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NeuMoDx INSTRUCOES DE USO
201400 NeuMoDx™ CMV Quant Test Strip R only

CUIDADO: Apenas para distribuigdo fora dos EUA
Para uso em diagnostico in vitro com os NeuMoDx 288 e NeuMoDx 96 Molecular Systems

Para obter atualizagées de folhetos informativos, visite: www.giagen.com/neumodx-ifu
DII Para obter instrugdes detalhadas, consulte o Manual do operador do NeuMoDx 288 Molecular System; n® de ref. 40600108
Para obter instrugdes detalhadas, consulte o Manual do operador do NeuMoDx 96 Molecular System; n? de ref. 40600317

USO PREVISTO

O NeuMoDx CMV Quant Assay é um teste de amplificagcdo de acidos nucleicos in vitro automatizado destinado a quantificacdo de DNA do
citomegalovirus (CMV) em espécimes de plasma humano para os genoétipos gB1 a gB4 do CMV de individuos infectados com o CMV. O NeuMoDx
CMV Quant Assay, implementado no NeuMoDx 288 Molecular System e no NeuMoDx 96 Molecular System (NeuMoDx System[s]), incorpora
extragdo automatizada de DNA para isolar o acido nucleico-alvo do espécime e reagdo em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction, PCR)
em tempo real tendo como alvo as sequéncias altamente conservadas do genoma do citomegalovirus.

O NeuMoDx CMV Quant Assay destina-se a quantificagdo in vitro de DNA de citomegalovirus (CMV) em espécimes de plasma humano frescos e
congelados usando os NeuMoDx 288 e NeuMoDx 96 Molecular Systems. Este ensaio destina-se a ser usado em conjunto com um quadro clinico e
outros marcadores laboratoriais do progresso da doenga a fim de monitorar e gerenciar a infecgdo por CMV. O ensaio ndo deve ser usado como
teste de rastreio da presenga de CMV no sangue ou produtos sanguineos.

RESUMO E EXPLICACAO

Para a preparacgdo do plasma, é possivel usar sangue total humano coletado em tubos de coleta de sangue estéreis com EDTA ou ACD como agente
anticoagulante. Na preparagdo para os testes, o plasma, em um tubo de espécime compativel com o NeuMoDx System, é carregado no NeuMoDx
System usando um transportador de tubos de espécime designado para iniciar o processamento. Para cada espécime, uma aliquota de 550 pL da
amostra de plasma é misturada com NeuMoDx Lysis Buffer 1 e o NeuMoDx System executa automaticamente todas as etapas necessarias para
extrair o 4cido nucleico-alvo, preparar o DNA isolado para a amplificagdo por PCR em tempo real e, se presentes, amplificar e detectar os produtos
da amplificagdo (se¢des do genoma-alvo do CMV em regides altamente conservadas). O NeuMoDx CMV Quant Assay inclui um controle de processo
de amostras (Sample Process Control 1, SPC1) de DNA para ajudar a monitorar a presenga de potenciais substancias inibidoras e de falhas do
NeuMoDx System ou dos reagentes que podem ocorrer durante o processo de extragdo e amplificagdo.

O CMV é um virus de DNA de cadeia dupla comum da familia dos virus herpes humanos que infecta pessoas de todas as idades. Estima-se que aos
40 anos, mais da metade da populag3o terd sido infectada com CMV.! O CMV se propaga através de fluidos corporais, tais como a saliva, urina, sangue,
lagrimas, sémen e leite materno. Individuos imunocompetentes infectados por CMV normalmente sdo assintomaticos, porém a infecgdo pelo virus
pode ser grave em bebés e em pessoas com sistemas imunoldgicos debilitados. Mulheres gravidas podem transmitir o CMV para seus filhos em gestacdo
e causar infecgdo congénita por CMV, que pode resultar em perda auditiva entre outros atrasos no desenvolvimento e na motricidade. O CMV é um
patégeno grave para pacientes imunocomprometidos, incluindo receptores de transplante de drgdos sdlidos, receptores de transplante de células
hematopoéticas, pacientes infectados com HIV e pacientes tratados com medicamentos imunomoduladores.? O monitoramento da carga viral de CMV
é usado principalmente nessas populagdes imunocomprometidas, nas quais o CMV causa varias morbidades, incluindo pneumonia, doenga do trato
gastrointestinal, hepatite e encefalite, bem como um aumento da probabilidade de rejei¢do de 6rgdos e outras infecgdes oportunistas.

O diagndstico da infecgdo por CMV ndo é baseado somente em testes de acidos nucleicos (Nucleic Acid Testing, NAT); os testes NAT sdo usados
como complemento aos testes de antigenos, que envolvem a coloragdo de leucdcitos polimorfonucleares (PMNs) da proteina estruturalmente
precoce da matriz inferior do CMV, bem como outros sintomas que o paciente possa estar apresentando. Os testes de carga viral de CMV sdo
usados rotineiramente para determinar o momento em que é necessario aplicar terapia antiviral, bem como para monitorar a eficacia da terapia.’
Embora as diretrizes atuais para o gerenciamento e o tratamento de infecgdes por CMV em individuos imunocomprometidos sejam ambiguas em
relagdo ao momento de iniciar a terapia antiviral, todas elas requerem um monitoramento constante da carga viral assim que a terapia antiviral é
iniciada para auxiliar na mitigacdo de efeitos colaterais graves dos medicamentos nessas populagdes.

PRINCIPIOS DO PROCEDIMENTO

O NeuMoDx CMV Quant Assay no NeuMoDx System utiliza NeuMoDx CMV Quant Test Strip, NeuMoDx CMV Calibrators, NeuMoDx CMV External
Controls, NeuMoDx Lysis Buffer 1 e reagentes de uso geral NeuMoDx para realizar a andlise. O NeuMoDx CMV Quant Assay combina extragdo de DNA
automatizada com amplificagdo e detecgdo por PCR em tempo real. Para o preparo do plasma, os espécimes de sangue total sdo coletados em tubos
com EDTA ou ACD. O espécime de plasma, em um tubo de espécime compativel com o NeuMoDx System, é colocado em um transportador de tubos
de espécime, que por sua vez é carregado no NeuMoDx System para o processamento. Nenhuma outra intervengdo do operador é necessaria.

Os NeuMoDx Systems usam uma combinagdo de calor, enzima litica e reagentes de extracdo para efetuar automaticamente a lise celular, a
extragdo de DNA e a remogdo de inibidores. Os acidos nucleicos liberados sdo capturados por particulas paramagnéticas. As particulas, com os
acidos nucleicos ligados, sdo carregadas no NeuMoDx Cartridge, onde os componentes ndo ligados e ndo DNA sdo retirados por lavagem usando
NeuMoDx Wash Reagent e o DNA ligado é eluido usando NeuMoDx Release Reagent. Em seguida, os NeuMoDx Systems usam o DNA eluido para
reidratar reagentes de amplificagdo NeuDry™ patenteados contendo todos os elementos necessérios para a amplificacdo por PCR dos alvos
especificos de CMV e SPC1. Apds a reconstituicdo dos reagentes de PCR NeuDry, o NeuMoDx System dispensa a mistura preparada e pronta para
PCR no NeuMoDx Cartridge. A amplificagdo e a detecgdo das sequéncias de DNA (se presentes) do controle e do alvo ocorrem na drea da cdmara
de PCR do NeuMoDx Cartridge. O NeuMoDx Cartridge também foi projetado para conter o amplicon decorrente da PCR em tempo real, eliminando
essencialmente o risco de contaminagdo pds-amplificagao.
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Os alvos amplificados sdo detectados em tempo real por meio da quimica de sondas de hidrdlise (comumente chamada de quimica TagMan®)
usando moléculas de sonda fluorogénica de oligonucleotideos especificas dos amplicons dos respectivos alvos.

As sondas TagMan consistem em um fluoréforo covalentemente ligado a extremidade 5' da sonda de oligonucleotideos e um supressor na
extremidade 3'. Enquanto a sonda estiver intacta, o fluoréforo e o supressor estdo préoximos, fazendo com que a molécula supressora suprima a
fluorescéncia emitida pelo fluoréforo via transferéncia de energia por ressonancia de Forster (Férster Resonance Energy Transfer, FRET).

As sondas TaqMan foram projetadas para anelarem-se dentro de uma regido do DNA amplificada por um conjunto especifico de primers. A medida
que a Taq DNA polimerase expande o primer e sintetiza a nova cadeia, a atividade exonuclease de 5' a 3' da Taq DNA polimerase degrada a sonda
que se anelou ao modelo. A degradagdo da sonda libera o fluoréforo e quebra a proximidade com o supressor, superando assim o efeito de
supressdo devido a transferéncia de energia por ressondncia de Forster (Forster Resonance Energy Transfer, FRET) e permitindo a detecgdo da
fluorescéncia emitida pelo fluoréforo. O sinal fluorescente resultante detectado no termociclador de PCR quantitativa do NeuMoDx System é
diretamente proporcional ao fluoréforo liberado e pode ser correlacionado a quantidade de DNA-alvo presente.

Uma sonda TagMan, marcada com um fluoréforo (excitagdo: 490 nm e emissdo: 521 nm) na extremidade 5’ e um supressor de fluorescéncia na
extremidade 3’ é usada para detectar o DNA do CMV. Para a detecg¢do do SPC1, a sonda TagMan é marcada com um corante fluorescente
alternativo (excitagdo: 535 nm e emissdo: 556 nm) na extremidade 5" e um supressor de fluorescéncia na extremidade 3". O software do NeuMoDx
System monitora o sinal fluorescente emitido pelas sondas TagMan no final de cada ciclo de amplificagdo. Quando a amplificagdo é concluida, o
software do NeuMoDx System analisa os dados e relata um resultado final (POSITIVE [POSITIVO]/NEGATIVE [NEGATIVO]/INDETERMINATE
[INDETERMINADO]/UNRESOLVED [NAO RESOLVIDQ]). Se o resultado for POSITIVE (POSITIVO), o software do NeuMoDx System também fornece
um valor quantitativo associado a amostra ou relata se a concentragdo calculada esta dentro dos limites de quantificagdo.

REAGENTES/CONSUMIVEIS

Material fornecido

Testes por Testes por

hal

REF. Contetido unidade en n

5!

NeuMoDx CMV Quant Test Strip
201400 Reagentes de PCR secos contendo sondas e primers TagMan especificos para CMV e sonda e 16 96
primers TagMan especificos para SPC1.

Reagentes e consumiveis necessdrios, mas néo fornecidos (disponibilizados separadamente pela NeuMoDx)

REF. Conteudo
100200 NeuMoDx Extraction Plate
Particulas paramagnéticas, enzima litica e controles de processo de amostras secos
800400 NeuMoDx CMV Calibrators
Conjuntos de uso Unico de calibradores altos e baixos de CMV para estabelecer a validade da curva-padréo
900401 NeuMoDx CMV External Controls

Conjuntos de uso Unico de controles positivos e negativos de CMV para estabelecer a validade didria do NeuMoDx CMV Quant Assay

400400 NeuMoDx Lysis Buffer 1

400100 NeuMoDx Wash Reagent

400200 NeuMoDx Release Reagent

100100 NeuMoDx Cartridge

235903 Ponteiras Hamilton CO-RE/CO-RE Il (300 pL) com filtros

235905 Ponteiras Hamilton CO-RE/CO-RE 11 (1000 pL) com filtros

Instrumentos necessdrios
NeuMoDx 288 Molecular System [REF 500100] ou NeuMoDx 96 Molecular System [REF 500200]

AVISOS E PRECAUGCOES
® A NeuMoDx CMV Quant Test Strip é destinada para uso em diagnostico in vitro exclusivamente com os NeuMoDx Systems.
® N3do use os reagentes ou consumiveis apds a data de validade indicada.
® N&o use um reagente se o respectivo selo de seguranca estiver rompido ou se a embalagem estiver danificada no momento da entrega.

® Na&o use consumiveis ou reagentes se a respectiva bolsa protetora estiver aberta ou quebrada no momento da entrega.
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Uma calibragdo de teste vélida (gerada pelo processamento de calibradores altos e baixos dos NeuMoDx CMV Calibrators [REF 800400])
deve estar disponivel antes que possam ser gerados resultados de teste para amostras clinicas.

E necessario processar NeuMoDx CMV External Controls [REF 900401] a cada 24 horas ao longo da testagem com o NeuMoDx CMV Quant Assay.

0 volume minimo de espécime é de 1 mL de plasma em EDTA/ACD ao usar o transportador de 32 tubos; um volume inferior a 1 mL pode
resultar em um erro do NeuMoDx System.

A realizagdo de um ensaio de CMV em espécimes armazenados em temperaturas inadequadas ou que ultrapassem os prazos de
armazenamento especificados pode produzir resultados invélidos ou erréneos quando se utiliza a NeuMoDx CMV Quant Test Strip.

Evite sempre a contaminacdo microbiana e por desoxirribonuclease (DNase) de todos os reagentes e consumiveis. E recomendado o uso de
pipetas de transferéncia descartdveis estéreis e livres de DNase. Use uma pipeta nova para cada espécime.

Para evitar contaminagdo, ndo manuseie ou destrua qualquer NeuMoDx Cartridge pds-amplificagdo. Sob nenhuma circunstancia recolha os
NeuMoDx Cartridges do recipiente de residuos de risco bioldgico (NeuMoDx 288 Molecular System) ou da lixeira de residuos de risco
biolégico (NeuMoDx 96 Molecular System). O NeuMoDx Cartridge foi projetado para evitar contaminagdo.

Nos casos em que também sejam realizados testes de PCR em tubo aberto pelo laboratério, é necessario ter especial cuidado para que a
NeuMoDx CMV Quant Test Strip, os consumiveis e reagentes adicionais necessarios para a testagem, o equipamento de protegdo
individual, como luvas e batas de laboratério, e o NeuMoDx System ndo sejam contaminados.

E necessario usar luvas nitrilicas sem talco e limpas ao manusear reagentes e consumiveis NeuMoDx. E necessario ter cuidado para ndo
tocar na superficie superior do NeuMoDx Cartridge, na superficie da pelicula de aluminio da NeuMoDx CMV Quant Test Strip ou da
NeuMoDx Extraction Plate ou na superficie superior do NeuMoDx Lysis Buffer 1; os consumiveis e reagentes devem ser manuseados
tocando somente nas superficies laterais.

Estdo disponiveis fichas de dados de seguranga (FDS) mediante solicitagdo.

Lave muito bem as mdos apos realizar o teste.

N&o pipete com a boca. Ndo fume, beba ou coma em dareas onde estdo sendo manuseados espécimes ou reagentes.

Sempre manuseie os espécimes como se fossem infecciosos e de acordo com procedimentos laboratoriais de seguranga como os descritos
na publicacio Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories* e no Documento M29-A4 do CLSI.®

Descarte os reagentes ndo usados e residuos de acordo com os regulamentos nacionais, federais, regionais, estaduais e locais.

AZENAMENTO, MANUSEIO E ESTABILIDADE DO PRODUTO

Todos os reagentes e consumiveis NeuMoDx (com excegdo dos controles externos e calibradores) permanecem estaveis em sua
embalagem primaria entre 18 e 23 °C até a data de validade indicada no rétulo do produto.

Uma NeuMoDx CMV Quant Test Strip carregada no NeuMoDx System permanece estavel por 14 dias; o software do NeuMoDx System
solicitara a remocdo das tiras de teste que tenham estado em uso dentro do NeuMoDx System por mais de 14 dias e sera necessario abrir
novas NeuMoDx CMV Quant Test Strips e carrega-las no NeuMoDx System.

Os calibradores e controles NeuMoDx ndo sdo infecciosos, mas devem ser descartados com os residuos de risco biolégico apds o uso, pois
conterdo material do alvo apds o processamento no sistema que pode causar contaminagdo se ndo for manuseado corretamente.

COLETA, TRANSPORTE E ARMAZENAMENTO DE ESPECIMES

1. Manuseie todos os espécimes como se fossem capazes de transmitir agentes infecciosos.
2. N3o congele sangue total ou quaisquer outros espécimes armazenados em tubos primarios.
3. Para preparar espécimes de plasma, o sangue total deve ser coletado em tubos estéreis usando EDTA ou ACD como anticoagulantes.
Siga as instrugBes do fabricante do tubo de coleta de espécime.
4. Sangue total colhido nos dispositivos listados acima pode ser armazenado e/ou transportado por até 24 horas a temperaturas entre 2 e
25°C antes da preparacgdo do plasma. A preparagdo do plasma deve ser realizada de acordo com as instrugdes do fabricante.
5. Os espécimes de plasma preparados podem permanecer no NeuMoDx System por até 8 horas antes do processamento. Se for
necessario tempo adicional de armazenamento, é recomendado que os espécimes sejam refrigerados ou congelados.
6. Os espécimes de plasma preparados devem ser armazenados a uma temperatura entre 2 e 8 °C por no maximo 7 dias antes dos testes e
no maximo 8 horas em temperatura ambiente.
7. Os espécimes de plasma preparados podem ser armazenados a < -20 °C por até 26 semanas antes do processamento; as amostras de
plasma ndo devem ser submetidas a mais de 2 ciclos de congelamento/descongelamento antes do uso.
a.  Se as amostras forem congeladas, deixe-as descongelar completamente em temperatura ambiente (15-30 °C); agite-as
para que fiquem uniformemente distribuidas.
b.  Assim que as amostras forem descongeladas, a testagem deve ocorrer no prazo de 8 horas.
8. Se os espécimes forem expedidos, eles devem ser embalados e rotulados de acordo com os regulamentos nacionais e/ou internacionais
aplicaveis.
9. Identifique os espécimes de forma clara e indique que eles sdo para testes de CMV.
10. Avance para a se¢do Preparagdo para teste.
NeuMoDx Molecular, Inc. 40600165-PTBR_E
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O processo geral de implementagdo do NeuMoDx CMV Quant Assay esta resumido abaixo na Figura 1.

IMPLEMENTACAO DO NEUMODX
CMV QUANT ASSAY

Carregar reagentes especificos do
teste

¢ NeuMoDx Lysis Buffer 1

e NeuMoDx CMV Quant Test Strips

Se solicitado pelo software
NeuMoDx, carregar consumiveis
indicados

Processar

NeuMoDx CMV
Calibrators

Repetir a cada

90 dias OU em caso

Os calibra- de uso de um novo
dores sdo lote de NeuMoDx
validos? CMV Quant Test

Strip

Processar
NeuMoDx CMV
External Controls

Os controles
sdo validos? Repetir a cada

24 horas
l

PROCESSAR AS AMOSTRAS DE .
INA

Figura 1: Fluxo de trabalho de implementag¢do do NeuMoDx CMV Quant Assay

INSTRUGOES DE USO

Preparagdo para teste

1. Aplique uma etiqueta de cddigo de barras de espécime em um tubo de espécime compativel com o NeuMoDx System.

2. Usando uma pipeta de transferéncia, transfira > 1 mL de plasma para o tubo (secundario) de espécime com cddigo de barras se estiver
usando o transportador de 32 tubos ou > 2 mL se estiver usando o transportador de 24 tubos. E necessario ter cuidado para nio
transferir nenhum coagulo da amostra de plasma para o tubo de espécime. Use uma pipeta de transferéncia diferente para cada
espécime.

3. O tubo secundario deve satisfazer as seguintes especificagdes de tubos compativeis com o NeuMoDx System, com base no
transportador de tubos de espécime usado para o processamento.

e Transportador de 32 tubos: entre 11 mm e 14 mm de didmetro e entre 60 mm e 120 mm de altura
e Transportador de 24 tubos: entre 14,5 mm e 18 mm de diametro e entre 60 mm e 120 mm de altura
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Operag¢do do NeuMoDx™ System
Para obter instrugdes detalhadas, consulte os Manuais do operador dos NeuMoDx 288 e 96 Molecular Systems (n? de ref. 40600108 e 40600317)

1. Preencha um ou mais NeuMoDx System Test Strip Carrier(s) com NeuMoDx CMV Quant Test Strip(s) e use a tela sensivel ao toque para
carregar o(s) transportador(es) de tiras de teste no NeuMoDx System.

2. Se solicitado pelo software do NeuMoDx System, adicione os consumiveis necessarios aos transportadores de consumiveis do NeuMoDx
System e use a tela sensivel ao toque para carregar o(s) transportador(es) no NeuMoDx System.

3. Se solicitado pelo software do NeuMoDx System, reponha NeuMoDx Wash Reagent e NeuMoDx Release Reagent e esvazie os residuos de
preparagdo ou o recipiente de residuos de risco biolégico conforme apropriado.

4. Se solicitado pelo software do NeuMoDx System, processe os Calibrators [REF 800400] e/ou os External Controls [REF 900401] conforme
necessdrio. Mais informagdes sobre calibradores e controles podem ser encontradas na se¢do Processamento de resultados.

5. Carregue o(s) tubo(s) de espécime/calibrador/controle em um transportador de 32 tubos padréo e certifique-se de que as tampas sejam
removidas de todos os tubos de espécime.

6. Coloque o transportador de tubos de espécime em qualquer posicdo aberta da prateleira de autocarregamento e use a tela sensivel ao
toque para carregar o transportador no NeuMoDx System. Isso dara inicio ao processamento dos espécimes carregados para o(s) teste(s)
identificado(s).

LIMITAGOES

e A NeuMoDx CMV Quant Test Strip somente pode ser usada em NeuMoDx Systems.

e O desempenho da NeuMoDx CMV Quant Test Strip foi estabelecido para espécimes de plasma preparados a partir de sangue total coletado
com EDTA/ACD como anticoagulante; o uso da NeuMoDx CMV Quant Test Strip com outros tipos de espécime clinico n3o foi avaliado e as
caracteristicas de desempenho do teste sdo desconhecidas com outros tipos de espécime.

e Visto que a detecgdo de CMV depende do nimero de organismos presentes na amostra, a confiabilidade dos resultados depende da coleta,
do manuseio e do armazenamento adequados do espécime.

e Os calibradores e controles externos devem ser processados conforme recomendado nos folhetos informativos e conforme solicitado pelo
software do NeuMoDx System antes do processamento de amostras clinicas de rotina.

e Podem ocorrer resultados errdneos devido a problemas de coleta, manuseio, armazenamento, erro técnico ou confusdo entre tubos de
espécime. Além disso, podem ocorrer resultados falso-negativos devido a uma quantidade de particulas virais na amostra inferior ao limite
de detec¢do do NeuMoDx CMV Quant Assay.

e Aoperagdo do NeuMoDx System estd limitada a pessoal com treinamento para utilizar o NeuMoDx System.

e Se ambos os alvos de CMV e de SPC1 ndo forem amplificados, é relatado um resultado invalido (Indeterminate [Indeterminado] ou
Unresolved [N&do resolvido]) e o teste devera ser repetido.

e Se o resultado do NeuMoDx CMV Quant Assay for Positive (Positivo), mas o valor de quantificacdo estiver além dos limites de
quantificagdo, o NeuMoDx System relatara se o CMV detectado estava abaixo do limite inferior de quantificagdo (LIdQ) ou acima do limite
superior de quantificagdo (LSdQ).

e Se o CMV detectado estiver abaixo do LIdQ, o NeuMoDx CMV Quant Assay pode ser repetido (se desejado) com outra aliquota do
espécime.

e Se o CMV detectado estiver acima do LSdQ, o NeuMoDx CMV Quant Assay pode ser repetido com uma aliquota diluida do espécime
original. E recomendada uma diluigdo de 1:100 ou 1:1.000 em plasma negativo para CMV ou em Basematrix 53 Diluent (Basematrix)
(SeraCare, Milford, MA). A concentragdo do espécime original pode ser calculada da seguinte forma:

Concentragéo do espécime original = logio (fator de dilui¢do) + concentragdo relatada da amostra diluida.

e A presenga ocasional de inibidores da PCR em plasma pode resultar em um erro de quantificagdo do sistema; caso isso ocorra, recomenda-
se repetir o teste com o mesmo espécime diluido em Basematrix a 1:10 ou 1:100.

e Um resultado positivo ndo indica necessariamente a presencga de organismos viaveis. No entanto, um resultado positivo pressupde a
presenga de DNA de citomegalovirus.

e ExclusBes ou mutagdes nas regides conservadas que sdo alvo do NeuMoDx CMV Quant Assay podem afetar a detecgdo ou levar a um
resultado erréneo usando a NeuMoDx CMV Quant Test Strip.

e Osresultados do NeuMoDx CMV Quant Assay devem ser usados como um complemento as observag&es clinicas e outras informagdes a
disposicdo do médico; o teste ndo se destina a diagnosticar infecgdo.

e Erecomendavel aplicar boas préticas de laboratério, incluindo a troca de luvas entre o manuseio de espécimes de pacientes para evitar
contaminagdo.
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PROCESSAMENTO DE RESULTADOS
Os resultados disponiveis podem ser visualizados ou impressos na guia "Results" (Resultados) da janela "Results" (Resultados) na tela sensivel ao
toque do NeuMoDx System.

Os resultados do NeuMoDx CMV Quant Assay sdo gerados automaticamente pelo software do NeuMoDx System usando o algoritmo de decisdo e
parametros de processamento de resultados especificados no arquivo de definigdes de ensaio de CMV (CMV Assay Definition File, CMV ADF) da
NeuMoDx. Um resultado do NeuMoDx CMV Quant Assay pode ser reportado como Negative (Negativo), Positive (Positivo) com uma concentragdo
de CMV relatada, Positive (Positivo) acima do LSdQ, Positive (Positivo) abaixo do LIdQ, Indeterminate (Indeterminado) ou Unresolved (N3o
resolvido), de acordo com o estado de amplificagdo do alvo e do controle de processo de amostras. Os resultados sdo relatados com base no
algoritmo de decisdo indicado na Tabela 1.

Tabela 1: Algoritmo de decisdo do NeuMoDx CMV Quant Assay

Controle de processo de amostras
Resultado cMV P
(SPC1)
[2<Ct<9AND (E) EPR>2 AND (E) EP
. . >1500]
Positive (Positivo) OR (OU) N/A
[9 < Ct< 41 AND (E) EP > 1500]
Posmv.e (Positivo), .af:lmi do limite [CONC] > 8,0 logo Ul/mL, NO QUANT
superior de quantificagdo [LSdQ] (SEM QUANT) N/A
(logio Ul/mL) )
Po‘smv? (Positivo), ?!aalx? do limite [CONC] < 1,3 logzo Ul/mL, NO QUANT
inferior de quantificagdo [LIdQ] (SEM QUANT)) N/A
(logio Ul/mL) )
N/A OR (OU) [2 < Ct <9 AND (E) EPR < 2] AMPLIFIED (AMPLIFICADO)
. . OR (OV) (28 < Ct < 34)
Negative (Negativo) [9 < Ct < 41 AND (E) EP < 1500] OR (OU) Ct e
>41 EP > 2000
Indeterminate (Indeterminado) NOT AMPLIFIED/Systems Errors Noted (Ndo amplificado/Erros de sistema observados)
Unresolved (N3o resolvido) NOT AMPLIFIED/No System Errors NZt:tcellg\laa:;?mleflcado/Nenhum erro de sistema

EP = Fluorescéncia de ponto final (depois da correg¢do da linha de base); EPR = Relagdo de fluorescéncia de ponto final; Ci= Limiar de ciclo;
Quant = quantidade calculada de CMV presente expressa em logio Ul/mL. Consulte Calculo do teste abaixo.

Calculo do teste

1. Para amostras dentro do intervalo de quantificagdo do NeuMoDx CMV Quant Assay, a concentragdo de DNA do CMV nas amostras é
calculada usando a curva-padrdao armazenada em conjunto com o coeficiente de calibragdo.

a. 0 "coeficiente de calibragdo" é calculado com base nos resultados dos NeuMoDx CMV Calibrators processados para estabelecer
a validade da curva-padrdo de um determinado lote da NeuMoDx CMV Quant Test Strip em um NeuMoDx System especifico.

b. O coeficiente de calibragdo é integrado na determinagdo final da concentragdo de DNA do CMV.

2. Osresultados do NeuMoDx CMV Quant Assay sdo relatados em logio Ul/mL.

3. A quantificagdo resultante das amostras desconhecidas é rastreavel de acordo com o 12 Padrao Internacional da OMS para CMV.

Calibragdo de teste

E necessaria uma calibragdo valida com base na curva-padro para quantificar o DNA de CMV presente nos espécimes. Para gerar resultados
vélidos, é necessario concluir um teste de calibragdo usando os calibradores fornecidos pela NeuMoDx Molecular, Inc.

Calibradores externos
1. Os NeuMoDx CMV Calibrators sdo fornecidos em um kit [REF 800400] e contém alvo de CMV encapsulado ndo infeccioso preparado em
Basematrix.

2. E necessario processar um conjunto de calibradores de CMV com cada novo lote de NeuMoDx CMV Quant Test Strips, se um novo arquivo
de definigdes de ensaio de CMV for carregado no NeuMoDx System, se o conjunto de calibradores atual estiver fora do periodo de validade
(atualmente definido como 90 dias) ou se o software do NeuMoDx System for modificado.

3. O software do NeuMoDx System notificard o usuario quando os calibradores precisarem ser processados; ndo é possivel usar um novo lote
de tiras nos testes antes de os calibradores terem sido processados com sucesso.
4. Avalidade da calibragdo é estabelecida da seguinte forma:

a) E necessario processar um conjunto de dois calibradores (alto e baixo) para estabelecer a validade.

NeuMoDx Molecular, Inc. 40600165-PTBR_E
07-2023
Pag. 6 de 15



<& NeuMoDx CMV Quant Test Strip
201400
NeuMoDx INSTRUCOES DE USO

maolecuiar

b) Para gerar resultados vélidos, pelo menos 2 das 3 réplicas devem originar resultados dentro dos parametros predefinidos. O alvo
nominal do calibrador baixo é de 3 logio Ul/mL e o alvo nominal do calibrador alto é de 5 logio Ul/mL.

c) Um coeficiente de calibragdo é calculado para levar em conta a variagdo esperada entre os lotes de tiras de teste; esse coeficiente de
calibragdo é usado na determinagdo da concentragdo final de CMV.

5. Se um ou ambos os calibradores falharem a validagdo, repita o processamento do(s) calibrador(es) com falha utilizando um novo frasco. No
caso de um calibrador falhar a validagdo, é possivel repetir apenas o calibrador que falhou, pois o sistema ndo exige que o usudrio processe
ambos os calibradores novamente.

6. Se o(s) calibrador(es) falhar(em) a validagdo por duas vezes consecutivas, entre em contato com a NeuMoDx Molecular, Inc.

Controle de qualidade

Os regulamentos locais normalmente especificam que o laboratério é responsavel pelos procedimentos de controle que monitoram a exatiddo e
precisdo de todo o processo analitico, devendo estabelecer o nimero, o tipo e a frequéncia dos materiais de controle da testagem utilizando
especificagcdes de desempenho validadas para um sistema de teste aprovado e ndo modificado.

Controles externos

1. Os materiais de controle externo, que contém alvo de CMV encapsulado ndo infeccioso em Basematrix para controles positivos, sdo
fornecidos pela NeuMoDx Molecular, Inc. em um kit contendo os NeuMoDx CMV External Controls [REF 900401].

2. E necessario processar controles externos negativos e positivos uma vez a cada 24 horas. Se ndo houver um conjunto de controles externos
vélido, o software do NeuMoDx System solicitara que o usudrio processe esses controles antes de ser possivel relatar resultados de
amostras.

3. Se forem necessarios controles externos, retire o conjunto de controles externos do congelador e deixe os frascos descongelarem a
temperatura ambiente (15-30 °C) até que estejam completamente descongelados. Agite suavemente para garantir homogeneidade.

4. Usando a tela sensivel ao toque e um transportador de tubos de espécime colocado na prateleira de autocarregamento, carregue os frascos
de controle positivo e negativo no NeuMoDx System. O NeuMoDx System reconhecerd o cédigo de barras e comegara a processar os tubos
de espécime, a menos que ndo estejam disponiveis reagentes ou consumiveis necessarios para o teste.

5. Avalidade dos controles externos sera avaliada pelo NeuMoDx System com base no resultado esperado. O controle positivo deve fornecer
um resultado Positive (Positivo) para CMV e o controle negativo deve fornecer um resultado Negative (Negativo) para CMV.

6. Os resultados discrepantes de controles externos devem ser gerenciados da seguinte forma:

a) Um resultado de teste Positive (Positivo) para uma amostra de controle negativo indica um problema de contaminagdo do espécime.

b) Um resultado de teste Negative (Negativo) para uma amostra de controle positivo pode indicar um problema relacionado com o
reagente ou com o instrumento.

c) Em qualquer um dos casos acima, repita o(s) NeuMoDx CMV External Control(s) com falha com um frasco recém-descongelado do(s)
controle(s) que falharam o teste de validagdo.

d) Se o NeuMoDx CMV External Control positivo continuar relatando um resultado Negative (Negativo), entre em contato com o
atendimento ao cliente da NeuMoDx.

e) Se o NeuMoDx CMV External Control negativo continuar relatando um resultado Positive (Positivo), tente eliminar todas as fontes de
potencial contaminagdo, incluindo a reposi¢do de TODOS os reagentes, antes de entrar em contato com o atendimento ao cliente da
NeuMoDx.

Controles (internos) de processo de amostras

Um controle de processo de amostras (Sample Process Control 1, SPC1) exdgeno esta integrado na NeuMoDx Extraction Plate e passa por todo o
processo de extragdo de 4cido nucleico e de amplificagdo por PCR em tempo real com cada amostra. Estdo também incluidos primers e sonda
especificos para SPC1 em cada uma das NeuMoDx CMV Quant Test Strip, que permitem a detecgdo da presenga de SPC1 em conjunto com o DNA
de CMV alvo (se presente) via PCR em tempo real multiplex. A detecgdo de amplificagdo do SPC1 permite que o software do NeuMoDx System
monitore a eficacia dos processos de extragdo de DNA e de amplificagdo por PCR.

Resultados invalidos

Se um NeuMoDx CMV Quant Assay realizado no NeuMoDx System ndo gerar um resultado valido, ele serd relatado como Indeterminate
(Indeterminado, IND) ou Unresolved (Ndo resolvido, UNR) com base no tipo de erro ocorrido.

Um resultado IND (Indeterminado) serd relatado se um erro do NeuMoDx System for detectado durante o processamento da amostra. Caso seja
relatado um resultado IND (Indeterminado), é recomendavel repetir o teste.

Um resultado UNR (N&o resolvido) sera relatado se ndo for detectada uma amplificagdo valida de SPC1 ou de DNA de CMV, o que indica uma
possivel falha de reagentes ou a presenca de inibidores. Caso seja relatado um resultado UNR (N&o resolvido), um primeiro passo podera ser a
repetigdo do teste. Se a repetigdo do teste falhar, é possivel utilizar um espécime diluido para mitigar os efeitos de qualquer inibi¢do da amostra.
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CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

Sensibilidade analitica — Limite de detecg¢do usando o padrdo da OMS

A sensibilidade analitica do NeuMoDx CMV Quant Assay foi caracterizada através da testagem de espécimes negativos e uma série de dilui¢des do
12 Padrdo Internacional da OMS em plasma humano negativo triado para determinar o limite de detecgdo (LdD) nos NeuMoDx Systems. O LdD foi
definido como o nivel de alvo mais baixo detectado a uma taxa de 95% conforme determinado através da analise Probit. O estudo foi realizado ao
longo de 3 dias em varios sistemas com varios lotes de reagentes NeuMoDx. Cada sistema processou 18 réplicas em cada nivel de dilui¢do por dia.
As taxas de deteccdo estdo indicadas na Tabela 2.

Tabela 2: Taxas de detecgdo positiva para determinagao do LdD do NeuMoDx CMV Quant Assay

= ~ PLASMA
Concentragao Concentragao -
Numero .
de alvo de alvo F— Numero de Taxa de
I/mL | I/mL iti a
[Ul/mL] [logio UI/mL] validos positivos deteccdo
50 1,70 108 108 100,0%
30 1,48 108 107 99,1%
25 1,40 108 106 98,1%
20 1,30 108 105 97,2%
15 1,18 108 99 91,7%
NEG - 108 0 0,0%

O LdD do NeuMoDx CMV Quant Assay em plasma para a variante gB1 foi determinado como sendo de 17,7 Ul/mL (1,25 logio Ul/mL) com um
intervalo de confianga de 95% (IC) de 13,8—-21,0 Ul/mL, (1,14-1,32 logio Ul/mL) [Figura 2]. O LdD entre gendtipos é de 20,0 Ul/mL (1,30 logio Ul/mL)
conforme determinado através da analise de taxa de identificagdo.

LdD do CMV Quant Assay (plasma)
LdD = 17,7 Ul/mL [IC de 95% (13,8, 21,0)]

1 P

1,2

0,8 f

w /

a f

< /

0 0,6 /

= /

[aa]

z /

E 0,4 /

w ,-" Ajuste sigmoidal
0,2 f @ Dados experimentais

/ # LdD calculado

1 2 3

[y
o

Concentragdo (Logio Ul/mL)

Figura 2: Analise Probit usada para determinar o LdD do NeuMoDx CMV Quant Assay em amostras de plasma

Sensibilidade analitica — Limite de quantificagdo — Limite inferior de quantificagio (LIdQ)

O limite inferior de quantificagdo (LIdQ) é definido como o nivel de alvo mais baixo no qual uma detecgdo > 95% é obtida E o erro analitico total
(Total Analytical Error, TAE) é < 1,0. Para determinar o LIdQ, o erro analitico total (Total Analytical Error, TAE) foi calculado para cada um dos
niveis de alvo de CMV que apresentaram uma detecgdo > 95% como parte do calculo do LdD. O TAE é definido da seguinte forma:

TAE = tendéncia + 2*DP (Estatistica de Westgard)

A tendéncia é o valor absoluto da diferenga entre a média da concentragdo calculada e a concentragdo esperada. DP refere-se ao desvio-padrao
do valor quantificado da amostra.

Os resultados compilados dos 5 niveis de espécimes de plasma de CMV (variante gB1) usados no estudo de LIdQ sdo apresentados na Tabela 3.
Com base nesse conjunto de dados e no LdD determinado anteriormente, o LIdQ foi determinado como sendo de 20,0 Ul/mL (1,30 logio Ul/mL)
e confirmado entre os gendtipos.
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Tabela 3: LIdQ do NeuMoDx CMV Quant Assay, com tendéncia e TAE

Plasma
Conc. de
alvo (L TIACLEIT) i Deteccdo TAe n
[Ul/mL] [logio Ul/mL] média %) DP dénc | TAE
[logio Ul/mL] ia

50 1,70 1,75 100,0 0,16 0,05 0,37
30 1,48 1,62 99,1 0,24 | 0,14 | 0,62
25 1,40 1,56 98,1 0,19 | 0,17 | 0,55
20 1,30 1,57 97,2 0,22 0,27 0,72
15 1,18 1,52 91,7 0,21 0,35 0,78

Com base no resultado desses estudos, o LdD e o LIdQ do NeuMoDx CMV Quant Assay foram ambos determinados como sendo de 20,0 Ul/mL
[1,30 logio Ul/mL].

Linearidade e determinacgdo do limite superior de quantificagdo (LSdQ)

A linearidade e o limite superior de quantificagdo (LSdQ) do NeuMoDx CMV Quant Assay foram estabelecidos em plasma preparando uma série
de dilui¢des

usando o alvo de CMV encapsulado da NeuMoDx e Exact CMV Positive Control (Exact Diagnostics, Fort Worth, TX) com rastreabilidade estabelecida
de acordo com o 12 Padrdo Internacional da OMS. Um painel de 9 membros foi preparado em plasma negativo para CMV agrupado em pools a fim
de criar um painel que abrangesse um intervalo de concentragdo de 8-1,7 logio Ul/mL. . O LSdQ do NeuMoDx CMV Quant Assay foi determinado
como sendo de 8,0 logio UlI/mL. As concentragbes do ensaio de CMV relatadas pelo NeuMoDx System em comparagdo com os valores esperados
sdo apresentadas na Figura 3.

Linearidade do teste de CMV da NeuMoDx

8

Conc. do NMDx CMV Quant Assay
(Logio Ul/mL)
-

0 2 4 6

o

Conc. esperada (Logio Ul/mL)

Figura 3: Linearidade do NeuMoDx CMV Quant Assay

Linearidade entre genétipos

A linearidade do NeuMoDx CMV Quant Assay em quatro gendtipos de CMV (gB1, gB2, gB3 and gB4) foi caracterizada testando cinco concentragdes
diferentes de cada gendtipo de CMV preparadas em plasma negativo para CMV agrupado em pools. Os niveis de alvos de CMV testados nesse
estudo dependiam da concentragdo do espécime original e, portanto, variaram entre os diferentes genétipos. O estudo foi realizado testando 6
réplicas de cada um dos 4 gendtipos em 5 concentragdes. A linearidade entre quatro gendtipos de CMV é apresentada na Tabela 4 e na Figura 4.

Tabela 4: Linearidade do NeuMoDx CMV Quant Assay entre gendtipos

Equacgdo de linearidade
Gendétipo y = Quantificacdo do NeuMoDx CMV Assay R?
x = Quantificagdo esperada
gB1 y =0,960x + 0,103 0,994
gB2 y = 0,989x + 0,009 0,996
gB3 y =1,023x + 0,099 0,967
gB4 y =0,968x + 0,004 0,992
NeuMoDx Molecular, Inc. 40600165-PTBR_E
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Figura 4: Linearidade do NeuMoDx CMV Quant Assay entre gendtipos

Especificidade analitica — Reatividade cruzada

A especificidade analitica foi demonstrada através da andlise de 35 organismos normalmente encontrados em espécimes de sangue/plasma, assim
como espécies filogeneticamente semelhantes ao CMV quanto a reatividade cruzada. Os organismos foram preparados em pools de 5-6
organismos e testados em alta concentragdo. Os organismos testados sdo apresentados na Tabela 5. Ndo foi observada reatividade cruzada com
nenhum dos organismos testados, confirmando a especificidade analitica de 100% do NeuMoDx CMV Quant Assay.

Tabela 5: Patdgenos usados para demonstrar a especificidade analitica

Organismos ndo alvo
Poliomavirus BK Adenovirus tipo 5 YIFUS herpes simplex Clostf/d/um Mycoplasma Streptocof:cus
tipo 1 perfringens pneumoniae pneumoniae
; . . . Virus herpes simple Enterococcus Neisseria Streptococcus
Virus Epstein-Barr Virus da hepatite C .I ! pes simpiex . u ssert P “
tipo 2 faecalis gonorrhoeae pyogenes
Virus h h . , . . . Propionibacteri . .
.|rus erpes humano Parvovirus B19 Virus varicela-zoster Escherichia coli ropionibacterium Aspergillus niger
tipo 6 acnes
Virus herpes human Klebsiell Imonell
.I Us herpes humano Virus JC HIV 1 ebsie a' sa 'o € ‘a Candida albicans
tipo 7 pneumoniae typhimurium
Virus herpes humano | Virus do papiloma HIV 2 Listeria Staphylococcus Cryptococcus
tipo 8 humano 16 monocytogenes aureus neoformans
Vir ilom hlamydi M rium hyl
Virus da hepatite B irus do papiloma Chla ydla' )'/cobacte iu Stqp yquccus
humano 18 trachomatis avium epidermidis

Especificidade analitica - Substancias interferentes, organismos comensais

O NeuMoDx CMV Quant Assay foi avaliado quanto a interferéncia na presenca de organismos nao alvo usando os mesmos pools de organismos
preparados para os testes de reatividade cruzada listados acima na Tabela 5. Plasma negativo para CMV foi misturado com os organismos
agrupados em pools de 4-7 e também com o alvo de CMV a uma concentragdo de 3 logio Ul/mL. Nenhuma interferéncia significativa foi observada
na presencga desses organismos comensais, conforme indicado pelo desvio minimo da quantificagdo em relagdo a espécimes de controle que ndo
continham agentes interferentes.

Especificidade analitica - Substancias interferentes, substancias endégenas e exégenas

O NeuMoDx CMV Quant Assay foi avaliado na presenca de substancias interferentes exdgenas e enddgenas tipicamente encontradas em espécimes
clinicos de plasma de CMV. Estas incluiam niveis anormalmente elevados de componentes sanguineos, assim como medicamentos antivirais
comuns, classificados na Tabela 6. Cada uma das substancias foi adicionada a plasma humano triado negativo para CMV misturado com
3 logio Ul/mL de CMV e as amostras foram analisadas quanto a interferéncia. Além disso, foi também analisado plasma em estado de doenga
comum associada a infegdo por CMV quanto a possivel interferéncia. A concentragdo e a tendéncia médias de todas as substancias testadas em
comparagdo com amostras de controle misturadas com o mesmo nivel de CMV sdo relatadas na Tabela 7. Nenhuma das substancias exdgenas e
enddgenas afetou a especificidade do NeuMoDx CMV Quant Assay.
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Tabela 6: Testes de interferéncia — Agentes exdgenos (classificagdes de medicamentos)

Nome do
Nome do medicamento Classificagdo . Classificagdo
Pool Pool medicamento
Azatioprina Imunossupressor Trimetoprima Antibidtico
Ciclosporina Imunossupressor Vancomicina Antibidtico
- <
_8 Foscarnet Antiviral (Herpesviridae) _8 Tacrolimus Imunossupressor
[ [
Ganciclovir Antiviral (CMV) Everolimus Imunossupressor
Cloridrato de Clavulanato de
. . Antiviral (CMV) .. Antibidtico
valganciclovir potéssio
Prednisona Corticosteroide/Imunossupressor Famotidina Antagonls.ta do .receptor de
histamina
~ Cidofovir Antiviral (CMV) Sulfametoxazol Antibidtico
§ Cefotetan Antibidtico (amplo espectro) % Valaciclovir Antiviral (Herpesviridae)
<)
Cefotaxima Antibidtico (amplo espectro) (=5 Letermovir Antiviral (CMV)
Fluconazol Antifungico Ticarcilina dissddica Antibidtico
Micofenolato mofetil Imunossupressor Leflunomida Imunossupressor
Micofenolato de sddio Imunossupressor
o
E Piperacilina Antibidtico
o
Sirolimus/Rapamicina Imunossupressor
Tazobactam Antibiético modificado
Tabela 7: Testes de interferéncia — Agentes exdgenos e enddgenos
Conc. média Tendéncia
Enddgenos
logio Ul/mL logio Ul/mL
Hemoglobina 2,97 0,07
Triglicérides 3,03 0,13
Bilirrubina 3,01 0,11
Albumina 2,88 -0,02
Conc. média Tendéncia
Exégenos (medicamentos)
logio Ul/mL logio Ul/mL
Pool 1: Azatioprina, Ciclosporina, Foscarnet, Ganciclovir, Cloridrato de 788 0,02
valganciclovir ! !
Pool 2: Prednisona, Cidofovir, Cefotetan, Cefotaxima, Fluconazol 2,91 0,01
Pool 3: Micofenolato mofetil, Micofenolato de sddio, Piperacilina, 208 0,08
Sirolimus/Rapamicina, Tazobactam ’ ’
Pool 4: Trimetoprima, Vancomicina, Tacrolimus, Everolimus, Clavulanato 3.05 015
de potassio ! !
Pool 5: Famotidina, Sulfametoxazol, Letermovir, Valaciclovir, Ticarcilina
. - 2,87 -0,03
dissddica, Leflunomida
Conc. média Tendéncia
Estado de doenga
logio Ul/mL logio Ul/mL
Anticorpo antinuclear (AAN) 2,90 0,00
LUpus eritematoso sistémico (LES) 3,04 0,14
Artrite reumatoide 2,99 0,09
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Precisdo intralaboratorial

A precisdo do NeuMoDx CMV Quant Assay foi determinada testando 3 réplicas de um painel de 4 membros de espécimes de CMV preparados com
Exact CMV Positive Control (Exact Diagnostics, Fort Worth, TX) duas vezes por dia, usando dois NeuMoDx 288 Systems e um NeuMoDx 96 System
ao longo de 12 dias. Foram caracterizadas as precisdes intraensaio, intradiaria e intrassistema, e o desvio-padrdo global foi determinado como
sendo < 0,15 logio Ul/mL. Foi demonstrada uma precisdo excelente entre sistemas, dias ou execu¢des, conforme apresentado na Tabela 8. A
precisdo entre operadores nao foi determinada, pois o operador ndo desempenha um papel significativo no processamento de amostras utilizando
o NeuMoDx System.

Tabela 8: Precisdo intralaboratorial = NeuMoDx CMV Quant Assay em NeuMoDx Systems

conc.g:n?llvo e CO"C-C'::\';"E' e . D,P . DP,, . . bp . (intralach:'atoriaI)
[logso UI/mL] [logzo Ul/mL] intrassistema intradiario | intraensaio geral
5,7 5,64 0,09 0,09 0,07 0,13
4,7 4,58 0,10 0,10 0,08 0,14
3,7 3,60 0,09 0,09 0,07 0,12
2,7 2,62 0,13 0,13 0,10 0,15

Reprodutibilidade lote a lote

A reprodutibilidade lote a lote do NeuMoDx CMV Quant Assay foi determinada usando trés lotes diferentes dos principais reagentes — NeuMoDx
Lysis Buffer 1, NeuMoDx Extraction Plates e NeuMoDx CMV Quant Test Strips. Um painel de 4 membros de CMV preparado com Exact CMV Control
foi usado para avaliar o desempenho. Os testes foram realizados usando trés lotes dos reagentes em trés sistemas ao longo de 6 dias. A variagdo
intralote e entre lotes foi analisada e os resultados sdo apresentados na Tabela 9. A tendéncia global maxima foi de 0,12 logio Ul/mL e o DP global
maximo foi de 0,39 logio Ul/mL. Foi demonstrada equivaléncia de desempenho entre lotes, uma vez que a quantificacdo de todos os membros do
painel estava dentro das especificagdes de tolerancia.

Tabela 9: Reprodutibilidade lote a lote — NeuMoDx CMV Quant Assay

Conc. de alvo Conc. média de N DP entre DP
de CMV cMV ’('Resultados Tendéncia lotes DP intralote o]
[log1o Ul/mL] [log1o Ul/mL] validos por lote)
57 5,65 36 0,05 0,27 0,15 0,31
4,7 4,63 36 0,07 0,22 0,13 0,26
3,7 3,58 36 0,12 0,34 0,18 0,39
2,7 2,64 36 0,06 0,12 0,14 0,18

Eficacia do controle

O controle de processo de amostras 1 (Sample Process Control 1, SPC1) esta incluido no NeuMoDx CMV Quant Assay para reportar falhas nas
etapas do processo ou inibigdo que afeta o desempenho do ensaio. A eficacia foi testada em condigGes representativas de falhas criticas nas etapas
do processo que poderiam potencialmente ocorrer durante o processamento das amostras e podem ndo ser detectadas pelos sensores de
monitoramento de desempenho do NeuMoDx System. Os espécimes positivos (a 3 logio Ul/mL) e negativos foram contestados na presenga de um
controle nas seguintes condi¢Ges: presenca de inibidor, sem aplicagdo de solugdo de lavagem e sem expulsdo da solugdo de lavagem. As
ineficiéncias do processo que tiveram um efeito adverso na detec¢do/quantificacdo de CMV foram refletidas pelo desempenho do alvo de SPC1,
conforme apresentado na Tabela 10. Em todos os casos testados, foi demonstrado que ou o controle de processo de amostras monitorou as
ineficiéncias do processo e a presenca de inibidores adequadamente ou a ineficiéncia prevista do processo ndo teve um efeito adverso significativo
na detecgdo do SPC1 nem na detecgdo e quantificagdo de CMV. Por este motivo, o SPC1 demonstrou ser bem-sucedido na monitorizagdo eficaz do
desempenho do ensaio no NeuMoDx System.

Tabela 10: Eficacia do controle de processo de amostras

Falha nas etapas do Estado de amplificacdo do Estado de amplificacdo do Resultado do ensaio
processo testada controle de processo de amostra 1 alvo de CMV
Presence of Inhibitor Not Amplified

Not Amplified (Ndo amplificado) Unresolved (Ndo resolvido)

(Presenca de inibidor)
No Wash Delivered (Sem

(Ndo amplificado)

fornecimento da solugdo Not Amplified (Ndo amplificado) ':IOt Amp.“.ﬁed Unresolved (N3o resolvido)
(Ndo amplificado)
de lavagem)
No Wash Blowout (Sem Positive (Positivo) com
expulsdo da solugdo de Amplified (Amplificado) Amplified (Amplificado) quantificagdo dentro de
lavagem) 0,3 logi0 Ul/mL do controle
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Taxa de resultados validos

Uma analise retrospectiva dos dados obtidos durante a avaliagdo de desempenho do NeuMoDx CMV Assay nos NeuMoDx Systems foi usada para
determinar o percentual de resultados validos. Os resultados de teste vélidos sdo relatados como Positive (Positivo) ou Negative (Negativo); os
resultados de teste invalidos podem ser relatados ou como Indeterminate (Indeterminado, IND) ou Unresolved (N&o resolvido, UNR) com base no
estado de amplificagdo do alvo e do controle de processo de amostras. Uma determinagdo IND (Indeterminado) é normalmente causada por um
erro do instrumento que leva a uma falha na amplificacdo do alvo e/ou do controle de processo interno. Uma determinagdo UNR (N&o resolvido)
é atribuida a amostras quando tanto o alvo como o controle de processo interno ndo sdo amplificados quando ndo é detectada uma falha do
instrumento. Foram incluidos 1.100 resultados individuais do NeuMoDx CMV Quant Assay na andlise retrospectiva, incluindo dados obtidos com
os NeuMoDx 288 e NeuMoDx 96 Systems. A taxa de UNR (N3o resolvido) foi determinada como sendo de 0,91% (10/1100) e a taxa de IND
(Indeterminado) foi determinada como sendo de 0,36% (4/1100), satisfazendo assim os critérios de aceitagdo da analise. Desta forma, foi concluido
que a taxa de resultados validos do NeuMoDx CMV Assay nos NeuMoDx Systems foi de 98,7% com um IC de 95% de (97,9-99,2).

Contaminagdo cruzada

A taxa de contaminagdo cruzada do NeuMoDx CMV Quant Assay foi determinada testando trés conjuntos de espécimes de CMV incluindo
espécimes alto positivos e negativos alternados. No total, isso envolveu a testagem de 108 réplicas de plasma negativo para CMV e de 108 réplicas
de um plasma misturado com CMV a 6,0 logio Ul/mL. Todas as 108 réplicas do espécime negativo foram relatadas como negativas, demonstrando
a auséncia de contaminagdo cruzada durante o processamento das amostras no NeuMoDx System.

Equivaléncia da matriz de espécimes

Foram realizados testes para demonstrar a equivaléncia da matriz de espécimes entre sangue total coletado em tubos de coleta com acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) e com acido-citrato-dextrose (ACD) para o preparo do plasma. Testes adicionais foram realizados para
determinar a equivaléncia entre espécimes de plasma frescos e congelados (coletados nos dois tipos de tubo). Os espécimes recém-colhidos foram
mantidos a 4°C até serem enriquecidos com trés niveis de CMV e testados em relagdo a equivaléncia. Em seguida, as amostras foram congeladas
por no minimo 24 horas a -20 ‘C. Apds esse periodo de armazenamento congelado, os espécimes foram descongelados e testados novamente. Os
resultados dos espécimes de plasma frescos vs. congelados e dos espécimes em EDTA vs. ACD foram comparados quanto a sua equivaléncia por
meio de uma andlise de regressdo. Os dados demonstraram uma equivaléncia excelente entre espécimes de plasma em EDTA e ACD e entre
espécimes de plasma frescos e congelados, com declives entre 0,02 e 1,0 e uma tendéncia (interse¢do) muito baixa, conforme apresentado na
Tabela 11 abaixo.

Tabela 11: Equivaléncia da matriz de espécimes

R ACD vs K2EDTA Frescos vs congelados
Requisito de parametro
Fresco Congelado ACD EDTA
Declive [0,9-1,1] 1,000 0,982 1,014 1,000
Intersecdo [< 0,5 logio Ul/mL] -0,050 0,018 -0,061 0,020
Valor p > 0,05 0,848 0,644 0,895 0,631

Comparagao de métodos clinicos

0 desempenho quantitativo do NeuMoDx CMV Quant Assay foi avaliado em comparagdo com ensaios comparativos aprovados pela FDA/CE
testando espécimes clinicos ndo diluidos de pacientes infectados com CMV. Os testes foram realizados internamente na NeuMoDx através de
um estudo simples cego de espécimes clinicos residuais desidentificados obtidos de quatro laboratérios de referéncia externos. No total, 284
espécimes de plasma foram processados usando o NeuMoDx CMV Quant Assay de forma cega (simples) em varios NeuMoDx Molecular Systems.

Os erros de processamento e de sistema obtidos nos NeuMoDx Molecular Systems foram minimos e satisfizeram os critérios. No total, 3 resultados
Indeterminate (Indeterminado, IND) foram obtidos para as amostras, resultando em uma taxa de IND (Indeterminado) inicial global de 1% com IC
de 95% (0,27-3,32%). Ndo havia volume suficiente para reprocessar esses 3 espécimes no fluxo de trabalho normal. Inicialmente, foram obtidos
10 resultados Unresolved (N&o resolvido, UNR), porém, seguindo o procedimento recomendado do CMV Quant Assay de preparar uma diluigdo
1:10 em Basematrix para resultados UNR (N&o resolvido), foram obtidos resultados vélidos apds a repetigdo dos testes de todas as 10 amostras
UNR (N3o resolvido) diluidas adequadamente. Assim, a taxa total de erros de processamento foi de 1,06% com IC de 95% (0,27%—3,3%) devido aos
resultados Indeterminate (Indeterminado) que ndo puderam ser testados novamente por causa do volume insuficiente.

Houve 4 amostras que geraram um sinalizador Quantitation Error (Erro de quantificacdo) e 3 das 4 puderam ser testadas novamente de acordo
com o procedimento recomendado usando uma diluigdo 1:10 da amostra em Basematrix a fim de obter um resultado quantitativo valido. Dos 283
resultados validos obtidos no estudo, 129 amostras foram relatadas como Positive (Positivo) pelo NeuMoDx CMV Assay, com os valores de
concentragdo correspondentes atribuidos pelos testes de referéncia. Para seis dessas amostras, o teste de referéncia relatou que cinco estavam
abaixo do LIdQ e uma estava acima do LSdQ; assim, um total de 123 amostras teve valores de concentracdo correspondentes atribuidos pelo
NeuMoDx CMV Quant Assay e pelos testes de referéncia CE-IVD, que foram usados para a analise de correlagdo quantitativa. Foram usadas andlises
de regressdo de Deming e de Passing-Bablok para estabelecer a correlagdo entre os valores de concentragdo do NeuMoDx CMV Assay e os valores
relatados pelos testes de referéncia.
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Foram gerados graficos de equivaléncia para representar a correlagdo entre as concentragdes do NeuMoDx CMV Quant Assay e os valores de
concentragdo dos testes de referéncia para todas as amostras testadas usando o ajuste de regressdo de Deming e o ajuste de Passing-Bablok,
apresentados na Figura 5.

Regressao da conc. do NMDx por conc. de teste de referéncia Conc. de teste de referéncia/residuais
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Figura 5: Graficos de equivaléncia (d esquerda) e residual (a direita) — Andlise cumulativa (em ambos os NeuMoDx Systems) dos
resultados do NeuMoDx CMV Quant Assay em comparagdo com resultados de teste de referéncia de TODAS as
amostras com base na analise de regressdo de Passing-Bablok.

A qualidade do ajuste de regressdo de Deming é ilustrada por um coeficiente de declive de 1,1 com um IC de 95% de (1,0-1,2) e uma interse¢do
(tendéncia) de -0,18 com um IC de 95% de (-0,39, 0,03), demonstrando que os resultados de concentracdo obtidos entre o NeuMoDx CMV Quant
Assay e os testes de referéncia estdo altamente correlacionados e possuem uma tendéncia aceitdvel. A qualidade do ajuste linear de Passing-
Bablok é ilustrada por um coeficiente de declive de 1,1 com um IC de 95% de (1,0, 1,2) e uma intersegdo (tendéncia) de -0,24 com um IC de 95%
de (-0,51, 0,06), demonstrando que os resultados de concentragdo obtidos entre o NeuMoDx CMV Quant Assay e os testes de referéncia estdo
altamente correlacionados e possuem uma tendéncia aceitavel, conforme mostrado na Tabela 12.

Tabela 12: Resumo da analise de regressao linear de Deming e de Passing-Bablok

Andlise de Deming Andlise de Passing-Bablok
Interse¢do Coeficiente de declive Intersegdo Coeficiente de declive
-0,18 1,1 0,24 1,1
IC de 95% (-0,39, 0,03) IC de 95% (1,0, 1,2) IC de 95% (-0,51, 0,06) IC de 95% (1,0, 1,2)
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MARCAS

NeuMoDx™ é uma marca da NeuMoDx Molecular, Inc.

NeuDry™ é uma marca da NeuMoDx Molecular, Inc.

TagMan® é uma marca registrada da Roche Molecular Systems, Inc.

Todos os outros nomes de produtos, marcas e marcas registradas que possam aparecer neste documento sdo propriedade de seus respectivos
proprietarios.
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