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CUIDADO: Apenas para exportagdo dos EUA

Para utilizacdo em diagndstico in vitro no NeuMoDx 288 e NeuMoDx 96 Molecular System
[E Para obter mais informagdes sobre atualizagdes do folheto informativo, aceder a: www.qgiagen.com/neumodx-ifu

Para obter instrucdes detalhadas, consultar o Manual do Operador NeuMoDx 288 Molecular System; P/N 40600108
Para obter instrugdes detalhadas, consultar o Manual do Operador NeuMoDx 96 Molecular System; P/N 40600317

UTILIZAGAO PREVISTA

O NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 é um teste in vitro automatizado de amplificagdo de acidos nucleicos para a quantificagdo de ADN do virus
Epstein-Barr humano (EBV) em plasma com EDTA de pacientes transplantados imunocomprometidos.

O NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 como implementado no NeuMoDx 288 Molecular System e no NeuMoDx 96 Molecular System integra a extragdo
automatizada do ADN para isolar os acidos nucleicos-alvo do espécime e PCR em tempo real, tendo como alvo duas regides altamente conservadas
do genoma do EBV.

O ensaio destina-se a ser utilizado como um auxiliar na monitorizagdo de niveis de ADN do EBV no sangue periférico para avaliar a resposta ao
tratamento viral. Este ensaio destina-se a ser utilizado em conjunto com a apresentagdo clinica e outros marcadores de laboratério da progressdo
da doenga para a gestdo e monitorizagdo clinicas da infeg¢do por EBV.

O ensaio ndo se destina a ser utilizado como teste de rastreamento para a presenca de ADN do EBV no sangue ou em produtos sanguineos. O
NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 destina-se a ser utilizado por pessoal de laboratdrios clinicos qualificado especificamente formado e treinado nas
técnicas de procedimentos de diagnéstico de PCR em tempo real e in vitro e/ou em NeuMoDx Molecular Systems. O NeuMoDx EBV Quant Assay
2.0 ndo se destina a ser utilizado em autotestes ou no local de prestagdo de cuidados.

RESUMO E EXPLICAGAO

O sangue total humano colhido em tubos de colheita de sangue esterilizados que contém EDTA como agente anticoagulante pode ser utilizado
para a preparagdo de plasma. Para iniciar o teste, o plasma num tubo de espécime compativel com o NeuMoDx System é colocado num
transportador de tubos de espécime e carregado na mesa de trabalho do NeuMoDx System. Por cada espécime, uma aliquota de 550 pL da amostra
de plasma é misturada com o NeuMoDx Lysis Buffer 1 e o NeuMoDx System desempenha automaticamente todos os passos necessarios para
extrair o acido nucleico-alvo, preparar o ADN isolado para a amplificagdo PCR em tempo real e, se presentes, amplificar e detetar os produtos de
amplificacdo (duas regides altamente conservadas no genoma do EBV). O NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 inclui um controlo de processo de
amostra (Sample Process Control, SPC1) de ADN para ajudar a monitorizar a presenga de possiveis substancias inibidoras e falhas do reagente ou
do NeuMoDx System que podem acontecer durante o processo de extragdo e amplificagdo.

O EBV é um virus comum de ADN de cadeia dupla da familia de virus de herpes humano que infeta pessoas de todas as idades. Estima-se que uma
percentagem > 90% dos individuos em todo o mundo esteja ou tenha sido infetada com o EBV.! O EBV é propagado através de fluidos corporais
como saliva, sangue, sémen e transplante de 6rgdos. Muitas pessoas sdo infetadas com EBV na infancia. Estes individuos, embora infetados por
EBV, sdo geralmente assintomaticos. Os individuos imunocomprometidos podem desenvolver sintomas e complicagdes mais graves com a infegdo
por EBV. A infegdo latente por EBV apresenta maior risco para pacientes transplantados. As doengas linfoproliferativas pos-transplante (DLPT)
incluem a formagdo de tumores associados ao EBV em células B devido ao efeito de agentes imunossupressores no controlo imunitdrio do EBV,
uma das causas mais significativas de morbidade e mortalidade em pacientes submetidos a transplante de qualquer érg3o.?

A monitorizagdo da carga viral do EBV pode ser utilizada para auxiliar no diagnodstico e gestdo da DLPT associada ao EBV. Contudo, o diagndstico
deve ser realizado através de bidpsia. A monitorizagdo da carga viral do EBV pode ainda ser utilizada para monitorizar a resposta ao tratamento da
DLPT associada ao EBV, geralmente com Rituximab e uma reduc¢io na terapia imunossupressora.?

PRINCiPIOS DO PROCEDIMENTO

O NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 no NeuMoDx System utiliza NeuMoDx EBV Quant Test Strip 2.0, NeuMoDx EBV Calibrators, NeuMoDx EBV External
Controls, NeuMoDx Lysis Buffer 1 e reagentes de utilizagdo geral NeuMoDx para realizar a analise. O NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 combina extragdo de
ADN automatizada, amplificagdo e detegdo por PCR em tempo real. Os espécimes de sangue total sdo colhidos em tubos EDTA para a preparagdo de plasma.
O espécime de plasma, num tubo de espécime compativel com o NeuMoDx System, é colocado no transportador de tubos de espécime e carregado na
mesa de trabalho do NeuMoDx System para processamento. Ndo é necessaria intervengdo adicional do operador.

Os NeuMoDx Systems utilizam uma combinagdo de calor, enzimas liticas e reagentes de extragdo para desempenhar automaticamente a lise
celular, a extragdo de ADN e a remocgdo de inibidores. Os acidos nucleicos libertados sdo capturados por microsferas de afinidade magnética. As
microsferas, com os acidos nucleicos ligados, sdo carregadas no NeuMoDx Cartridge, onde componentes ndo ADN e ndo ligados sdo retirados por
lavagem através do NeuMoDx Wash Reagent e o ADN ligado é eluido utilizando o NeuMoDx Release Reagent. Os NeuMoDx Systems utilizam o
ADN eluido para reidratar os reagentes de amplificagdo NeuDry™ patenteados que contém todos os elementos necessarios para a amplificagdo
PCR dos alvos especificos do EBV e SPC1. Apds a reconstituigdo de reagentes NeuDry PCR, o NeuMoDx System dispensa a mistura preparada e
pronta para PCR no NeuMoDx Cartridge. A amplificagdo e a dete¢do das sequéncias de ADN de controlo e alvo (se presentes) ocorrem na camara
de PCR do NeuMoDx Cartridge. O NeuMoDx Cartridge foi também concebido para conter o amplicdo decorrente de PCR em tempo real, eliminando
essencialmente o risco de contaminagdo apds a amplificagdo.

O NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 tem como alvo duas regides altamente conservadas, BALF5 e BXFL1, no genoma do EBV. A concegdo de duplo
alvo reduz o risco de resultados falso-negativos em caso de mutagdo numa regido alvo, aumentando assim a robustez do ensaio. Os alvos
amplificados sdo detetados em tempo real utilizando quimica de sondas de hidrdlise (habitualmente referida como quimica TagMan®), utilizando
moléculas de sonda fluorogénica de oligonucleotideos especificas dos amplicdes para os respetivos alvos.
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As sondas TagMan consistem num fluoréforo covalentemente ligado a extremidade 5' da sonda de oligonucleotideos e a um supressor na
extremidade 3'. Enquanto a sonda estiver intacta, o fluoréforo e o supressor estdo préximos, o que faz com que a molécula supressora suprima a
fluorescéncia emitida pelo fluoréforo via transferéncia ressonante de energia por fluorescéncia (Forster Resonance Energy Transfer, FRET).

As sondas TagMan foram concebidas de forma a hibridizar dentro de uma regido de ADN amplificada por um conjunto especifico de iniciadores. A
medida que a polimerase Taq de ADN expande o iniciador e sintetiza a nova cadeia, a atividade exonuclease 5' a 3' da polimerase Taq de ADN
degrada a sonda que foi hibridizada com o modelo. A degradagdo da sonda liberta o fluoréforo e provoca a perda de proximidade com o supressor,
ultrapassando assim o efeito de supressdo devido ao FRET e permitindo a detegdo de fluorescéncia do fluoréforo. O sinal de fluorescéncia
resultante detetado é diretamente proporcional ao fluoréforo libertado e pode ser correlacionado com a quantidade de ADN alvo presente.

Uma sonda TagMan marcada com um fluoréforo (excitagdo: 490 nm e emissdo: 521 nm) na extremidade de 5’ e um supressor de fluorescéncia na
extremidade de 3’ sdo utilizados para detetar os alvos de ADN de EBV. Para deteg¢do do SPC1, a sonda TagMan é marcada com um marcador
fluorescente alternativo (excitagdo: 535 nm e emissdo: 556 nm) na extremidade de 5' e um supressor de fluorescéncia na extremidade de 3'. O
software do NeuMoDx System monitoriza o sinal fluorescente emitido pelas sondas TagMan no final de cada ciclo de amplificagdo. Quando a
amplificacdo estiver concluida, o software do NeuMoDx System analisa os dados e comunica um resultado (POSITIVE [POSITIVO]/NEGATIVE
[NEGATIVO]/INDETERMINATE [INDETERMINADO]/NO RESULT [SEM RESULTADOS]/UNRESOLVED [NAO RESOLVIDO]). Se um resultado for POSITIVE
(POSITIVO), o software do NeuMoDx System também fornece um valor quantitativo associado a amostra ou comunica se a concentragdo calculada
estiver fora do intervalo linear.

WREAGENTES/CONSUMI'VEIS

Material fornecido
REF Contetido UnidLacfes por Test.es por TesLtels por
en gem unidade en gem
NeuMoDx EBV Quant Test Strip 2.0
201501 Reagentes de RT-PCR secos contendo iniciadores e sonda TagMan especificos de EBV 6 16 96
e SPC1.
Materiais necessdrios, mas ndo fornecidos (disponibilizados em separado pela QIAGEN)
REF Contetido
NeuMoDx EBV Calibrators
800501 Conjuntos de utilizagdo unica de calibradores altos e baixos de EBV para estabelecer a validade da curva-padréo

(1 frasco de cada controlo = 1 conjunto)

NeuMoDx EBV External Controls
900502 Conjuntos de utilizagdo unica de controlos de EBV baixo-positivos, alto-positivos e negativos para estabelecer a validade didria
do NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 (1 frasco por cada controlo = 1 conjunto)

NeuMoDx Extraction Plate

100200 , (e . .
Particulas paramagnéticas, enzimas liticas e controlos de processo de amostra secos

400500 NeuMoDx Lysis Buffer 1

400100 NeuMoDx Wash Reagent

400200 NeuMoDx Release Reagent

100100 NeuMoDx Cartridge

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

235905 Pontas Hamilton CO-RE/CO-RE Il (1000 pL) com filtros

Instrumentos necessdrios
NeuMoDx 288 Molecular System [REF 500100] ou NeuMoDx 96 Molecular System [REF 500200]
NeuMoDx System Software versdo 1.9.2.6 ou posterior

& @ AVISOS E PRECAUGOES

A NeuMoDx EBV Quant Test Strip 2.0 destina-se apenas para utilizagdo em diagndstico in vitro com os NeuMoDx Systems.

. N3o utilizar os reagentes ou consumiveis depois da data de validade indicada.

. Ndo utilizar quaisquer reagentes que tenham o selo de seguranga aberto ou cuja embalagem tenha sido danificada ao chegar ao destino.

. N3o utilizar consumiveis ou reagentes cuja bolsa protetora tenha sido aberta ou danificada ao chegar ao destino.

. Deve estar disponivel uma calibragdo de teste vélida (gerada através do processamento de calibradores altos e baixos NeuMoDx EBV
Calibrators [REF 800501]) antes de os resultados de teste poderem ser criados para as amostras clinicas.

. E necessario processar NeuMoDx EBV External Controls [REF 900502] a cada 24 horas ao longo da testagem com o NeuMoDx EBV Quant
Assay 2.0.

. O volume minimo de espécime de aliquotas secundarias de plasma com EDTA encontra-se detalhado a seguir na secgdo Preparagdo para

teste. Volumes inferiores ao minimo especificado poderdo resultar num erro "Quantity Not Sufficient" (Quantidade insuficiente).
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A utilizacdo de espécimes armazenados a temperaturas inadequadas ou para além dos periodos de armazenamento especificados poderd
produzir resultados invalidos ou erréneos.

Evitar a contaminagdo microbiana e por ribonuclease (DNase) de todos os reagentes e consumiveis. E recomendada a utilizagdo de pipetas
de transferéncia descartaveis, estéreis e isentas de DNase ao utilizar tubos secundarios. Utilizar uma nova pipeta para cada espécime.

Para evitar a contaminagdo, ndo manusear nem destruir um NeuMoDx Cartridge apds a amplificagdo. Ndo recuperar NeuMoDx Cartridges
do contentor de residuos de risco biolégico (NeuMoDx 288 Molecular System) ou do recipiente de residuos de risco bioldgico (NeuMoDx
96 Molecular System) em quaisquer circunstancias. O NeuMoDx Cartridge foi concebido para prevenir a contaminagéao.

Nos casos em que sdo também realizados testes de PCR em tubo aberto pelo laboratério, é necessario ter especial cuidado para que a
NeuMoDx EBV Quant Test Strip 2.0, os consumiveis e reagentes adicionais necessarios para teste, o equipamento de protegdo individual
como luvas e batas de laboratério e o NeuMoDx System ndo sejam contaminados.

Devem ser utilizadas luvas de nitrilo, sem pé e limpas durante o manuseio de reagentes e consumiveis NeuMoDx. E necessario ter especial
cuidado para ndo tocar na parte superior da superficie do NeuMoDx Cartridge, na superficie da pelicula de aluminio da NeuMoDx EBV Quant
Test Strip 2.0 e da NeuMoDx Extraction Plate ou na parte superior da superficie do contentor do NeuMoDx Lysis Buffer. O manuseamento
dos consumiveis e reagentes deve ser feito tocando apenas nas superficies laterais.

Existem fichas de dados de seguranga (FDS) disponiveis para cada reagente (conforme aplicdvel) em www.giagen.com/neumodx-ifu.

Lavar muito bem as maos depois de realizar o teste.

N&o pipetar com a boca. Ndo fumar, beber ou comer em areas onde estiverem a ser manuseados espécimes ou reagentes.

Manusear sempre os espécimes como se fossem infeciosos e de acordo com procedimentos laboratoriais seguros, tal como os descritos na
publicacdo Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories* e no documento M29-A4 do CLSI.®

Ao trabalhar com quimicos, usar sempre uma bata de laboratério, luvas descartaveis e dculos de protegdo. Para mais informagdes, consultar
as fichas de dados de seguranca (FDS) relevantes.

Descartar reagentes ndo utilizados e residuos em conformidade com os regulamentos nacionais, federais, regionais, estaduais e locais.
Seguir as recomendacdes da Ficha de dados de seguranca (FDS).

NeuMoDx EBV Quant Test Strip 2.0

Contém: acido borico. Perigo! Provoca irritagdo ocular grave. Pode prejudicar a fertilidade ou o nascituro. Obter
instrugdes especiais antes da utilizagdo. Ndo manusear até ter lido e compreendido todas as precaugdes de
seguranca. Usar luvas de prote¢do/vestuario de prote¢do/protecdo ocular/protegdo facial. EM CASO DE exposi¢do
ou suspeita de exposi¢do: Procurar assisténcia/aconselhamento médico. Armazenar num local totalmente seguro.
Eliminar o conteddo/recipiente num local de eliminag&o de residuos aprovado.

Informagées de emergéncia
CHEMTREC
Fora dos EUA e Canada +1 703-527-3887

g ARMAZENAMENTO, TRATAMENTO E ESTABILIDADE DO PRODUTO

1.

As NeuMoDx EBV Quant Test Strips 2.0 permanecem estaveis dentro da embalagem primaria até a data de validade indicada na etiqueta
do produto, quando armazenadas a temperaturas entre 15 e 28 °C.

Uma vez carregada, a NeuMoDx EBV Quant Test Strip 2.0 pode permanecer a bordo do NeuMoDx System durante 14 dias. O prazo de
validade restante de tiras de teste carregadas é controlado pelo software e comunicado ao utilizador em tempo real. O sistema ird solicitar
a remogdo das tiras de teste que tenham sido utilizadas para além do periodo permitido.

Apesar de os NeuMoDx EBV Calibrators e os NeuMoDx EBV External Controls ndo serem infeciosos, devem ser descartados no recipiente
de residuos de risco bioldgico do laboratério apds a utilizagdo para reduzir o risco de contaminagdo.

COLHEITA, TRANSPORTE E ARMAZENAMENTO DE ESPECIMES

Manuseie todos os espécimes como se fossem passiveis de transmitir agentes infeciosos.
N&o congele espécimes de sangue total ou quaisquer outros armazenados em tubos primarios.
Para preparar espécimes de plasma, o sangue total deve ser colhido em tubos estéreis, utilizando EDTA como anticoagulante. Siga as
instrugdes do fabricante do tubo para colheita de espécimes.
0 sangue total colhido nos dispositivos listados acima deve ser armazenado e/ou transportado até 24 horas a temperaturas entre 2 °C e 25 °C, antes
da preparagdo do plasma. A preparagdo do plasma deve ser realizada de acordo com as instrugdes do fabricante.
Os espécimes de plasma preparados podem permanecer no NeuMoDx System até 8 horas antes do processamento. Se for necessario tempo
adicional de armazenamento, é recomendado que os espécimes sejam refrigerados ou congelados.
Os espécimes de plasma preparados devem ser armazenados a temperaturas entre 2 e 8 °C até 7 dias antes do teste e durante um maximo
de 8 horas a temperatura ambiente.
Os espécimes de plasma preparados podem ser armazenados a -20 °C até 8 semanas; as amostras de plasma ndo devem ser sujeitas a mais
do que 2 ciclos de congelamento/descongelamento antes de serem utilizadas.
1. Se os espécimes estiverem congelados, permitir que descongelem a temperatura ambiente (15 a 30 °C); agitar em vortex para gerar
uma amostra uniformemente distribuida. As amostras devem estar a temperatura ambiente antes de serem testadas.
2. Assim que as amostras congeladas estiverem descongeladas, o teste devera ocorrer num espaco de 8 horas.
Se os espécimes forem expedidos, estes devem ser embalados e rotulados em conformidade com os regulamentos nacionais e/ou
internacionais aplicaveis.
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INSTRUCOES DE UTILIZACAO

Preparagdo para teste

1.
2.

Aplicar a etiqueta de cddigo de barras de espécime a um tubo de espécime compativel com o NeuMoDx System, conforme descrito abaixo.

Transferir uma aliquota do espécime para um tubo de espécime com cddigo de barras compativel com o NeuMoDx System conforme os

volumes definidos abaixo:

Para espécimes de plasma:

. Transportador de tubos de espécime (32 tubos): 11-14 mm de didmetro e 60-120 mm de altura, volume minimo de enchimento > 750 pL

. Transportador de tubos de espécime (24 tubos): 14,5-18 mm de didmetro e 60—-120 mm de altura, volume minimo de enchimento
>1100 pL

. Transportador de tubos de espécime de baixo volume (32 tubos): Tubo de microcentrifuga com base cénica de 1,5 mL, volume minimo
de enchimento 2 650 pL

Operagdo do NeuMoDx System
Para obter instrugdes detalhadas, consulte os Manuais do Operador do NeuMoDx 288 e do 96 Molecular System (P/N 40600108 e 40600317)

1. Preencher um ou mais transportadores de tiras de teste NeuMoDx System com a(s) NeuMoDx EBV Quant Test Strip(s) 2.0 e utilizar o ecrd
tatil para carregar o(s) transportador(es) de tiras de teste no NeuMoDx System.

2. Se tal for solicitado pelo software do NeuMoDx System, adicionar os consumiveis necessdrios aos transportadores de consumiveis do
NeuMoDx System e utilizar o ecra tatil para carregar o(s) transportador(es) no NeuMoDx System.

3. Se solicitado pelo software do NeuMoDx System, repor NeuMoDx Wash Reagent, NeuMoDx Release Reagent, esvaziar os residuos de iniciagdo, o
contentor de residuos de risco bioldgico (apenas NeuMoDx 288 Molecular System), o recipiente de residuos de pontas (apenas NeuMoDx 96
Molecular System) ou o recipiente de residuos de risco biolégico (apenas NeuMoDx 96 Molecular System), conforme apropriado.

4, Se tal for solicitado pelo software do NeuMoDx System, processar os Calibrators [REF 800501] e/ou os External Controls [REF 900502]
conforme necessdrio. Podem ser encontradas mais informagdes acerca dos calibradores e controlos na sec¢do Processamento de resultados.

5. Carregar o(s) tubo(s) de espécime no transportador de tubos de espécime e certificar-se de que as tampas e os esfregacos foram removidos
de todos os tubos.

6. Colocar os transportadores de tubos de espécime na prateleira do carregador automatico e utilizar o ecrd tatil para carregar os
transportadores no NeuMoDx System. Tal ird iniciar o processamento dos espécimes carregados para o(s) teste(s) identificado(s), desde
que esteja presente no sistema um pedido de teste valido.

LIMITAGOES

1. A NeuMoDx EBV Quant Test Strip 2.0 apenas pode ser utilizada em NeuMoDx Systems.

2. 0O desempenho da NeuMoDx EBV Quant Test Strip 2.0 foi estabelecido para espécimes de plasma preparados a partir de sangue total colhido
com EDTA como anticoagulante. A utilizagdo da NeuMoDx EBV Quant Test Strip 2.0 com outras fontes ndo foi avaliada e as caracteristicas
de desempenho sdo desconhecidas com outros tipos de espécimes.

3. Uma vez que a detegdo de EBV estd, geralmente, dependente do nimero de particulas virais presentes na amostra, a obtengdo de resultados
fidveis depende da colheita, do tratamento e do armazenamento adequados do espécime.

4. Podem ocorrer resultados erréneos devido a colheita, ao manuseamento ou ao armazenamento inadequados de espécimes, a erros técnicos
ou a mistura de tubos de espécime. Além disso, podem ocorrer falsos resultados negativos devido ao facto de o numero de particulas virais
presente na amostra estar abaixo do limite de dete¢do do NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0.

A operagdo do NeuMoDx System apenas pode ser realizada por pessoal com formagdo para utilizar o NeuMoDx System.

6. Se os alvos EBV e SPC1 ndo forem amplificados, é comunicado um resultado invélido (Indeterminate [Indeterminado] ou Unresolved [Ndo
resolvido]) e o teste devera ser repetido.

7. Se ocorrer um erro do sistema antes da conclusdo do processamento de amostras, serd comunicado "No Result" (Sem resultados) e o teste
devera ser repetido.

8. Se 0 ADN do EBV detetado estiver acima do LSdQ, o NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 pode ser repetido com uma aliquota diluida do espécime
original. E recomendada uma diluigdo de 1:100 ou 1:1000 em plasma negativo para EBV ou Basematrix 53 Diluent (Basematrix, SeraCare®,
Milford, MA). O sistema ird calcular automaticamente a concentragdo do espécime original da seguinte forma: Concentragdo original do
espécime = Logio (fator de dilui¢do) + concentragdo indicada da amostra diluida, desde que o fator de dilui¢cdo tenha sido corretamente
selecionado no software antes da repeticdo.

9. A presenga dos inibidores de PCR em plasma pode resultar num erro de quantificagdo do sistema; se isto ocorrer, é recomendavel repetir o
teste com o mesmo espécime diluido em Basematrix a 1:10 ou 1:100.

10.  Um resultado positivo indica a presenca de ADN de EBV.

11. Embora a possibilidade seja baixa, eliminagGes ou mutagdes nas regides conservadas visadas pelo NeuMoDx EBV Quant Assay podem afetar
a detegdo e/ou quantificagdo e originar um resultado incorreto.

12.  Osresultados do NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 podem ser utilizados como complemento as observagdes clinicas e outras informagdes a
disposi¢cdo do médico; o teste ndo foi concebido para o diagndstico da infegdo.

13.  S&o recomendadas boas praticas de laboratdrio, incluindo a troca de luvas entre o manuseamento de espécimes de pacientes para evitar a
contaminagdo.
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PROCESSAMENTO DE RESULTADOS

Os resultados disponiveis podem ser visualizados ou impressos a partir do separador "Results" (Resultados) na janela Results (Resultados) do ecr3
tatil do NeuMoDx System. Os resultados do NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 sdo gerados automaticamente pelo software do NeuMoDx System,
utilizando o algoritmo de decisdo e os parametros de processamento de resultados especificados no ficheiro de definicdo do NeuMoDx EBV Quant
Assay (EBV Quant ADF versdo 4.0.0 ou posterior). Um resultado do NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 pode ser reportado como Negative (Negativo),
Positive (Positivo) com uma concentragdo de ADN do EBV declarada, Indeterminate (Indeterminado), No Result (Nenhum resultado) ou Unresolved
(Ndo resolvido), de acordo com o estado de amplificagdo do alvo e do controlo de processo de amostra. Os resultados sdo comunicados com base
no algoritmo de decisdo de processamento de resultados do ADF, resumido na Tabela 1 abaixo.

Tabela 1: Interpretagdo de resultados do NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0

Controlo de processo de
Resultado Alvos de EBV amostra (Sample Process
Control 1, SPC1)

AMPLIFIED (AMPLIFICADO)
[2<Ct <28 AND (E) EPR > 1,3 AND (E)
Positive (Positivo) EP >1200] N/A (N/D)

OR (OV)
[28 < Ct < 38 AND (E) EP > 1200]

Positive (Positivo), acima do limite

superior de quantificagdo (LSdQ) [CONC] > 8,0 Log10 Ul/mL, SEM QUANT. N/A (N/D)
(Log10 Ul/mL)
Positive (Positivo), abaixo do limite
inferior de quantificagdo (LIdQ) [CONC] < 1,48 Log10 Ul/mL, SEM QUANT. N/A (N/D)
(Log10 Ul/mL)
NOT AMPLIFIED (NAO AMPLIFICADO)
N/A (N/D)
OR (OU) AMPLIFIED
[2<Ct<28 AND (E) EPR < 1,3 AND (E) (AMPLIFICADO)
Negative (Negativo) EP > 1200] [29<Ct<35
OR (OU) and (e)
[28 < Ct < 38 AND (E) EP > 1200] EP >2000]
OR (OU)
Ct>38
Not Amplified (Ndo amplificado), System Error Detected (Erro do
No Result (Sem resultados)* sistema detetado), Sample Processing Aborted (Processamento de

amostras interrompido)

Not Amplified (Ndo amplificado), System Error Detected (Erro do
Indeterminate (Indeterminado)* sistema detetado), Sample Processing Completed (Processamento de
amostras completo)

Not Amplified (Ndo amplificado), No System Error Detected (Nenhum
erro do sistema detetado)

EP = Fluorescéncia de ponto final; EPR = Relagdo de fluorescéncia de ponto final; C: = Limiar do ciclo;

Quant = quantidade calculada de EBV presente expressa em Logio Ul/mL. Ver Célculo do teste na secgdo abaixo.

* O System possui a capacidade adicional de Rerun/Repeat (Reexecutar/repetir) que permite o reprocessamento automatico em caso de

ocorréncia de um resultado invalido para minimizar atrasos na comunicagdo de resultados.

Unresolved (N&o resolvido)*

Calculo do teste: Amostras

1. Paraamostras dentro dointervalo linear do NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0, a concentragdo de ADN do EBV nas amostras é calculada utilizando
a curva-padrdo armazenada em conjunto com o coeficiente de calibragdo.
1. 0O "coeficiente de calibragdo" é calculado com base nos resultados dos NeuMoDx EBV Calibrators processados para estabelecer a validade

da curva-padrdo para cada lote de NeuMoDx EBV Quant Test Strips 2.0 num NeuMoDx System em particular.

2. O coeficiente de calibragdo é integrado automaticamente pelo sistema na determinagdo final da concentragdo de ADN do EBV.

2. Osresultados do NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 sdo comunicados em Ul/mL e Log10 Ul/mL.

3. A quantificagdo resultante das amostras desconhecidas é rastredvel de acordo com o 1.2 padrdo internacional da OMS para o virus
Epstein-Barr para técnicas de amplificagdo de acidos nucleicos.

Calculo do teste: Calibradores
E necessaria uma calibragdo vélida com base na curva-padrao para quantificar o ADN do EBV presente nos espécimes. Para gerar resultados validos,
deve ser concluida uma calibragdo de teste utilizando os calibradores fornecidos pela NeuMoDx Molecular, Inc.

1. Os NeuMoDx EBV Calibrators sdo fornecidos num kit [REF 800501] e contém alvo EBV encapsulado ndo infecioso preparado em Basematrix.
E necessario processar um conjunto de calibradores de EBV com cada novo lote de NeuMoDx EBV Quant Test Strips 2.0 se for carregado um
novo ficheiro de defini¢cdo de ensaio de EBV no NeuMoDx System, se o conjunto atual de calibradores estiver fora do prazo de validade
(definido em 90 dias) ou no caso de o software do NeuMoDx System ter sido modificado.

3. O software do NeuMoDx System ird notificar o utilizador quando os calibradores precisarem de ser processados; um novo lote de tiras de
teste ndo pode ser utilizado para teste até que os calibradores tenham sido processados com éxito.
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4. Avalidade da calibragdo é estabelecida da seguinte forma:
1. E necessario processar um conjunto de dois calibradores (alto e baixo) de forma a estabelecer a validade.
2. Paragerar resultados vélidos, pelo menos 2 das 3 réplicas devem originar resultados dentro dos parametros predefinidos. O alvo nominal
do calibrador baixo é de 3 Log10 Ul/mL e o alvo nominal do calibrador alto é de 5 Log10 Ul/mL.
3. E calculado um coeficiente de calibragdo para ter em conta a variagdo esperada entre lotes de tiras de teste; este coeficiente de calibracdo
é utilizado na determinagdo da concentragdo final de ADN do EBV.
5. Se um ou ambos os calibradores falharem na verificagdo de validade, repita o processamento dos calibradores que falharam utilizando um
novo frasco. No caso de um calibrador falhar a validade, é possivel repetir apenas o calibrador que falhou porque o sistema ndo necessita que
o utilizador processe novamente ambos os calibradores.
6. Se os calibradores falharem a verificagdo de validade uma segunda vez consecutiva, contactar a Assisténcia técnica QIAGEN.

Resultados invalidos

Se um NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 processado no NeuMoDx System ndo produzir um resultado valido, serd comunicado como Indeterminate
(Indeterminado), No Result (Sem resultado) ou Unresolved (N&o resolvido) com base no tipo de erro que ocorreu, e o teste deve ser repetido para
ser obtido um resultado vélido.

Caso seja detetado um erro do NeuMoDx System durante o processamento da amostra, serd comunicado um resultado Indeterminate
(Indeterminado). E recomendada a realiza¢do de um novo teste no caso de ser comunicado um resultado Indeterminate (Indeterminado).

Caso seja detetado um erro do NeuMoDx System, sera comunicado um resultado No Result (Sem resultado) e o processamento da amostra sera
interrompido. Recomenda-se repetir o teste caso seja comunicado um resultado No Result (Sem resultados).

Caso ndo seja detetado um alvo e ndo haja amplificagdo do controlo de processo de amostra, o que indica uma possivel falha do reagente ou a
presenga de inibidores, serd comunicado um resultado Unresolved (Ndo resolvido). Caso seja comunicado um resultado Unresolved (Ndo
resolvido), é recomendada, como primeiro passo, a realizagdo de um novo teste. Se o novo teste falhar, pode ser utilizado um espécime diluido
para mitigar os efeitos de uma possivel inibi¢do (ver a secgdo relativa as limitagdes para obter instrugdes mais detalhadas).

Consulte o Manual do operador do NeuMoDx 288 Molecular System (P/N: 40600108) ou o Manual do utilizador do operador do NeuMoDx 96
Molecular System (P/N: 40600317) para obter uma lista dos cédigos de erro que podem estar associados a resultados invélidos.

Controlo de qualidade

Os regulamentos locais geralmente especificam que o laboratdrio é responsével pelos procedimentos de controlo que monitorizam o rigor e
precisdo de todo o processo analitico e deve estabelecer o nimero, tipo e frequéncia dos materiais de controlo do teste, utilizando especificagées
verificadas de desempenho para um sistema de teste aprovado e ndo modificado.

Controlos externos

1. Os controlos externos que contém alvo EBV encapsulado ndo infecioso em Basematrix para controlos positivos ou Basematrix para controlos
negativos sdo fornecidos pela QIAGEN num kit que contém os NeuMoDx EBV External Controls [REF 900502].

2. Os controlos positivos e negativos externos precisam de ser processados uma vez a cada 24 horas. Se ndo existir um conjunto vélido de
controlos externos, o software do NeuMoDx System ira solicitar ao utilizador que processe esses controlos antes de poderem ser comunicados
os resultados da amostra:

NeuMoDx EBV External Controls Expected Co~ncentration Es.quema de cores da
(Concentragdo esperada) etiqueta

NeuMoDx EBV High Positive Control (C1EBV) 1,5E4 Ul/mL (4,18 Log1, Ul/mL) Vermelho

NeuMoDx EBV Low Positive Control (C2EBV) 150 Ul/mL (2,18 Log1o Ul/mL) Cinza

NeuMoDx EBV Negative Control (NCEBV) N/A (N/D) Preto

3. Ao processar controlos externos, colocar os controlos num transportador de tubos de espécime e utilizar o ecrd tatil para carregar o
transportador no NeuMoDx System a partir da prateleira do carregador automatico. O NeuMoDx System ira reconhecer os cédigos de barras
e iniciar os controlos de processamento, exceto quando ndo estiverem disponiveis os reagentes ou consumiveis necessarios para o teste.

4. Avalidade destes controlos externos ira ser avaliada pelo NeuMoDx System com base nos resultados previstos.

NeuMoDx EBV External Controls Resultado Quantitativo do EBV Resultado do SPC1
EBV POSITIVE (EBV POSITIVO)
[Conc] 3,68-4,68 Log1o Ul/mL
EBV POSITIVE (EBV POSITIVO)
[Conc] 1,58-2,78 Log1o Ul/mL

NeuMoDx EBV Negative Control (NCEBV) EBV NEGATIVE (EBV NEGATIVO) SPC1 Positivo

NeuMoDx EBV High Positive Control (C1EBV) SPC1 Positivo

NeuMoDx EBV Low Positive Control (C2EBV) SPC1 Positivo

5. O tratamento de resultados discrepantes de controlos externos deve ser realizado da seguinte forma:

1. Um resultado de teste Positive (Positivo) comunicado para uma amostra de controlo negativo pode indicar uma contaminagdo e os
procedimentos de controlo de qualidade do laboratério terdo de ser analisados para encontrar a causa raiz. Certifique-se de utilizar dreas
separadas para a preparagdo de amostras, tratamento de controlo e configuragdo de RT-PCR. Consultar o Manual do Operador do
NeuMoDx 288 Molecular System ou do 96 Molecular System para dicas adicionais sobre resolugdo de problemas.

2. Um resultado Negative (Negativo) para uma amostra de controlo positivo pode indicar um problema relacionado com o reagente ou com
o instrumento.
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3. Emambos os casos acima ou no caso de um resultado No Result (Sem resultado, NR), Unresolved (Ndo resolvido, UNR) ou Indeterminant
(Indeterminado, IND), repetir os controlos falhados com frascos recém-descongelados dos controlos que falharam o teste de validade.
4. Se o controlo externo positivo continuar a comunicar um resultado Negative (Negativo), contactar a assisténcia técnica da QIAGEN.
5. Se o controlo externo negativo continuar a comunicar um resultado Positive (Positivo), tentar eliminar todas as potenciais fontes de
contaminagdo, incluindo substituir todos os reagentes e repetir o processamento antes de contactar a assisténcia técnica da QIAGEN.
6. Se os controlos externos ndo fornecerem os resultados esperados, sera necessario repetir um conjunto de controlos positivo e negativo. Os
resultados de amostra ndo serdo comunicados se os controlos ndo fornecerem os resultados esperados.

7. O NeuMoDx System possui capacidade de Rerun/Repeat (Reexecucdo/Repeti¢do) automatica que pode ser utilizada pelo utilizador para
assegurar que um resultado INVALID (Invélido) é reprocessado automaticamente para minimizar atrasos na comunicag¢do de resultados.

Controlos (internos) de processamento de amostras

Um controlo de processo de amostra (SPC1) exdgeno estd integrado na NeuMoDx Extraction Plate e passa por todo o processo de extragdo do
4cido nucleico e de amplificagdo RT-PCR em tempo real com cada amostra/controlo/calibrador. Os iniciadores e a sonda especificos para o SPC1
estdo incluidos em cada NeuMoDx EBV Quant Test Strip 2.0. Este SPC1 permite que o NeuMoDx System monitorize a eficcia dos processos de
extragdo de ADN e de amplificagdo RT-PCR.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO
SENSIBILIDADE ANALITICA - Limite de detegdo

A sensibilidade analitica do NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 caracterizou-se em duas fases sequenciais: 1. Avaliagdo do Limite de detegdo (LdD)
preliminar (analise de probit) seguida pela 2. Confirmagdo do LdD. Na parte 1, os espécimes negativos e série de diluigdes do 1.2 padrdo
internacional da OMS em plasma humano analisado negativo para EBV foram testados para determinar o LdD preliminar nos NeuMoDx Systems.
O LdD foi definido como o nivel de alvo mais baixo detetado a uma taxa de 95%, tal como determinado pela andlise de Probit. Na parte 2, o LdD
preliminar foi confirmado ao testar um painel artificial ao nivel do LdD. Ambas as fases do estudo foram realizadas ao longo de 3 dias, em diversos
sistemas, com varios lotes de reagentes do NeuMoDx. Na parte 1, foi processado um total de 144 réplicas a cada nivel de diluigdo. As taxas de
detegdo estdo descritas na Tabela 2.

Tabela 2: Determinag¢do do LdD preliminar do NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0

~ ~ PLASMA
Concentragao Concentragao Nomero

do alvo do alvo -, Nl]m.e!'o de Taxa (ile
[Ul/mL] [log1o Ul/mL] vélidos positivos detecdo

35 1,54 144 139 96,5%

30 1,48 144 140 97,2%

25 1,40 143 133 93,0%

10 1,00 144 97 67,4%

5 0,70 143 75 52,4%

NEG 144 0 0,0%

O LdD do NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 em plasma utilizando o 1.2 padrdo internacional da OMS para o EBV foi determinado como sendo de
29,3 Ul/mL (1,47 log1o Ul/mL) com um intervalo de confianga (IC) de 95% de 24,4—-37,1 Ul/mL, (1,39-1,57 log1o Ul/mL) [Figura 1]. Esse LdD foi
subsequentemente confirmado pela andlise da taxa de identificagdo descrita na Tabela 3.

LdD do NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 (plasma)
1,2
Ensaio 2.0
1
0,8
w
a
3
S 06
)
)
& 04
n Ajuste sigmoidal
0,2 @ Dados experimentais
. LdD calculado
0
-2 -1 0 1 2 3 4
Concentragdo (Logio Ul/mL)

Figura 1: Andlise de estilo Probit utilizada para determinar o LdD do NeuMoDx EBV Quant 2.0 em amostras de plasma
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Tabela 3: Confirmagdo do LdD do NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0

Sistema Concentragao Concentragao do Numero de Numerode | Taxade
do alvo [Ul/mL] alvo [log10 Ul/mL] testes validos positivos detecdo
N96 96 94 97,9%
N288 29,3 1,47 96 92 95,8%
Tudo 192 186 96,9%

O LdD para o gendtipo 2 (GT2) do EBV foi confirmado como sendo de 29,3 Ul/mL [1,47 Log10 Ul/mL], como determinado pela analise da taxa de
identificagdo.

Com base no resultado destes estudos, o LdD e o NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 foram ambos determinados como sendo de 29,3 Ul/mL
[1,47 Log10 Ul/mL].

SENSIBILIDADE ANALITICA — Limite inferior de quantificagdo (LIdQ)
O LIdQ é definido como o nivel de alvo mais baixo a que uma detegdo > 95% é alcangada E o erro analitico total (Total Analytical Error, TAE) é < 1,0.
De forma a determinar o LIdQ, o TAE foi calculado para cada um dos niveis do alvo EBV que apresentaram uma detegdo > 95% como parte do
célculo do LdD. O TAE é definido da seguinte forma:

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

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

Os resultados compilados para os 5 niveis do 1.2 padrao internacional da OMS para espécimes de plasma do EBV utilizados no estudo do LIdQ
sdo apresentados na Tabela 4. Com base neste conjunto de dados e no LdD anteriormente determinado, o LIdQ foi determinado como sendo de

30,0 Ul/mL (1,48 Log1o Ul/mL) e confirmado para o genétipo 2 (GT2) do EBV.

Tabela 4: LIdQ do NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 com tendéncia e TAE

Conc. do Plasma
alvo Conc. do alvo Conc. média Taxa de o

[Ul/mL] [log1o Ul/mL] flogs, Ul/mi] deteciio DP Tendéncia TAE
35 1,54 2,05 96,5% 0,23 0,50 0,96
30 1,48 1,97 97,2% 0,24 0,49 0,98
25 1,40 1,93 93,0% 0,24 0,53 1,02
10 1,00 1,96 67,4% 0,31 0,96 1,59
5 0,70 1,83 52,4% 0,27 1,13 1,68

Com base nos resultados desses estudos, o LdD do NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 foi determinado como sendo de 29,3 Ul/mL (1,47 log1o
Ul/mL) e o LIdQ foi determinado como sendo de 30,0 Ul/mL [1,48 logio Ul/mL].

Linearidade e determinagdo do limite superior de quantificagdo (LSdQ)

A linearidade e o limite superior de quantificagdo (LSdQ) do NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 foram estabelecidos em plasma, preparando uma série
de dilui¢Bes utilizando o alvo EBV encapsulado do NeuMoDx e a cultura ATCC de EBV (ATCC, Manassas, VA) com rastreabilidade estabelecida de
acordo com o 1.2 padrdo internacional da OMS para o EBV, para além do 1.2 padrdo internacional da OMS para o EBV. Um painel de 10 membros
foi preparado em plasma negativo para EBV agrupado em pools de forma a criar um painel que abrangesse um intervalo de concentragdo de
1,48-8,0 Log1o Ul/mL. O LSdQ do NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 foi determinado como sendo de 8,0 Logio Ul/mL. Foi preparado um painel de
confirmagdo para avaliar a linearidade da curva-padrdo e as concentrages do ensaio EBV comunicadas pelo NeuMoDx System em comparagdo
com os valores esperados sdo apresentadas na Figura 2.

Grafico de equivaléncia do plasma EBV
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> 80 R? = 0,9855 ‘
= 60 s B
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4,0 B

2 30 '. '
[] ’ '
Z 20
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o
(@] 0,0

0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0

Conc. esperada (Logio UI/mL)
Figura 2: Linearidade do NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0
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Linearidade do genétipo 2 (GT2) do EBV

A linearidade do NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 no gendtipo 2 (GT2) do EBV caracterizou-se ao testar 11 concentragdes diferentes do GT2 do EBV
com rastreabilidade estabelecido conforme o 1.2 padrdo internacional da OMS para o EBV, preparadas em plasma negativo para EBV agrupado. O
estudo foi realizado ao testar 36 réplicas as 11 concentragdes em 2 NeuMoDx Systems e 3 lotes de EBV Quant Test Strips 2.0. A linearidade para o
gendtipo 2 (GT2) do EBV é apresentada na Tabela 5 e na Figura 3.

Tabela 5: Linearidade do NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 para o genétipo 2 do EBV

Equagdo de linearidade
Gendtipo y = Quantificagdo do NeuMoDx EBV Quant R?
Assay 2.0
x = Quantificacdo esperada
GT2 y =0,9965x — 0,0982 0,9761
Grafico de equivaléncia — Gendtipo 2 (GT2) do EBV
E 10,0
= 8,0 y =0,9965x + 0,0982 .
& 60 R?=0,9761 R
& )
— oot
5 50 o 0
o 40 -
: Y R
z 20 ' -
z
L:,' 0,0
8 0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00
Conc. esperada (Logio Ul/mL)

Figura 3: Linearidade do NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 para o genétipo 2 do EBV

Especificidade analitica — Reatividade cruzada

A especificidade analitica foi demonstrada através da analise de 36 organismos que podem ser encontrados em espécimes de sangue/plasma,
assim como espécies filogeneticamente semelhantes ao EBV no que diz respeito a reatividade cruzada. Os organismos a concentragdes elevadas
foram preparados em pools de 5-6 organismos. Os organismos testados sdo apresentados na Tabela 6 Nenhuma reatividade cruzada foi observada
com qualquer um dos organismos testados, confirmando uma especificidade analitica de 100% do NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0.

Tabela 6: Agentes patogénicos utilizados para demonstrar a especificidade analitica

Organismos nao alvo

. . , . Virus do herpes Clostridium Mycoplasma Streptococcus
Poliomavirus BK Adenovirus tipo 5 . R . . .
simplex tipo 1 perfringens pneumoniae pneumoniae
. . . . Virus do herpes Enterococcus . . Streptococcus
Citomegalovirus Virus da hepatite C R R P . Neisseria gonorrhoeae P
simplex tipo 2 faecalis pyogenes

Virus herpes
humano tipo 6

Parvovirus B19

Virus varicela-zoster

Escherichia coli

Propionibacterium
acnes

Aspergillus niger

Virus herpes Virus JC HIV 1 KIebs:elIa‘ Salm.o nel{a Candida albicans
humano tipo 7 pneumoniae typhimurium
Virus h Vil il Li I
frus erpes irus do papiloma HIV 2 isteria Staphylococcus aureus Cryptococcus
humano tipo 8 humano 16 monocytogenes neoformans
Vi il M 1 hyl hi 1
Virus da hepatite B irus do papiloma oV 40 ycobactenum Stqp y o‘co.ccus Cl amydla.
humano 18 avium epidermidis trachomatis

Especificidade analitica — Substancias interferentes, organismos comensais

O NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 foi avaliado em relagdo a interferéncia na presenga de organismos ndo alvo, utilizando os mesmos pools de
organismos preparados para o teste de reatividade cruzada listados acima, na Tabela 6. O plasma negativo para EBV foi enriquecido com
organismos agrupados em pools de 4-7; estes pools foram, em seguida, enriquecidos com alvo EBV a uma concentra¢do de 90 Ul/mL
[1,95 Log1o Ul/mL]. Nenhuma interferéncia significativa foi observada na presenga destes organismos, tal como indicado pelo desvio minimo da
quantificagdo dos espécimes de controlo que ndo continham qualquer agente interferente.
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Especificidade analitica — Substancias interferentes, substancias endégenas e exégenas

O NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 foi avaliado na presenga de substancias enddgenas e exdgenas interferentes tipicas, encontradas nos espécimes clinicos
de plasma com EBV. Estas incluiam niveis anormalmente elevados de componentes sanguineos, assim como medicamentos antivirais e imunossupressores
comuns, classificados na Tabela 7. Cada uma das substéncias foi adicionada ao plasma humano analisado negativo para EBV, enriquecido com 90 Ul/mL
[1,95 Log1o Ul/mL] de EBV, e as amostras foram analisadas em relagdo a interferéncia comparando a concentra¢do comunicada com o controlo positivo.
Além disso, foi também testado plasma comum em estado de doenga associada a infegdo por EBV em relagdo a possiveis interferéncias. A concentragdo e
a tendéncia médias de todas as substancias testadas em relagdo a amostras de controlo enriquecidas com o mesmo nivel de EBV sdo indicadas na Tabela 8.
Nenhuma das substancias enddgenas e exdgenas afetou a especificidade do NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0.

Tabela 7: Teste de interferéncia — Agentes exdgenos (classificagdo de medicamentos)

Pool | Nome do medicamento Classificagdo Pool | Nome do medicamento | Classificagdo
Azatioprina Imunossupressor Trimetoprima Antibidtico
- Ciclosporina Imunossupressor < Vancomicina Antibidtico
§ Foscarnet Antiviral (Herpesviridae) _8 Tacrolimus Imunossupressor
= Ganciclovir Antiviral (EBV) = Everolimus Imunossupressor
Cloridrato de valganciclovir Antiviral (EBV) Clavulanato de potassio | Antibiético
Prednisona Corticosterdide/ Famotidina A.ntago.nlsta do recetor de
Imunossupressor histamina
o Cidofovir Antiviral (EBV) " Sulfametoxazol Antibidtico
o — - — — —
S Cefotetan Antibidtico (largo espectro) S Valaciclovir Antiviral (Herpesviridae)
Cefotaxima Antibidtico (largo espectro) (- Letermovir Antiviral (EBV)
Fluconazol Antifungico Ticarcilina dissddica Antibidtico
Micofenolato mofetil Imunossupressor Leflunomida Imunossupressor
) Micofenolato de sodio Imunossupressor
§ Piperacilina Antibidtico
5 Sirolimus/Rapamicina Imunossupressor
Tazobactam Antibidtico modificado
Tabela 8: Teste de interferéncia — Agentes endégenos e exégenos
Conc. média Tendéncia
Endégenos + Estado de doenca
Log1o Ul/mL Logio Ul/mL
Hemoglobina 2,19 0,32
Triglicéridos 1,90 0,02
Bilirrubina 2,12 0,24
Albumina 1,95 0,07
Lupus eritematoso sistémico (LES) 2,08 0,20
Anticorpo antinuclear (ANA) 2,36 0,48
Artrite reumatoide (AR) 1,89 0,01
Controlo positivo 1,88 N/D
Conc. média Tendéncia
Exégenos (medicamentos)
Log1o Ul/mL Log1o Ul/mL
Pool 1: Azatiopri Cicl i F t, G iclovi
oo. zatioprina, ‘|c osporma, oscarnet, Ganciclovir, 219 0,09
Cloridrato de valganciclovir
Pool 2: Prednisona, Cidofovir, Cefotetan, Cefotaxima, Fluconazol 2,11 0,01
Pool 3: Micofenolato mofetil, Micofenolato de sddio, 216 0.06
Piperacilina, Sirolimus/Rapamicina, Tazobactam ’ !
Pool 4: Trimetoprim, Vancomicina, Tacrolimus, Everolimus,
- 2,24 0,14
Clavulanato de potassio
Pool 5: Famotidina, Sulfametoxazol, Letermovir, Valaciclovir,
) L . . 2,26 0,16
Ticarcilina dissddica, Leflunomida
Controlo positivo 2,10 N/D
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INSTRUGOES DE UTILIZAGAO

Precisdo intralaboratorial

A precisdo do NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 foi determinada testando 3 réplicas de um painel de 6 membros de espécimes de EBV preparados
com NeuMoDx EBV Positive Control e cultura de EBV (ATCC, Manassas, VA) duas vezes por dia, utilizando dois NeuMoDx 288 Systems e dois
NeuMoDx 96 System ao longo de 12 dias. Foram caracterizadas as precisdes intraensaio, intradidria e intrassistema e o desvio padrdo geral foi
determinado como sendo < 0,18 Log1o Ul/mL. Foi demonstrada uma precisdo excelente entre sistemas, dias e ensaios, tal como apresentado na
Tabela 9. A precisdo entre operadores ndo foi determinada, uma vez que o operador ndo desempenha um papel significativo no processamento
de amostras utilizando o NeuMoDx System.

Tabela 9: Precisdo intralaboratorial - NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 nos NeuMoDx Systems

Conc. do alvo EBV | Conc. média de EBV DP DP DP DP geral
[Log1o Ul/mL] [Logio Ul/mL] intrassistema intradiario intraensaio | (intralaboratorial)
7,70 7,82 0,10 0,08 0,08 0,11
6,00 6,07 0,12 0,11 0,11 0,13
5,00 4,75 0,13 0,12 0,11 0,13
4,00 3,78 0,13 0,11 0,11 0,14
3,00 2,93 0,15 0,14 0,13 0,16
1,95 2,19 0,17 0,16 0,16 0,18

Reprodutibilidade lote a lote

A reprodutibilidade lote a lote do NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 foi determinada avaliando 3 lotes de NeuMoDx EBV Quant Test Strips 2.0 como
parte do teste de qualificagdo de Precisdo intralaboratorial. Foi utilizado um painel de 6 membros de plasma positivo para EBV para avaliar o
desempenho (Tabela 10). Os resultados gerados entre lotes foram analisados e sdo apresentados na Tabela 10. A tendéncia maxima foi de
0,29 Log1o Ul/mL, e o DP maximo foi de 0,18 Log1o Ul/mL para as NeuMoDx EBV Quant Assay Test Strips 2.0. A equivaléncia de desempenho foi
demonstrada entre lotes, uma vez que a quantificagdo de todos os membros do painel se encontrava dentro da especificagdo de tolerancia.

Tabela 10: Reprodutibilidade lote a lote — NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0, Test Strip

Lote 1 Lote 2 Lote 3

Conc. esperada Conc. média Lo (::;:.cn'\ica Tendéncia Conc. média Lo (a:::‘.:r'lica Tendéncia Conc. média Lo (;cr’ir:::r.iica Tendéncia

(Loglo Ul/mL) | (Logloul/mL) | 8 ot Abs. (Loglo Ul/mL) | ©°8 o Abs. (Log10 Ul/mL) | 8 e Abs.
7,70 7,82 0,11 0,12 7,84 0,10 0,14 7,79 0,09 0,09
6,00 6,08 0,12 0,08 6,10 0,10 0,10 6,04 0,10 0,04
5,00 4,77 0,13 0,23 4,78 0,13 0,22 4,71 0,10 0,29
4,00 3,80 0,15 0,20 3,81 0,13 0,19 3,74 0,11 0,26
3,00 2,96 0,16 0,04 2,96 0,15 0,04 2,87 0,16 0,13
1,95 2,20 0,18 0,25 2,22 0,18 0,27 2,16 0,16 0,21

Eficacia do controlo de processo de amostra

O controlo de processo de amostra (Sample Process Control 1, SPC1) estd incluido no NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 para comunicar falhas nos passos do
processo ou inibigdo que afeta o desempenho do ensaio. Utilizando o NeuMoDx CMV Quant Assay como modelo, a eficacia do SPC1 foi testada para
espécimes de plasma em condigBes representativas de falhas criticas nos passos do processo que podem potencialmente ocorrer durante o processamento
de amostras e que poderdo ndo ser detetadas pelos sensores de monitorizagdo do desempenho do NeuMoDx System. Os espécimes positivos
(a 3 Logio Ul/mL) e os espécimes negativos para citomegalovirus foram contestados nas seguintes condigdes: presenga do inibidor, sem fornecimento da
solucdo de lavagem e sem expulsdo da solucdo de lavagem. As ineficacias do processo que tiveram um efeito adverso na dete¢do/quantificagdo do alvo viral
foram refletidas pelo desempenho do alvo de SPC1, tal como apresentado na Tabela 11. Em todos os casos testados, foi demonstrado que o controlo de
processo de amostra monitorizou adequadamente as ineficacias do processo e a presenga dos inibidores ou a ineficacia antecipada do processo nao teve
um efeito adverso significativo, quer na detegdo do SPC1, quer na detegdo e quantificagdo do alvo viral. Por este motivo, o SPC1 demonstrou ser

bem-sucedido na monitorizagdo eficaz do desempenho do ensaio no NeuMoDx System.

Tabela 11: Eficacia do controlo de processo de amostra para ADN viral em plasma*

Passo do processo
Falha testada

Estado de amplificacdo do
controlo de processo de amostra 1

Alvo de CMV

Estado de amplificagdo

Resultado do ensaio

Presence of Inhibitor
(Presenga do inibidor)

Not Amplified
(Ndo amplificado)

Not Amplified
(Ndo amplificado)

Unresolved (N3do resolvido)

No Wash Delivered
(Sem fornecimento da
solugdo de lavagem)

Not Amplified
(Ndo amplificado)

Not Amplified
(Ndo amplificado)

Unresolved (N3o resolvido)

No Wash Blowout
(Sem expulsdo da
solugdo de lavagem)

Amplified
(Amplificado)

Amplified
(Amplificado)

Positive (Positivo) com quantificacdo
dentro de
0,3 Log1o Ul/mL do controlo

*0 citomegalovirus (CMV) presente em espécimes de plasma foi utilizado como sistema modelo para a avaliagdo da eficacia do controlo de

processo de amostra.
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Contaminagdo cruzada

Ataxa de contaminagdo cruzada para espécimes de plasma foi determinada processando alternadamente amostras altamente positivas e negativas
do EBV. Foram realizados cinco conjuntos de testes com este padrdo com um total de 60 réplicas de plasma negativo para EBV e 60 réplicas de
plasma enriquecido com EBV a 6,0 Logio Ul/mL nos NeuMoDx 288 e 96 Molecular Systems. Em ambos os tipos de sistemas, todas as 120 réplicas
do espécime negativo foram comunicadas como negativas, o que demonstra que ndo houve contaminagdo cruzada durante o processamento de
amostras de plasma nos NeuMoDx Systems.

Equivaléncia da matriz de espécimes

O teste foi realizado para demonstrar a equivaléncia entre espécimes recém-colhidos e congelados de plasma, utilizando um virus semelhante que circula
na corrente sanguinea, o CMV, como modelo. Os espécimes recém-colhidos foram mantidos a 4 °C até serem enriquecidos com trés niveis de CMV e
testados em relagdo a equivaléncia. As amostras foram congeladas durante um minimo de 24 horas a -20 °C. Apos este periodo de armazenamento
congelado, os espécimes foram descongelados e novamente testados. Os resultados dos espécimes de plasma recém-colhidos vs. congelados foram
comparados em relagdo a equivaléncia através de uma andlise de regressdo. Os dados demonstraram uma equivaléncia excelente entre espécimes de
plasma recém-colhidos e congelados com um declive a 1,0 e tendéncia (intersec¢do) muito baixa, tal como apresentado na Tabela 12 abaixo.

Tabela 12: Equivaléncia da matriz de espécimes

Requisito de parametro EDTA recém-colhido vs. congelado
Inclinagdo [0,9-1,1] 1,000
Intersecgdo < 0,5 Logio Ul/mL 0,020
valor p > 0,05 0,631

Caracterizagdo do desempenho quantitativo
O desempenho quantitativo do NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 foi caracterizado processando dois painéis comerciais de verificagdo de EBV da
AcroMetrix e da Exact Diagnostics (rastreaveis de acordo com o 1.2 padrdo internacional da OMS para EBV) nos NeuMoDx Molecular Systems.

Foi obtida uma excelente correlagdo entre o NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 e os dois painéis comerciais de verificagdo de EBV (Figura 4), quando
analisados com o método de regressdo de Deming (Figura 4A) ou de Passing-Bablok (Figura 4B).

Anadlise da regressdo de Deming Andlise da regressdo de Passing-Bablok

6 y =0,9904X -0,3133

y = 1,004x - 0,332

(Log10 UI/mL)
(Log10 UI/mL)

2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7
Conc. de EBV Quantificada por painéis comerciais
(Log10 Ul/mL)

2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7
Conc. de EBV Quantificada por painéis comerciais
(Log10 UI/mL)

X Conc. de EBV Quantificada pelo NeuMoDx EBV Quant Assay v2
3 Conc. de EBV Quantificada pelo NeuMoDx EBV Quant Assay v2

Figura 4. Grafico de equivaléncia entre os painéis de verificagdo da AcroMetrix e Exact Diagnostics Verification e o NeuMoDx EBV Quant Assay.
A. Andlise de regressao linear utilizando o método de Deming. B. Andlise de regressao linear utilizando o método de Passing-Bablok.

A qualidade do ajuste de regressdo de Deming é ilustrada pelo coeficiente de inclinagdo geral de 0,990 e uma intersec¢do (tendéncia) de -0,313,
demonstrando que os resultados de concentragdo obtidos entre o NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 e os painéis de verificagdo de EBV estdo
correlacionados com uma tendéncia aceitavel. O ajuste linear de Passing-Bablok também apoia a importancia da correlagdo entre os resultados
obtidos do NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 e dos painéis de verificagdo de EBV com um coeficiente de inclinagdo geral de 1,004 e uma intersecgdo
(tendéncia) de -0,332. O valor p da analise de Passing-Bablok foi calculado como sendo de 0,988.

Tabela 13: Resumo da analise de regressao linear de Deming e de Passing-Bablok

Analise de Deming Andlise de Passing-Bablok
Intersecgdo Coeficiente de inclinagdo Intersecgdo Coeficiente de inclinagdo
-0,313 0,990 -0,332 1,004
IC de 95% (-0,620, -0,007) IC de 95% (0,928, 1,053) IC de 95% (-0,548, -0,116) IC de 95% (0,950, 1,047)
NeuMoDx Molecular, Inc. 40600562-PT_B
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MARCAS COMERCIAIS

NeuMoDx™ é uma marca comercial da NeuMoDx Molecular, Inc.

NeuDry™ é uma marca comercial da NeuMoDx Molecular, Inc.

Seracare® é uma marca comercial da Seracare Life Sciences, Inc.

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

Todos os outros nomes de produto, marcas comerciais e marcas registadas que possam ser referidos neste documento pertencem aos seus
respetivos proprietarios.

SiMBOLO

Ronly  gjeito a receita médica Contém o suficiente para <n> testes

Fabricante Consultar as instrugOes de utilizagdo

Dispositivo médico de diagnostico in vitro Cuidado

Representante autorizado na Comunidade Europeia Perigo para a saude

Numero de catdlogo Marcagdo CE

9F | 7 E

Cddigo de lote CONT Contém

Data de validade Contém material biolégico de origem animal

Limite de temperatura Acido bérico
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N3o reutilizar

NeuMoDx Molecular, Inc. Emergo Europe B.V.

1250 Eisenhower Place Westervoortsedijk 60
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Assisténcia técnica/relatérios de vigilancia: support@giagen.com c €

Patente: www.neumodx.com/patents
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