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1 Produktbeskrivning

Satsen ResistancePlus® MG detekterar samtidigt M. genitalium och fyra mutationer vid positionerna 2058 och 2059 i 23S rRNA-
genen (E. coli-numrering) som &r forknippade med resistens mot azitromycin (makrolidbaserat antibiotikum). Satsen ResistancePlus®
MG &r multiplex realtids-PCR med en brunn bestdende av tre avlasningar. Avlasning 1 anger férekomsten eller frdnvaron av M.
genitalium genom detektion av MgPa-genen, avlasning 2 anger férekomsten av en A2058G-, A2059G-, A2058T- eller A2058C-
mutation i 23S rRNA-genen och avlasning 3 &r en intern kontroll for att 6vervaka extraktionseffektivitet och gPCR-hamning. Satsen
ResistancePlus® MG anvander PlexZyme® och PlexPrime® for specificitet och dverlagsen multiplexkapacitet. Analysen &r validerad
pa prover extraherade med anvandning av MagNA Pure 96 System (Roche), MICROLAB STARIet IVD (Hamilton), QIAsymphony®
SP (QIAGEN), NUCLISENS® easyMAG® (Biomérieux) och realtidsdetektion p& Roche LightCycler® 480 Instrument Il (LC480 1),
analysinstrumentet cobas z 480 (z480), samt realtids-PCR-detektionssystemen Applied Biosystems® 7500 Fast (7500 Fast), Applied
Biosystems® 7500 Fast Dx (7500 Fast Dx), Bio-Rad CFX96™ Dx (CFX96 Dx) och CFX96 Touch™ (CFX96 Touch).

2 Avsedd anvandning

Satsen ResistancePlus® MG &r ett kvalitativt in vitro-diagnostiskt multiplex realtids-PCR-test for identifiering av M. genitalium och
detektion av fyra mutationer i 23S rRNA-genen (A2058G, A2059G, A2058T och A2058C), Escherichia coli-numrering) som &r
forknippade med resistens mot azitromycin (makrolidantibiotikum). Den &r avsedd for att hjélpa till med diagnosen av M. genitalium-
infektion och detekterar mutationer forknippade med resistens mot azitromycin i M. genitalium och ska anvandas tillsammans med
klinisk information och annan laboratorieinformation.

Satsen ResistancePlus® MG kan anvéandas med féljande provtyper: urin fr&n man och kvinna samt vaginala prover frdn symtomatiska
och asymtomatiska patienter.

Negativa resultat utesluter inte M. genitalium-infektioner och ger ingen bekréaftelse pa kanslighet for azitromycin eftersom det kan
férekomma andra mekanismer for behandlingssvikt.

Satsen ResistancePlus® MG ar avsedd for att anvandas yrkesmaéssigt pa sjukhus eller andra inréttningar sdsom referenslaboratorier
eller nationella laboratorier. Den ar inte avsedd for sjalvtestning, anvandning i hemmet eller patientnara anvéndning.

3 Patogeninformation

M. genitalium ar en liten bakterie som finns i manniskans urinvagar. M. genitalium har férknippats med ett flertal sexuellt éverférbara
infektioner (STI). Hos man &r bakterien den andra vanligaste orsaken till icke-gonokockuretrit (NGU) och férknippas &ven med
prostatit, epididymit och balanit, inflammation av glans penis och férhudi. Hos kvinnor forknippas bakterien med cervicit,
béackeninflammationssjukdom (PID), inklusive endometrit (inflammation av endometrium) och salpingit (inflammation av
aggledare)i22,

Azitromycin anvands vanligtvis for behandling av M. genitalium och fér syndromhantering av STI, sésom NGU och cervicit. Azitromycin
tillhoér mikrolidklassen av antibiotika och verkar genom att binda till 23S rRNA for att hAmma proteinsyntes. Punktmutationer i 23S
rRNA-genen av M. genitalium, A2058G, A2059G, A2058T, A2058C och A2059C (E. coli-numrering) har forknippats med
behandlingssvikt och/eller in vitro-resistens mot azitromycin42. De vanligaste mutationerna ar A2058G och A2059G som utgér 89 %
av makrolidresistensmutationer i en aktuell studie®.
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Plex Mastermix, 2 x nodvandiga for gPCR inklusive dNTP, MgClz, 1x1mL 1x 250 pL
DNA-polymeras och buffert
Blandning innehé&llande oligonukleotider” for
MG+23S Mix, 20 x amplifiering och detektion av M. genitalium 1 x 100 pL 1x25puL
och 23S rRNA-mutationer
Blandningen innehallande oligonukleotider” for
Kontrollblandning 2, 20 x amplifiering och detektion av intern 1 x 100 pL 1x25puL
kontrollanalys fér 7500 Fast och 7500 Fast Dx
Interna kontrollceller innehallande DNA-malll
Celler for intern kontroll* for intern kontroll for att dvervaka extraktions- 1 x 500 pL 1x 100 pL
och amplifieringseffektivitet
Neutral Nukleasfritt vatten Vatten av PCR-kvalitet 1x1mL 1x1mL
# Forvara mallréren separat fran oligoblandningar, d.v.s. hanteringsrum fér mall eller nukleinsyra
 Oligonukleotider &r PCR-primerpar (inklusive PlexPrime®-primrar), PlexZyme®-enzymer och fluorescensprob
IF-1V0003 v14.0 (Juli 2024) Sida 6 av 80
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Kittets innehall

Lockfarg Innehall

Tabell 1. Innehall fér ResistancePlus® MG-satser

Beskrivning

g SpeeDx

Kat.nr 20001L-01
(100 reaktioner)

Kat.nr 2000125
(25 reaktioner)

Masterblandning inneh&llande komponenter

Neutral

Plex Mastermix, 2 x nodvandiga fér gPCR inklusive dNTP, MgClz, 1x1mL 1x 250 pL
DNA-polymeras och buffert
Blandning innehallande oligonukleotider” for
MG+23S Mix, 20 x amplifiering och detektion av M. genitalium 1x 100 pL 1x25pL
och 23S rRNA-mutationer
. Blandningen innehallande oligonukleotider”
)Ifontrollblandnlng 1,20 for amplifiering och detektion av intern 1x 100 pL 1x25pL
kontrollanalys fér LC480 Il och z 480
L Interna kontrollceller innehallande DNA-mall
E:rlllt?glflgr intern for intern kontroll for att dvervaka extraktions- 1 x 500 pL 1x 100 pL
och amplifieringseffektivitet
Nukleasfritt vatten Vatten av PCR-kvalitet 1x1mL 1x1mL

# Forvara mallréren separat fran oligoblandningar, dvs. hanteringsrum fér mall eller nukleinsyra

A Oligonukleotider &r PCR-primerpar (inklusive PlexPrime®-primrar), PlexZyme®-enzymer och fluorescensprob

Lockfarg Innehall

Tabell 2. Innehall for ResistancePlus® MG sso-satser

Beskrivning

Kat.nr 2000201
(100 reaktioner)

Kat.nr 2000225
(25 reaktioner)

Masterblandning innehallande komponenter
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Tabell 3. Innehall fér ResistancePlus

® MG e7s)-satser

g SpeeDx

o Kat.nr 2000301 Kat.nr 2000325
Lockférg Innehall Beskrivning . .
(100 reaktioner) (25 reaktioner)
Masterblandning inneh&llande komponenter
Plex Mastermix, 2 x nodvandiga fér gPCR inklusive dNTP, MgClz, 1x1mL 1x 250 pL
DNA-polymeras och buffert
Blandning innehallande oligonukleotider” for
MG+23S Mix, 20 x amplifiering och detektion av M. genitalium 1 x 100 pL 1x25pL
och 23S rRNA-mutationer
. Blandningen innehéllande oligonukleotider”
)Ifontrollblandnlng 3,20 for amplifiering och detektion av intern 1 x 100 pL 1x25pL
kontrollanalys f6rCFX96 Dx och CFX96 Touch
Celler fér intern Interna kontroliceller inneh&llande DNA-mall
Kontroll* for intern kontroll fér att dvervaka extraktions- 1 x 500 pL 1x 100 pL
och amplifieringseffektivitet
Neutral Nukleasfritt vatten Vatten av PCR-kvalitet 1x1mL 1x1mL

# Forvara mallréren separat fran oligoblandningar, d.v.s. hanteringsrum fér mall eller nukleinsyra

A Oligonukleotider &r PCR-primerpar (inklusive PlexPrime®-primrar), PlexZyme®-enzymer och fluorescensprob

5 Transport och férvaring

- Komponenterna i satserna ResistancePlus® MG levereras pa torris eller isgelpack. Alla komponenter ska forvaras vid
-25 °C till -15 °C vid mottagande. Det rekommenderas att frysnings-/tiningscykler begransas till 15.

- Satsens aktivitet bibehalls tills utgdngsdatumet som anges pa etiketten vid forvaring under rekommenderade férhallanden och
korrekt hantering. Anvand inte efter utgdngsdatum.

- En allvarlig incident ska rapporteras till SpeeDx genom att kontakta tech@speedx.com.au.
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6.2

6.3

6.4

6.5

6.6

Varningar och forsiktighetsatgarder

Allmént
For in vitro-diagnostisk anvandning.

Las denna bruksanvisning noga fore anvandning. Folj forfarandena noga som de beskrivs for att sakerstélla testresultats
tiliforlitlighet. Eventuell avvikelse fran dessa forfaranden kan paverka testprestanda.

Anvandare ska fa tillracklig utbildning om anvandningen av analysen ResistancePlus® MG.

En allvarlig incident ska rapporteras till tillverkaren och kompetent myndighet i medlemsstaten dar anvandaren och/eller patienten
ar etablerad.

Laboratorium

Det rekommenderas att utféra beredning/extraktion av prov, beredning av masterblandning, tillséttning av prov och termocykling
pa rumsligt separerade stallen. PCR-instrumentet ska atminstone idealiskt sta i ett separat rum frdn omraden dar reaktioner
bereds.

Det rekommenderas att folja rutinmassiga forsiktighetsatgarder i laboratoriet. Anvand lamplig personlig skyddsutrustning, t.ex.
skyddshandskar, skyddsglastgon och laboratorierock vid hantering av reagenser.

Patogena organismer kan férekomma i kliniska prover. Behandla alla biologiska prover som potentiellt smittsamma och f6lj din
institutions sakerhetsforfaranden for hantering av kemikalier och biologiska prover.

Folj din institutions forfaranden for hantering av riskavfall for korrekt kassering av prover, reagenser och andra potentiellt
kontaminerade material.

Provhantering

Prover ska samlas in, transporteras och férvaras med anvandning av standardmassiga laboratorietekniker eller enligt anvisningar
for provtagningssatsen.

Analys

Grundlaggande forsiktighetsatgarder for att forhindra kontaminering av PCR-reaktioner inkluderar anvandning av sterila
filterpipettspetsar, anvéndning av en ny pipettspets for varje pipettering och separation av arbetsfléde.

PCR-tester har en benagenhet att kontamineras av tidigare PCR-produkter. Oppna aldrig reaktionskarl efter slutférande av PCR.

Analysreagenser innehaller IDTE-buffert som kan orsaka allvarlig 6gonirritation. Det rekommenderas att reagenser anvands i ett
vélventilerat omrade och anvand lamplig personlig skyddsutrustning, t.ex. skyddshandskar, skyddsglaségon och laboratorierock
vid hantering av reagenser.

Sakerhetsatgarder

Sakerhetsdatablad (SDS) finns tillgangliga pa begéran. Kontakta tech@speedx.com.au fér mer information.

Analystillaggsprogram: varningar/forsiktighetsatgarder/begransningar

SpeeDx-programvara kan endast kontrollera analysen av radata genererade fran testsatsen vid anvandning med respektive PCR-
instrument. Den kontrollerar inte beredning av prover, reaktioner, programmering av utrustning eller leverans av behandling.

Anvandare ska ha tillracklig utbildning om anvéandning av analysprogramvaran ResistancePlus® MG och atkomst ska begransas
till varje tilldelad enskild anvandare.

Det rekommenderas att implementera atkomst med anvandarautentisering och cybersakerhetskontroller sdsom antivirus-
programvara eller anvandning av en brandvagg inom IT-systemet och infrastruktur som anvander programvaran.

Vid upptackt av en cybersékerhetsincident sdsom obehérig &tkomst och ransomware-attacker, kontakta tech@speedx.com.au
for vidare support.
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Positivt kontrollmaterial

- ResistancePlus® MG Positive Control -kit (SpeeDx, kat.nr 95001)

Allmé&nna laboratorieartiklar
- Skyddshandskar och rena laboratorierockar
- Vortexblandare
- Bankcentrifug fér 0,5 mL- och 1,5 mL-ror
- Mikropipetter
- Sterila aerosol-resistenta pipettspetsar
- 0,5 mL- och 1,5 mL-rér (PCR-kvalitet)

- 2,0 mL-ror (for forspadning av interna kontroliceller)

For MagNA Pure 96 Instrument
- 1x Phosphate Buffered Saline (PBS) (Fosfatbuffrad koksaltlésning (PBS))
- MagNA Pure 96 Internal Control Tube (Roche, kat.nr 06374905001)
- MagNA Pure 96 DNA and Viral NA Small Volume Kit (Roche, kat.nr 06543588001)
- MagNA Pure 96 DNA och Viral NA Large Volume Kit (Roche, kat.nr 06374891001)
- MagNA Pure 96 System Fluid (externt) (Roche, kat.nr 06640729001)
- MagNA Pure 96 Processing Cartridge (Roche, kat.nr 06241603001)
- MagNA Pure 96 Pure tip 1000uL (Roche, kat.nr 6241620001)
- MagNA Pure 96 Output Plate (Roche, kat.nr 06241611001)
- MagNA Pure Sealing Foil (Roche, kat.nr 06241638001)

For MICROLAB STARIet Instrument
- 1x Phosphate Buffered Saline (PBS) (Fosfatbuffrad koksaltlésning (PBS))
- STARMag 96 X 4 Universal Cartridge kit (384T) kit (Seegene, kat.nr 744300.4.UC384)
- 2,0 mL-behallare

For QIAsymphony® SP-instrument
- 1x Phosphate Buffered Saline (PBS) (Fosfatbuffrad koksaltlésning (PBS))
- Sample Prep Cartridges, 8-well (Qiagen, kat.nr 997002)
- 8-Rod Covers (Qiagen, kat.nr 997004)
- Filter tips, 200 pL and 1500 pL (Qiagen, kat.nr 990332 and 997024)
- 2 mL tubes (Sarstedt, kat.nr 72.639 eller 72.694)
- 14 mL polystyrene tubes (Corning, kat.nr 352051)
- DSP Virus/Pathogen Mini Kit (QIAGEN, kat.nr. 937036)
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For NucliSENS® easyMAG®-instrument

- 1x Phosphate Buffered Saline (PBS) (Fosfatbuffrad koksaltlésning (PBS))
- NucliSENS® easyMAG?® Lysis Buffer 4X1L (Biomerieux, kat.nr 280134)

- NucliSENS® easyMAG® Lysis Buffer 2ML 48T (Biomerieux, kat.nr 200292)
- NucliSENS® easyMAG® Magnetic Silica (Biomerieux, kat.nr 280133)

- NucliSENS® easyMAG® Extraction buffer 1 (Biomerieux, kat.nr 280130)

- NucliSENS® easyMAG® Extraction buffer 2 (Biomerieux, kat.nr 280131)

- NucliSENS® easyMAG® Extraction buffer 3 (Biomerieux, kat.nr 280132)

- NucliSENS® easyMAG® Disposables (Biomerieux, kat.nr 280135)

For LightCycler® 480 Instrument Il och cobas z 480 analyser
- PlexPCR® Colour Compensation-kit (CC) (SpeeDx, kat.nr 90001)
- LightCycler® 480 Multiwell Plate 96 (Roche, kat.nr 04729692001)
- LightCycler® 480 Sealing Foil (Roche, kat.nr 04729757001)

For Applied Biosystems® 7500 Fast och 7500 Fast Dx
- MicroAmp® Optical 96-well reaction plates (ThermoFisher Scientific, kat.nr 4316813)
- MicroAmp® Optical Adhesive Film (ThermoFisher Scientific, kat.nr 4360954)

For Bio-Rad CFX96™ Dx och CFX96 Touch™ Real-time PCR Detection System
- Multiplate™ 96-well PCR plates (Bio-Rad, kat.nr MLP9601)
- Microseal® 'B' PCR Plate Sealing Film, adhesive, optical (Bio-Rad, kat.nr MSB1001)

Provinsamlingsenheter

- Multi-Collect provtagningskit (Abbott, kat.nr 9K12-01)

- Aptima® urinprovtagningskit (Hologic, kat.nr 301040)

- Aptima® unisex provtagningskit (Hologic, kat.nr 301041)

- DeltaSwab ViCUM® 2 mL + Standard flockad provtagningspinne (deltalab, kat.nr 304278)
- Vacumed® Urin utan konserveringsmedel (FL medical, kat.nr 44950)

- Standard FLOQSwab™ i 1 mL UTM™-medium (Copan, kat.nr 359C)

- cobas® PCR-medium (Roche, kat.nr 06466281190)
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Realtids-PCR (gPCR) kan anvandas for att amplifiera och detektera specifika malnukleinsyror fran patogener. PlexPCR® &r en gPCR-
teknik som anvander PlexZyme®-enzymer som detekterar och rapporterar den amplifierade produkten genom generering av en
fluorescenssignal (Figur 1). PlexPrime®-primrar for specifik amplifiering av mutantsekvenser som ar kopplat till mutantspecifik
PlexZyme®-detektion (Figur 2).

PlexZyme®-enzymer &r katalytiska DNA-komplex som bestar av tvd DNA-oligonukleotider som benamns som “partiella enzymer”.
Varje partiellt enzym har en malspecifik region, en katalytisk karna och en universell probbindande region. Nar malprodukten foreligger
binder de tva partiella enzymerna intill varandra for att bilda aktivt PlexZyme® som har katalytisk aktivitet for att klyva en markt prob.
Klyvning separerar fluorofor- och quencher-fargdmnen vilket ger upphov till en fluorescenssignal som kan 6vervakas i realtid.
PlexZyme®-enzymer har ytterligare specificitet jamfort med tekniker med alternerande detektion eftersom tva partiella enzymer kravs
for att binda for detektion. PlexZyme®-enzymer &ar &ven multipla omséttningsenzymer och multipla prober kan klyvas under varje PCR-
cykel vilket resulterar i en stark och kénslig signal. PlexZyme®-analyser &r mycket kansliga och specifika och &r idealiskt lampliga for
multiplexdetektion av patogener.

PlexPrime®-primer har tre funktionella regioner. Den langa 5'-regionen férankrar primern till ett sarskilt stalle och den korta 3’-regionen
malsoker forlangning fran mutantbasen selektivt. En inforingssekvens ligger mellan 5- och 3’-regionen och fungerar som en
bryggstruktur som for in en maloberoende sekvens i den resulterande amplikonen och okar det selektiva trycket fér 3'-regionen. |
multiplex &r varje PlexPrime®-primer utformad for att malsdka en specifik mutantbas och kommer att inkorporera en unik
inforingssekvens vilket producerar distinkta mutantamplikonsekvenser. Till skillnad frdn andra probbaserade detektionstekniker kan
PlexZyme®-enzymet Gverlappas med PlexPrime®-primer for att malsoka den specifika mutantamplikonen innehallande mutantbasen
och den inkorporerade inféringssekvensen. Den unika kombinationen av PlexPrime®-primrar bundna till PlexZyme®-enzymer
mojliggor den specifika amplifieringen av mutantsekvenser samt kanslig och specifik detektion i multiplex.

Figur 1. Schematisk representation av PlexZyme®-detektion och universell signalering
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Figur 2. Schematisk representation av PlexPrime®-primer kopplad till PlexZyme®-detektion. PlexPrime®-primern amplifierar
mutantsekvensen specifikt och PlexZyme®-enzymer detekterar amplikonen specifikt.
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10 Detaljerat forfarande

Obs! Tillhandahalina reagenser anges i kursiv stil och fargen pa rorlocket anges darefter inom parentes.

10.1  Provtagning, transport och férvaring

Prover med urin fran man, urin frAn kvinnor och vaginala prover frdn symtomatiska eller asymtomatiska patienter ska samlas in,
transporteras och férvaras med anvandning av standardmassiga laboratorietekniker eller enligt anvisningar for provtagningssatsen.

10.1.1  Validerade provtagningsprodukter

Otillracklig eller olamplig provtagning, férvaring och transport kan sannolikt ge falska testresultat. LAmplig utbildning om provtagning
rekommenderas i hog grad for att sakerstélla provkvalitet och provhallbarhet.

Provtagningsprodukter som har validerats med satsen ResistancePlus® MG anges nedan med kort vagledning avseende
produkttillverkarens anvisningar fér insamling, hantering och transport. Dessa anvisningar ar inte avsedda att erséatta eller gélla i stéllet
for eventuella anvisningar fran tillverkaren. Referera alltid till anvisningar frdn provtagningsproduktens tillverkare for lampliga
provtagningsmetoder.

Utbildad personal ska sakerstalla lamplig forstdelse av produkten och metoden fore anvandning av en provtagningsmetod.
Testbeskrivningen ska atminstone granskas i féljande avseenden: indikation av provtyp, tillracklig volym, férfaranden, nédvandiga
provtagningsmaterial, patientférberedelse, lamplig hantering och férvaringsanvisningar.

10.1.2 Provtagning, transport och férvaring av okonserverad urin

1. Anvéandning av en genomskinlig och steril urinprovskopp utan konserveringsmedel eller transportmedia rekommenderas for
patientens egenprovtagning.

2. Patienten ska samla in 20-50 mL morgonurin och satta eller skruva pa locket ordentligt.

3. Det rekommenderas att anvanda dubbelpdsar for urinprov med absorberande dynor for transport. Forvaringstemperaturer
for urinprover beror p& den avsedda bearbetningstiden.

10.1.3 Provtagning, transport och férvaring med torra provtagningspinnar

Torra provtagningspinnar kan anvandas for vaginala prover tagna av kliniker eller patient Se tillverkarens bipacksedel for lampliga
provtagningsmetoder pa grund av variabiliteten.

10.1.4 Provtagning, transport och férvaring med Multi-Collect Specimen Collection Kit (Abbott, kat.nr 9K12-01)

Anvisningar sammanfattas nedan fér insamling och transport av urin och vaginala prover med multi-Collect Specimen Collection Kit
(Abbott, kat.nr 9K12-01)

10.1.4.1 Provtagning, transport och forvaring av urin

1. Patienten ska inte ha urinerat inom minst en timme fére provtagning.

2. Kassera provtagningspinnen eftersom den inte kravs fér insamling av urinprover.

3. Patienten ska samla in de forsta 20 till 30 ml av morgonurinen (den forsta delen av flédet) med hjélp av en provtagningskopp.

4.  Skruva av transportrorets lock och se till att inte spilla ut transportbufferten i roret.

5. Hantera locket och réret noga for att undvika kontaminering.

6. Anvand overforingspipetten av plast for att 6verfora urin fran provtagningskoppen till transportréret tills vatskenivan i roret
hamnar inom det genomskinliga fyliningsfonstret pa transportrérets etikett, annars maste ett nytt prov samlas in. Overfyll
inte. Lite mer &n ett helt tryck pa 6verforingspipettens boll kan kravas for att éverféra den nddvandiga volymen av urinprovet.

7. Satt tillbaka locket pa transportréret ordentligt. Se till att locket forsluts helt.

8.  Mark transportréret med providentifieringsinformation, inklusive provtagningsdatum, med en vidhéftande etikett. Se till att

inte dolja fyllningsfonstret pa transportréret.
9. Efter provtagning ska transportroret transporteras och forvaras vid 2 °C till 30 °C i upp till 14 dagar. Om léngre forvaring
kravs ska det férvaras vid -10 °C eller kallare i upp till 90 dagar.
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10.1.4.2 Provtagning, transport och férvaring av vaginalprover

Kassera 6verforingspipetten for engangsbruk eftersom den inte kravs for insamling av vaginalprover.

Ta ut den sterila provtagningspinnen fran omslaget och se till att inte vidréra pinnens spets eller lagga den pa nagon yta.
For in provtagningspinnens vita spets cirka 5 cm in i vaginans 6ppning.

Vrid pinnen forsiktigt i 15 till 30 sekunder mot vaginans sidor.

Dra ut pinnen forsiktigt.

Hantera locket och réret noga for att undvika kontaminering.

Skruva av transportrérets lock och placera provtagningspinnen omedelbart i transportréret s att den vita spetsen ar
placerad nedat.

8.  Bryt av pinnen forsiktigt vid den markerade linjen pa skaftet och var forsiktig for att undvika stank av innehallet.

9. Satt tillbaka locket pa transportroret. Se till att locket forsluts helt.

10. Maérk transportréret med providentifieringsinformation, inklusive provtagningsdatum, med en vidhaftande etikett.

11. Efter provtagning ska transportroret transporteras och forvaras vid 2 °C till 30 °C i upp till 14 dagar. Om langre forvaring
krévs ska det forvaras vid -10 °C eller kallare i upp till 90 dagar.

Nogo,rwbhpE

10.1.5 Provtagning, transport och férvaring med Aptima® Urine Collection Kit (Hologic, kat.nr 301040)

Anvisningar sammanfattas nedan fér insamling och transport av urinprover frdn man och kvinnor med Aptima® Urine Collection Kit
(Hologic, kat.nr 301040). Observera att klinisk prestanda fér denna provtagningsprodukt endast har pavisats med prover extraherade
med MagNA Pure 96-instrument samt MagNA Pure 96 DNA och Viral NA Large Volume Kit. Se avsnitt 10.2 och avsnitt 16.1.5 for
ytterligare information.

1. Anvéandning av en genomskinlig och steril urinprovskopp utan konserveringsmedel eller transportmedia rekommenderas for
patientens egenprovtagning.

2. Patienten anvisas att ta 20—30 ml av férsta morgonurinen i den tillhandahéllna urinprovtagningskoppen. Kvinnliga patienter
ska inte rengora det labiala omradet innan de samlar in provet.

3. Med pipetten och transportroret i Aptima® Urine Collection Kit ska du éverfoéra 2 ml urin med pipetten till provtransportroret

utan lock. Lamplig urinvolymlinje méaste ligga inom urintransportrérets svarta fyliningslinjer. Urin méaste éverféras fran den

genomskinliga och sterila urinkoppen till Aptima-urinprovréret inom 24 timmar efter insamling.

Satt tillbaka locket pa transportréret ordentligt.

Efter insamling ska bearbetade urinprover i Aptima-urintransportroret transporteras och forvaras vid 2 °C till 30 °C och

forvaras vid 2 °C till 30 °C fram till testet. Se tillverkarens anvisningar for detaljerad férvaringsoptimering.

ok

10.1.6 Provtagning, transport och férvaring med Aptima® Multitest swab specimen collection kit (Hologic, kat.nr PRD-03546)

Anvisningar sammanfattas nedan for insamling och transport av vaginalprover med Aptima® Multitest swab specimen collection kit
(Hologic, kat.nr PRD-03546). Observera att klinisk prestanda for denna provtagningsprodukt endast har pavisats med prover
extraherade med MagNA Pure 96-instrument samt MagNA Pure 96 DNA och Viral NA Large Volume Kit. Se avsnitt 10.2 och avsnitt
16.1.5 for ytterligare information.

10.1.6.1 Provtagning, transport och férvaring av vaginalprover

1. Riv delvis upp provtagningspinnens férpackning. Ta ut provtagningspinnen. Vidror inte den mjuka spetsen eller lagg inte
ned provtagningspinnen. Anvand ett nytt Aptima Multitest Swab Specimen Collection Kit om den mjuka spetsen vidrors, om
provtagningspinnen laggs ned eller provtagningspinnen tappas.

2. Hall provtagningspinnen, placera tummen och pekfingret i mitten av provtagningspinnens skaft och tack over den skarade
linjen. Hall inte provtagningspinnens skaft under den skarade linjen.

3. For forsiktigt in provtagningspinnen i vagina ca 5 cm forbi introitus och rotera forsiktigt provtagningspinnen medurs i 10 till
30 sekunder. Se till att provtagningspinnen vidror vaginas vaggar sa att fukt absorberas av provtagningspinnen och dra
sedan ut provtagningspinnen utan att vidrora huden.

4.  Skruva av locket fran réret medan du haller provtagningspinnen i samma hand. Spill inte ut innehallet i réret. Om innehallet

i roret spills ut ska ett nytt Aptima Multitest Swab Specimen Collection Kit anvandas.

Placera provtagningspinnen omedelbart i transportréret sa att den skarade linjen ar placerad overst i roret.

Bryt forsiktigt av provtagningspinnens skaft mot rérets sida vid den skarade linjen.

Kassera omedelbart den évre delen av provtagningspinnens skaft.

Skruva ordentligt pa locket pa roret. Efter insamling ska provtagningspinnen i provtransportroret transporteras och forvaras

vid 2 °C till 30 °C fram till testet.

© N o
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10.1.7 Provtagning, transport och férvaring med DeltaSwab VICUM® 2 mL + Standard flocked swab (deltalab, kat.nr 304278)

Anvisningar sammanfattas nedan for insamling och transport av vaginalprover med DeltaSwab VICUM® 2 mL + Standard flocked
swab (deltalab, kat.nr 304278).

Oppna den avrivningsbara férpackningen med bada hander genom att dra fran motstaende sidor.

Ro6r om innehallet i roret.

Oppna flow pack-férpackningen och samla in provet med provtagningspinnen.

Oppna réret med den andra handen och placera provtagningspinnen i roret s att den técks av mediet.

Rikta in provtagningspinnens brytpunkt med rorets ovansida genom att latt trycka ned provtagningspinnen. Bryt av
provtagningspinnen vid brytpunkten genom att stédja den mot rorets inre kant.

Kassera den éverblivna delen av pinnen, skruva pa locket ordentligt och skaka provet for att eluera det i mediet.

Efter insamling ska provtagningspinnen i provtransportroret transporteras och forvaras vid 4 °C till 25 °C fram till testet.

apwhE
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10.1.8 Provtagning, transport och férvaring med Vacumed® Urine without preservative (FL medical, kat.nr 44950)

Anvisningar sammanfattas nedan for insamling och transport av urinprover fran man och kvinnor med Vacumed® Urine without
preservative collection tube (FL medical, kat.nr 44950).

Oppna urinprovtagningsbehallarens lock och lagg det upp och ned pé en ren yta.

Vidror inte behallarens och lockets inre ytor.

Samla in urinprovet. Fyll behallaren upp till % av kapaciteten.

Sétt tillbaka locket och vrid ordentligt i medurs riktning for noga forslutning.

Skaka provet forsiktigt.

Lyft delvis pa den skyddande etiketten (ta inte bort den helt).

For in provroret och applicera ett forsiktigt tryck. Hall roret anslutet tills det ar fullt (slut pa flode).
Ta bort provroret och fast den skyddande etiketten helt.

Forvara provroéret vid 4 °C till 25 °C fram till testet.

©COoNoOGOA~LONE

10.1.9  Provtagning, transport och férvaring med Regular FLOQSwab™ in 1 mL of UTM™ media (Copan, kat.nr 359C)

Anvisningar sammanfattas nedan fér insamling och transport av vaginalprover med Regular FLOQSwab™ i 1 mL UTM™ media (Copan,
kat.nr 359C).

1. Oppna UTM-satsens forpackning och ta ut mediumprovréret och den inre p&sen som innehdller den sterila
provtagningspinnen.

2. Tautden sterila provtagningspinnen frdn pasen, samla in det kliniska provet och se till att provtagningspinnens spets endast

kommer i kontakt med insamlingsstallet for att férhindra risk for kontaminering.

Skruva av och ta bort locket fran provroret efter provtagning och se till att inte spilla ut mediet.

For in provtagningspinnen i provroret tills brytpunkten ar i nivd med provrérets dppning.

B6j och bryt av provtagningspinnen vid brytpunkten och hall provroret borta fran ansiktet och kassera den 6verblivna delen.

Skruva tillbaka locket pa provroret och forslut det hermetiskt.

Bearbeta provet i UTM inom 48 timmar efter provtagning med férvaring av provroret vid 2—-25 °C.

Vortexblanda i 20 sekunder efter bearbetning for att sakerstalla att provet frisatts frdn provtagningspinnen och for att

homogenisera mediet.

©NoOOA®

10.1.10 Provtagning, transport och férvaring med cobas® PCR media (Roche, kat.nr 06466281190)

Anvisningar sammanfattas nedan for insamling och transport av urinprover frdn man och kvinnor med cobas® PCR media (Roche,
kat.nr 06466281190).

1. Blanda och éverfor urin i ror med cobas® PCR Media med hjélp av en engéngspipett (medfoljer inte). Obs! Urin kan forvaras
vid 2 °C till 30 °C i upp till 24 timmar fore éverforing till rér med cobas® PCR Media.

Den korrekta volymen av urin har tillsatts nar vatskenivan ar mellan de tva svarta linjerna pa roretiketten.

Satt tillbaka locket noga pa roret med cobas® PCR Media.

Vand roret upp och ned 5 ganger for att blanda. Provet &r nu redo for transport och testning.

Transportera och férvara réret med cobas® PCR Media innehallande stabiliserat urinprov vid 2 °C till 30 °C.

ok whn

10.1.11 Validerade provextrakt

Provextrakt validerade for anvandning omfattar:

- cobas® x480 (fran CT/NG-protokoll)

Se avsnitt 10.5 for anvisningar for att forbereda PCR med extraherade nukleinsyror (reflexarbetsflode).
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10.2  Provbearbetning

Satsen ResistancePlus® MG har validerats pa féljande extraktionsinstrument i Tabell 4.

Se avsnitt 10.3 for anvisningar om anvandning av den interna kontrollen.

Tabell 4. Validerade extraktionsprotokoll

Instrument Extraktionssats Provvolym Protokoll Elueringsvolym

MagNA Pure 96 DNA and Viral

a
MagNA Pure 96 NA Small Volume Kit

200 pL Pathogen Universal 200 50 pL eller 100 pL

MagNA Pure 96 DNA and Viral

a
MagNA Pure 96 NA Large Volume Kit

1000 pL™ Viral NA Universal LV 1000 3.1 100 L

10 ul spadda celler for intern kontroll
tillsatta per prov

MICROLAB STARMag 96 x 4 Universal 200 Ul . , 100 ul
STARIet IVDP Cartridge kit (Seegene) H Valj “Pause before PCR setup” (Pausa H

fére PCR-konfiguration) for att endast

utféra provextraktion
QIAsymphony SP°¢ DSP Virus/Pathogen Mini Kit 200 pL Complex200_V6_DSP 110 pL
NucliSENS® NucliSENS® easyMAG® 200 pL- ) h " . 100 pL
casyMAG® reagents provtagningspinne Generic 2.01; "On-board™-arbetsflode

1000 pL urin Generic 2.01; "On-board”-arbetsflode 100 pL

2 Se 10.3.1 for anvandning av den interna kontrollen med MagNA Pure 96

b Se 10.3.2 for anvandning av den interna kontrollen med STARIet IVD

¢ Se 10.3.3 for anvandning av den interna kontrollen med QIAsymphony SP

d'Se 10.3.4 for anvandning av den interna kontrollen med NucliSENS® easyMAG®

~ Klinisk prestanda for prover insamlade med Aptima® Urine Collection Kit (Hologic, kat.nr 301040), Aptima® unisex swab specimen collection kit
(Hologic, kat.nr 301041) och Aptima® Multitest swab specimen collection kit (Hologic, kat.nr PRD-03546) har endast pavisats med detta
extraktionsprotokoll. Se avsnitt 16.1.5 for ytterligare information.

10.3 Intern kontroll (IC)

Satsen omfattar en intern kontroll for att dvervaka extraktionseffektivitet och gPCR-inhibition. Den interna kontrollanalysen
tillhandahélls som en kontrollblandning (VITT) och celler fér intern kontroll (ROTT). Kontrollblandningen tillsétts till PCR-
masterblandningen (). Cellerna for intern kontroll innehaller DNA-mallen fér den interna kontrollen. Cellerna for intern
kontroll ar spadda och bearbetade enligt nedan for specifika extraktionsinstrument. DNA-mallen fér den interna kontrollen
ar darfér samextraherad med provet och samamplifierad i reaktionen.

10.3.1 Intern kontroll p4 MagNA Pure 96

Spad cellerna for intern kontroll (ROTT) 1 till 200 i 1 x PBS (Tabell 5). Justera volymen efter behov med hjalp av samma
spadningsfaktor (se handbok for extraktionssats for minsta volym fér nédvandigt antal prover). De spadda cellerna for intern kontroll
laddas i roret for intern kontroll p& MagNA Pure 96:

- For MagNA Pure 96 DNA and Viral NA Small Volume Kit (Pathogen Universal 200-protokoll) tillsétts 20 pl automatiskt till varje
prov (standard).

- For MagNA Pure 96 DNA and Viral NA Large Volume Kit (Viral NA Universal LV 1000 3.1-protokoll) delas provvolymen upp och
bearbetas i tva separata brunnar pad MagNA Pure 96 Processing Cartridge. Totalt 40 pl av spadda celler for intern kontroll tillsatts
automatiskt till varje prov (20 pl per brunn pa bearbetningskassetten).

Obs! Forvara INTE spadda celler for intern kontroll.
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Tabell 5. Spadning av celler for intern kontroll for MagNA Pure 96 (1 till 200-spadning)

Celler for intern kontroll (ROTT) (uL) 1 x PBS (uL) Total volym (pL) Volym tillsatt till prov (L)

18 3582 3600 20

10.3.2 Intern kontroll p4 MICROLAB STARIet IVD

Spad cellerna for intern kontroll (ROTT) 11ill 20 i 1 x PBS (Tabell 6). Justera volymen efter behov med hjalp av samma spadningsfaktor
(se handbok for extraktionssats for minsta volym fér nddvandigt antal prover). De spadda cellerna for intern kontroll laddas i ett 2 ml-
ror och placeras i reagensstéllet med 10 pl automatiskt tillsatt till varje prov.

Obs! Forvara INTE spadda celler for intern kontroll.

Tabell 6. Spadning av celler for intern kontroll for MICROLAB STARIet IVD (1 till 20-spadning)

Celler for intern kontroll (ROTT) (uL) 1 x PBS (uL) Total volym (pL) Volym tillsatt till prov (uL)

50 950 1000 10

10.3.3  Intern kontroll p& QIAsymphony® SP

Spéd cellerna for intern kontroll (ROTT) 1 till 50 i 1 x PBS (Tabell 7). Justera volymen efter behov med hjélp av samma spéadningsfaktor
enligt antalet prover som krévs.

Obs! Forvara INTE spadda celler fér intern kontroll.

Tabell 7. Spadning av celler for intern kontroll for QIAsymphony® SP (1 till 50-sp&dning)

Celler for intern kontroll (ROTT) (uL) 1 x PBS (uL) Total volym (pL)

40 1950 2 000

De spadda cellerna for intern kontroll anvands sedan for att bereda en blandning av intern kontroll-barar-RNA-buffert AVE enligt
Tabell 8 nedan. Justera volymen efter behov med hjalp av samma spadningsfaktor for antalet prover som kravs (se handbok for
extraktionssats for minsta volym for nédvandigt antal prover). Blandningen av intern kontroll-barar-RNA-buffert AVE ska beredas
omedelbart fore start av kérning.

Blandningen av intern kontroll-barar-RNA-buffert AVE tillsatts till ett ror som placeras i en rorhallare och laddas i proviadans fack A i
QIAsymphony® SP. 120 uL (standard) av blandningen tillstts till varje prov.

Tabell 8. Beredning av blandningen av intern kontroll-barar-RNA-buffert AVE fér QIAsymphony SP

Rortyp Antal prover Volym av spadda celler for intern kontroll (uL) Stambérar-RNA (pL) Buffert AVE (L) Total volym (L)
- 1 10 3 107 120
2mL 1 + kastad volym” 40 12 428 480
14 mL 1 + kastad volym" 60 18 642 720

~ 2 mL-ror kréaver tre ytterligare prover (360 uL) for att svara for kastad volym
#14 mL-rér kraver fem ytterligare prover (600 uL) for att svara for kastad volym

10.3.4  Intern kontroll p&4 easyMAG®

Spad cellerna for intern kontroll (ROTT) 1 till 200 i 1 x PBS (Tabell 9). Justera volymen efter behov med hjalp av samma
spadningsfaktor. Bered en "forblandning” av spadda celler for intern kontroll och NucliSENS® easyMAG® Magnetic Silica for det antal
prover som kravs (Tabell 10). 100 pl férblandad kiseldioxid kravs per prov.

IF-IVO003 v14.0 (Juli 2024) Sida 18 av 80




o g SpeeDx

Obs! Forvara INTE spadda celler for intern kontroll.

Tabell 9. Spadning av celler for intern kontroll for NucliSENS® easyMAG® (1 till 200-spadning)

Celler for intern kontroll (ROTT) (uL) 1x PBS (uL) Total volym (pL) Spédningsfaktor

10 1990 2000 200

Tabell 10. Férblandning av NucliSENS® easyMAG® Magnetic Silica och spadda celler for intern kontroll

Antal prover Volym av spadda celler for intern kontroll (uL) Volym av magnetisk kiseldioxid (uL) Volym tillsatt till prov (uL)

1 50 50 100

"On-board’- eller "off-board”-arbetsfléde kommer att anvandas beroende pa provtypen. "Off-board’-arbetsflode anvands fér optimalt
nukleinsyrautbyte av urinprover. Se anvandarhandboken fér NucliSENS® easyMAG® fér mer information.

“On-board™-arbetsfléde (prover tagna med provtagningspinne)

Overfor prover till provkarlet.
Ladda provkarlet pa easyMAG.
Programmera foljande extraktionsbegéaran:
Protokoll: Generic 2.0.1 (fér programvaruversion 2.0)
Matris: Annan
Volym (mL): 0,200
Eluat (pL): 100 pL
Typ: Primar
Efter "on-board”-lysering tillsatts 100 pl av férblandad kiseldioxid till varje prov.

Fortsétt extraktionsprocessen.

"Off-board”-arbetsfléde (urin)
Blanda roéret med NucliSENS Lysis Buffer en kort stund och tillsatt 1 000 uL urin. Vortexblanda roret.

Lat blandningen sta i rumstemperatur i 10 minuter.
Efter lysering ska lysaten 6verforas till provkarlet och laddas pa easyMAG.
Tillsatt 100 pL av forblandad kiseldioxid till varje prov.
Programmera foljande extraktionsbegéran:
Protokoll: Generic 2.0.1 (fér programvaruversion 2.0)
Matris: Annan
Volym (mL): 1,000
Eluat (pL): 100 pL
Typ: Lyserad
Fortsétt extraktionsprocessen.
10.4 Forberedelse av realtids-PCR

Obs! Tina reagenserna helt fére anvéandning och blanda noga genom kort vortexblandning

Se Tabell 1 - Tabell 3 for beskrivning av satsinnehall.
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10.4.1 Beredning av masterblandning

Bered masterblandningen enligt beskrivning i Tabell 11.

For en 20 pL-reaktionsvolym krévs 15 pL masterblandning och 5 pl prov. Pipettera masterblandningen pa PCR-plattan och tillsatt
sedan extraherat prov till reaktionen.

En kontroll utan mall (NTC) ska inga i varje kérning. For NTC-reaktionen tillsatts nukleasfritt vatten (NEUTRALT) i stéllet for prov.

Forslut plattan, centrifugera och dverfor till termocykler.

Tabell 11. Masterblandning

Reagens Koncentration Volym per 20 pL reaktion (pL)
Nukleasfritt vatten (NEUTRALT) Ej tillampligt 3,0
Plex Mastermix (BLATT) 2x 10,0
MG+23S Mix (BRUNT) 20 x 1,0
Kontrollblandning® (VITT) 20 x 1,0
Total volym (ul) 15,0

Tillsatt 5 pL prov for en slutlig volym p& 20 uL

# Kontrollblandningen som ingér i varje sats &r specifik for PCR-instrumentet som anvands; se Tabell 1 —
Tabell 3 for korrekt kontrollblandning att anvénda.

10.4.2  Hallbarhet fér masterblandning

Masterblandningen kan beredas i bulkformat och férvaras vid -20 °C i upp till 4 veckor eller férvaras vid 4 °C i upp till 1 vecka.

10.5 Forberedelse av PCR med extraherade nukleinsyror (reflexarbetsflode)

Nukleinsyraextrakt som erhéllits utan tillsattningen av celler for intern kontroll (ROTT) till prover kan testas med anvéndning av satsen
ResistancePlus® MG.

Detta forfarande ska endast foljas for extrakt som

har testats tidigare pa en annan analysplattform enligt tillverkarens bruksanvisning och da det tidigare genomférda testet genererade
ett giltigt resultat.

Masterblandning ska beredas enligt avsnitt 10.4.1. Nar det galler reflextestning finns inte den interna kontrollen i provextraktet.
Kontrollblandningen maste dock inkluderas enligt beskrivningen i avsnitt 10.4.1.

Se Tabell 1 — Tabell 3 for beskrivning av satsinnehall.

Bered reaktionsblandningen enligt beskrivning i Tabell 11. For en 20 pl-reaktionsvolym kréavs 15 yL masterblandning och 5 pL prov.
Pipettera masterblandningen pd PCR-plattan och tillsatt sedan extraherat prov till reaktionen.

En kontroll utan mall (NTC) ska ingd i varje kérning. Fér NTC-reaktionen tillsatts nukleasfritt vatten (NEUTRALT) i stéllet for prov.
Forslut plattan, centrifugera och dverfor till termocykler.
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11 Programmering och analys

Detaljer for programmering och analys beskrivs i avsnitt 19 — avsnitt 23.

2 SpeeDx

Satsen ResistancePlus® MG har tre kanaler for detektion av M. genitalium, 23S rRNA-mutation och intern kontroll (Tabell 12).

Programvaran ResistancePIl_J_s® MG &r begréansad till analys av resultat som motsvarar nukleinsyraextrakt, som erhdllits utan tillsats
av celler for intern kontroll (ROTT) till prover.

For nukleinsyraextrakt som erhdllits utan tillsats av celler for intern kontroll (ROTT) till prover ska programvaran REFLEX
ResistancePlus® MG anvandas. Programvaran REFLEX ResistancePlus® MG har tva kanaler for detektion av M. genitalium och

23S rRNA-mutation (Tabell 13).

Detta forfarande ska endast foljas for extrakt som

har testats tidigare pa en annan analysplattform enligt tillverkarens bruksanvisning och da det tidigare genomforda testet genererade

ett giltigt resultat.

Tabell 12. Kanaler for mal for ResistancePlus® MG

Instrument

Kanal A

Kanal B

Kanal C

M. genitalium-detektion (MgPa)

23S rRNA-mutation

Intern kontroll

LC480 I 465-510 533-580 533-640
z 480 465-510 540-580 540-645
7500 Fast och 7500 Fast Dx FAM JOE TAMRA
CFX96 Dx och CFX Touch FAM HEX Quasar 705

Tabell 13. Kanaler for mal for ResistancePlus®MG for reflexarbetsflode

Instrument

Kanal A

Kanal B

M. genitalium-detektion (MgPa)

23S rRNA-mutation

LC480 Il 465-510 533-580
z 480 465-510 540-580
7500 Fast och 7500 Fast Dx FAM JOE
CFX96 Dx och CFX Touch FAM HEX
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12 Tolkning av resultat

Datatolkning kraver analysprogramvaran ResistancePlus® MG. Medan PlexPrime®-primrar erbjuder storre specificitet an andra
allelspecifika primrar kan viss icke-specifik amplifiering fran 23S rRNA-mutantanalysen pavisas i prover som innehdller hoga
koncentrationer av M. genitalium vildtyp 23S rRNA. Analysprogramvaran ResistancePlus® MG automatiserar datatolkningen av
amplifieringsresultaten och stromlinjeformar arbetsflédet. Anvisningar om anvandning av analysprogramvaran beskrivs i avsnitt 24.

Se Tabell 14 for lamplig analysprogramvara for varje realtids-PCR-instrument. Analysprogramvaran kan tillhandahallas pa begéaran.
Kontakta_tech@speedx.com.au fér mer information.

Tabell 14. Analysprogramvaran ResistancePlus® MG

Kat.nr Analysprogramvara* Realtids-PCR-instrument
99003 ResistancePlus® MG (LC480) LC480 Il

99018 ResistancePlus® MG (z 480) z 480

99002 ResistancePlus® MG (7500) 7500 Fast och 7500 Fast Dx
99008 ResistancePlus® MG (CFX) CFX96 Dx och CFX96 Touch
99023 REFLEX ResistancePlus® MG (LC480) LC480 Il

99024 REFLEX ResistancePlus® MG (z480) 7 480

99026 REFLEX ResistancePlus® MG (7500) 7500 Fast och 7500 Fast Dx
99025 REFLEX ResistancePlus® MG (CFX) CFX96 Dx och CEX96 Touch

* Se webbplatsen https://plexpcr.com/products/sexually-transmitted-infections/resistanceplus-mg/#resources for att
sékerstélla att du anvander den mest aktuella versionen av analysprogramvara.
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13 Begransningar

Analysen ResistancePlus® MG malsoker MgPa-genen for M. genitalium och mutationer vid positionerna 2058 och 2059 i 23S
rRNA-genen (A2058G, A2059G, A2058T och A2058C, E. coli-numrering) som &r forknippade med resistens mot azitromycin
(makrolidbaserat antibiotikum).

Analysen ResistancePlus® MG har pavisats korsreagera med M. genitalium, 23S rRNA A2059C-mutantsekvenser.

Studier av klinisk prestanda fér ResistancePlus® MG, som sammanfattas i avsnitt 16.1, inkluderar testning med urinprover fran
man och kvinnor samt vaginalprover. Ytterligare provtyper, t.ex. rektala, cervikala, endocervikala, uretrala, penila, penil meatala
och faryngeala prover, har ocksa testats. Dock finns begransade data for narvarande som stodjer anvandningen av dessa
provtyper.

Analysen ResistancePlus® MG ska endast utféras av personal som &r utbildad i forfarandet och ska utféras enligt dessa
bruksanvisningar.

Tillforlitliga resultat beror pa lamplig provtagning, transport, forvaring och bearbetning. Det kan leda till inkorrekta resultat om
lampliga forfaranden inte fljs i ndgot av dessa steg.

Analysen ResistancePlus® MG &r en kvallitativ analys och ger inga kvantitativa véarden eller information om organismbelastning.

Resultat fran testet maste korreleras med den kliniska historiken, epidemiologiska data, laboratoriedata och andra data som finns
tillgéngliga for klinikern.

Forekomsten av M. genitalium och makrolidresistens kommer att paverka positiva och negativa forvantade varden for analysen.
Detektion av antibiotikaresistensmarkorer korrelerar kanske inte med fenotypiskt genuttryck.

Terapeutisk svikt eller framgang kan inte bestammas baserat pa analysresultaten eftersom nukleinsyra kan kvarsta efter lamplig
antimikrobiell behandling.

Negativa resultat utesluter inte risken for infektion pa grund av olamplig provtagning, tekniskt fel, forekomst av hammare,
sammanblandning av prover eller Iagt antal organismer i det kliniska provet.

Negativa resultat for resistensmarkdrer anger inte kanslighet for detekterade mikroorganismer eftersom resistensmarkérer som
inte mats av analysen eller andra potentiella mekanismer av antibiotikaresistens kan forekomma.

Falskt positiva resultat kan intraffa pa grund av korskontaminering av méalorganismer, deras nukleinsyror eller den amplifierade
produkten.

14 Kvalitetskontroll

Satsen ResistancePlus® MG omfattar en intern kontroll for att dvervaka extraktionseffektivitet och gPCR-hamning (avsnitt 10.3).

Nar reflextestning utférs har inte celler for intern kontroll i satsen ResistancePlus® MG lagts till i extraktionsprocessen. Reflextestning
kan endast utforas pa prover som tidigare befunnits giltiga med ett annat system, vilket sakerstaller att extraktionseffekt och gPCR-
inhibition har évervakats.

Satsen ResistancePlus® MG Positive Control (kat.nr 95001) rekommenderas som positivt kontrollmaterial fér nukleinsyraamplifiering.
Se avsnitt 15 for bruksanvisning fér ResistancePlus® MG Positive Ckontrols. Ett kant negativt prov rekommenderas att anvandas
som en negativ kontroll.
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15 Anvisningar for ResistancePlus® MG Positive Control

Satsen ResistancePlus® MG Positive Control innehaller positivt kontrolimaterial for M. genitalium 23S rRNA-mutanter och en M.
genitalium vildtyp 23S rRNA (Tabell 15).

Tabell 15. Innehéll i satsen ResistancePlus® MG Positive Control (kat.nr 95001)

. Mangd
Lockfarg Innehall Beskrivning .
(10 reaktioner)

. Mall for positiv kontroll for detektion av M. genitalium, 23S

Neutral MG, 23S rRNA-vildtyp rRNA-vildtyp 1 x50 L
. Mall for positiv kontroll fér detektion av M. genitalium, 23S

Gront MG, 23S rRNA A2058G RNA A2058G-mutation 1 x50 pL
Mall for positiv kontroll fér detektion av M. genitalium, 23S

MG, 23S rRNA A2059G 'RNA A2059G-mutation 1x50pL
Mall for positiv kontroll for detektion av M. genitalium, 23S

MG, 23S rRNA A2058T RNA A2058T-mutation 1x50 pL
Mall for positiv kontroll fér detektion av M. genitalium, 23S

Gult MG, 23S rRNA A2058C 'RNA A2058C-mutation 1x50pL

15.1  Bruksanvisning
Bered gPCR-reaktioner enligt beskrivning i avsnitt 10.4 med anvandning av positiv kontroll som prov.

Datatolkning kréaver analysprogramvaran ResistancePlus® MG. Se avsnitt 24.11 for exempel pa resultat.
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16 Prestandaegenskaper

16.1  Klinisk prestanda
16.1.1  Klinisk studie 1

En prospektiv-retrospektiv studie utférdes vid Royal Women'’s Hospital (RWH), Melbourne, Australien. Prover samlades in fran och
med maj 2016 till och med juni 2016, samt baserat pa kliniska laboratorieresultat. 144 prover valdes for inklusion i studien. De 144
proverna bestod av 84 urinprover frdn man, 33 urinprover fran kvinnor, 14 vaginalprover och 13 hdga vaginalprover. For att bestamma
prestanda for satsen ResistancePlus® MG jamfordes detektion av M. genitalium med kliniska laboratorieresultat fran en véletablerad
16S rRNA gPCR som anvands for rutinmassig diagnostik vid RWHZ och detektion av 23S rRNA-mutant jamférdes med Sanger-
sekvensering®. Satsen ResistancePlus® MG utférdes pa LC480 |l efter provextraktion pd MagNA Pure 96-instrumentet med
anvandning av MagNA Pure 96 DNA och Viral NA Small Volume Kit med anvandning av Universal Pathogen 200-protokoll. F&r
detektion av M. genitalium anvandes en sammansatt referens for avvikande prover med anvéandning av en tredje qPCR-reaktion
inriktad p& MgPa-genen?. For detektion av 23S rRNA-mutant togs Sanger-sekvensering som det sanna resultatet. Losta resultat samt
sensitivitet och specificitet for satsen ResistancePlus® MG for detektion av M. genitalium och detektion av 23S rRNA-mutant visas i
Tabell 16. Tva prover uteslots eftersom resultatet for den interna kontrollen var ogiltigt (ett urinprov fran kvinna och ett urinprov fran
man). Analys av detektion av 23S rRNA-mutation omfattar endast prover dar mutantstatusen kunde bestémmas. Analys av resultat i
enlighet med provtyp visas i Tabell 17. Analys av 23S rRNA-mutation visas i Tabell 18.

Tabell 16. Klinisk utvardering av satsen ResistancePlus® MG (klinisk studie 1)

Detektion av M. genitalium Detektion av 23S rRNA-
mutant
16S rRNA gqPCR
Sekvensering
Positivt Negativt Mutant Vildtyp
Positivt 83 0 Mutant detekterad 52 2
ResistancePlus®
MG Negativt 1 587 Mutant inte 2 21
detekterad
Sensitivitet 98,8 % (95 % K1 93,5— Sensitivitet | 96,3 % (95 % Kl 87,3-99,6 %)
100,0 %)
Specificitet 100,0 % (95 % Kl 93,8— Specificitet | 91,3 % (95 % Kl 72,0-98,9 %)
100,0 %)

95 % Kl — 95 % konfidensintervall, mutant — 23S rRNA-mutation vid positionerna A2058G, A2059G, A2058T och A2058C (E. coli-
numrering), vildtyp — frAnvaro av mutation vid dessa positioner.

A Satsen ResistancePlus® MG detekterade ett sant M. genitalium-negativt resultat med anvéndning av sammansatt referens,
tabellen representerar l9sta resultat.
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Tabell 17. Analys av kliniskt resultat i enlighet med prov (klinisk studie 1)

Prov Forvantade M. genitalium- Forvantade M. genitalium Forvantade M. genitalium
negativa 23S rRNA vildtyp 23S rRNA-mutant

Urinprov fr&n man 28/28 8/10* 41/42*

Urinprov fran kvinna 12/13 11/11 4/6?

Vaginal provtagningspinne 8/8 1/1 2/23

Hog vaginal provtagningspinne 9/9 1/1 4/4%

Mutant — 23S rRNA-mutation vid positionerna A2058G, A2059G, A2058T och A2058C (E. coli-numrering), vildtyp — franvaro av
mutation vid dessa positioner

~ 2 urinprover frdn kvinna, 3 urinprover frdn man, 1 vaginal provtagningspinne exkluderades, eftersom sekvensering misslyckades
och mutantstatus inte kunde faststéllas

1 Urinprov fr&n man: 2 M. genitalium av vildtyp felaktigt identifierade som M. genitalium-mutant detekterad, 18 A2058G, 20 A2059G,
3 A2058T korrekt detekterade; 1 A2058G felaktigt identifierad som M. genitalium ej detekterad

2 Urinprov frén kvinna: 1 A2058G, 3 A2059G korrekt detekterade; 2 A2059G felaktigt identifierade som M. genitalium detekterad,
mutant ej detekterad

3 Vaginal provtagningspinne: 2 A2059G Kkorrekt detekterad
4 Hog vaginal provtagningspinne: 3 A2058G, 1 A2059G korrekt detekterade

Tabell 18. M. genitalium 23S rRNA-mutationsanalys (Klinisk studie 1)

Referensresultat™ ResistancePlus® MG-resultat
Vildtyp 21/33t

A2058G 22/232

A2059G 26/28°

A2058T 3/3

~ Endast for M. genitalium-positiva prover

L Vildtyp: 2 urinprover frdn man, felaktigt identifierade som M. genitalium-mutant, detekterade

2 A2058G: 1 urinprov fran man, felaktigt identifierat som M. genitalium-mutant, ej detekterad

3 A2059G: 2 urinprover frn kvinna felaktigt identifierade som M. genitalium-mutant, ej detekterade

16.1.2 Klinisk studie 2

En underuppsattning av de extraherade proverna fran Studie 1 kordes pa ABI 7500 Fast. Resultaten jamfordes med de kliniska
resultaten frdn 16S rRNA gPCR (Twin 2011) och Sanger-sekvensering (Twin 2012). Avvikande prover fér M. genitalium-detektion,
testades om med 16S rRNA gPCR (Twin 2011) pa grund av misstéankt provdegradering. Losta resultat samt sensitivitet och specificitet
for satsen ResistancePlus® MGsso), for detektion av M. genitalium och detektion av 23S rRNA-mutant, visas i Tabell 19. Analys av

detektion av 23S rRNA-mutation omfattar endast prover dar mutantstatusen kunde bestammas.
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Tabell 19. Klinisk utvardering av satsen ResistancePlus® MGgssg) (klinisk studie 2)

Detektion av M. genitalium Detektion av 23S rRNA-
mutant
16S rRNA gqPCR
Sekvensering
Positivt Negativt Mutant Vildtyp
Positivt 79 o Mutant detekterad 47 1
ResistancePlus®
MG Negativt 2 43* Mutant inte 4 19
detekterad
Sensitivitet | 97,5 % (95 % Kl 91,4-99,7 %) Sensitivitet | 92,2 % (95 % KI 81,1-97,8 %)
Specificitet 100,0 % (95 % Kl 91,8— Specificitet | 95,0 % (95 % KI 75,1-99,9 %)
100,0 %)

95 % Kl — 95 % konfidensintervall, mutant — 23S rRNA-mutation vid positionerna A2058G, A2059G, A2058T och A2058C (E. coli-
numrering), vildtyp — frnvaro av mutation vid dessa positioner.

A Satsen ResistancePlus® MGsso) detekterade ett sant M. genitalium-positivt resultat med anvandning av referenstest, tabellen
anger |6sta resultat.

# Satsen ResistancePlus® MGsso) detekterade 10 sanna M. genitalium-negativa resultat med anvandning av referenstest, tabellen
anger |6sta resultat.

16.1.3 Klinisk studie 3

En retrospektiv studie utfordes vid Canterbury Health Laboratories (CHL), Christchurch, Nya Zeeland pd karakteriserade och
arkiverade prover fran 2010-2016 insamlade med multi-Collect Specimen Collection Kit (Abbott). De 137 proverna bestod av 110
urinprover frdn man, 11 urinprover fran kvinnor, 15 vaginalprover, 1 uretral-/vaginalprov och 1 vaginal-/cervikalprov. For att bestamma
prestanda for satsen ResistancePlus® MG jamfordes detektion av M. genitalium med kliniska laboratorieresultat fran en véletablerad
MgPa gPCR som anvands for rutinmassig diagnostik vid CHL (Jensen 2004) och detektion av 23S rRNA-mutant jamférdes med
Sanger-sekvensering (Jensen 2008). Satsen ResistancePlus® MG utfordes pa LC480 Il efter provextraktion pa MagNA Pure 96-
instrumentet med anvandning av MagNA Pure 96 DNA och Viral NA Small Volume Kit med anvéndning av Universal Pathogen 200-
protokoll. Fér detektion av M. genitalium upprepades det rutinmassiga MgPa-testet for avvikande prover. For detektion av 23S rRNA-
mutant togs Sanger-sekvensering som det sanna resultatet. Sensitivitet och specificitet for satsen ResistancePlus® MG for detektion
av M. genitalium och detektion av 23S rRNA-mutant visas i Tabell 20. Ett prov uteslots eftersom resultatet for intern kontroll var
ogiltigt. Analys av detektion av 23S rRNA-mutation omfattar endast prover dar mutantstatusen kunde bestammas. Analys av resultat
i enlighet med provtyp visas i Tabell 21. Analys av 23S rRNA-mutation visas i Tabell 22
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Tabell 20. Klinisk utvardering av satsen ResistancePlus® MG (klinisk studie 3)

2 SpeeDx

Detektion av M. genitalium Detektion av 23S rRNA-
mutant
16S rRNA gPCR
Sekvensering
Positivt Negativt Mutant Vildtyp
Positivt 76 0 Mutant detekterad 52 1
ResistancePlus®
MG Negativt 3 577 Mutant inte 5 19
detekterad
Sensitivitet | 96,2 % (95 % Kl 89,3-99,2 %) Sensitivitet | 91,2 % (95 % Kl 80,7-97,1 %)
Specificitet 100,0 % (95 % Kl 93,7— Specificitet | 95,0 % (95 % Kl 75,1-99,9 %)
100,0 %)

95 % Kl — 95 % konfidensintervall, mutant — 23S rRNA-mutation vid positionerna A2058G, A2059G, A2058T och A2058C (E. coli-
numrering), vildtyp — frAnvaro av mutation vid dessa positioner.

" Tabell representerar losta resultat.

Tabell 21. Analys av kliniskt resultat i enlighet med prov (klinisk studie 3)

Prov Forvantade M. genitalium- Férvantade M. genitalium Férvantade M. genitalium
negativa av vildtyp 23S rRNA-mutant

Urinprov fr&n man 45/45 17/18* 38/45

Urinprov fr&n kvinna 4/4 1/1 6/62

Vaginal provtagningspinne 6/6 1/1 8/8°

Uretral/vaginal provtagningspinne 1/1 0/0 0/0

Vaginal/cervikal provtagningspinne 1/1 0/0 0/0

Mutant — 23S rRNA-mutation vid positionerna A2058G, A2059G, A2058T och A2058C (E. coli-numrering), vildtyp — frnvaro av
mutation vid dessa positioner.

1 Urinprov frdn man: 1 M. genitalium-vildtyp felaktigt identifierad som M. genitalium-mutant detekterad, 4 A2058G, 32 A2059G, 1 A2058T, 1
A2058C korrekt detekterad; 1 A2058G och 1 A2059G felaktigt identifierade som M. genitalium ej detekterad, 3 A2058G och 2 A2059G felaktigt
identifierade som M. genitalium-mutant ej detekterad

2 Urinprov frén kvinna: 2 A2058G, 4 A2059G korrekt detekterade
3 Vaginal provtagningspinne: 1 A2058G, 7 A2059G korrekt detekterade
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Tabell 22. M. genitalium 23S rRNA-mutationsanalys (Klinisk studie 3)

Referensresultat” ResistancePlus® MG-resultat
Vildtyp 19/20*

A2058G 7/10%

A2059G 43/45°

A2058T 11

A2058C 171

~ Endast fér M. genitalium-positiva prover
1 Vildtyp: 1 urinprov fr&n man felaktigt identifierat som M. genitalium-mutant detekterad

2 A2058G: 3 urinprover fran man felaktigt identifierade som M. genitalium-mutant ej detekterad
3 A2059G: 2 urinprover frdn man felaktigt identifierade som M. genitalium-mutant ej

detekterad

16.1.4 Klinisk studie 4

En retrospektiv klinisk studie utférdes vid Vall d’Hebron University Hospital (HUVH), Barcelona, Spanien, for att utvardera prestanda
for satsen ResistancePlus® MG for detektion av M. genitalium- och azitromycin-resistensassocierade mutationer i retrospektiva
prover, insamlade mellan december 2017 och april 2018. Prover samlades in med anvandning av DeltaSwab ViCUM® (Deltalab,
Spanien) for provtagningspinnar eller Vacumed® Urine (FL medical, Italien) fér urin. 86 prover bestod av 46 urinprover och 40 vaginala
provtagningspinnar. Prover extraherades med STARIlet IVD (Hamilton) och kordes pd CFX96 Dx (Bio-Rad)-instrumentet. For att
utvardera prestanda jamférdes M. genitalium-detektion med Allplex™ STI Essential (Seegene) samt med satsen ResistancePlus®
MG (SpeeDx) pa LC480 Il for bade M. genitalium-detektion och 23S rRNA-status. Sensitivitet och specificitet fér satsen
ResistancePlus® MGzs) for M. genitalium-detektion, jamfort med Allplex™ STI Essential (Seegene), visas i Tabell 23. Sensitivitet
och specificitet for ResistancePlus® MGs7s) jamfort med ResistancePlus® MG ar sdsom visas i Tabell 24. Analys av resultat i enlighet

med provtyp visas i Tabell 25.

Tabell 23. Jamforelse av satsen ResistancePlus® MGs;sy med Allplex™ STI Essential (klinisk studie 4)

Detektion av M. genitalium

Allplex™ STI Essential

Positivt Negativt
Positivt 40 0
ResistancePlus® MG7s)
Negativt 0 46
Sensitivitet 100,0 % (95 % Kl 91,2-100,0 %)
Specificitet 100,0 % (95 % Kl 92,3-100,0 %)
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Tabell 24. Klinisk utvardering av satsen ResistancePlus® MGszs) (klinisk studie 4)

Detektion av M. genitalium Detektion av 23S rRNA-
. mutant”
ResistancePlus® MG
(LC480 I1) ResistancePlus® MG
(LC480 11)
Positivt Negativt Mutant Mutant inte
detekterad detekterad
Positivt 40 0 Mutant detekterad 20 0
ResistancePlus®
MGie75) Negativt 0 46 Mutant inte 1 20
detekterad
Sensitivitet 100,0 % (95 % Kl 91,2— Sensitivitet 100,0 % (95 % KI 83,2—
100,0 %) 100,0 %)
Specificitet 100,0 % (95 % Kl 92,3— Specificitet 100,0 % (95 % Kl 83,2—
100,0 %) 100,0 %)

95 % KI — 95 % konfidensintervall, mutant — 23S rRNA-mutation vid positionerna A2058G, A2059G, A2058T och A2058C (E. coli-
numrering), vildtyp — frnvaro av mutation vid dessa positioner.

# 1 prov exkluderades fran analys eftersom det sekvenserades som blandad vildtyp och mutant

Tabell 25. Analys av kliniskt resultat i enlighet med prov (klinisk studie 4)

Prov Forvéantade M. genitalium-negativa Forvéantade M. genitalium 23S rRNA Forvéantade M. genitalium 23S
vildtyp rRNA-mutant

Urinprov frdn man 26/26 5/5 15/15

Vaginal provtagningspinne for kvinnor 20/20 15/15 5/5
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16.1.5 Klinisk studie 5

En retrospektiv klinisk studie utférdes vid Royal Women’s Hospital (RWH), Melbourne, Australien med anvandning av insamlade
urinprover och vaginalprover med Aptima® fran juni 2017—-november 2017. Matchade patientprover samlades in som okonserverad
urin (rutinmassigt prov) eller med Aptima® Urine Specimen Collection kit (Hologic) eller som torrt prov taget med provtagningspinne
(rutinmassigt prov) eller med Aptima® Unisex Swab Specimen Collection kit (Hologic). 147 prover bestod av 122 urinprover och 25
vaginalprover. For att bestamma prestanda for insamlade prover med Aptima® med satsen ResistancePlus® MG jamférdes detektion
av M. genitalium och detektion av 23S rRNA-mutant med de kliniska diagnostiska resultaten erhalina fran satsen ResistancePlus®
MG (SpeeDx) med anvandning av det rutinméssiga provet. Testning av insamlade prover med Aptima® utfordes pa LC480 Il efter
provextraktion pa MagNA Pure 96-instrumentet med anvandning av MagNA Pure 96 DNA och Viral NA Small Volume Kit med
anvandning av Viral NA Universal LV 1000-protokoll. Kliniska diagnostiska resultat frin RWH, erhalina fran ett matchat diagnostiskt
prov testat med satsen ResistancePlus® MG (SpeeDx), togs som det sanna resultatet for M. genitalium. For detektion av 23S rRNA-
mutant jamfordes resultatet med det diagnostiska resultatet och Sanger-sekvensering.

Sensitivitet och specificitet for satsen ResistancePlus® MG for detektion av M. genitalium och detektion av 23S rRNA-mutant visas i
Tabell 26. Analys av detektion av 23S rRNA-mutation omfattar endast prover dar mutantstatusen kunde bestdmmas. Analys av
resultat i enlighet med provtyp visas i Tabell 27.

Tabell 26. Klinisk utvardering av satsen ResistancePlus® MG (klinisk studie 5)

Detektion av 23S rRNA-
mutant

Detektion av M. genitalium

ResistancePlus® MG
(rutinmassigt prov) ResistancePlus® MG

(rutinméssigt prov)

Positivt Negativt Mutant Vildtyp
. Positivt 7 3 Mutant detekterad 51 0
ResistancePlus®
MG (med 1 mi Negativt 3 64 Mutant inte 2 24
Aptima-
ptima-prov) detekterad
Sensitivitet | 96,3 % (95 % Kl 89,4-99,2 %) Sensitivitet | 96,2 % (95 % Kl 87,0-99,5 %)
Specificitet | 95,5 % (95 % Kl 87,5-99,1 %) Specificitet 100,0 % (95 % Kl 86,0—

100,0 %)

Tabell 27. Analys av kliniskt resultat i enlighet med provtyp (klinisk studie 5)

Prov Forvantade M. genitalium- Forvéantade M. genitalium av Forvantade M. genitalium
negativa vildtyp 23S rRNA-mutant

Urin 50/52 21/22 45/48*

Vaginal 2 2

provtagningspinne 14/15 3/4 6/6

Mutant — 23S rRNA-mutation vid positionerna A2058G, A2059G, A2058T och A2058C (E. coli-numrering), vildtyp — franvaro
av mutation vid dessa positioner.

1 Urin: 2 M. genitalium-negativa felaktigt identifierade som M. genitalium av vildtyp respektive -mutant; 1 M. genitalium av
vildtyp felaktigt identifierad som M. genitalium-negativ; 2 M. genitalium-mutanter felaktigt identifierade som M. genitalium av
vildtyp, 1 M. genitalium-mutant felaktigt identifierad som M. genitalium-negativ

2 Vaginal provtagningspinne 1 M. genitalium-negativt felaktigt identifierat som M. genitalium av vildtyp; 1 M. genitalium av
vildtyp felaktigt identifierad som M. genitalium-negativ
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En retrospektiv studie utférdes vid University of Queensland Centre for Clinical Research (UQCCR), Australien, med anvandning av
cobas® x480-extrakt from urin- och pinnprover, som samlades in fran februari 2017 till februari 2019. Prover samlades in som
okonserverade urinprover med cobas® PCR media insamlingssats (Roche) och extraherades pa cobas® x480 (cobas® 4800, Roche)-
instrument med anvandning av "Full Workflow”- och "CT/NG”-protokollet, utan tillagg av SpeeDx celler for intern kontroll. De 109
extrakten bestod av 10 vaginalprover, 5 héga vaginalprover, samt 84 urinprover frAn méan och 10 urinprover fran kvinnor.

For att bestamma prestanda for cobas®-extrakt med satsen ResistancePlus® MG sso) jamférdes detektion av M. genitalium med det
rutinmassiga diagnostiska resultatet (MgPa PCR-analys (Trembizki et al., 2017)) och detektion av 23S rRNA-mutant jamférdes med
Sanger-sekvensering. Satsen ResistancePlus® MGgso) Utfordes pd ABI 7500 Fast Dx. Sensitivitet och specificitet for satsen
ResistancePlus® MGsso for detektion av M. genitalium och detektion av 23S rRNA-mutant, visas i Tabell 28. Analys av detektion av
23S rRNA-mutation omfattar endast prover dar mutantstatusen kunde bestdmmas. Analys av resultat i enlighet med provtyp visas i
Tabell 29. Analys av 23S rRNA-mutation visas i Tabell 30.

Tabell 28. Klinisk utvardering av satsen ResistancePlus® MGss) (klinisk studie 6)

Detektion av M. genitalium

Detektion av 23S rRNA-

100,0 %)

mutant
MgPa gPCR
Sanger-sekvensering
Positivt Negativt Mutant Vildtyp
Positivt 54 0 Mutant detekterad 37 0
ResistancePlus®
MGiss0) Negativt 1 51 Mutant inte 0 17
detekterad
Sensitivitet 98,2 % (95 % Kl 90,3— Sensitivitet 100,0 % (95 % Kl 90,5-
100,0 %) 100,0 %)
Specificitet 100,0 % (95 % Kl 93,0— Specificitet 100,0 % (95 % Kl 80,5~

100,0 %)

~ 1 vaginalprov gav ett blandat resultat for vildtyp/A2059G-sekvensering, som korrekt identifierades som mutant med analysen

ResistancePlus® MGsso)

Tabell 29. Analys av kliniskt resultat i enlighet med prov (klinisk studie 6)

Prov Forvantade M. genitalium- Forvantade M. genitalium Forvantade M. genitalium
negativa 23S rRNA av vildtyp 23S rRNA-mutant

Urinprov fr&n man 42/42 13/13 26/27*

Urinprov frén kvinna 6/6 1/1 3/3?

Vaginal provtagningspinne 1/1 1/1 717

Hog vaginal provtagningspinne 22 22 1/14

# 3 prover exkluderades, eftersom sekvensering misslyckades och sann 23S-status inte kunde bestammas, inklusive: 2

urinprover och 1 vaginalprov

1 Urinprov frdn man 8 A2058G, 3 A2058T och 15 A2059G korrekt identifierade; 1 A2058T identifierades felaktigt som M.

genitalium ej detekterat

2 Urinprov fr&n kvinna: 2 A2058G och 1 A2059G korrekt identifierade

3 Vaginal provtagningspinne: 3 A2058G, 2 A2058T och 1 A2059G korrekt identifierade; * 1 vaginalprov identifierades som en

blandning av vildtyp/A2059G

4 Hog vaginal provtagningspinne: 1 A2059G korrekt identifierat
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Tabell 30. M. genitalium 23S rRNA-mutationsanalys (klinisk studie 6)

Referensresultat” ResistancePlus® MG-resultat
Vildtyp 17/17

A2058G 13/13

A2059G 19/19*

A2058T 5/5

A2058C -

~ Endast for M. genitalium-positiva prover

1 A2059G: 1 vaginalprov med blandad vildtyp/A2059G identifierades korrekt
som M. genitalium, 23S-mutation detekterad

16.1.7 Klinisk studie 7

En retrospektiv klinisk studie utférdes vid Microbiological Diagnostic Unit Public Health Unit (MDU), Victoria, Australien med
anvandning av torra prover tagna med provtagningspinne och okonserverade urinprover insamlade fran oktober 2018—januari 2019.
Proverna bestod av 19 vaginalprover, 2 hdga vaginalprover och 44 urinprover.

Satsen ResistancePlus® MG utférdes pa LC480 |l efter provextraktion pa QIAsymphony SP (QIAGEN)-instrumentet med anvandning
av satsen DSP Virus/Pathogen Mini och Complex200_V6_DSP-protokollet. Resultat jamférdes med rutinméssiga diagnostiska
resultat erhdllna fran satsen ResistancePlus® MG (SpeeDx) med anvéandning av prover extraherade p& MagNA Pure 96-instrumentet
(MP96). For avvikande resultat utférdes ett 16S rRNA gPCR (Twin 2011)-test for detektion av M. genitalium och Sanger-sekvensering
(Twin 2012) utférdes for detektion av 23S rRNA-mutant. Sensitivitet och specificitet for satsen ResistancePlus® MG for detektion av
M. genitalium och detektion av 23S rRNA-mutant visas i Tabell 31. Analys av detektion av 23S rRNA-mutation omfattar endast prover
dar mutantstatusen kunde bestdmmas. Analys av resultat i enlighet med provtyp visas i Tabell 32.

Tabell 31. Klinisk utvardering av satsen ResistancePlus® MG (klinisk studie 7)

Detektion av M. genitalium Detektion av 23S rRNA-
ResistancePlus® MG (MP96) T
ResistancePlus® MG (MP96)
Positivt Negativt Mutant Vildtyp
ResistancePlus® Positivt 36 0 Mutant detekterad 16 1
MG . .
(QIAsymphony SP) Negativt 1 27 Mutant inte 1 18
detekterad
Sensitivitet | 97,3 % (95 % Kl 85,8-99,9 %) Sensitivitet | 94,1 % (95 % Kl 71,3-99,9 %)
Specificitet 100,0 % (95 % Kl 87,2— Specificitet 94,7 % (95 % Kl 74,0-99,9 %)
100,0 %)
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Tabell 32. Analys av kliniskt resultat i enlighet med prov (klinisk studie 7) ‘

Prov Forvantade M. genitalium- Forvantade M. genitalium Forvantade M. genitalium
negativa 23S rRNA av vildtyp 23S rRNA-mutant

Urinprov fr&n man 17/17 9/9 12/14*

Urinprov frén kvinna 1/1 1/2? 1/1

Vaginal provtagningspinne 8/8" 7 3/3

Ho6g vaginal provtagningspinne 1/1 1/1 -

# 1 vaginal provtagningspinne exkluderades, eftersom den producerade ett ogiltigt resultat med satsen ResistancePlus® MG

1 Urinprov frdn man: 1 M. genitalium 23S rRNA-mutant identifierades felaktigt som M. genitalium ej detekterat; 1 M. genitalium 23S rRNA-mutant

identifierades felaktigt som M. genitalium detekterat, 23S-mutation ej detekterad

2 Urinprov fran kvinna: 1 felaktigt identifierat som M. genitalium detekterat, 23S rRNA-mutation detekterad

16.2  Analytisk prestanda

16.2.1

Reproducerbarhet och repeterbarhet

Reproducerbarhet och repeterbarhet for satsen ResistancePlus® MG pa LC480 Il bedémdes med anvéandning av kvantifierad

syntetisk mall for M. genitalium MgPa- och 23S rRNA-mal (A2058G, A2059G, A2058T och A2058C), vid 10 000 och 3x LOD-kopior

per reaktion med anvandning av 6 replikat (om inte annat specificeras). Experiment utfordes pa LC480 Il.

For att bestamma variabilitet mellan partier testades tva partier och kérdes pa en maskin av en operator (Tabell 33). De tva partierna

uppvisade bra reproducerbarhet med en variationskoefficient (% CV) mellan 0,35 och 2,37 % for alla mal.

Tabell 33. Variabilitet mellan partier

Genomsnittligt Cq STDEV %CV Antal prover
MgPa 10 000 kopior 16,9 0,15 0,89 12/12
MgPa 30 kopior 25,5 0,52 2,05 12/12
A2058G 10 000 kopior 20,4 0,48 2,37 12/12
A2058G 36 kopior 27,8 0,43 1,54 12/12
A2059G 10 000 kopior 18,0 0,06 0,35 12/12
A2059G 30 kopior 25,6 0,50 1,94 12/12
A2058T 10 000 kopior 18,7 0,09 0,46 12/12
A2058T 30 kopior 26,2 0,30 1,14 12/12
A2058C 10 000 kopior 17,7 0,13 0,75 12/12
A2058C 30 kopior 25,4 0,29 1,15 12/12

For att bestamma variabilitet mellan dagar utfordes testning under tre dagar av en operatér p4 samma maskin (Tabell 34). De tre

korningarna uppvisade bra reproducerbarhet mellan olika dagar med en variationskoefficient mellan 0,88 och 2,31 % for alla mal.
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Tabell 34. Variabilitet mellan dagar

Genomsnittligt Cq STDEV %CV Antal prover
MgPa 10 000 kopior 17,0 0,18 1,09 18/18
MgPa 30 kopior 25,6 0,59 2,31 18/18
A2058G 10 000 kopior 20,2 0,37 1,83 18/18
A2058G 36 kopior 27,9 0,51 1,84 18/18
A2059G 10 000 kopior 18,1 0,24 1,34 18/18
A2059G 30 kopior 25,7 0,32 1,23 18/18
A2058T 10 000 kopior 18,7 0,23 1,22 18/18
A2058T 30 kopior 26,3 0,31 1,17 18/18
A2058C 10 000 kopior 17,8 0,16 0,88 18/18
A2058C 30 kopior 255 0,31 1,22 18/18

For att bestdmma variabilitet mellan kérningar jamfoérdes tre gPCR-kdrningar under samma dag av samma operator (Tabell 35). De
tre korningarna uppvisade bra reproducerbarhet med en variationskoefficient mellan 0,40 och 3,20 % for alla mal.

Tabell 35. Variabilitet mellan kérningar

Genomsnittligt Cq STDEV %CV Antal prover
MgPa 10 000 kopior 17,0 0,07 0,40 18/18
MgPa 30 kopior 25,7 0,47 1,83 18/18
A2058G 10 000 kopior 19,8 0,63 3,20 18/18
A2058G 36 kopior 27,5 0,51 1,85 18/18
A2059G 10 000 kopior 18,4 0,11 0,61 18/18
A2059G 30 kopior 25,7 0,39 1,52 18/18
A2058T 10 000 kopior 18,7 0,22 1,18 18/18
A2058T 30 kopior 26,4 0,42 1,59 18/18
A2058C 10 000 kopior 17,8 0,08 0,46 18/18
A2058C 30 kopior 25,5 0,31 1,22 18/18

For att bestdmma variabilitet mellan operatérer jamférdes tva korningar av tva operatérer (Tabell 36). De tv& kérningarna av olika
operatorer uppvisade bra reproducerbarhet med en variationskoefficient mellan 0,54 och 1,62 % for alla mal.
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Tabell 36. Variabilitet mellan operatérer

Genomsnittligt Cq STDEV %CV Antal prover
MgPa 10 000 kopior 16,8 0,12 0,73 12/12
MgPa 30 kopior 25,3 0,41 1,61 12/12
A2058G 10 000 kopior 20,2 0,24 1,21 12/12
A2058G 36 kopior 27,9 0,45 1,62 12/12
A2059G 10 000 kopior 17,9 0,10 0,58 12/12
A2059G 30 kopior 255 0,39 1,53 12/12
A2058T 10 000 kopior 18,6 0,10 0,54 12/12
A2058T 30 kopior 26,1 0,31 1,20 12/12
A2058C 10 000 kopior 17,7 0,13 0,71 12/12
A2058C 30 kopior 25,2 0,27 1,06 12/12

For att bestdmma variabilitet mellan instrument jamfordes tva kérningar p& tva maskiner utférda av samma operator (Tabell 37).
Kdrningarna pé olika instrument uppvisade bra reproducerbarhet med en variationskoefficient mellan 0,30 och 2,62 % for alla mal.

Tabell 37. Variabilitet mellan instrument

Genomsnittligt Cq STDEV %CV Antal prover
MgPa 10 000 kopior 16,7 0,10 0,60 12/12
MgPa 30 kopior 25,4 0,67 2,62 12/12
A2058G 10 000 kopior 20,0 0,07 0,33 12/12
A2058G 36 kopior 27,8 0,51 1,82 12/12
A2059G 10 000 kopior 17,8 0,05 0,30 12/12
A2059G 30 kopior 25,3 0,36 1,41 12/12
A2058T 10 000 kopior 18,5 0,09 0,50 12/12
A2058T 30 kopior 259 0,30 1,16 12/12
A2058C 10 000 kopior 17,6 0,13 0,75 12/12
A2058C 30 kopior 25,3 0,36 1,44 12/12

For att bestamma variabilitet inom korningar jamfordes tre experiment med separat utférande av samma operatér med kdrning av
varje mal pd samma platta (Tabell 38). De tre experimenten uppvisade bra reproducerbarhet med en variationskoefficient mellan 0,57

och 3,12 % for alla mal.
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Tabell 38. Variabilitet inom kdrningar

Genomsnittligt Cq STDEV %CV Antal prover
MgPa 10 000 kopior 17,3 0,36 2,09 18/18
MgPa 30 kopior 259 0,81 3,12 18/18
A2058G 10 000 kopior 20,2 0,11 0,57 18/18
A2058G 36 kopior 28,0 0,65 2,31 18/18
A2059G 10 000 kopior 17,9 0,15 0,83 18/18
A2059G 30 kopior 25,8 0,38 1,46 18/18
A2058T 10 000 kopior 18,8 0,12 0,66 18/18
A2058T 30 kopior 26,8 0,38 1,41 18/18
A2058C 10 000 kopior 17,8 0,15 0,83 18/18
A2058C 30 kopior 255 0,36 1,41 18/18

16.2.2  Analytisk sensitivitet

Den analytiska sensitiviteten for satsen ResistancePlus® MG pa LC480 Il bestamdes genom att kéra begransade spadningsserier
med anvandning av kvantifierad syntetisk mall for M. genitalium MgPa- och 23S rRNA-mal (A2058G, A2059G, A2058T och A2058C).
Sensitiviteten for varje mal bestdmdes som antalet kopior per reaktion med = 95 % detektion som visas i Tabell 39.

Tabell 39. Analytisk sensitivitet

Analytisk sensitivitet (kopior/reaktion)
MgPa 10
A2058G 12
A2059G 10
A2058T 10
A2058C 10

16.2.3  Analytisk specificitet

Denna studie utfordes for att utvardera satsen ResistancePlus® MG nar icke-malorganismer forekommer vid htga koncentrationer.
En panel utvarderades med 65 mikroorganismer (4 virus, 2 protozoer, 4 svampar och 55 bakterier), som representerar patogener
eller flora som vanligtvis férekommer i urinvéagarna eller som ar néra relaterade till M. genitalium. Varje bakteriestam testades vid 1 x
10° genom/ml, om inte annat anges. Virusstammar testades vid 1 x 10° genom/ml, om inte annat anges. Alla andra organismer
testades vid de angivna koncentrationerna. Alla organismer kvantifierades med qPCR, foérutom de som kvantifierades som

kolonibildande enheter (CFU) eller plackbildande enheter (PFU) (
mikroorganismer spaddes i en negativ klinisk matris (antingen urinprov eller vaginalprov).

). Alla mikroorganismer testades i triplikat. Alla

Resultat anger att ingen av dessa organismer uppvisade falskt positiva resultat i M. genitalium-negativa matriser (Tabell 40).

En in silico-analys utfordes aven for att utvardera om oligonukleotiderna i analysen ResistancePlus® MG kunde amplifiera och
detektera nukleinsyrasekvenser fran icke-malorganismer tillgangliga i BLAST. Inga signifikanta interaktioner detekterades.
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Tabell 40. Mikroorganismer testade for analytisk specificitet

g SpeeDx

Organism Koncentration Organism Koncentration Organism Koncentration
(genom/ml) (genom/ml) (genom/ml)
Actinomyces israelii 1x10°8 HIv-17 1x10° Mycoplasma pirum (2)* 1x10°8
Atopobium vaginae 1x10°8 HPV-typ 18 (HeLa-celler)* 1x10° Mycoplasma pneumoniae (6)* 1x10°8
Bacterioides fragilis 1x10°8 Klebsiella oxytoca 1x10°8 Mycoplasma primatum 1x10°8
Bifidobacterium adolescentis 1x10°8 Lactobacillus acidophilus 1x10°8 Mycoplasma salivarium 1x10°8
Campylobacter jejuni 1x10°8 Lactobacillus crispatus 1x10°8 Neisseria gonorrhoeae 1x10°8
Candida albicans 1x10° Lactobacillus jensenii 1x10°8 Pentatrichomonas hominis* 1x10°
Candida glabrata 1x10°8 Lactobacillus vaginalis 1x10°8 Peptostreptococcus anaerobius 1x10°8
Candida parapsilosis 1x10°8 Listeria monocytogenes 1x10°8 Prevotella bivia 1x10°8
Candida tropicalis 1x10° Mobiluncus curtisii 1x108 Propionibacterium acnes 1x10°
Chlamydia trachomatis 1x108 Mycobacterium smegmatis 1x10° Proteus mirabilis 1x10°8
Clostridium perfringens 1x10°8 Mycoplasma alvi 1x10°8 Proteus vulgaris 1x10°8
Corynebacterium genitalium 1x10°8 Mycoplasma amphoriforme (2)* 1x10°8 Pseudomonas aeruginosa 1x10°8
Enterobacter aerogenes 1x10°8 Mycoplasma arginini 1x10°8 Staphylococcus aureus 1x10°8
Enterobacter cloaceae 1x10°8 Mycoplasma buccale 1x10°8 Staphylococcus saprophyticus 1x10°8
Enterococcus fecalis 1x10°8 Mycoplasma fermentans 1x10°8 Streptococcus agalactiae 1x10°8
Fusobacterium nucleatum 1x10°8 Mycoplasma gallisepticum 1x10* Streptococcus pyogenes 1x10°8
Gardnerella vaginalis 1x10°8 Mycoplasma hominis 1x10°8 Trichomonas vaginalis” 1x10°
Haemophilus ducreyi 1x10°8 Mycoplasma lipohilum 1x10* Ureaplasma urealyticum 1x10°
Herpes simplex-virus | 1x10°8 Mycoplasma orale 1x10°8
Herpes simplex-virus Il 1x 108 Mycoplasma penetrans 1x10°8

* Siffra inom parentes betecknar antalet testade stammar.

" Kvantifierad som PFU/mI.
# Kvantifierad som CFU/ml.

16.2.4

Potentiellt interfererande substanser

En studie om interfererande substanser utfordes for att undersoka om substanser eller tillstdnd som kan férekomma i urinprover eller
vaginalprover kan paverka prestandan for analysen ResistancePlus® MG. Panelen bestod av endogena substanser, t.ex. blod, mucin
och leukocyter, och lakemedel (receptbelagda och receptfria) som skulle kunna anvandas for att behandla tillstdnd i urinvagarna. Alla
substanser utvarderades genom prestanda for den interna kontrollen som évervakar extraktion och gqPCR-hamning. Alla testprover
testades i triplikat. Substanser spaddes i en negativ klinisk matris (antingen urinprov eller vaginalprov) enligt vad som ar lampligt.

Resultat angav att ingen av substanserna och tillstdnden interfererade med detektion av den interna kontrollen eller gav falskt positiva

resultat.

Resultat sammanfattas i Tabell 41 och Tabell 42.
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Tabell 41. Potentiellt interfererande substanser i urinprover

2 SpeeDx

Klass/substans Produktnamn Testkoncentration
Helblod -- 1 volymprocent
Sadesvatska -- 5,0 volymprocent
Slem Mucin 0,8 viktprocent
Azitromycin 1,8 mg/ml
Antibiotika
Doxycyklin 3,6 mg/ml
Aspirin 40 mg/ml
Analgetika
Paracetamol 3,2 mg/ml

Intravaginella hormoner

7 mg/ml progesteron +
0,07 mg/ml beta-0stradiol

Leukocyter - 10° celler/ml
Albumin Bovint serumalbumin 10 mg/ml
Glukos -- 10 mg/ml
Sur urin (pH 4,0) Urin + N-acetyl-L-cystein pH 4,0
Alkalisk urin (pH 9,0) Urin + ammoniumcitrat pH 9,0
Bilirubin -- 1 mg/ml

Klass/substans Produktnamn Testkoncentration
Blod -- 60 volymprocent
Sadesvatska -- 5,0 volymprocent
Slem Mucin 0,8 viktprocent

Receptfria vaginalprodukter och
preventivmedel

Vagisil Anti-ltch Créme (1.0 0z)

0,25 viktprocent

K-Y Jelly (4.0 0z)

0,25 viktprocent

Options Gynol Il Vaginal
Contraceptive Gel

0,25 viktprocent

Walgreens Clotrimazole Vaginal
Cream (1.5 0z)

0,25 viktprocent

Vagisil Sensitive Skin Formula
Maximum Strength Anti-ltch
Creme with Oatmeal (1.0 0z)

0,25 viktprocent

Vagisil ProHydrate Natural Feel
Internal Moisturizing Gel (0.2 0z x
8 pack)

0,25 viktprocent

Vagisil Daily Intimate Deodorant
Powder (8.0 0z)

0,25 viktprocent

Summer's Eve Medicated Douche

0,25 volymprocent

Deodoranter och pulver

Summer's Eve Deodorant spray
(2.0 02)

0,25 volymprocent

Hemorrojdkram

Preparation H Hemorrhoidal
Cream (0.9 0z2)

0,25 viktprocent

Receptbelagda lakemedel

Metronidazole Vaginal Gel, 0.75%

0,25 viktprocent
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Tabell 42. Potentiellt interfererande substanser i vaginalprover

Klass/substans

Produktnamn

2 SpeeDx

Testkoncentration

Estrace® (vaginalkram med
Ostradiol, USP 0,01 %)

0,25 viktprocent

10° celler/ml

Intravaginella hormoner

7 mg/ml progesteron +
0,07 mg/ml beta-6stradiol

16.2.5 Korsreaktivitet med andra 23S rRNA-mutationer

Korsreaktivitet for satsen ResistancePlus® MG bedoémdes med anvandning av kvantifierad syntetisk mall fér M. genitalium MgPa-
och 23S rRNA-mal (A2059C) vid 10 000 och 45 kopior per reaktion. Resultaten pavisade att testet ResistancePlus® MG korsreagerar
med M. genitalium A2059C 23S rRNA-mal med en traffrekvens pa 100 %.

17 Kundtjanst och teknisk service

Kontakta teknisk service for fragor om reaktionsinstallning, cykliska forhallanden och annat.

Tel: +61 2 9209 4169, E-post: tech@speedx.com.au
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19 Bilaga L: LightCycler® 480 Instryment it ...

Féljande information &r baserad pa LightCycler® 480 Software (version 1.5).

ResistancePlus® MG-kittet innehaller farger for LightCycler® 480 Instrument Il. PlexPCR® Colour Compensation-kittet (kat.nr. 90001)
maste koras och tillampas for LC480 Il-analys (se avsnitt 19.2). Detta kit kan erhdllas pa begaran.

19.1 Programmera LightCycler® 480 Instrument Il (LC480 II)

Detection Format (Detektionsformat)

Skapa ett anpassat Detection Format (Detektionsformat)
Oppna Tools (Verktyg) > Detection Formats (Detektionsformat)

Skapa ett nytt detektionsformat och ge det namnet "SpeeDx PlexPCR” (kan skapas nar filen fér SpeeDx fargkompensation
skapas) (se Figur 3).

For Filter Combination Selection (Val av filterkombination), valj féljande (Excitation — Emission):

Tabell 43. Filterkombinationer

LC480 II 440-488 465-510 533-580 533-610 533-640 618-660

" Dessa filterkombinationer &r standardnamn for kanalerna

Stéll in Selected Filter Combination List (Vald filterkombinationslista) for alla kanaler som:
Melt Factor (Smaltfaktor): 1
Quant Factor (Kvantfaktor): 10

Max Integration Time (sec) (Max. integrationstid (s)): 1

Figur 3. Anpassat SpeeDx detektionsformat

r Filter Combination Selecti
Emission
E 488 510 580 610 640 660
x aF C O O FC ¢
c
i w501 F T T ¢
*: 981 O O
i 530 O0F F F I
o
ns30 O 0O0O0OF
[ a |
— Selected Filter Combination List
Excitation Emission Mame Melt = Quant Max Integration
Filter Filter Factor | Factor  Time (Sec)
440 488 440488 1 10 1
465 510 465510 1 10 1
£33 580  533-580 1 10 1
£33 610 5336101 10 1
533 640 533640 1 10 1
618 660  618-660 1 10 1

Instrument Settings (Instrumentinstallningar)

Skapa ett anpassat Detection Format (Detektionsformat)
Oppna Tools (Verktyg) > Instruments (Instrument)

For Instrument Settings (Instrumentinstallningar) > vélj Barcode Enabled (Streckkodsaktiverad)
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Experiment setup (Konfigurera experiment)

Valj New Experiment (Nytt experiment)
P& fliken Run Protocol (Kér protokoll)
For Detection Format (Detektionsformat) valj det anpassade formatet "SpeeDx PlexPCR” (Figur 4)
Valj Customize (Anpassa) >
Valj Integration Time Mode (Integrationstidlage) > Dynamic (Dynamiskt)

Valj foljande aktiva Filter Combinations (Filterkombinationer) som visas i Tabell 44

abell 44 analer 10r Re anceP a
Detektion av M. genitalium (MgPa) 23S rRNA-mutation Internal Control (Intern kontroll)
465-510 533-580 533-640

Figur 4. Anpassa detektionsformat

.
Detection Formats

Detection Format SpeeDx PlexPCR
Irlntegrauon Time Mode
\
Il
\
Il
\

(¢ Dynamic (" Manual

‘Actlve Fllter Combination
: (440-488)

| (465-510)

vl | (533-580)

(] | (533-610)

v | (533-640)

» [ | (618-660)

Tilldela etiketter till brunnarna pé plattan for att aktivera automatisk provdetektion i analysprogrammet.
Oppna modulen Sample Editor (Provredigerare)

Valj brunn

Redigera Sample Name (Provnamn) sa att det Gverensstammer med etiketten som definierats i analysprogramvarans
analysmodul (se avsnitt 24.4)

Prover som ar markta Prefix_Suffix (sdsom visas i Tabell 45 och Figur 5) t.ex. Pa_MG

OBS! Provetiketterna ar skiftlageskansliga. Etiketten maste éverensstamma exakt med de tilldelade i korfilen.

Tabell 45. Provetiketter for analysprogramvaran

Prefix _Suffix Provnamn
Provtyp ’ : ;
(i analysprogramvaran) (i analysprogramvaran) (i LC480)
Vanligt prov S _MG S_MG
Negativ kontroll N _MG N_MG
Positiv kontroll (MG, 23S rRNA mutant typ) (Pa) Pa _MG Pa_MG
Positiv kontroll (MG, 23S rRNA vildtyp) (Pb) Pb _MG Pb_MG
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Figur 5. Provredigerare — Tilldela etiketter till brunnar

Pos Filter combination Color Repl Of | Sample Name
Al12|465-510 (465-510) . 5 MG
Al12|533-508B0 (533-580) . 5 MG
Al12|533-640 (533-640) . 5 MG
B12 |465-510 (465-510) . Pa MG
B12 |533-5B0 (533-580) . Pa_ MG
B12 |533-640 (533-640) . Pa MG
C12|465-510 (465-510) . Fb MG
C12|533-580 (533-580) . Fkb MG
C12|533-640 (533-640) . P MG
GB |465-510 (46€5-510) . N MG
GB |533-580 (533-580) . N MG
G8 |533-640 (533-640) . H MG

Stéll in Reaction Volume (Reaktionsvolym) > 20 pL

Skapa foljande program (visas mer detaljerat | Figur 6 — Figur 9):

Tabell 46. Termocyklingsprogram

Program name (Programnamn) Cycles (cykler) Target °C (Mal-C) Hold (Pausad) Ramp rate (Ramphastighet) (°C/s)*
Polymerase activation (Polymerasaktivering) 1 95°C 2 min 4,4
Touch down cycling (Nedatgdende cykling)s: 10 95°C 5s 44
Step down (G4 ned) -0,5 °Clcykel 61 °C—56,5 °C5 30s 2,2
Quantification cycling (Kvantifieringscykling)*: 20 95°C 5s 44
Acquisition/Detection (Insamling/detektering) .
52°C 40s 2,2
Cooling (Kylning) 1 40 °C 30s 2,2

# Standardramphastighet (96-brunnsplatta)
5 Stegstorlek: -0,5 °C/cykel, S-mal: 56 °C

* Analyslage: kvantifiering, Insamlingsléage: enkelt

Figur 6. Termocyklingsprogram — Polymerasaktivering

5 ightCycler® 460 Sotare eleaee 5..62 5P2
Instrument: 30231 / Not Connected D H Database
Window:  [New Experiment | User: Speedx
Experi- H Run Protocol Data | Run Notes |
ment Setup-
Detection Format ISpeer PlexPCR Block Size |96 Plate ID Reaction Volume |20 3:
Color Comp ID | Lot No | TestID |
Al Programs il
3 Program Name | Cycles | Analysis Mode
Polymerase activation 1 < None v
Touchdown cycling 10 —~{None v
Quanti cycling i v
Cooling 1 ~~{None v
Report
1] »  activati Targets - -
Target (°C) Acquisition Mode Hold (hh:mm:ss) Ramp Rate (°C/s)  Acquisitions (per °C) | Sec Target (°C) Step Size (°C) Step Delay (cycles)
95 % {None ~100:02:00 Zlaa = ={o ={o ={o =
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Figur 7. Termocyklingsprogram — Nedatgdende cykling

Instrument: 30231 / Not Connected D R h Database
Window: |New Experiment j User: Speedx
Run Protocol | Data | Run Notes |
Setup-
Detection Format [SpeeDx PlexPCR ] (CustomiaeY)  Biock Size [o¢ Plate ID Reaction Volume [0 =]
- Color Comp ID | Lot No | TestID |
‘ Programs
. |Program Name | Cycles | Analysis Mode
0 < e
10 —=iNone =
140 -2 Quanti -
Cooling " ﬂNone v
= =
cycling Targets
. Target (°C) Acquisition Mode Hold (hh:mm:ss) Ramp Rate (°C/s) ~ Acquisitions (per °C) | Sec Target (°C) Step Size (°C) Step Delay (cycles)
»/95 ~ ~|00:00:05 <las i =10 =0 =0 =
61 100:00:30 22 = 56 =os =0 =

Figur 8. Termocyklingsprogram

Qo @ Tle ¢

— Kvantifieringscykling

Instrument: 30231 / Not Connected D Database (|
Window: INew Experiment j User: Speedx
Run Protocol Data | Run Notes |
£
Setup-
Detection Format [SpeeDx PlexPCR ] (Customizey  Biock size |1 Plate ID Reaction Volume [20 =]
Color Comp ID | Lot No| TestID [
Programs
Program Name Cycles Analysis Mode
Polymerase activation 1 ~={None ¥
__|Touchdown cycling 10 _2{None 24
» Quantification cycling 40 > Quantification ¥,
Cooling 1 ~={None v
= ]
Q cycling Temperat Targets
Target (°C) Acquisition Mode Hold (hh:mm:ss) Ramp Rate (°C/s)  Acquisitions (per °C) | Sec Target (°C) Step Size (°C) | Step Delay (cycles)
» 95 <{None ~100:00:05 =44 S =0 = 50 5
52 < Single 00:00:40 = = 0 = 210 =
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Figur 9. Termocyklingsprogram — Kylning

Instrument: 30231 / Not Connected Database: Research Database (Research)
Window: INew Experiment | User: Speedx
;Experir Run Protocol | Data | Run Notes |
ment Setup-
—. | Detection Format ISpeer PlexPCR C | Block Size ICF Plate IDI Reaction Volume [20 |
Color Comp ID | Lot No| TestID [
| Programs
Program Name Cycles | Analysis Mode
¥ |Polymerase activation 1 < None >
Touchdown cycling 10 ~=|None
Analysis| Quantification cycling 40 < Quantification
8=Z)l» Cooling 1 + None -
L J [v]
Report |
ST
]/\\ I . - - _ Cooling Temperature Targets . - B -
Target (°C) | Acquisition Mode Hold (hh:mm:ss) Ramp Rate (°C/s) ~ Acquisitions (per °C) | Sec Target (°C) = Step Size (°C) | Step Delay (cycles)
' B % = = =T = = =
D 40 < [None ~100:00:30 222 5 clo zlo <lo <

Overview

Temperature (°C)
e

0:00:00 0:06:13 0:15.08 0:24:03 0:33.03 05051 1:00:00 1:08:54 1:18:18

04157
Estimated Time (h:mm:ss)

[ End Program }

+ 10 Cycles ][ Start Run ]

> Start Run (Starta kérning)

Exportera en .ixo-fil nar cyklingsprogrammet har avslutats for analys i ResistancePlus® MG (LC480)-analysprogramvaran.
Valj Export (Exportera)

Spara pa en latt identifierbar plats

19.2  Colour Compensation (Fargkompensation) for LightCycler® 480 Instrument Il

OBS! PlexPCR® Colour Compensation-kittet (kat.nr 90001) maste koras och tillampas fér LC480 Il-analys. Detta kit kan erhéllas p&
begaran.

For analys med hjalp av programmet maste Sample Name (Provnamn) pa fargkompensationsreaktionerna méarkas som visas i Tabell
47.

Exportera en .ixo-fil nar cyklingsprogrammet har avslutats for analys i ResistancePlus® MG (LC480)-analysprogramvaran.
Vélj Export (Exportera)

Spara pa en latt identifierbar plats med namnet ”SpeeDx PlexPCR”
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Tabell 47. Provnamn for fargkompensationsreaktioner for analysprogramvaran

Reaktioner
BLANK 488-blandning 510 mix 580 mix (580- 610 mix (610- 640 mix (640- | 660 mix (660-
(TOM) (510-blandning) blandning) blandning) blandning) blandning)
Dominant Channel Water 440-488 465-510 533-580 533-610 533-640 618-660
(Dominant kanal) (Vatten)
Sample Name BLANK 440-488 465-510 533-580 533-610 533-640 618-660
(Provnamn) (TOM)

19.3 Tolkning av resultat

ResistancePlus® MG (LC480)-analysprogramvaran kravs for tolkning av data. Analysprogramvaran kan erhdllas p& begaran.
Kontakta tech@speedx.com.au for mer information.

Se avsnitt 24 for instruktioner om hur man anvéander ResistancePlus® MG (LC480)-analysprogramvaran.
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Foljande information baseras pa cobas z 480 analyser Software (LightCycler 480 SW UDF 2.1.0). Kontakta din Roche-representant
for hjalp att komma at UDF-programvaran pa cobas z 480 analyser.

ResistancePlus® MG -kittet innehaller farger fér cobas z 480 analyser. PlexPCR® Colour Compensation-kittet (kat.nr. 90001) maste
koras och tillampas for z 480-analys (se avsnitt 20.2). Detta kit kan erhéllas pa begaran.

20.1 Programmering av cobas z 480 analyzer

Detection Format (Detektionsformat)

Skapa ett anpassat Detection Format (Detektionsformat)
Oppna Tools (Verktyg) > Detection Formats (Detektionsformat)

Skapa ett nytt detektionsformat och ge det namnet "SpeeDx PlexPCR” (kan skapas nar filen fér SpeeDx fargkompensation
skapas) (se Figur 10).

For Filter Combination Selection (Val av filterkombination), valj féljande (Excitation — Emission):

Tabell 48. Filterkombinationer

610-670

465-510 540-580 540-610 540-645

" Dessa filterkombinationer &r standardnamn fér kanalerna

Stéll in Selected Filter Combination List (Vald filterkombinationslista) for alla kanaler som:
Melt Factor (Smaltfaktor): 1
Quant Factor (Kvantfaktor): 10

Max Integration Time (sec) (Max. integrationstid (s)): 1

Figur 10. Anpassat SpeeDx detektionsformat

rFilter Combination Sels

Emission

610
r

510
465

o
(=]

498 []
540 []

I B
i R P e -

610 []

EE R
0o < g
OO < 1

[ (= B B 4
O

680 [

— Selected Filter Combination List:

Excitation Emission Name Melt Quant Max Integration
Filter Filter Factor Factor  Time (Sec)
465 510 465-510 1 10
540 580 540-580 1 10
540 610 540-610 10
540 645 540-645 10
610 670 610-670 10

'

-
[ I I

-
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Instrument Settings (Instrumentinstaliningar)

Skapa ett anpassat Detection Format (Detektionsformat)

Oppna Tools (Verktyg) > Instruments (Instrument)

2 SpeeDx

For Instrument Settings (Instrumentinstallningar) > vélj Barcode Enabled (Streckkodsaktiverad)

Experiment setup (Konfigurera experiment)

Valj New Experiment (Nytt experi

ment)

P4 fliken Run Protocol (Kor protokoll)

For Detection Format (Detektionsformat) valj det anpassade formatet "SpeeDx PlexPCR” (Figur 11)

Valj Customize (Anpassa) >

Vélj Integration Time Mode (Integrationstidlage) > Dynamic (Dynamiskt)

Valj féljande aktiva Filter Combinations (Filterkombinationer) som visas i Tabell 49

Tabell 49. Kanaler fér ResistancePlus® MG-mal

Detektion av M. genitalium

(MgPa)

23S rRNA-mutation

Internal Control (Intern kontroll)

465-510

540-580

540-645

Figur 11. Anpassa detektionsformat

Detection Formats

’7@ Dynamic

Detection Format SpeeDx PlexPCR
Integration Time Mode:

(" Manual

Active
v
v

Filter Combination

465-510
540-580
540-610
540-645
610-670

(465-510)
(540-580)
(540-610)
(540-645)
(610-670)

Tilldela etiketter till brunnarna pé plattan for att aktivera automatisk provdetektion i analysprogrammet.

Oppna modulen Sample Editor (Provredigerare)

Valj brunn

Redigera Sample Name (Provnamn) sa att det Gverensstammer med etiketten som definierats i analysprogramvarans
analysmodul (se avsnitt 24.4)

Proven ar markta Prefix_Suffix (sdsom visas i Tabell 50 och Figur 12) t.ex. Pa_MG

OBS! Provetiketterna ar skiftlageskansliga. Etiketten maste dverensstamma exakt med de tilldelade i korfilen.
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Tabell 50. Provetiketter for analysprogramvaran

Prefix _Suffix Provnamn
Provtyp X X X
(i analysprogramvaran) (i analysprogramvaran) (i z 480)
Vanligt prov S _MG S_MG
Negativ kontroll N _MG N_MG
Positiv kontroll (MG, 23S rRNA mutant typ) (Pa) Pa _MG Pa_MG
Positiv kontroll (MG, 23S rRNA vildtyp) (Pb) Pb _MG Pb_MG

Figur 12. Provredigerare — Tilldela etiketter till brunnar

Pos Filter Color Repl Of  Sample Name Quantification
combination Sample Type
|12 465-510 (465 I S MG Unknown
212 540-580 (540 [ 5_MG Unknown
|12 |540-645 (540| [ 5 MG Unknown
B12 465-510 (465 [ Pa_MG Unknown
B12 540-580 (540! [ Pa MG Unlknown
B12 |540-645 (540 | Pa MG Unknown
c12 465-510 (465 M Pb_MG Unknown
c12 s540-580 (540| [ Pb_MG Unknown
C12 540-845 (540, Pb_MG Unknown
D12 465-510 (465 [ N_MG Unknown
D12 540-580 (540 [ N_MG Unknown
D12 540-645 (540 [ N_MG Unknown

Stéll in Reaction Volume (Reaktionsvolym) > 20 pL

Skapa foljande program (visas mer detaljerat i Figur 13 — Figur 16):

ape e O gsprogra
Program name (Programnamn) Cycles (cykler) Target °C (Mal-C) Hold (Pausad) Ramp rate (Ramphastighet) (°C/s)*
Polymerase activation (Polymerasaktivering) 1 95°C 2 min 4,4
Touch down cycling (Nedatg&ende cykling)®: 0 95°C Ss 44
Step down (G& ned) -0,5 °C/cykel 61 °C—56.5 °C5 30s 22
Quantification cycling (Kvantifieringscykling)*: 20 95°C 5s 44
Acquisition/Detection (Insamling/detektering) 520+ 20s 22
Cooling (Kylning) 1 40 °C 30s 2,2
# Standardramphastighet (96-brunnsplatta)
3 Stegstorlek: -0,5 °Clcykel, S-mal: 56 °C
* Analyslage: kvantifiering, Insamlingsléage: enkelt
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Figur 13. Termocyklingsprogram — Polymerasaktivering

I LightCycler® 430 SW - User Defined Workflow for cobas 2480

Instrument: 54735 / Not Connected

Database: June2020 (Research)

‘Window: [New Experiment

User:

Speedx
Run Notes

g SpeeDx

|
o

ment Setup-

Detection Format [spe=nx Piexeck

] (Cusomizey Block size [~ Plaein[ Reaction Volume [ =]

. Color Comp 1D | Lot No [ TestID |
D= o sttt
| Anal
Polymerase activation 1 =|Ncne
|Touchdown cycling 10 ~<]Nene
Quantification cycling 40 ~<|ouancificacion
Cooling 1 ~<|none
.
@ Poh vath Targets
. Target (°C) Acquisition Mode Hold (hh:mm:ss) Ramp Rate (*C/s)  Acquisitions (per °C)  Sec Target (°C) Step Size (C) Step Delay (cycles)
*INone ~[00:02:00 4.4 5 o o Ho 3

.DQS
vl

Figur 14. Termocyklingsprogram — Nedatg&ende cykling

lalalafn

W LightCycler® 480 SW - User Defined Workflow for cobas z 480 = o *
Instrument: 54735 / Not Connected Database: June2020 (Research)
Window: INew Experiment j User: Speedx
Expes I Run Protocol “ Data I Run Notes |
ment Setup-
Detection Format [Spe=Cx ElexPch | - Block Size | Ph-lD' Reaction Volume 20
. Color Comp ID | Lot No| Test 1D [ .
@ o
~ Program Name
Eolumerase activation hd
e -
| |quantification cycling =l
| |cooling |
s 8
.
. cycling Targets
. Target (*C) Acquisition Mode Hold (hh:mm:ss) Ramp Rate (°C/s)  Acquisitions (per °C) = Sec Target (°C) Step Size (°C) Step Delay (cycles)
b 95 =|none ~|o0:00:08 ;11.1 . <o <o ;lu . .
£l 2|Nops 0.00-30 2. 2 - SE ~lo s =g el

Figur 15. Termocyklingsprogram — Kvantifieringscykling

J LightCycler® 480 SW - User Defined Workflow for cobas z 480

Instrument: 54735 / Not Connected

Database: June2020 (Research)

Window: INew Experiment

User:

E|

Speedx

|
[u}

: Run Protocol 1
me Setup
Detection Format [speeDx plexpch

_-|- BlockSize [~ Plated[  Reaction Volume [ <]

Color Comp 1D |

Lot No [ Test 1D |

| Programs

Program Name Cycles Analysis Mode

Polymerase activation [x <{None -

|Touchdown cycling [10 = INone -
lr Quantification cycling 40 =/guantification -

|Cooling 1 ~|None ~

)

w cyclng P Targets

Target (*C) Acquisition Mode Hold {hh:mm:ss) Ramp Rate (°C/s)  Acquisitions (per °C) = Sec Target (°C) Step Size (*C) Step Delay (cycles)
%Nune +[00:00:05 ;Iq.q ;! {0 [0 +le =
LiSingle 00:00:40 222 = ] zlo Zio
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g SpeeDx

Figur 16. Termocyklingsprogram — Kylning

P LightCycler® 480 SW - User Defined Workflow for cobas z 480 - o X
Instrument: 54735 / Not Connected Database: June2020 (Research)
Window: |uew Experiment j User: Speedx
Expori | Run Protocol | Data ‘ Run Notes |
ment Setup-
Detection Format [Speesx Fiexpcn ] (Customizey  Biock size | - Plate ID Reaction Volume [0 =]
. Color Comp ID | Lot No [ Test 1D [ .
(] e
Program Name Cycles Analysis Mode
Polymerase activation 1 ;uqne =}
Touchdown cycling 10 ; None =}
Quantification cycling 40 ={Quantificacion -
}|Caoling £ *|Nene -
v
Report |
= =
4 A Cooling Temperature Targets | .
. J Target (°C) Acquisition Mode Hold (hh:mm:ss) Ramp Rate (°C/s)  Acquisitions (per °C) | Sec Target ['C) Step Size (°C) Step Delay (cycles)
.b 40 {None ~|00:00:30 2.2 ] o B0 o = .
v/ .
Saarvianr .
l .
i U\M J’ w AERETT e |
E U I
4
00000 00613 01506 o2i02 2325 [ 05041 05326 10841 11735
Estimated Time (h:mm:ss]
-. End Program “ +10 Cycles H Start Run
. .

> Start Run (Starta kdérning)

Exportera en .ixo-fil nar cyklingsprogrammet har avslutats for analys i ResistancePlus® MG (z480)-analysprogramvara.

Valj Export (Exportera)

Spara pa en latt identifierbar plats

20.2

Fargkompensation for cobas z 480 analyser

OBS! PlexPCR® Colour Compensation-kittet (kat.nr 90001) méaste koras och tillampas for z480 ll-analys. Detta kit kan erhallas p&

begéran.

For analys med hjalp av programmet maste Sample Name (Provnamn) pa fargkompensationsreaktionerna méarkas som visas i Tabell

52.

Exportera en .ixo-fil nar cyklingsprogrammet har avslutats for analys i ResistancePlus® MG (z480)-analysprogramvara.

Valj Export (Exportera)

Spara pa en latt identifierbar plats med namnet ”SpeeDx PlexPCR”
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Tabell 52. Provnamn for fargkompensationsreaktioner for analysprogramvaran

2 SpeeDx

Reaktioner
BLANK 510 mix 580 mix 610 mix 640 mix 660 mix
(TOM) (510-blandning) (580-blandning) (610-blandning) (640-blandning) (660-blandning)
Dominant Channel (Dominant kanal) Water 465-510 540-580 540-610 540-645 610-670
(Vatten)
Sample Name (Provnamn) BLANK 465-510 540-580 540-610 540-645 610-670
(TOM)

20.3  Tolkning av resultat

ResistancePlus® MG (z480)-analysprogramvaran kravs for tolkning av data. Analysprogramvaran kan erhallas pa begéran. Kontakta

tech@speedx.com.au fér mer information.

Se avsnitt 24 for instruktioner om hur man anvéander ResistancePlus® MG (z480)-analysprogramvaran.
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Féljande information baseras pa 7500 programvara v2.3.

ResistancePlus® MGssoy-kittet innehaller farger for Applied Biosystems® (ABI) 7500 Fast. Standardfargkalibreringar anvands for alla
kanaler. Anpassad kalibrering krévs inte.

21.1  Programmering av Applied Biosystems® 7500 Fast
Vélj Advanced Setup (Avancerad konfiguration)
| Setup (Konfiguration) > éppna Experiment Properties (Experimentegenskaper) och valj féljande
Name the experiment (Namnge experimentet)
Instrument > 7500 Fast (96 Wells) (7500 Fast (96 brunnar))
Type of experiment (Typ av experiment) > Quantitation — Standard Curve (Kvantifiering — standardkurva)
Reagents (Reagenser) > Other (Ovriga)

Ramp Speed (Ramphastighet) > Standard

| Setup (Konfiguration) > éppna Plate Setup (Plattkonfiguration)
Under fliken Define Targets and Samples (Definiera mal och prov) >

Define Targets (Definiera mal) enligt nedan (definiera farger vid behov)

Tabell 53. Define Targets (Definiera mal)

Target name (Malnamn) Reporter (rapporterare) Quencher

MgPa FAM None (ingen)
23S rRNA-mutation JOE None (ingen)
IC TAMRA None (ingen)

Tilldela etiketter till brunnarna pé plattan for att aktivera automatisk provdetektion i analysprogrammet
| Setup (Konfiguration) > 6ppna Plate Setup (Plattkonfiguration)

Under fliken Define Targets and Samples (Definiera mal och prov) >

Define Samples (Definiera prov)

Redigera Sample Name (Provnamn) sa att det 6verensstammer med etiketterna som definierats i analysprogramvarans
analysmodul (se avsnitt 24.4)

Prover som ar markta Prefix_Suffix (sdsom visas i Tabell 54 och Figur 17) t.ex. Pa_MG

OBS! Provetiketterna ar skiftlageskansliga. Etiketten maste dverensstamma exakt med de tilldelade i korfilen.

Tabell 54. Provetiketter for analysprogramvaran

Prefix _Suffix Provnamn
Provtyp . . .
(i analysprogramvaran) (i analysprogramvaran) (i 7500 Fast)
Vanligt prov S _MG S_MG
Negativ kontroll N _MG N_MG
Positiv kontroll (MG, 23S rRNA mutant typ) (Pa) Pa _MG Pa_MG
Positiv kontroll (MG, 23S rRNA vildtyp) (Pb) Pb _MG Pb_MG
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Figur 17. Provredigerare — Tilldela etiketter till brunnar

Define Samples

| Add New Sample | Add Saved Sample |

Sample Name

[Po_mc

[Pa_mc

|
ls_mc |
|
|

IN_mc

| fliken Assign Targets and Samples (Tilldela mé&l och prover) >
Valj brunnar och tilldela mal och prov till de valda brunnarna

Vélj Passive reference (Passiv referens) > None (Ingen)

| Setup (Konfiguration) > 6ppna Run Method (Kdr metod)

Stéll in Reaction Volume Per Well (Reaktionsvolym per brunn) > 20 pL

Skapa foljande program (visas mer detaljerat i Graphical View (Grafisk vy) (Figur 18 och Figur 19) och Tabular View (Tabellvy) (Figur
20)

ape e 0 gsprogra
Program name (Programnamn) Cycles (cykler) Target °C (Mal-C) Hold (Pausad) Ramp*
Polymerase activation (Polymerasaktivering) 1 95°C 2 min 100 %
Touch down cycling (Nedatg&ende cykling): 0 95°C 5s 100 %
1
Step down (Gé ned) -0,5 °Clcykel® 61 °C-56,5 °C? 30s 100 %
Quantification cycling (Kvantifieringscykling)*: 20 95 °C 5s 100 %
Acquisition/Detection (Insamling/detektering) 52 °C* 40's 100 %

# Standard ramphastighet
5 Enable AutoDelta (Aktivera AutoDelta): -0,5 °C/cykel
+ Samla in data pausad
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Figur 18. Kér metod — Graphical View (Grafisk vy)

Holding Stage Cycling Stage Cycling Stage
Number of Cycles: ‘:IO Number of Cycles: 49
Enable AutoDelta [] Enable AutoDelta
Starting Cycle: f Starting Cycle: 2
100 —|
95.0°C 95.0°C A 95.0°C
02:00 100% 0005 A
ok 100%
61.0°C A
00% 00:30 A
2 00:40
25 —
o
Step 1 Step 1 Step 2 Step 1 Step 2

Figur 19. Kér metod — Graphical View (Grafisk vy) — Enable AutoDelta (Aktivera AutoDelta)

2 AutoDelta Settings
AutoDelta Settings For Cycling Stage

AutoDelta Temperature: \T v ‘

Legal A Temperature Range: -6.33 to 4.32

AutoDelta Time: [+ v

Starting Cycle: 2

| save Setting | | Cancel
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Figur 20. Kor metod — Tabular View (Tabellvy)

Holding Stage

Cycling Stage

Cycling Stage

Number of Cycles: 10

[¥] Enable AutoDelta
Starting Cycle: 2

Number of Cycles: 40
[7] Enable AutoDelta
Starting Cycle: 2

100.0

Ramp Rate (%) = 100.0 { 100.0 100.0 100.0
Temperature ( *C)fl |95.0 = 95.0 61.0 95.0 = 52.0
Time]| 02:00 [ 00:05 [£ 00:30 [+ 00:05 =] p0:40 &
AutoDelta Temp] : B 0.00 1% L. 050~
AutoDelta Time] + v |00:00 2 + v |D0:00 [

Collect Data on Ramp|

Collect Data on Hold|

Step 1 Step 1 Step 2 Step 1 Step 2

| Setup (Konfiguration) > 6ppna Run Method (Kér metod)
Valj Start Run (Starta kdrning)
21.2  Tolkning av resultat

ResistancePlus® MG (7500)-analysprogramvaran krévs for tolkning av data. Analysprogramvaran kan erhéllas pa begéran. Kontakta
tech@speedx.com.au fér mer information.

Se avsnitt 24 for instruktioner om hur man anvéander ResistancePlus® MG (7500)-analysprogramvaran.
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Féljande information baseras pd SDS-programvara v1.4.1 fér 7500 Fast Dx.

ResistancePlus® MGsso) -kittet innehaller farger for Applied Biosystems® (ABI) 7500 Fast Dx. Standardfargkalibreringar anvands for
alla kanaler. Anpassad kalibrering kravs inte.

22.1  Programmering av Applied Biosystems® 7500 Fast Dx
Valj Create New Document (Skapa nytt dokument)
| New Document Wizard (Guide fér nytt dokument), valj féljande (Figur 21):
Assay (Analys) > Standard Curve (Absolute Quantification) (Standardkurva (absolut kvantifiering))
Container (Behallare) > 96-Well Clear (96-brunn klar)
Template (Mall) > Blank document (Tomt dokument)
Run mode (Kérlage) > Standard 7500
Operator (Anvandare) > Ange anvandarens namn
Comments (Kommentarer) > Ange eventuella kommentarer eller anteckningar for korfilen
Plate Name (Platthnamn) > Ge kdrfilen ett unikt namn
Valj Next (Nasta)

Figur 21. Fonstret New Document Wizard (Guide fér nytt dokument)

lew Document Wizard *
Define Document
Select the assay, container, and template for the document, and enter the operator name and comments.
Assay: IStandard Curve (Absolute Quantitation) LI
Container: I‘}E—Well Clear LI
Template: IBIank Document j Browse... |
Run Mode: | Standard 7500 |
Operator: I
Comments: [SDS v1.4.1
Plate Name: |Plate1
cBack | Nex> Fiish Cancel

| Select Detectors (Vélj detektorer) > valj New Detector (Ny detektor)
Definiera detektorer enligt nedan (definiera farger vid behov) (s& som visas i Tabell 56 och
Figur 22)

Tabell 56. Definiera detektorer

Detektorer Detektornamn Rapporterarférg Quencher

Detektor 1 MgPa FAM None (ingen)
Detektor 2 23S rRNA-mutation JOE None (ingen)
Detektor 3 IC TAMRA None (ingen)
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Vilj OK
Figur 22. Fonstret Ny detektor

MNew Detector e
Name: |
Desciption: |
Reparter Dye: [FAM ~|
Guencher Dye: |none) =]
|
Motes:

Create Another | (] 8 | Cancel

Valj detektorer (Figur 23)
Valj detektorer och klicka pa Add (L&gg till) for att lagga till dem i dokumentet

Vélj Passive reference (Passiv referens) > None (Ingen)

Figur 23. Fonstret Select Detectors (Valj detektorer)

MNew Document Wizard X

Select Detectors
Select the detectors you will be using in the document.

Find: j j Passive Reference: |{none) -
Detector Name | Description | Reporter | Guencher Detectors in Document |
MgPa FAM (none) MgPa

235 rRNA mutation

235 rRNA mutation IGE (none)
i TAMRA | (none) Add >> Ic
<< Remove

< >

New Detector...

< Back Next > Finish Cancel

| Set Up (Konfigurera) provplatta >
Valj brunnar och tilldela 4 detektorer till de valda brunnarna
- MgPa
- 23S rRNA-mutation
- IC
Valj Next (Nasta)

Tilldela etiketter till brunnarna pa plattan for att aktivera automatisk provdetektion i analysprogrammet.
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Under fliken Setup (Konfigurera) > Plate (Platta)

Hogerklicka p& brunnen och vélj Well Inspector (Brunnsinspektér) > ange Sample Name (Provnamn)

Redigera Sample Name (Provnamn) sd att det dverensstimmer med etiketten som definierats i analysprogramvarans
analysmodul (se avsnitt 24.4)

Prover som ar markta Prefix_Suffix (sdsom visas i Tabell 57 and Figur 24) t.ex. Pb_MG

OBS! Provetiketterna &r skiftlageskansliga. Etiketten maste dverensstamma exakt med de tilldelade i korfilen.

Tabell 57. Provetiketter for analysprogramvaran

Prefix_ _Suffix Provnamn
Provtyp . . .
(i analysprogramvaran) (i analysprogramvaran) (i 7500 Fast Dx)
Vanligt prov S _MG S_MG
Negativ kontroll N _MG N_MG
Positiv kontroll (MG, 23S rRNA mutant typ) (Pa) Pa _MG Pa_MG
Positiv kontroll (MG, 23S rRNA vildtyp) (Pb) Pb _MG Pb_MG

Figur 24. Setup plate view (Konfigurera plattvy) — Assigning nametags to wells (Tilldela brunnar etiketter)

Setup Y Instrument ¥ Results ¥ Audit Trail ¥ E-Signatures
Plate

1 2 3

A

D Pa_MG

EEE

EHEE =

Valj Next (Nasta)
Pa fliken Instrument
| rutan Settings (Installningar)

For Sample Volume (Provvolym) (uL): ange 20 pL

Skapa foljande termocyklingsprotokoll(Tabell 58, Figur 25 och Figur 26)
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abe 8. Te 0 gsprotoko
Program name (Programnamn) Cycles (cykler) Target °C (Mal-C) Hold (Pausad) Ramp”
Polymerase activation (Polymerasaktivering) 1 95 °C 2 min 100 %
Touch down cycling (Nedatgaende cykling): 10 95°C 5s 100 %
Step down (Ga ned) -0,5 °Clcykeld 61 °C—56.5 °C5 30s 100 %
o, 0,
Quantification cycling (Kvantifieringscykling)*: 40 95-°c 5s 100 %
Acquisition/Detection (Insamling/detektering) 52 oG+ 40 100 %
# Standard ramphastighet
o (Aktivera AutoDelta):-0,5 T/cykel
+ Samla in data pausad
Figur 25. Termocyklingsprotokoll — Termoprofil
r— Thermal Cycler Protocol
Thermal Profile |Aut0 Incrementl Ramp Hatel
Stage 1 Stage 2 Stage 3
Regs Reps Reps:
35.0 35.0
2:00 0:05 [o0s ]
61.0
520
0:30
Add Cycle Add Hold | Add Step | Add Dizzociation Stage [relete Help
Setting:
Sample Volume [pL] - |2D
Run Made | Standard 7500 =l
Data Collection | Stage 3. Step 2(52.0 @ 0:40) =l
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Figur 26. Termocyklingsprotokoll — Automatisk dkning

Thermal Cycler Protocal
Thermal Profile  Auto Increment ] Rarnp Hate]
Stage 1 Stage 2 Stage 3
mers [ rers (15 o ro—
[000 ]
05
=20 [oa |
| | Help
Settings
Sample Yolume [pl] : 20
Fiun Mode | standard 7500 =1
Data Collection : | Stage 3, Step 2 (52.0 @ 0:40) B

22.2  Tolkning av resultat

ResistancePlus ® MG (7500)-analysprogramvaran kravs for tolkning av data. Analysprogramvaran kan erhallas p& begaran. Kontakta
tech@speedx.com.au for mer information.

Se avsnitt 24 for instruktioner om hur man anvander ResistancePlus® MG (7500)-analysprogramvaran.
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23 Bilaga 5: Bio-Rad CFX96™ Dx och CFX96 Touch™ Real-Time PCR System

Den foljande informationen baseras pa Bio-Rad CFX Manager v3.1

The ResistancePlus® MG g7s) -kittet innehaller farger for CFX96 Real-Time PCR System. Standardfargkalibreringar anvéands for alla
kanaler. Anpassad kalibrering krévs inte.

23.1  Programming the CFX96™ Dx och CFX96 Touch™ Real-time PCR System
Valj View (Vy) > 6ppna Run Setup (Kérkonfiguration)
| fliken Run Setup (Kérkonfiguration) > Protocol (Protokoll) > Valj Create New (Skapa nytt)
| Protocol Editor (Protokollredigerare) (se: Figur 27):
Stéall in Sample Volume (Provvolym) > 20 pL
Skapa foljande termocyklingsprogram och spara som "SpeeDx PCR”. Detta protokoll kan valjas for framtida kérningar.

For Touch down cycling (Nedatg&ende cykling) véljer du steg 3 och darefter Step options (Stegalternativ) >
Increment (Okning): -0.5 °Clcykel (visas mer detaljerat i Figur 28).

Tabell 59. Termocyklingsprogram

Program name (Programnamn) Cycles (cykler) Target °C (M&l-C) Hold (Pausad)

Polymerase activation (Polymerasaktivering) 1 95 °C 2 min

Touch down cycling (Nedatg&ende cykling)®: 10 95°C 5s

Step down (G& ned) -0,5 °C/cykel 61 °C-56,5 °CS 30s
I A - L4 95°C 5s

Quantification cycling (Kvantifieringscykling) ™ 40

Acquisition/Detection (Insamling/detektering) 52 oC* 40s

8 Step options (Stegalternativ) > Okning: -0,5 °C/cykel

* Lagag till plattavlasning till steg

Figur 27. Thermocycling Protocol (Termocykelprotokoll) — Graphical view (Grafisk vy)

| Protocol Editor - New | % |
File  Settings Tools
@ Insert Step Sample Volume ul | Est.Run Time 01:26:00 9
1 2 3 4 J5 (] 7
950 C 950 C 950 C
200 0:05 | 005
1o c G 520 C SR E
030 0 ) o It
T ’ =] T D
o 0
2 5
9 x 39 x
1 950 C for 2.00
Insert Step ~ 2 90 C for:05
3 610 C for 0:30
Insert Gradiert | Decrementtemperature by 0.5 C per cycle
— 4 GOTO2 .9 more times
- — 5 950 C for0:05
R 6 520 C for 0:40
+ Plate Read
A insert Mk Curve — 7 GOTO5 .33 merstimes
END
(7] | S .
(2 Detete Step
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Figur 28. Step Options (Stegalternativ)

Step Options X
Step 3
[] Plate Read
Temperature [g51.p =L
Gradient o
Increment | g5 °Cjcyde
Ramp Rate °CJsec
Time  [0:30 sec/oycle
Extend l:l secfcyde
[] Beep
OK Cancel

| fliken Run Setup (Kérkonfiguration) > Plate (Platta)
Vélj Create New (Skapa ny)
Valj Settings (Installningar) > Plate Type (Plattyp) > valj BR Clear (BR klar)
Stéall in Scan mode (Skanningslage) > All channels (Alla kanaler)
Valj Fluorophores (Fluoroforer) > FAM, HEX, Quasar 705 (se Tabell 60)

Valj brunnar som innehéller prover och tilldela Sample Type (Provtyp) och kontrollera Load (Ladda) avseende
fluoroforer (FAM, HEX, Quasar 705)

Save plate (Spara platta)

Tabell 60. Kanaler fér ResistancePlus® MGgrs-mal

Detektion av M. genitalium (MgPa) 23S rRNA-mutation Internal Control (Intern kontroll)

FAM HEX Quasar 705

Pa fliken Run Setup (Kérkonfiguration) > Start Run (Starta kérning)
Valj block
Start Run (Starta kdrning)

Tilldela etiketter till brunnarna pé plattan for att aktivera automatisk provdetektion i analysprogrammet.
Oppna modulen Plate Setup (Plattkonfiguration)
Valj brunn

Redigera Sample Name (Provnamn) sa att det Gverensstammer med etiketten som definierats i analysprogramvarans
analysmodul (se avsnitt 24.4)

Prover som ar markta Prefix_Suffix (sdsom visas i Tabell 61 och Figur 29) t.ex. Pb_MG

OBS! Provetiketterna ar skiftlageskansliga. Etiketten maste dverensstimma exakt med de tilldelade i korfilen.
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Tabell 61. Provetiketter for analysprogramvaran

Prefix_ Suffix Provnamn
Provtyp . . .
(i analysprogramvaran) (i analysprogramvaran) (i CFX96)
Vanligt prov S _MG S_MG
Negativ kontroll N _MG N_MG
Positiv kontroll (MG, 23S rRNA mutant typ) (Pa) Pa _MG Pa_MG
Positiv kontroll (MG, 23S rRNA vildtyp) (Pb) Pb _MG Pb_MG

Figur 29. Provredigerare — Tilldela etiketter till brunnar

4| 1 2 3
Unk
FAM
A HEX
Quasar 705
5 MG

Unk
FAM
B HEX
Quasar 705
Pa MG
Unk
FAM
C HEX
Quasar 705
Ph MG

Quasar 705
N MG

23.2  Tolkning av resultat

ResistancePlus® MG (CFX)-analysprogramvaran krévs for tolkning av data. Analysprogramvaran kan erhallas pa begéaran. Kontakta
tech@speedx.com.au fér mer information.

Se avsnitt 24 for instruktioner om hur du anvander ResistancePlus® MG (CFX)-analysprogramvaran.
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ResistancePlus® MG-analysprogramvaran kravs for tolkning av data. Aven om PlexPrime®-primrar erbjuder higre specificitet an
andra allelspecifika primrar, kan viss icke-specifik amplifikation frdn 23S rRNA-mutantanalysen ses i prover som innehaller hoga
koncentrationer av M. genitalium vildtyp 23S rRNA. ResistancePlus® MG-analysprogramvaran tolkar data frdn amplifieringsresultat
automatiskt och effektiviserar arbetsflodet.

Se Tabell 62 for lamplig analysprogramvara for varje realtids-PCR-instrument. Analysprogramvaran kan erhdllas pa begaran.
Kontakta tech@speedx.com.au fér mer information.

Tabell 62. ResistancePlus® MG-analysprogramvara

Kat.nr Analysprogramvara* Realtids-PCR-instrument
99003 ResistancePlus® MG (LC480) LC480 II

99018 ResistancePlus® MG (z480) z 480

99002 ResistancePlus® MG (7500) 7500 Fast och 7500 Fast Dx
99008 ResistancePlus® MG (CFX) CFX96 Dx och CFX96 Touch
99023 REFLEX ResistancePlus® MG (LC480) LC480 Il

99024 REFLEX ResistancePlus® MG (z480) 7 480

99026 REFLEX ResistancePlus® MG (7500) 7500 Fast och 7500 Fast Dx
99025 REFLEX ResistancePlus® MG (CFX) CFX96 Dx och CFX96 Touch

* Se webbplatsen https://plexpcr.com/products/sexually-transmitted-infections/resistanceplus-mg/#resources for att
kontrollera att du anvander den senaste versionen av analysprogramvaran

OBS! Folj standardiserad laboratoriepraxis for dverféring, rapportering och férvaring av resultat for att forhindra férlust av provresultat.

24.1  FastFinder-platform — Minimikrav for IT

Analysprogramvaran ar tillganglig i FastFinder-plattformen (https://www.ugentec.com/fastfinder/analysis). Minimikraven for IT for
installation av FastFinder-plattformen listas nedan.

Hardvarukrav

PC (Mac-dator stdds ej)

Processor: 2 GHz, 2 GB RAM

Lagringsutrymme: 10 GB

Internetanslutning Kabel eller DSL, proxy stdds inte
Minsta skarmupplosning: 1366x768 pixlar
Klientoperativsystem som stods

Operativsystem Versioner som stods

Windows 10 32-bitars och 64-bitars
Windows 8.1 32-bitars, 64-bitars och ARM
Windows 8 32-bitars, 64-bitars och ARM

Windows 7 SP1 32-bitars och 64-bitars

Windows Vista SP2 32-bitars och 64-bitars

Webblasare som stéds

For anvandare med FastFinder-administratérskonto krévs ett av foljande:
* Internet Explorer 11 eller senare

» Microsoft Edge 25 eller senare
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« Firefox 45 eller senare
» Google Chrome 47 eller senare.

Den kan eventuellt kéras pa aldre versioner, men dessa stdds inte officiellt.

Programvarukrav

For att anvanda FastFinder-programvara kréavs minst .NET 4.6.1. For mer information om ramverket .NET, se Microsoft Windows
hjalpsidor.

Antivirusinstallningar

Din antivirusprogramvara kan placera FastFinder-installationsprogrammet (UgenTec.FastFinder.Installer.exe) i karantan. L&gg till den
hér filen i antivirusprogrammets lista 6ver godk&nda program. Exempel: Symantec (Risk: WS.Reputation.1)

Brandvéaggskrav

https-anslutningar ska tillatas for *.fastfinderplatform.com:443

Mer detaljerade instruktioner gallande plattformen FastFinder finns i bruksanvisningen foér FastFinder som nds via menyn Help
(Hjalp).
Oppna menyn Help (Hjalp)

- Oppna startmenyn

- Valj eller avsnittet Help (Hjélp) och vélj sedan Product Information (Produktdokumentation) foljt av Instructions
For Use (Bruksanvisning)

NEED HELP?

3 Product documentation Help centre Go to admin
In the help section you can consult the user
manual, go to the admin and contact us on

tech@speedx.com.au.

Terms of use About
Help section

24.2  Device set up (Enhetskonfiguration) (ny anvandare eller enhet)
Se bruksanvisningen for FastFinder, som nas fran menyn Help (Hjalp), for detaljerade instruktioner om installation av enheten
Oppna FastFinder
- Valj Devices (Enheter) fran arbetsflodesfaltet
> Valj Add (Lagag till)
> Vélj en fil (korfil) fér den nya enheten
- Andra Current directory (Aktuell katalog)
> Valj Browse (Bladdra) och valj den mapp som innehaller relevanta filer
> Valj Next (Néasta)
- Légg till information om enheten

> Valj Save (Spara)

24.2.1 Colour Compensation (Fargkompensation)

OBS! Se avsnitt 19.2-och avsnitt 20.2 f6r mer information om fargkompensation

For LC480 lI- och z 480-enheter maste en fargkompensationsfil Iaggas till p& enheten
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- Valj LC480 lI- eller z 480-enheten

> lavsnittet Colour Compensation (Fargkompensation), vl |:|

> Valj fargkompensationsfilen for enheten fran katalogen
- Andra Current directory (Aktuell katalog)

>  Valj Browse (Bladdra) och valj den mapp som innehdller relevanta filer
- Valj Next (Nasta)

- Valj ResistancePlus MG (LC480), ResistancePlus MG (z480), REFLEX ResistancePlus MG (LC480), eller REFLEX
ResistancePlus MG (z480) i listan for att lanka till den har analysen

- Valj Save (Spara)

Nya eller ytterligare fargkompensationsfiler kan laggas till i en enhet eller inaktiveras efter behov.

| avsnittet om enhetens fargkompensation

- Valj bredvid filnamnet I:I

Active

- Valj for att aktivera eller inaktivera en fargkompensationsfil fér en analys

- Valj Save (Spara)

24.3  Analysinsticksmodul (ny anvandare)

Se bruksanvisningen for FastFinder, som nas via menyn Help (Hjalp), for detaljerade instruktioner om konfiguration av analyser

Oppna FastFinder
- Valj Assays (Analyser) fran arbetsflodesfaltet
- Valj Add (Lagag till)

\%

For LC480 Il > valj ResistancePlus MG (LC480) fran listan

> Forz 480 > vélj ResistancePlus MG (z480) fran listan

> For 7500 Fast och 7500 Fast Dx > vélj ResistancePlus MG (7500) fran listan
>  For CFX96 Dx och CFX96 Touch > valj ResistancePlus MG (CFX) fran listan

>  For analys av prover som extraherats utan IC p& LC480 (reflexarbetsflode) > valj REFLEX ResistancePlus®MG (LC480)
fran listan

> Foranalys av prover som extraherats utan IC pa z 480 (reflexarbetsflode) > vélj REFLEX ResistancePlus®MG (z480) fran
listan

>  For analys av prover som extraherats utan IC pd 7500 Fast och 7500 Fast Dx (reflexarbetsflode) > véalj REFLEX
ResistancePlus®MG (7500) fran listan

>  For analys av prover som extraherats utan IC pd CFX96 Dx och CFX96 Touch (reflexarbetsflode) > valj REFLEX
ResistancePlus®MG (CFX) fran listan

- valj Add (Lagg till)

For att aktivera eller inaktivera versioner av analysinsticksmodulen

- | General assay information (Allmén analysinformation)

> Vil I:I Versions (Versioner)

Inactive

> Vil Active for att aktivera eller inaktivera analysversionen

> Valj Save (Spara)
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24.4  Namngivning av prover
Provetiketter kan tilldelas till en insticksanalysmodul for att automatisera detektion av brunnar och provtyper fér analys.
Vélj Assays (Analyser) fran arbetsflodesfaltet

- | Sample type nametags (prefix) (Etiketter for provtyp (prefix)) véljer du I:I

>Vl for att lagga till en etikett for att definiera provtypsetiketter (negativ kontroll, positiv kontroll och vanligt prov)
> L&gag till valfritt ord, valfri akronym eller bokstav i textrutan
> Valj Save (Spara)

- 1 Mix definition nametags (suffix) (Etiketter blandningsdefinition (suffix)) valjer du I:I

>Vl for att lagga till en etikett for att definiera blandningsnamnet
> Lagag till valfritt ord, valfri akronym eller bokstav i textrutan
> Valj Save (Spara)
- Tilldela samma etikett till motsvarade brunnar i instrumentprogrammet (fére eller efter kdrningen slutforts)
> FOr LC480 Il se avsnitt 19 for anvisningar om hur man programmerar provetiketter i korfilen
> FOr z 480 se avsnitt 20 for anvisningar om hur man programmerar provetiketter i korfilen
> FOr 7500 Fast se avsnitt 21 for anvisningar om hur man programmerar provetiketter i korfilen
> FOr 7500 Fast Dx se avsnitt 22 for anvisningar om hur man programmerar provetiketter i korfilen

> FOr CFX96 Dx och CFX96 Touch se avsnitt 23 for anvisningar om hur man programmerar provetiketter i korfilen
OBS! Provetiketterna ar skiftlageskansliga. Etiketten maste dverensstamma exakt med de tilldelade i korfilen.

245 Laggatill blandningens satsnummer
Blandningens satsnummer kan tilldelas till analysen for att mojliggéra sparbarhet av reagenser

- Vailj Assays (Analyser) fran arbetsflddesfaltet

. &S ) . . .
> | Assay Lot (Analyssats): Valj . for att lagga till en ny sats eller valj I:I for att redigera en befintlig sats

> Nar satsen har lagts till blir satsnumren tillgangliga i analysmodulen

for att visa alla satsnummer eller endast aktiva satsnummer

Valj Show alllots @ ) Show only active lots

24.6  Analys

Valj Analyses (Analyser) frn arbetsflodesfaltet for att starta en ny analys

o Select datafile

Sok efter filen som ska laddas for analys fran en specificerad katalog

- Andra Current directory (Nuvarande katalog)
> Valj Browse (Bladdra) och valj den katalog som innehaller relevanta filer
- Valj kor (data)-filen fran listan

> Valj Next step (Nasta steg)
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o Assign assay(s)

Tilldela analysinformation till plattan manuellt om bendmning av prov inte har installerats i analysmodulen
- For LC480 Il > valj ResistancePlus MG (LC480)
- For z 480 > vélj ResistancePlus MG (z480)
- For 7500 Fast and 7500 Fast Dx > vélj ResistancePlus MG (7500)
- For CFX96 Dx och CFX96 Touch > valj ResistancePlus MG (CFX)
- For analys av prover som extraherats utan IC pa LC480 > vélj REFLEX ResistancePlus®MG (LC480)
- For analys av prover som extraherats utan IC pa z 480 > valj REFLEX ResistancePlus®MG (z480)
- For analys av prover som extraherats utan IC p& 7500 Fast och 7500 Fast Dx > vilj REFLEX ResistancePlus® MG (7500)
- For analys av prover som extraherats utan IC pd CFX96 Dx och CFX96 Touch > vélj REFLEX ResistancePlus® MG (CFX)
- Valj brunnar och tilldela som:
> Vanligt prov (S)
> Negativ kontroll (N)
> Positiv kontroll (MG, 23S rRNA mutant typ) (Pa)
> Positiv kontroll (MG, 23S rRNA vildtyp) (Pb)
- Valj Next step (Nasta steg)

For att spara plattlayouten som en mall fér framtida bruk

- Valj brunnar och tilldela provtyper

=
> V| for att spara mall

- Specificera mallnamn for framtida bruk

> Valj Save (Spara)
For att ladda en tidigare sparad plattmall

- Vvalj for att ladda plattmall

> Valj mall fran rullgardinsmeny
> Markera kryssrutan for att ladda provtyper specificerade inom plattmallen
>  VdljLoad (Ladda)

o Configure assay(s)

- For LC480 Il > valj ResistancePlus MG (LC480)
> Valj lamplig Fargkompensationsfil fran rullgardinsmenyn
> Valj Assay Lot (Analyssats) fran rullgardinsmenyn

> Valj Analyse (Analysera)

IF-IVO003 v14.0 (Juli 2024) Sida 70 av 80



=) g SpeeDx

- For z 480 > vélj ResistancePlus MG (z480)
> Valj lamplig Fargkompensationsfil fran rullgardinsmenyn
>  Valj Assay Lot (Analyssats) fran rullgardinsmenyn

> Va&lj Analyse (Analysera)

- For 7500 Fast och 7500 Fast Dx > valj ResistancePlus MG (7500)
> Valj Assay Lot (Analyssats) fran rullgardinsmenyn

> Va&lj Analyse (Analysera)

- For CFX96 Dx och CFX96 Touch > valj ResistancePlus MG (CFX)
> Valj Assay Lot (Analyssats) fran rullgardinsmenyn

> Valj Analyse (Analysera)

- For prover extraherade utan IC (reflexarbetsflode) pa LC480 Il > Valj REFLEX ResistancePlus MG (LC480)
> Valj lamplig Fargkompensationsfil fran rullgardinsmenyn
> Valj Assay Lot (Analyssats) fran rullgardinsmenyn

> Va&lj Analyse (Analysera)

- For prover extraherade utan IC (reflexarbetsflode) p& z 480 > Valj REFLEX ResistancePlus MG (z480)
> Valj lamplig Fargkompensationsfil fran rullgardinsmenyn
> Vilj Assay Lot (Analyssats) fran rullgardinsmenyn

> Va&lj Analyse (Analysera)

- For prover extraherade utan IC (reflexarbetsflode) p& 7500 Fast och 7500 Fast Dx > Valj REFLEX ResistancePlus MG (7500)
> Valj Assay Lot (Analyssats) fran rullgardinsmenyn

>  Va&lj Analyse (Analysera)
- For prover extraherade utan IC (reflexarbetsflode) pA CFX96 Dx och CFX96 Touch > Valj REFLEX ResistancePlus MG (CFX)

> Valj Assay Lot (Analyssats) fran rullgardinsmenyn

> Valj Analyse (Analysera)
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24.7 Resultat

Se Tabell 63 fér en sammanfattning av méjliga rapporterade provresultat.
OBS! Det rekommenderas starkt att amplifieringskurvor bekréaftas for alla positiva prover.

Losa alla resultat som ar osakra @
- Valj fliken Resolve (L6s)
- Valj provet som ska lo6sas

- Inspektera amplifieringskurvor for osékra resultat
> valj [(Ref for att rita en referenskurva p& diagrammet
> Vil @ for att rita en positiv kontroll p& diagrammet
> Vil @ for att rita en negativ kontroll p& diagrammet

> Vil v for att bekrafta foreslagna resultat eller valj I:I for ett annat alternativ

- Bekrafta som Negative (Negativ) eller Inconclusive (Obedémbar) och lagg till kommentarer

OBS! For obedémbara prover ska du extrahera och testa proverna en gang till. Om provet forblir obedémbart ska du ta ett nytt prov
och testa pa nytt.

Slutféra analys och férhindra ytterligare anvandarredigeringar
> Valj Authorise Analysis (Auktorisera analys)
> V&l Yes (Ja) for att bekrafta
- Forkasta analys eller starta om analysen
> Valj Restart Analysis (Starta om analys) eller Reject Analysis (Avvisa analys)

> V| ett alternativ for att bekréfta

24.8  Referenskurva
En referenskurva kan sparas och anvandas for att jamféra med prover pd samma platta eller éver olika plattor

- Valj intresseprovet i menyn Well Details (Brunninformation) eller Target Details (Malinformation)

- Frén amplifieringsdiagrammenyn > valj H
> Markera kryssrutan for intressekanalen och lagg till en etikett
> Valj Save (Spara) for att lagga till signal som referenskurva

Denna referenskurva kommer nu att lankas till analysen i analysmenyn och kan inaktiveras nar som helst.
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249 Resultatdversikt
apell 6 0 g a e a ed Re a eP ana progra ara en Re O e
Re atove
Brunn | Namn Analys Resultat | Cg-varden” Totalresultat
Prov 1 Negativ
Al Prov 1 ResistancePlus MG | Negativ CHANNEL C (KANAL C): 25,31 M. genitalium ej detekterad,
IC giltig
CHANNEL A (KANAL A); 13,35 | Prov 2 —Positiv
A2 Prov 2 ResistancePlus MG | Positiv | CHANNEL B (KANAL B): 24,22 g"?;gfgmur:"u:’;:g:‘;fad’
CHANNEL C (KANAL C): 24,36 detekterad
Prov 3 — positivt
. - CHANNEL A (KANAL A): 23,32 M. genitalium detekterad,
A3 Prov3 ResistancePlus MG | POSitiv | cpANNEL B (KANAL B): 31,64 | 23S rRNA-mutation ej
detekterad
CHANNEL A (KANAL A): 21,32 | Proy 4 — positivt
A4 Prov 4 ResistancePlus MG | Positiv CHANNEL B (KANAL B): 23,22 M. genitalium, 23S rRNA-
CHANNEL C (KANAL C): 24,30 | mutation detekterad
A5 oo s Resistanceplus & | posii CHANNEL A (KANAL A): 23,16 ;“’V 5_; lPOSi“Z‘gs A
rov esistancePlus ositiv . . genitalium, i -
CHANNEL B (KANAL B): 24,31 mutation detekterad
. i~ . Prov 6 — Ogiltig
A6 Prov 6 ResistancePlus MG | Ogiltig CHANNEL C (KANAL C): 35,02 | |~ ogiltig, upprepa test *
Prov 7 CHANNEL A (KANAL A): 26,27 | Prov 7 — positivt 2
O | a7 ResistancePlus MG | Positiv CHANNEL B (KANAL B): 28,112 | M. genitalium, 23S rRNA-
(Flaggad for att [6sas) CHANNEL C (KANAL C): 28,92 mutation detekterad
3
A7 Prov 7 ResistancePlus MG | Ogilti CHANNEL A (KANAL A): 26,27 Obedémbart resultat
esistancePlus giltig . edoémbart resultat,
(L8s till obeddmbart) CHANNEL C (KANAL C): 28,92 upprepa test *
- Pa ResistancePlus MG | posit CHANNEL A (KANAL A): 25,01 | Pa - Positiv
esistancePlus ositiv ) I -
(Mutanttyp positiv kontroll) CHANNEL B (KANAL B): 24,23 Positiv kontroll giltig
Pb Pb — positiv
B3 ResistancePlus MG | Positiv CHANNEL (KANAL A): 25,90 Positis kontroll gl
(Vildtyp positiv kontroll) giltig
B4 N ResistancePlus MG | Negativ | CHANNEL C (KANAL C): 26,25 | |~ Neoatlv
esistancePlus egativ 1 26, . .
(Negativ kontroll) Negativ kontroll giltig

" Se Tabell 12 for de olika instrumentens kanalnamn
1 For IC ogiltiga och obedémbara prov, extrahera och testa igen
2 Ett prov med oséker Cq flaggas for I6sningmed @

3 Ett prov med I6sning som &r obedémbart flaggas med

IF-IVO003 v14.0 (Juli 2024)

Sida 73 av 80



S g SpeeDx

24.10 Exportera resultat
- Exportera resultat
>  Valj Exports (Exporter) i arbetsflodesfaltet

>  Exportera en eller flera av féljande rapporttyper: lista 6ver Cq-varden (CSV), Resultat (CSV), Allméan amplifiering CSV
eller lamplig LIS-integrationsfil.

> Valj Exports (Exporter)

- Hamta exporter
> Valj Reports (Rapporter) i arbetsflodesfaltet
> Vélj filer och spara

- Eller exportera en anpassad rapport
>  Exportera Amplification Curve Analysis (PDF) (Amplifieringskurvanalys (PDF))
> Vélj valfri information som ska inkluderas (diagram, verifieringskedja, resultatdversikt)
> Valj 6nskade rapportinstaliningar for att anpassa provordern

- Valj Exports (Exporter)

>  OppnaiReport Viewer (Rapportvisare) for att visa, spara och skriva ut

24.11 Exempeldiagram over kontroll

Foljande exempel visar amplifieringskurvor (baslinjekorrigerande amplifieringskurvor) och resultatséversikt fran analysprogramvaran
ResistancePlus MG (7500) for kontrollprovtyper.

24.11.1 M. genitalium, 23S rRNA-mutantkontroll (Pa)

)~

KANAL B KANAL C

Brunn Namn Analys Resultat | Cg-varden Totalresultat

CHANNEL A (KANAL A): 26,36 | Pa - Positiv

B1 Pa ResistancePlus MG Positiv " -
CHANNEL B (KANAL B): 27,38 | Positiv kontroll giltig

24.11.2 M. genitalium, 23S rRNA vildtypkontroll (Pb)

KANAL B KANAL C
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Brunn Namn Analys Resultat | Cg-varden Totalresultat
CHANNEL A (KANAL A): 24,30 - iti

D12 Pb ResistancePlus MG Positiv ( ): 24, Pb . I_?’osmv -
CHANNEL B (KANAL B): 34,29 | Positiv kontroll giltig

24.11.3 M. genitalium negativ kontroll (N) (negativt prov)

KANAL B KANAL C

Brunn Namn Analys Resultat | Cqg-varden Totalresultat
D12 N ResistancePlus MG Negativ CHANNEL C (KANAL C): 27,65 N - NG_gat\v N
Negativ kontroll giltig

24.12 Exempel

Foljande exempel visar amplifieringskurvor (baslinjekorrigerande amplifieringskurvor) och resultatséversikt frin ResistancePlus MG
(7500)-analysprogramvaran for olika prover.

24.12.1 Exempel 1. H6g kopia M. genitalium, 23S rRNA vildtypsprov

KANAL B KANAL C

Brunn | Namn Analys Resultat Cqg-véarden Totalresultat
CHANNEL A (KANAL A): 16,34 | Prov 12 — positivt

D2 Prov 12 ResistancePlus MG Positiv CHANNEL B (KANAL B): 26,59 | M. genitalium detekterad,
CHANNEL C (KANAL C): 26,00 | 23S rRNA-mutation ej detekterad
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24.12.2 Exempel 2. L3g kopia M. genitalium, 23S rRNA vildtypsprov
KANAL B KANAL C
Brunn | Namn Analys Resultat Cqg-véarden Totalresultat
F1 Prov 6 ResistancePlus MG Positiv CHANNEL A (KANAL A): 29,30 :\D/Imgvegit_allijuorslggtekterad
CHANNEL C (KANAL C): 28,11 | 535 pNA-mutation ej detekterad
24.12.3 _Exempel 3. H6g kopia M. genitalium, 23S rRNA-mutantprov
—
g /
_ /
KANAL B KANAL C
Brunn | Namn Analys Resultat Cqg-véarden Totalresultat
CHANNEL A (KANAL A): 18,08 Prov 9 — Positive (positivt)
. - . rov 9 — Positive (positiv
G3 Prov 9 ResistancePlus MG Positiv CHANNEL B (KANAL B): 22,31 M. genitalium, 23S rRNA-mutation detekterad
CHANNEL C (KANAL C): 28,03
24.12.4 Exempel 4. Lag kopia M. genitalium, 23S rRNA-mutantprov
- /”II
/
KANAL B KANAL C
Brunn | Namn Analys Resultat Cqg-véarden Totalresultat
CHANNEL A (KANAL A): 29,08 Prov 21 — Positive (positivt)
. . . rov — Positive (positiv
E3 Prov 21 ResistancePlus MG Positiv CHANNEL B (KANAL B): 29,23 M. genitalium, 23S rRNA-mutation detekterad
CHANNEL C (KANAL C): 26,13
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24.12.5 _Exempel 5. Negativt prov
KANAL B KANAL C
Brunn | Namn Analys Resultat Cg-véarden Totalresultat
E3 Prov73 | ResistancePlus MG Negativ CHANNEL C (KANAL C): 29,23 | |10V 72— negativt
9 T M. genitalium ej detekterad, IC giltig

24.12.6 Exempel 6. Oqiltigt prov

KANAL B KANAL C

Brunn | Namn Analys Resultat Cqg-varden Totalresultat
E3 Prov 35 ResistancePlus MG Ogiltig CHANNEL C (KANAL C): 31,16 | //0V 35 - Ogiltigt
IC ogiltig, gor om test

| det har exemplet &r IC-signalen utanfor kanalens cut-off. For IC ogiltiga prov, extrahera provet och gér sedan om testet.

24.12.7 Exempel 7. Prov som ska I6sas — negativ signal

| detta exempel, flaggades att CHANNEL B (KANAL B) (JOE) ska lésas med programvaran och det foreslas att provet &r Negative

(Negativt) (Figur 30).

Figur 30. Prov som ska l6sas sa& som visas i analysprogramvarans meny Resolve (LGs)

Target Channel Curve result Info {k)
MgPa FAM 21.32 Positive #" | M. genitalium detected

© | 23S rRNA mutation JOE Negative + # | Mutant not detected
IC TAMRA 27.31 Positive K4

For att avgora lamplig atgard for att I6sa, kan ett annat prov eller kontroll ritas for signaljamforelse
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- Vél Ref for att rita en positiv referenskurva (tidigare sparad) for CHANNEL B (KANAL B) (JOE)
- Vé @ for att rita en positiv kontroll fran kérningen

- valj (N ] forattrita en negativ kontroll frén kémingen

KANAL B

29349573

24340573 |

193,495.73 |

143,495.73

Fluorescence

9340573

4340573

650427

Cyce

Efter inspektion av amplifieringskurvorna (ovan) kan man se att det inte finns ndgon amplifiering i kanalen.

Resultatet blir [6st genom att véljaikonen ¥ | for att bekréfta det negativa férslaget fr&n programmet. Det I6sta resultatet visas i
Figur 31 nedan.

Figur 31. Lost resultat sd som det visas i analysprogramvarans meny Resolve (L6s)

Target Channel Cq Result Info '{D
MgPa FAM 21.32 Positive M. genitalium detected

235 rRNA mutation JOE — Negative Mutant not detected [%
IC TAMRA 2731 Positive
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24.12.8 Exempel 8. Prover som ska lésas — obedémbar signal

| detta exempel flaggades att CHANNEL B (KANAL B) (JOE) ska losas med programvaran och det foreslas att provet ar Positive
(Positivt) (Figur 32).

Figur 32. Prov som ska ldsas sd som visas i analysprogramvarans meny Resolve (L6s)

Target Channel Cq Curve result Info @
MgPa FAM 26.27 Positive M. genitalium detected

© | 23S rRNA mutation JOE 28.11 Positive v Mutant detected
IC TAMRA 28.92 Positive

For att avgora lamplig atgard for att 16sa, rita ett annat prov eller kontroll foér signaljamforelse
- valj [Ref for att rita en positiv referenskurva (tidigare sparad) for CHANNEL B (KANAL B) (JOE)
- Valj @ for att rita en positiv kontroll fran kérningen

- Valj @ for att rita en negativ kontroll fran kérningen

KANAL B

24653437

14653437

TTuGrescence

4653437

5346563

Cycle

Efter inspektion av amplifieringskurvorna (ovan) finns en méjlig amplifiering i kanalen.

vy

Det rekommenderas att man léser till obedémbar genom att valja ikonen och vélja alternativet Inconclusive (Obeddmbar)
fran rullgardinsmenyn. Kommentarer kan laggas till i provets verifieringskedja. Provet ska extraheras och testas pa nytt. Det losta
resultatet visas i Figur 33 nedan.

Se Tabell 63, prov 7, for information om hur resultat visas fore och efter l6sning pa fliken Results Overview (Resultatsoversikt).

Figur 33. LOst resultat sd som det visas i analysprogramvarans meny Resolve (L6s)

Target Channel Cq Result Info @
MgPa FAM 26.27 Positive M. genitalium detected

23S rRNA mutation JOE 28.11 Inconclusive Mutant detected %‘
IC TAMRA 28.92 Positive
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25 Ordlista

C€ .5 [IvD REF LOT

Europeisk 6verensstammelse Katalognummer Satskod
For in vitro-diagnostisk anvandning

EC (REP “ &

Auktoriserad representant Tillverkare Tillverkningsdatum

| Europeiska gemenskapen

Temperaturbegransning Innehaller tillrackligt for Utgangsdatum
xxx bestdmningar

® ch

Europeisk importor Beddmningsmarke for
Overensstammelse i Storbritannien

SpeeDx-produkter kan tackas av en eller flera lokala eller frammande patent. Se www.plexpcr.com/patents for utforlig information om

patent.

PlexPCR®, ResistancePlus®, PlexPrime® och PlexZyme® ar varumarken som tillhér SpeeDx. Andra copyright och varuméarken ar

respektive agares egendom.

© Copyright 2024 SpeeDx Pty. Ltd.
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