unei probe suficiente.
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Erorile de procesare si de sistem obtinute pe sistemele NeuMoDx Molecular System au fost minime si au intrunit criteriile. Un total de 4 rezultate
Indeterminate (Neconcludent) (IND) au fost obtinute initial pentru probele plasmatice, si 4 rezultate IND au fost obtinute pentru probele serice,
ceea ce a dus la o ratd IND initiald globald de 1% (T 95% 0,5%-3%) pentru plasma si 1% (17 95% 0,4%-3%) pentru ser. Un total de 3 rezultate
UNRESOLVED (NEREZOLVAT) (UNR) au fost obtinute initial pentru probele plasmatice si 5 rezultate UNR pentru probele serice, ceea ce a generat
o raté globala de 1% (IT 95% 0,2%-3%) pentru plasmd, si 1% (17 95% 0,6%-4%) pentru ser.

Esantioanele care au generat rezultate nevalide (IND/UNR) sau ,Eroare de cuantificare” au fost retestate atunci cdnd a rdmas un volum suficient;
s-a realizat o etapa de diluare pe unele probe, pentru obtinerea unor rezultate valide. Dintre cele 13 esantioane care au avut un volum suficient
pentru a fi repetate (diluate SAU pure), s-a obtinut un rezultat valid.

Dintre cele 321 de rezultate valide obtinute pentru esantioanele plasmatice si 334 de rezultate valide obtinute pentru probele serice, 206 de probe
plasmatice si 154 de probe serice au fost raportate drept POSITIVE (POZITIV) de NeuMoDx HCV Quant Assay, valorile concentratiilor
corespunzatoare fiind alocate de testarile de referintd. S-au folosit analizele de regresie Deming si Passing-Bablok pentru a face corelarea dintre
valorile concentratiilor NeuMoDx HCV Quant Assay si valorile raportate de testarile de referinta pentru probele plasmatice si cele serice.

Au fost generate reprezentari grafice ale echivalentei pentru a reprezenta corelarea dintre concentratiile NeuMoDx HCV Quant Assay si valorile
concentratiilor din testarile de referinta, pentru toate probele testate, utilizand adaptarea prin regresie Deming si Passing-Bablok, acestea fiind
prezentate in Figura 7 si Figura 8. Calitatea adaptarii prin regresie Deming este ilustratd de un coeficient al pantei egal cu 1,00, cu un IT 95%
(0,97, 1,03), si o intersectie (abatere) de -0,16 cu un IT95% (-0,37, 0,06), demonstrand faptul c& rezultatele concentratiilor obtinute intre NeuMoDx
HCV Quant Assay si testarile de referinta sunt extrem de bine corelate si prezintd o abatere acceptabila. Calitatea adaptarii liniare Passing-Bablok
este ilustratd de un coeficient al pantei egal cu 1,02, cu un If 95% (0,99, 1,05), si o intersectie (abatere) de -0,28 cu un Il 95% (-0,43, -0,14),
demonstrand faptul ca rezultatele concentratiilor obtinute intre NeuMoDx HCV Quant Assay si testdrile de referintd sunt extrem de bine corelate
si prezinta o abatere acceptabild, dupa cum se arata in Tabelul 14.

TOATE, DEMING: TOATE, REPREZENTARE GRAFICA REZIDUURI:
Regresia concentratiei NMDx dupa concentratia Reziduuri/concentratia testarii de referinta
testarii de referinta ;
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2 4
7 1 .
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g 6 - 118 ) . .
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© =] 2 b 4 . P
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- .
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1 4
0 : : :
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Concentratia testarii de referinta Concentratia testirii de referint3

Figura 7: Reprezentdri grafice ale echivalentei (stanga) si reziduurilor (dreapta) — Analizd cumulativa (pentru cele doua sisteme
NeuMoDx System) a rezultatelor NeuMoDx HCV Quant Assay in comparatie cu rezultatele testarilor de referinta pentru
TOATE probele, pe baza analizei de regresie Deming.
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TOATE, REPREZENTARE GRAFICA REZIDUURI:
Reziduuri/concentratia testarii de referinta

TOATE, PASSING-BABLOK:
Regresia concentratiei NMDx dupa concentratia
testarii de referinta
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Figura 8: Reprezentari grafice ale echivalentei (stanga) si reziduurilor (dreapta) — Analiza cumulativa (pentru cele doua sisteme
NeuMoDx System) a rezultatelor NeuMoDx HCV Quant Assay in comparatie cu rezultatele testarilor de referinta pentru
TOATE probele, pe baza analizei de regresie Passing-Bablok.

Tabelul 14. Sumarul analizei de regresie liniara Deming si Passing-Bablok

Analiza Deming Analiza Passing-Bablok

Intersectie Coeficientul pantei Intersectie Coeficientul pantei
CUMULAT -0,16 1,00 -0,28 1,02
(Toate probele N N " R
¥ . 1195% (-0,37,0,06) 1195% (0,97,1,03) 1195% (-0,43,-0,14) 1195% (0,99,1,05)
plasmatice + serice)

Dintre cele 655 de rezultate valide obtinute pentru esantioanele plasmatice si serice utilizind NeuMoDx HCV Quant Assay, 361 au fost raportate
pozitive prin testdrile de referintd pentru HCV si 294 au fost raportate negative. Sensibilitatea si specificitatea NeuMoDx HCV Quant Assay au fost
calculate utilizand datele din toate probele clinice valide in comparatie cu testarea de referinta, care este compilata si prezentata in Tabelul 15.
Dintre cele 361 de probe pozitive testate, 360 au fost, de asemenea, raportate pozitive de NeuMoDx HCV Quant Assay, demonstrand o sensibilitate
de 99,7% cu IT 95% (98,2%-100%). Dintre cele 294 de probe negative testate, 271 au fost, de asemenea, raportate negative de NeuMoDx HCV
Quant Assay, demonstrand o specificitate de 92,2% cu IT 95% (88,3%-94,9%).

Echivalenta NeuMoDx HCV Quant Assay a fost demonstratd prin rezultate extrem de bine corelate ale performantei analizei pentru NeuMoDx 288
Molecular System, NeuMoDx 96 Molecular System si testarea de referinta pentru esantioanele plasmatice si cele serice.

Tabelul 15. Rezultatele comparatiei calitative a metodelor pentru NeuMoDx HCV Quant Assay in comparatie cu testarile de referinta
— plasma si ser

Analiza de Analiza de
referinta (POZ) referinta (NEG) TOTAL
NeuMoDx
HCV Quant Assay 360 23 383
(POZ)
NeuMoDx
HCV Quant Assay 1 271 272
(NEG)
TOTAL 361 294 655
SENSIBILITATE = 99,7% i 95% (98,2%-100%)
*SPECIFICITATE = 92,2% 11 95% (88,3%-94,9%)

40600140-RO_G
2023-07

NeuMoDx Molecular, Inc.

Pagina 20 din 23



Neul\/lg)x

molacular

NeuMoDx HCV Quant Test Strip

INSTRUCTIUNI DE UTILIZARE

300300

*NOTA:  LLoQ pentru NeuMoDx HCV Quant Assay este 0,9 Log10 Ul/ml, care este mai micd decdt analiza comparativd folositd ca testare de
referintd. A fost efectuatd o analizd ulterioard, excluzdnd 9 probe in care s-a detectat HCV de NeuMoDx, dar care au fost raportate ca
negative de analiza comparativd. Prin excluderea acestor 9 probe, specificitatea NeuMoDx HCV Quant Assay a fost recalculatd a fi de

95,1% cu un IT 95% (91,7-97,2).

Testarea esantioanelor recoltate — fluxul de lucru pentru volumul esantionului de 200 pl

Corelarea cantitativa dintre fluxul de lucru pentru volumul esantionului de 200 pl si cel de 550 pl a fost confirmata utilizand un grup format din
probe plasmatice si probe serice individuale, negative la HCV, imbogdtite cu patru niveluri cunoscute de material de control Accuplex HCV, trasabile
in conformitate cu Al 5" standard international al OMS pentru ARN HCV pentru testiri ale acidului nucleic. Aceste esantioane individuale de
plasma si ser au fost procesate utilizand fluxul de lucru pentru volumul esantionului de 550 pl si fluxul de lucru pentru volumul esantionului de
200 pl pentru un total de 324 de testari efectuate. Comparatiile pentru echivalenta intre concentratia raportatd de software-ul NeuMoDx Software
pentru fluxul de lucru pentru volumul esantionului de 200 pl si pentru fluxul de lucru pentru volumul esantionului de 550 pl cu grupul recoltat au
fost realizate pe probe individuale. Analiza de regresie Deming si Passing-Bablok a avut o pantad de 1,003 si 1,000, cu intersectii de -0,082 si,
respectiv, -0,085 pentru plasma si o panta de 0,974 si 0,984 cu intersectii de 0,086 si, respectiv, 0,037 pentru ser, demonstrand o concordanta
excelenta a cuantificarilor HCV intre cele doud fluxuri de lucru pentru procesarea volumelor. O comparatie Bland and Altman a demonstrat o
abatere minima intre cele doua fluxuri de lucru. Tn plus, analizele de regresie liniara simpl3 cu concentratia preconizata si cu concentratia raportata
pentru fluxul de lucru de 200 pl au avut o pantd de 1,0432 si un coeficient de corelare de 0,994 (plasma) si o pantd de 1,0007 cu coeficientul de
corelare 0,993 (ser), sustinand performanta excelenta utilizand fluxul de lucru pentru volumul esantionului de 200 pl pentru NeuMoDx HCV Quant
Assay. Rezultatele acestor studii sunt sintetizate mai jos, in Figura 9 si Figura 10.
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Comparatii grafice de echivalentd intre concentratiile raportate in fluxul de lucru pentru volumul esantionului de 200 pl si

concentratiile raportate in fluxul de lucru pentru volumul esantionului de 550 pl. A) Regresie Passing-Bablok. B) Regresie Deming.
C) Diagrama de dispersie Bland-Altman D) Reprezentare grafica a diferentelor Bland-Altman — esantioane de plasma
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Figura 10: Comparatii grafice de echivalentd intre concentratiile raportate in fluxul de lucru pentru volumul esantionului de 200 pl si
concentratiile raportate in fluxul de lucru pentru volumul esantionului de 550 pl. A) Regresie Passing-Bablok. B) Regresie Deming. C)

Diagrama de dispersie Bland-Altman D) Reprezentare grafica a diferentelor Bland-Altman — esantioane de ser
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MARCI COMERCIALE

NeuMoDx™ si NeuDry™ sunt marci comerciale ale NeuMoDx Molecular, Inc.
AcroMetrix™ este marcd comerciala a Thermo Fisher Scientific.

Armored RNA® este marca comerciala inregistrata a Asuragen, Inc.

BD Vacutainer® este marca comerciala inregistrata a Becton, Dickinson and Company
BD, PPT™ si SST™ sunt marci comerciale ale Becton, Dickinson and Company
TagMan® este marca comerciala inregistrata a Roche Molecular Systems, Inc.
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Toate celelalte nume de produse, marci comerciale si marci comerciale inregistrate care pot aparea in acest document sunt detinute de
proprietarii respectivi.
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