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PRZESTROGA: Wytacznie do eksportu poza Stany Zjednoczone
Do diagnostyki in vitro z wykorzystaniem systeméw NeuMoDx 288 Molecular System i NeuMoDx
96 Molecular System

Aktualne wersje ulotek informacyjnych mozna znalez¢é pod adresem: www.giagen.com/neumodx-ifu
E_-l_i] Szczegotowe instrukcje zawiera dokument NeuMoDx 288 Molecular System — podrecznik uzytkownika; nr czesci: 40600108

Szczegotowe instrukcje zawiera dokument NeuMoDx 96 Molecular System — podrecznik uzytkownika; nr czesci: 40600317

PRZEZNACZENIE

Oznaczenie NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Assay wykonywane w systemach NeuMoDx 96 Molecular System i NeuMoDx 288 Molecular System to
szybki, zautomatyzowany test jakosciowy stuzgcy do amplifikacji in vitro kwasu nukleinowego przeznaczony do bezposredniego wykrywania i
réznicowania bakterii Streptococcus pyogenes (bakterie Streptococcus B-hemolizujace z grupy A [GAS]) oraz bakterii Streptococcus dysgalactiae
(ropotwdrcze bakterie Streptococcus B-hemolizujace z grupy C i G, w tym subsp. dysgalactiae z grupy C i Streptococcus dysgalactiae subsp.
equilisimilis z grupy Ci G [GCS/GGS]) w probkach wymazdéw z gardta pobranych od pacjentéw z przedmiotowymi i podmiotowymi objawami zapalenia
gardta. W tym oznaczeniu w celu odrebnej detekcji DNA bakterii Streptococcus pyogenes i Streptococcus dysgalactiae w prébkach wymazéw z gardta
wykorzystywana jest taricuchowa reakcja polimerazy (Polymerase Chain Reaction, PCR) w czasie rzeczywistym. Oznaczenie NeuMoDx Strep A/C/G
Vantage Assay jest przeznaczone do stosowania pomocniczo podczas ustalania rozpoznania zakazen bakteriami GAS i GCS/GGS u pacjentow
objawowych. Wynikéw oznaczenia nie mozna jednak uzywaé jako podstawy do podejmowania decyzji dotyczacych leczenia ani monitorowania
leczenia zakazen bakteriami GAS lub GCS/GGS. W celu pozyskania mikroorganizméw do typowania epidemiologicznego lub do dalszych badan
lekowrazliwosci moze wystgpi¢ konieczno$¢ prowadzenia réwnolegtych hodowli.

PODSUMOWANIE | OBJASNIENIE

Oznaczenie NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Assay jest przeznaczone do réwnoczesnej detekcji i rozrézniania DNA bakterii GAS i GCS/GGS.
Oznaczenie jest ukierunkowane na region kodujacy biatko z domeng kotwiczaca w $cianie komdrkowej z motywem LPXTG obecny w genomie bakterii
GAS oraz na obecng w genomach bakterii GCS/GGS sekwencje kodujgca biatko opornosci na nizyne. W celu detekcji DNA bakterii GAS i/lub bakterii
GCS/GGS przy uzyciu oznaczenia NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Assay probka wymazu z gardta jest pobierana do ptynnego podtoza transportowego
Amies. W celu przygotowania prébki do testow probdwka z ptynnym podtozem transportowym Amies jest tadowana do systemu NeuMoDx System
przy uzyciu dedykowanego nosnika prébek. Po wykonaniu tej czynnosci rozpoczynana jest analiza. W przypadku kazdej prébki porcja zawierajacego
prébke ptynnego podtoza transportowego Amies o objetosci 50 ul jest mieszana z buforem NeuMoDx Lysis Buffer 6, a system NeuMoDx System
automatycznie wykonuje wszystkie kroki wymagane do wyizolowania docelowego kwasu nukleinowego, przygotowania wyizolowanego DNA do
amplifikacji w reakcji PCR w czasie rzeczywistym oraz amplifikacji i detekcji produktéw amplifikacji (czesci docelowych sekwencji gendéw znajdujacych
sie w genomach bakterii GAS, GCS lub GGS), jesli s obecne.

Oznaczenie NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Assay zawiera kontrole przetwarzania prébki (Sample Process Control, SPC1) w postaci DNA,
umozliwiajgcg monitorowanie pod katem obecnosci potencjalnych inhibitoréw oraz wykrycie nieprawidtowosci w dziataniu systemu NeuMoDx
System lub odczynnikéw, ktére moga wystapic¢ podczas procesow izolacji i amplifikacji.

Zakazenie beta-hemolizujaca bakterig Streptococcus pyogenes nalezaca do serogrupy A wg Lancefield, nazywanej rowniez paciorkowcami z grupy A
(Group A Streptococci, GAS), jest przyczyng szeregu réznych choréb u ludzi. S pyogenes to wystepujacy powszechnie mikroorganizm, ktory jest
najczestszym bakteryjnym czynnikiem etiologicznym ostrego zapalenia gardfa, nazywanego paciorkowcowym zapaleniem gardta. Paciorkowcowe
zapalenie gardta najczesciej wystepuje u dzieci, stanowigc okoto 20-30% przypadkéw zapalenia gardta. Dla poréwnania, paciorkowcowe zapalenie
gardta stanowi okoto 5-15% zakazeri wywotujacych zapalenie gardta u dorostych. Ropne powiktania zapalenia gardta wystepuja zwykle u
pacjentéw nieleczonych srodkami przeciwdrobnoustrojowymi i obejmuja zapalenie ucha srodkowego, zapalenie zatok, ropien okotomigdatkowy lub
ropien zagardtowy oraz ropne zapalenie weztéw chtonnych szyi. Do powiktar innych niz powiktania ropne nalezg ostra gorgczka reumatyczna (Acute
Rheumatic Fever, ARF) i ostre zapalenie ktebuszkdw nerkowych?.

Bakterie Streptococcus dysgalactiae subsp. equisimilis (GGS/GCS) stanowia prawidtowa mikroflore komensalng gérnych drég oddechowych cztowieka i czesto
s3 bezobjawowymi kolonizatorami skéry, przewodu pokarmowego i zeriskiego uktadu ptciowego. Fakt ten czesto powoduje niedocenianie roli tych bakterii
w obcigzeniu zakazeniem paciorkowcami. Bakterie GCS/GGS powigzano jednak z tym samym spektrum chordb, ktére wywotujg bakterie S. pyogenes. U dzieci
mikroorganizmy te najczesciej biorg udziat w zakazeniach uktadu oddechowego, zwtaszcza w przypadkach zapalenia gardia. Rzeczywista czestos$¢
wystepowania zapalenia gardta wywotanego przez paciorkowce z grupy C i G jest trudna do okreslenia ze wzgledu na czestos¢ kolonizacji
bezobjawowej. Niemniej jednak istnieja istotne dowody na to, ze prawdziwg przyczyna zapalen gardta s3 paciorkowce z grupy C i G**. Obecnie uznaje sie, ze
bakterie GCS/GGS pochodzenia ludzkiego stanowia jeden podgatunek Streptococcus dysgalactiae subsp. equisimilis. W wyniku poréwnania sekwengiji
petnego genomu izolatu klinicznego bakterii GGS, S. dysgalactiae subsp. equisimilis, z sekwencjami innych gatunkéw paciorkowcdw wykazano, ze bakteria ta
jest najblizej spokrewniona z gatunkiem S. pyogenes, przy 72-procentowym podobieristwie sekwencji®. Bakterie S. dysgalactiae subsp. equisimilis wspétdziela
z bakteriami S. pyogenes wiele czynnikdéw wirulencji, w tym biatko M ograniczajace fagocytoze, streptolizyne O, streptolizyne S, streptokinaze i co najmniej
jedna goraczkotwdrczg egzotoksyne podobng do toksyn wywotujacych zespét paciorkowcowego wstrzgsu toksycznego®.
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Zapalenie gardta wywotane przez paciorkowce zwykle ustepuje samoistnie, jednak szybkie i doktadne wykrycie zakazenia jest bardzo istotne, jako ze wczesne
wdrozenie odpowiedniej antybiotykoterapii zmniejsza nasilenie i czas trwania objawdw, ogranicza przenoszenie mikroorganizméw i obniza ryzyko
wystgpienia ostrej gorgczki reumatycznej®. Wiekszoéé przypadkéw zapalenia gardta ma podtoze wirusowe, dlatego doktadne rozpoznanie czynnika
wywotujagcego zakazenie moze zapobiec niepotrzebnemu przyjmowaniu antybiotykéw, ograniczajac dzieki temu ryzyko potencjalnego rozwoju
antybiotykoopornosci. Ustalanie rozpoznania wytacznie na podstawie objawdw klinicznych stwarza trudnosci, gdyz objawy zakazenia bakteriami GAS
pokrywajg sie z objawami wirusowego zapalenia gardta. Ztotym standardem w wykrywaniu bakterii GAS w populacji dzieciecej jest posiew wymazu z gardta
na agar z krwia. Stosunkowo dtugi czas od pobrania prébki do ustalenia ostatecznego rozpoznania wzgledem mikroorganizmu, okoto 48 godzin, ogranicza
jednak przydatnos¢ tej metody do rutynowego stosowania w warunkach ambulatoryjnych. Od lat 80. XX wieku na rynku dostepne s3g szybkie testy
antygenowe (Rapid Antigen Detection Test, RADT) przeznaczone do wykrywania bakterii GAS®’. Zaletg testéw RADT jest mozliwo$¢ szybkiego wykonania
takiego testu w gabinecie lekarskim. Pomimo dobrej swoistosci (>95%) testy RADT czesto charakteryzuja sie jednak nizszg czutoscig (~86%) w poréwnaniu z
metodami opartymi na prowadzeniu hodowli®. State zapotrzebowanie na wysoce czute i szybkie oznaczenia, ktére mogtyby konkurowaé z metodami hodowli,
przyczynito sie do rozwoju oznaczen molekularnych. Testy oparte na amplifikacji kwasu nukleinowego (Nucleic Acid Amplification Test, NAAT) opracowane
do detekaji bakterii GAS zwykle charakteryzuja sie wyzsza czutoécig (>90%) i dobrg swoistoscig (>95%)%°.

Oznaczenie NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Assay umozliwia szybkga i doktadng detekcje paciorkowcéw z grupy A oraz paciorkowcédw ropotwérczych
zgrupy Ci G.

ZASADY PROCEDURY

W oznaczeniu NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Assay wykorzystywana jest kombinacja technologii izolacji DNA i amplifikacji/detekcji docelowych
sekwencji w reakcji PCR w czasie rzeczywistym. Prébki wymazoéw z gardta sa pobierane do probdwek do pobierania prébek z ptynnym podtozem
transportowym Amies. System NeuMoDx System automatycznie zasysa porcje probki wymazu w ptynnym podtozu Amies w celu wymieszania jej z
buforem NeuMoDx Lysis Buffer 6 i odczynnikami do izolacji zawartymi na ptytce NeuMoDx Extraction Plate w celu rozpoczecia analizy. System
NeuMoDx System umozliwia automatyzacje i integracje izolacji i zatezania DNA, przygotowania odczynnikéw oraz amplifikacji kwaséw nukleinowych
i detekcji docelowych sekwencji przy uzyciu reakcji PCR w czasie rzeczywistym. Zawarta kontrola przetwarzania prébki (Sample Process Control,
SPC1) utatwia monitorowanie pod katem obecnosci potencjalnych inhibitoréw oraz wykrycie nieprawidtowosci zwigzanych z systemem, procesem
lub odczynnikami. Po zatadowaniu prébki do systemu NeuMoDx System operator nie musi wykonywac zadnych dziatan.

W celu przeprowadzenia lizy komérek, izolacji DNA oraz usuniecia inhibitorow w systemach NeuMoDx System stosowane sg wysoka temperatura,
enzym lityczny i odczynniki do izolacji. Uwolnione kwasy nukleinowe s3 wychwytywane przez czastki paramagnetyczne. Mikrosfery, wraz ze
zwigzanymi kwasami nukleinowymi, sa nastepnie fadowane do kasety NeuMoDx Cartridge, w ktdrej niezwigzane sktadniki niebedace DNA s3
wymywane przy uzyciu odczynnika NeuMoDx Wash Reagent. Zwigzany DNA jest eluowany przy uzyciu odczynnika NeuMoDx Release Reagent.
System NeuMoDx System wykorzystuje eluowany DNA do uwodnienia zastrzezonych odczynnikéw do amplifikacji NeuDry™, ktére zawieraja
wszystkie sktadniki wymagane do amplifikacji sekwencji docelowych bakterii GAS i GCS/GGS i czesci sekwencji kontroli SPC1. Umozliwia to
rownoczesng amplifikacje i detekcje sekwencji DNA docelowego patogenu i kontroli. Po rekonstytucji suchych odczynnikéw do reakcji PCR system
NeuMoDx System dozuje przygotowang mieszanine gotowg do uzycia w reakcji PCR do jednej komory do reakcji PCR (na kazdg probke) w kasecie
NeuMoDx Cartridge. W komorze do reakcji PCR zachodzi amplifikacja i detekcja sekwencji docelowych DNA patogendw (jesli sa obecne) i DNA
kontroli. Kasete NeuMoDx Cartridge, w tym komore do reakcji PCR, zaprojektowano w taki sposdb, aby po reakcji PCR w czasie rzeczywistym
amplikony pozostawaty w jej wnetrzu, co praktycznie eliminuje ryzyko zanieczyszczenia po amplifikaciji.

Detekcja zamplifikowanych sekwencji docelowych przebiega w czasie rzeczywistym przy uzyciu sond hydrolitycznych (nazywanych powszechnie
odczynnikami TagMan®) — czgsteczek oligonukleotydowych sond fluorogenicznych swoistych wzgledem amplikonéw odpowiednich sekwencji
docelowych.

Sondy TagMan sktadaja sie z fluoroforu kowalencyjnie zwigzanego z koricem 5’ oligonukleotydowej sondy oraz wygaszacza zwigzanego z koricem 3’.
Jesli sonda jest nienaruszona, blisko$¢ fluoroforu i wygaszacza powoduje, ze wygaszacz ttumi emitowang przez fluorofor fluorescencje poprzez
forsterowskie rezonansowe przeniesienie energii (Forster Resonance Energy Transfer, FRET).

Sondy TagMan hybrydyzujg do regionu DNA amplifikowanego przez swoisty zestaw starteréw. Podczas gdy polimeraza DNA Taq wydtuza starter i
syntezuje ni¢ potomna, aktywnos¢ egzonukleazy 5'-3’ polimerazy DNA Taq powoduje rozktad sondy zhybrydyzowanej z matryca. Rozktad sondy
prowadzi do uwolnienia fluoroforu i oddalenia go od wygaszacza, znoszac tym samym efekt wyttumienia spowodowany przez FRET i umozliwiajac
wzrost fluorescencji.

Sonda TagMan znakowana fluoroforem (wzbudzenie: 470 nm; emisja: 510 nm) na koricu 5’ i ciemnym wygaszaczem na koricu 3’ jest przeznaczona
do detekcji DNA bakterii GAS, a sonda TagMan znakowana fluoroforem (wzbudzenie: 585 nm; emisja: 610 nm) na koricu 5’ i ciemnym wygaszaczem
na koricu 3’ jest przeznaczona do detekcji DNA bakterii GCS/GGS. Sonda TagMan przeznaczona do detekcji kontroli przetwarzania probki jest
znakowana innym barwnikiem fluorescencyjnym (wzbudzenie: 530 nm; emisja: 555 nm) na koricu 5’ i ciemnym wygaszaczem na koricu 3’. System
NeuMoDx System monitoruje sygnat fluorescencyjny emitowany przez sondy TagMan pod koniec kazdego cyklu amplifikacji. Po ukorczeniu
amplifikacji system NeuMoDx System analizuje dane i zgtasza koficowy wynik jakosciowy (POSITIVE (Pozytywny)/NEGATIVE
(Negatywny)/INDETERMINATE (Nieokreslony)/UNRESOLVED (Nierozstrzygniety)).
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ODCZYNNIKI/MATERIALY EKSPLOATACYJNE

Dostarczony materiat

Liczba testow na Liczba testow na

NR REF. Zawartosc .. N .
W opakowanie jednostkowe | opakowanie zbiorcze

Pasek testowy NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Test Strip

Suche odczynniki do reakcji PCR w czasie rzeczywistym zawierajgce sondy
TagMan i startery swoiste dla bakterii GAS i GCS/GGS oraz sonde
TagMan i startery swoiste dla kontroli przetwarzania prébki.

209102 16 96

Odczynniki i materialy eksploatacyjne wymagane, ale niedostarczone (oferowane oddzielnie przez firme NeuMoDx)

NR REF. Zawartos¢

100200

Ptytka NeuMoDx Extraction Plate
Suche czgstki paramagnetyczne, enzym lityczny i kontrole przetwarzania prébek

401700 Bufor NeuMoDXx Lysis Buffer 6*

400100 Odczynnik NeuMoDx Wash Reagent

400200 Odczynnik NeuMoDx Release Reagent

100100 Kaseta NeuMoDx Cartridge

235903 Koricéwki Hamilton CO-RE / CO-RE Il (300 pl) z filtrami

235905 Koricéwki Hamilton CO-RE / CO-RE Il (1000 pl) z filtrami

*Uwaga: w przypadku wersji oprogramowania systemu NeuMoDx System starszych niz 1.8.0.0 bufor NeuMoDx Lysis Buffer 6 bedzie rozpoznawany
jako ,,Lysis Buffer 4” (Bufor do lizy 4). Szczegétowe ostrzezenia i srodki ostroznosci mozna znalez¢é w dokumencie NeuMoDx Lysis Buffer 6 —
Instrukcja uzycia (nr czesci: 40600406).

Wymagany sprzet
System NeuMoDx 288 Molecular System [NR REF. 500100] lub system NeuMoDx 96 Molecular System [NR REF. 500200]

OSTRZEZENIA | SRODKI OSTROZNOSCI

Ten test jest przeznaczony wytgcznie do diagnostyki in vitro z wykorzystaniem systeméw NeuMoDx System.

Nie uzywac¢ materiatéw eksploatacyjnych ani odczynnikéw po uptywie wskazanej daty waznosci.

Nie uzywac zadnych odczynnikéw, jesli plomba zabezpieczajaca jest naruszona lub dostarczone opakowanie jest uszkodzone.
Nie uzywaé materiatéw eksploatacyjnych ani odczynnikdw, jesli dostarczona torebka ochronna jest otwarta lub uszkodzona.
Oznaczenie NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Assay nie zostato zwalidowane do uzytku z konserwantami.

Nie pobieraé prébek wymazéw do podtozy transportowych innych niz ptynne podtoze Amies lub podtoze réwnowazne. Oznaczenie
NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Assay nie zostato zwalidowane do uzytku z innymi podtozami transportowymi.

Minimalna objetos$¢ probki zalezy od rozmiaru probdwki/nosnika probéwek, zgodnie z opisem zawartym w podrecznikach
uzytkownika systemdéw NeuMoDx 288 Molecular System i NeuMoDx 96 Molecular System (nr czesci: 40600108 i 40600317).

Jesli test zostanie wykonany przy uzyciu paska testowego NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Test Strip na prébkach wymazéw z gardta
starszych niz 2 dni (przechowywanych w temperaturze 2—-8°C), istnieje ryzyko otrzymania niewaznych lub btednych wynikéw.

Nalezy unikac zanieczyszczenia odczynnikdw drobnoustrojami i deoksyrybonukleazg (DNaza). W przypadku przenoszenia prébki do
probdéwki wtdrnej zalecane jest stosowanie sterylnych, jednorazowych pipet transferowych wolnych od DNaz. Dla kazdej probki
nalezy uzywac nowej pipety.

Aby uniknaé zanieczyszczenia, po amplifikacji nie nalezy przenosi¢ kaset NeuMoDx Cartridge ani rozktadac ich na czesci. Pod zadnym pozorem nie
nalezy wyjmowac kaset NeuMoDx Cartridge z pojemnikéw na odpady. Konstrukcja kasety NeuMoDx Cartridge minimalizuje ryzyko zanieczyszczenia.

Jesli w laboratorium wykonywane sg réwniez testy PCR w otwartych probdwkach, nalezy zachowac ostroznos¢, aby nie dopusci¢ do
zanieczyszczenia paska testowego NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Test Strip, dodatkowych materiatow eksploatacyjnych i
odczynnikéw wymaganych do przeprowadzenia testu, srodkéw ochrony indywidualnej, takich jak rekawiczki i fartuchy laboratoryjne,
oraz systemu NeuMoDx System.

Podczas pracy z odczynnikami i materiatami eksploatacyjnymi NeuMoDx nalezy nosi¢ czyste, bezpudrowe rekawiczki nitrylowe. Nalezy unikaé
dotykania gérnej powierzchni kasety NeuMoDx Cartridge, powierzchni paska testowego NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Test Strip i ptytki
NeuMoDx Extraction Plate pokrytych folig uszczelniajgcg oraz gérnej powierzchni pojemnika z buforem NeuMoDx Lysis Buffer 6; podczas
pracy nalezy dotykac wytacznie bocznych powierzchni materiatéw eksploatacyjnych oraz pojemnikéw z odczynnikami.
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®  Po wykonaniu testu doktadnie umy¢ rece.
® Nie pipetowac ustami. Nie pali¢ i nie spozywac pokarmdw ani ptyndw w miejscach przeznaczonych do pracy z prébkami lub odczynnikami.

® 7 prébkami nalezy zawsze postepowac w taki sposob, jak z materiatami potencjalnie zakaznymi, zgodnie z procedurami
bezpieczenstwa laboratoryjnego, ktére opisano w publikacjach takich jak Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories
(Bezpieczenistwo w laboratoriach mikrobiologicznych i biomedycznych)** i w dokumencie M29-A3 instytutu CLSI*2,

e Usuwac niezuzyte odczynniki i odpady zgodnie z przepisami federalnymi i stanowymi lub krajowymi, wojewddzkimi i lokalnymi.

PRZECHOWYWANIE, STABILNOSC | SPOSOB POSTEPOWANIA Z PRODUKTEM
e Dla kazdego odczynnika (w stosownych przypadkach) dostepne sg odpowiednie karty charakterystyki (Safety Data Sheet, SDS).
e Paski testowe NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Test Strip przechowywane w oryginalnym opakowaniu w temperaturze 15-23°C zachowuja
stabilnos$¢ do daty waznosci podanej na etykiecie produktu.
e Nie uzywac materiatéw eksploatacyjnych ani odczynnikdéw po uptywie podanej daty waznosci.
e Nie uzywac zadnego produktu przeznaczonego do wykonywania testu, jesli oryginalne lub posrednie opakowanie produktu jest wyraznie
uszkodzone.

e  Pasek testowy NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Test Strip zatadowany do systemu NeuMoDx System moze by¢ przechowywany w systemie przez 14
dni. Pozostaty okres magazynowania zatadowanych paskow testowych jest sledzony przez oprogramowanie i zgtaszany uzytkownikowi w czasie
rzeczywistym. Po uptynieciu dopuszczalnego okresu magazynowania paska testowego system wyswietli monit o wyjecie produktu.

POBIERANIE / TRANSPORT / PRZECHOWYWANIE PROBEK
e Dziatanie paska testowego NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Test Strip przetestowano przy uzyciu probek wymazow z gardta pobranych przez
lekarza. Nie przeprowadzono oceny skutecznosci z probkami innego typu.
e Probki wymazow nalezy transportowac w temperaturze okreslonej w dokumentacji zestawu do pobierania wymazdw.
e Przed wykonaniem testu préobki wymazéw mozna przechowywac w temperaturze 2—-8°C przez maksymalnie 2 dni lub przez maksymalnie 8
godzin w temperaturze pokojowe;j.

INSTRUKCJA UZYCIA

Pobieranie / transport prébek
1. Wymazy z gardfa pobrane przez lekarza nalezy zbiera¢ do ptynnego podtoza transportowego Amies.

2. Jesli prébki nie zostang przetestowane w ciggu 8 godzin, mozna je przechowywaé w temperaturze od 2 do 8°C przez maksymalnie 2 dni
przed wykonaniem testu.

Przygotowanie do wykonania testu

1. Naklei¢ etykiete z kodem kreskowym prébki na probéwke zgodng z systemem NeuMoDx System. Pierwotng probéwke do pobierania
prébki mozna oznaczy¢ i umiesci¢ bezposrednio w nosniku probek. Alternatywnie, w celu analizy probki w systemie NeuMoDx System
mozna przenies$¢ porcje ptynnego podtoza Amies, do ktérego zebrano prébke, do probéwki wtdrnej.

2. Krotko wytrzasac prébke wymazu w pojemniku pierwotnym, aby uzyskac jednorodng mieszanine.

3. W przypadku testowania prébki w probowce pierwotnej przed zatadowaniem probdéwki do systemu NeuMoDx System nalezy wtozy¢
probdéwke oznaczong kodem kreskowym do nosnika probdéwek i upewnic sig, ze zdjeto zatyczke i wyjeto wymazdéwke z probdwki. NIE
WOLNO pozostawia¢ wymazdwki w probowce.

4. W przypadku korzystania z probowki wtdrnej przenies¢ porcje ptynnego podtoza Amies o obj. 20,5 ml do oznaczonej kodem kreskowym
probéwki zgodnej z nosnikiem NeuMoDx 32-Tube Specimen Tube Carrier.

Obstuga systemu NeuMoDx System
Szczegdtowe instrukcje przedstawiono w podrecznikach uzytkownika systemdw NeuMoDx 288 i 96 Molecular System (nr czesci: 40600108 i 40600317).

1. Wiozy¢ paski testowe NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Test Strip do jednego lub wiekszej liczby no$nikéw NeuMoDx Test Strip Carrier, a
nastepnie zatadowac nosniki paskow testowych do systemu NeuMoDx System, korzystajac z ekranu dotykowego.

2. W przypadku wyswietlenia monitu przez oprogramowanie systemu NeuMoDx System wtozy¢ wymagane materiaty eksploatacyjne do
nosnikéw materiatéw eksploatacyjnych systemu NeuMoDx System, a nastepnie zatadowac nosniki do systemu NeuMoDx System,
korzystajgc z ekranu dotykowego.

3. W przypadku wyswietlenia monitu przez oprogramowanie systemu NeuMoDx System wymienié¢ odczynniki NeuMoDx Wash Reagent,
NeuMoDx Release Reagent, oprézni¢ butelke na odpady ptynne, pojemnik na odpady stwarzajace zagrozenie biologiczne (wytgcznie
system NeuMoDx 288), kosz na zuzyte kofncdwki (wytgcznie system NeuMoDx 96) lub kosz na odpady stwarzajgce zagrozenie biologiczne
(wytacznie system NeuMoDx 96), odpowiednio do potrzeb.
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4. Zatadowac probowki z prébkami do odpowiedniego nosnika probdwek i upewnic sig, ze zdjeto zatyczki ze wszystkich probéwek.

5.  Umiesci¢ nosnik probowek w szufladzie podajnika automatycznego, a nastepnie zatadowa¢ go do systemu NeuMoDx System, korzystajac z
ekranu dotykowego. Spowoduje to rozpoczecie analizy zatadowanych prébek w celu wykonania okreslonych testow.

OGRANICZENIA

Pasek testowy NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Test Strip moze by¢ uzywany wytacznie w systemach NeuMoDx System.
Skutecznos¢ paskow testowych NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Test Strip ustalono dla prébek wymazdéw z gardta pobranych przez lekarza.

Nie przeprowadzono oceny dziatania paskow testowych NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Test Strip z prébkami z innych Zrédet, a parametry
skutecznosci tego testu dla innych typdw prébek nie sg znane.

Z uwagi na to, ze detekcja bakterii GAS i GCS/GGS zalezy od ilosci mikroorganizmdéw obecnych w prébce, wiarygodno$¢ wynikéw zalezy od
prawidtowego pobrania prébki, postepowania z prébka i przechowywania probki.

Nieprawidtowe pobranie prébki, postepowanie z prébka, przechowywanie prébki, btad techniczny lub pomylenie prébek moze spowodowaé
otrzymanie btednych wynikéw testu. Jesli liczba organizméw w prébce jest nizsza niz wartos¢ czutosci analitycznej testu, moze dojs$¢ do
wygenerowania fatszywie negatywnych wynikow.

Testy moga by¢ wykonywane wytacznie przez personel przeszkolony z obstugi systemu NeuMoDx System.

Jesli sekwencje docelowe kontroli przetwarzania prébki nie zostang zamplifikowane, a wynik testu NeuMoDx Strep A/C/G Vantage bedzie
negatywny, zostanie zgtoszony wynik niewazny (Indeterminate (Nieokreslony) lub Unresolved (Nierozstrzygniety)) i konieczne bedzie
powtdrzenie testu.

Pozytywny wynik testu nie musi oznacza¢ obecnosci zywotnych patogendw. Wskazuje on jednak, ze w prébce przypuszczalnie obecne jest
DNA bakterii GAS i/lub GCS/GGS.

Obecnie nie sg znane szczepy/izolaty bakterii GAS, w ktérych nie wystepuje region kodujgcy biatko z domeng kotwiczgcg w $cianie
komoérkowej z motywem LPXTG, ani bakterii GCS/GGS, w ktdrych nie wystepuje region kodujacy biatko opornosci na nizyne. Obecnos$¢ takiego
szczepu mogtaby jednak doprowadzi¢ do uzyskania btednego wyniku oznaczenia wykonywanego przy uzyciu paska testowego NeuMoDx Strep
A/C/G Vantage Test Strip.

Mutacje w regionach wigzacych startery/sonde mogg zaktdcac detekcje przy uzyciu paska testowego NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Test Strip.

Wyniki otrzymane przy uzyciu oznaczenia NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Assay nalezy traktowac jako dane uzupetniajgce obserwacje
kliniczne oraz inne informacje, do ktérych ma dostep lekarz. Ten test nie jest przeznaczony do odrdzniania nosicieli DNA bakterii GAS i/lub
GCS/GGS od os6b z aktywnym zakazeniem paciorkowcami.

Prowadzona w tym samym czasie antybiotykoterapia moze zaktéci¢ wyniki testu, gdyz DNA bakterii GAS i GCS/GGS moze utrzymywac sie na
wykrywalnym poziomie po leczeniu przeciwdrobnoustrojowym.

Aby uniknac zanieczyszczenia probek, nalezy przestrzegac zasad dobrej praktyki laboratoryjnej, w tym zmienia¢ rekawiczki miedzy prébkami
pacjentéw.

WYNIKI

Systemy NeuMoDx Molecular System

Dostepne wyniki mozna przegladac i drukowac z karty ,,Results” (Wyniki) w oknie Results (Wyniki) na ekranie dotykowym systemu NeuMoDx
System. W tescie mozna otrzymad nastepujace wyniki: Positive (Pozytywny, POS), Negative (Negatywny, NEG), Indeterminate (Nieokreslony, IND)
lub Unresolved (Nierozstrzygniety, UNR); sg one ustalane na podstawie statusu amplifikacji sekwencji docelowych i sekwencji kontroli
przetwarzania probki (Sample Process Control, SPC1).

Kryteria generowania wyniku pozytywnego i negatywnego okreslono w pliku definicji oznaczenia NeuMoDx System Strep A/C/G Vantage (Assay
Definition File, ADF) zainstalowanym w systemach przez firme NeuMoDx Molecular, Inc. Wyniki sg zgtaszane na podstawie algorytmu decyzyjnego
ADF, ktéry oméwiono ponizej w Tabeli 1.
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Tabela 1. Omowienie algorytmu decyzyjnego dla oznaczenia Strep A/C/G Vantage Assay

WYNIK SEKWENCJE DOCELOWE BAKTERII KONTROLA PRZETWARZANIA
GAS i/lub GCS/GGS (Spc1)
POS (POZ) Amplified (Amplifikacja) ND.
NEG (NEG) Not Amplified (Brak amplifikacji) Amplified (Amplifikacja)
Not Amplified, System Error Detected (Brak amplifikacji, wykryto
IND (IND) btad systemu)
Not Amplified, No System Error Detected (Brak amplifikacji, nie
UNR (UNR) wykryto btedu systemu)

Wyniki niewazne

Jesli w oznaczeniu NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Assay wykonywanym w systemie NeuMoDx System nie zostanie uzyskany wazny wynik, wynik
ten zostanie zgtoszony jako Indeterminate (Nieokreslony) lub Unresolved (Nierozstrzygniety), odpowiednio do typu napotkanego btedu. W celu
uzyskania waznego wyniku konieczne bedzie powtdrzenie testu.

Wynik Indeterminate (Nieokreslony) zostanie zgtoszony, jesli podczas analizy probki zostanie wykryty btad systemu NeuMoDx System.

Wynik Unresolved (Nierozstrzygniety) zostanie zgtoszony, jesli nie zostanie wykryta zadna sekwencja docelowa i nie dojdzie do amplifikacji kontroli
przetwarzania probki, co wskazuje na prawdopodobne nieprawidtowe dziatanie odczynnikéw lub obecnos¢ inhibitorow.

Kontrola jakosci

Lokalne przepisy zazwyczaj okreslaja, ze laboratorium jest odpowiedzialne za realizowanie procedur kontrolnych przeznaczonych do
monitorowania doktadnosci i precyzji catego procesu analitycznego oraz ustalenie liczby, rodzaju i czestotliwosci badan materiatéw kontrolnych na
podstawie zweryfikowanych specyfikacji dotyczacych skutecznosci dla niezmodyfikowanego, zatwierdzonego systemu do wykonywania testéw.

1. Zewnetrzne (zdefiniowane przez uzytkownika) materiaty kontrolne nie zostana dostarczone przez firme NeuMoDx Molecular, Inc.
Laboratorium jest odpowiedzialne za dobdr i walidacje odpowiednich kontroli. Kontrole musza spetniac takie same wymogi dotyczace
minimalnej objetosci, jak probki kliniczne. Uzytkownik moze zdefiniowaé okreslone kody kreskowe dla kontroli pozytywnej i negatywnej lub
losowo przypisa¢ kody kreskowe.

2. Zalecenie: 1 materiat Streptococcus pyogenes LYFO DISK™ (Microbiologics® 0508L) i 1 materiat Streptococcus dysgalactiae subsp. equisimilis
LYFO DISK (Microbiologics® 0602L) zrekonstytuowane zgodnie z instrukcjami producenta, rozciericzone w 50 ml ptynnego podtoza Amies,
przechowywane i uzywane w porcjach po 0,5 ml. W przypadku analizowania kontroli umiesci¢ oznaczone kontrole w nos$niku probéwek w
szufladzie podajnika automatycznego, a nastepnie zatadowac nosnik do systemu NeuMoDx System, korzystajac z ekranu dotykowego. System
NeuMoDx System rozpozna kody kreskowe (jesli zostaty one wstepnie zdefiniowane przez uzytkownika) i rozpocznie analize kontroli, o ile
dostepne beda odczynniki i materiaty eksploatacyjne do testow.

3. W kazdym pasku testowym NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Test Strip zawarte s3 startery i sonda swoiste dla kontroli przetwarzania prébki 1
(Sample Process Control 1, SPC1). Kontrola przetwarzania prébki umozliwia monitorowanie skutecznosci proceséw izolacji DNA i amplifikacji
kwasow nukleinowych w reakcji PCR przez system NeuMoDx System.

4. Wynik Positive (Pozytywny) testu zgtoszony dla negatywnej prébki kontrolnej wskazuje na problem zwigzany z zanieczyszczeniem probki. Wskazdwki
dotyczace rozwigzywania problemdw przedstawiono w podrecznikach uzytkownika systeméw NeuMoDx 288 i 96 Molecular System.

5. Negatywny wynik zgtoszony dla pozytywnej prébki kontrolnej moze wskazywac na problem zwigzany z odczynnikiem lub systemem NeuMoDx
System. Wskazéwki dotyczgce rozwigzywania probleméw przedstawiono w podrecznikach uzytkownika systeméw NeuMoDx 288 i 96
Molecular System.

PARAMETRY SKUTECZNOSCI

Skutecznos¢ kliniczna
Parametry skutecznosci klinicznej oznaczenia NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Assay wyznaczono w wewnetrznym retrospektywnym badaniu
poréwnania metod z uzyciem pozostatosci prébek wymazdéw z gardta uzyskanych z dwéch laboratoridéw z réznych obszaréw geograficznych.

W laboratoriach klinicznych usunieto dane identyfikacyjne pozostatosci probek wymazdéw z gardta pobranych od pacjentéw objawowych, a prébkom nadano
unikalne numery identyfikacyjne, tworzac jednoczesnie poufng liste umozliwiajacg potaczenie identyfikatora pacjenta z pozbawionymi danych
identyfikacyjnych prébkami testowanymi w badaniu. Przetestowano tgcznie 230 pozostatosci prébek uzyskanych z dwdch laboratoridw klinicznych. Sposrod
230 prébek w laboratoriach klinicznych otrzymano wynik pozytywny wzgledem bakterii GAS dla 68 prébek i wynik pozytywny wzgledem bakterii GCS/GGS
dla 47 prébek. W jednej prébce otrzymano wynik pozytywny wzgledem bakterii GAS i bakterii GCS/GGS, co wskazywato na zakazenie podwdjne lub koinfekcje.
Wyniki otrzymane dla tych prébek zostaty utajnione przed operatorem, aby przeprowadzi¢ ,,pojedynczo zaslepione badanie”. Do analizy poréwnawczej metod
wykorzystano wyniki uzyskane przy uzyciu dostepnych na rynku wyrobdw do badarn molekularnych zatwierdzonych przez agencje FDA i posiadajacych
certyfikat CE, wykorzystywanych przez laboratoria do testéw zgodnych ze standardem opieki.
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Wyniki uzyskane przy uzyciu testu NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Test wskazujg, ze czutos¢ kliniczna wykrywania sekwencji docelowych wynosi
100% dla bakterii GAS i 95,9% dla bakterii GCS/GGS (obie wartosci zgtoszono przy 95-procentowym przedziale ufnosci (Confidence Interval, Cl)).
Swoistos¢ kliniczna okreslona w badaniu wyniosta 100% dla bakterii GAS oraz dla bakterii GCS/GGS (réwniez przy 95-procentowym Cl). Dolng i gorng
granice 95-procentowego Cl przedstawionego ponizej w Tabelach 2A i 2B obliczono metoda Wilsona z korektg ciggtosci.

Tabela 2A. Podsumowanie skutecznosci klinicznej — detekcja
bakterii S. pyogenes przy uzyciu paskéw testowych NeuMoDx
Strep A/C/G Vantage Test Strip

Tabela 2B. Podsumowanie skutecznosci klinicznej — detekcja
bakterii S. dysgalactiae przy uzyciu paskéw testowych NeuMoDx
Strep A/C/G Vantage Test Strip

Wynik testu referencyjnego Wynik testu referencyjnego
(dopuszczonego przez FDA/z (dopuszczonego przez FDA/z
GAS certyfikatem CE) GCS/GGS certyfikatem CE)
POz NEG tacznie POZ NEG tacznie
POz 68 0 68 {04 47 0 47
NeuMoDx NeuMoDx
NEG 0 162 162 NEG 2 181 183
Strep A/C/G Strep A/C/G
tacznie 63 162 230 tacznie 49 181 230

Czutos¢ kliniczna (GAS) = 100% (93,3—-100) Czuto$é kliniczna (GCS/GGS) = 95,9% (84,9-99,3)

Swoistos¢ kliniczna (GAS) = 100% (97,1-100) Swoistos$¢ kliniczna (GCS/GGS) = 100% (97,4—-100)

Czuto$¢ analityczna

Granice wykrywalnosci (Limit of Detection, LoD) oznaczenia NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Assay wyznaczono przy uzyciu negatywnych klinicznych
wymazow z gardta, do ktérych dodano docelowe patogeny GAS, GCS i GGS: odpowiednio Streptococcus pyogenes (ATCC 700294), Streptococcus
dysgalatiae subsp. equisimilis (ATCC 35666) i Streptococcus dysgalactiae subsp. equisimilis (ATCC 12384). Wszystkie prébki wykorzystane do badania
byty zbiorczymi klinicznymi prébkami wymazéw z gardta, dla ktérych w badaniach przesiewowych otrzymano negatywny wynik pod wzgledem
paciorkowcéw. Do prébek dodawano pojedynczo patogeny docelowe w stezeniach 50 CFU/ml w przypadku bakterii GAS, 2500 CFU/ml w przypadku
bakterii GCS lub 10 000 CFU/ml w przypadku bakterii GGS. Kazdy patogen docelowy testowano w 40 powtdrzeniach, a nastepnie przeprowadzono
badanie okreslajgce odsetek udanych odczytdw w celu potwierdzenia poziomu wykrywalnosci 295% i przyjeto te stezenia jako granice LoD dla danych
patogendw docelowych. Wyniki badania granicy wykrywalnosci podsumowano ponizej w Tabeli 3.

Tabela 3. Badanie okreslajgce odsetek udanych odczytdw przeprowadzone w celu ustalenia granicy wykrywalnosci oznaczenia NeuMoDx
Strep A/C/G Vantage Assay

Odsetek
iiz::::;:(: SN AL n pl;;z:/vt‘c:llvl::/v:h poV:;,tr:/I\ll«(/cr’\v;ch udal:\zzl(\o:;:zt:tI:.Sw)
(%)
GAS 50 40 40 100 50 CFU/ml
GCS 2500 40 40 100 2500 CFU/ml
GGS 10 000 40 40 100 10 000 CFU/ml

Wyznaczona granica wykrywalnosci oznaczenia NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Assay wynosi 50 CFU/ml w przypadku bakterii GAS, 2500
CFU/ml w przypadku bakterii GCS i 10 000 CFU/ml w przypadku bakterii GGS.

Detekcja wariantow

Czuto$¢ analityczng oznaczenia NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Assay potwierdzono dodatkowo przy uzyciu 11 réznych szczepdw bakterii GAS,
7 szczepdw bakterii GCS i 9 szczepdw bakterii GGS. Testy wykonywano przy uzyciu szczepow bakterii GAS, GCS i GGS wymienionych ponizej w
Tabeli 4. Patogeny docelowe dodawano przed testem do negatywnych klinicznych prébek wymazéw w stezeniu odpowiadajacym 2X wtasciwej,
okreslonej powyzej granicy LoD w celu potwierdzenia poziomu detekcji 295%. Szczepy, dla ktérych nie osiggnieto takiego poziomu detekcji,
testowano ponownie w wyzszych stezeniach do momentu osiggniecia poziomu detekcji 295%. W Tabeli 4 przedstawiono stezenia, przy ktérych
dla kazdego ze szczepdw osiggnieto taki poziom detekcji, wraz z granicg LoD dla danego wariantu.
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Tabela 4. Przetestowane szczepy bakterii GAS, GCS i GGS
Szcze n Stezenie, Positive Negative ::tzelz:"i
P CFU/ml (Pozytywny) | (Negatywny) (%) ]
0,
M3 5 100 5 0 100
M82 5 100 5 0 100
f M4 5 100 5 0 100
= M18 20 100 19 1 95
Eg M28 20 300 19 1 95
g M73 20 500 20 0 100
o M78 20 500 20 0 100
§“_ M77 19 500 19 0 100
“ M12 20 500 20 0 100
M75 20 1500 20 0 100
M49 20 2500 19 1 95
C74 5 5000 5 0 100
13-166 5 5000 5 0 100
s S 1180 5 5000 5 0 100
é g C46 5 5000 5 0 100
o3 Uc™m
L
'% %n 74/02p 5 5000 5 0 100
S =
S E SVAXVI 5 5000 5 0 100
g & 172
S "
< & | Lancefield
% Y He64 5 5000 5 0 100
CCUG
28238 5 5000 5 0 100
NIH 1129 5 10 000 5 0 100
@ G16 5 10 000 5 0 100
= CCUG
g 15679 5 10 000 5 0 100
5 G47 5 10 000 5 0 100
g - CCUG
[C)
é o 27483 5 10 000 5 0 100
o 2 | ccuG
L o
_‘g ) 33802 5 10 000 5 0 100
% CCUG 502 5 10 000 5 0 100
2 CCUG
w
.; 15680 5 20 000 5 0 100
(7}
CCUG
24070 5 20 000 5 0 100

Swoistos¢ analityczna

tacznie 45 prébek zawierajacych izolaty z hodowli lub DNA wyizolowane z mikroorganizmoéw/wirusdéw potencjalnie wspétwystepujacych z
bakteriami GAS lub GCS/GGS lub zblizonymi filogenetycznie do tych bakterii przetestowano pod katem mozliwej reaktywnosci krzyzowej
podczas wykonywania oznaczenia przy uzyciu paska testowego NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Assay. Przygotowano pule po 3-6
mikroorganizmdéw/wiruséw i oznaczano je przy wysokich stezeniach. Bakterie/wirusy dodawano do ptynnego podtoza Amies negatywnego
wzgledem bakterii GAS/GCS/GGS: bakterie w stezeniu 6-9X10° CFU/ml, a wirusy w stezeniu 1x10° kopii DNA/ml, o ile nie okreélono inaczej.
Nie zaobserwowano zadnej reaktywnosci krzyzowej w obecnosci patogendéw przetestowanych w tym badaniu. Liste przetestowanych
mikroorganizméw/wiruséw zawiera Tabela 5.
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Tabela 5. Lista patogendéw wykorzystanych do wykazania swoistosci analitycznej

Bakterie Bakterie Bakterie
Acinetobacter Iwoffii Neisseria gonorrhoeae Streptococcus mitis
Arcanobacterium haemolyticum Neisseria subflava Streptococcus mutans
Bacillus cereus Peptostreptococcus micros (Parvimonas micra) Streptococcus oralis
Bordetella pertussist Pseudomonas aeruginosa Streptococcus pneumoniae
Burkholderia cepacia Serratia marcescens Streptococcus salivarius
Candida albicans Staphylococcus aureus (MRSA) Streptococcus sanguinis
Corynebacterium diphtheria Staphylococcus epidermidis (MSRE) Streptococcus suis
Enterococcus faecalis Stenotrophomonas maltophilia .
Escherichia coli Streptococcus agalactiae Wirusy
Fusobacterium necrophorum Streptococcus anginosus Adenowirus typu I*
Klebsiella pneumonia Streptococcus bovis Haemophilus influenzae typu A
Lactobacillus acidophilus Streptococcus canis Wirus grypy A
Lactococcus lactis Streptococcus canis (STR T1) Wirus grypy B
Legionella micdadei Streptococcus equi subsp. zooepidemicus (group C) Wirus paragrypy typu 4bt
Legionella pneumophila Streptococcus gordonii Rinowirus typu 1A
Moraxella cartarrhalis Streptococcus intermedius

*Adenowirus typu | zostat dodany w stezeniu 1x10° TCID50/ml
tBordetella pertussis i wirus paragrypy typu 4b zostaty dodane w stezeniu 10 ng/ml

Substancje zaktécajagce — komensale

Oznaczenie NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Assay przetestowano pod katem zaktécen spowodowanych obecnoscia
mikroorganizméw/wiruséw (zasiedlajgcych tylng cze$¢ gardta) innych niz patogen docelowy, poprzez ocene skutecznosci oznaczenia NeuMoDx
Strep A/C/G Vantage Assay przy niskich stezeniach bakterii GAS i GCS/GGS, w systemie NeuMoDx Molecular System. Do tego badania
wykorzystano ten sam panel 45 mikroorganizméw/wiruséw [Tabela 5], ktérego uzyto do oceny reaktywnosci krzyzowej. Do ptynnego podtoza
Amies negatywnego wzgledem bakterii GAS/GCS/GGS dodawano patogeny docelowe w stezeniach 150 CFU/ml w przypadku bakterii GAS,
7500 CFU/ml w przypadku bakterii GCS lub 30 000 CFU/ml w przypadku bakterii GGS i pule zawierajgce po 3—6 mikroorganizmdéw/wirusow.
Nie zaobserwowano zaktécen powodowanych przez komensale.

Substancje zaktécajace — substancje endogenne i egzogenne, ktére moga by¢ obecne w klinicznych prébkach wymazéw z gardta
Skutecznos$¢ oznaczenia NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Assay oceniono w obecnosci potencjalnie zaktdcajgcych substanciji, ktére moga by¢
powigzane z pobieraniem wymazu z gardta pacjenta [Tabela 6]. Wszystkie substancje przetestowano pod katem potencjalnych zaktécen przy
braku oraz w obecnosci bakterii GAS, GCS i GGS. Do prébek o stezeniu 3X LoD w ptynnym podtozu Amies za pomocg nasgczonej wymazowki
dodano endogenne i egzogenne substancje rozpuszczone lub rozciericzone w wodzie o klasie czystosci do biologii molekularnej w okreslonych
stezeniach. Zadna z badanych substancji nie zaktécita detekcji bakterii GAS ani bakterii GCS/GGS.
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Tabela 6. Egzogenne i endogenne czynniki zaktdcajace badane w préobkach wymazéw w ptynnym podtozu Amies

. .. Stezenie roztworu
Substancja zaktdcajaca
podstawowego
Altoids™ (smak mietowy) 10% (w/o)
Aspirin™ 10% (w/o)
i i ®
Pastylki do ssania CEPACOL® Extra Strength Sore Throat & 5% (/o)
Cough Lozenges
Lek Children’s Dimetapp® Cold & Cough 15% (o/o)
Pastylki do ssania Chloraseptic® Max Sore Throat Lozenges 10% (w/o)
Aerozol Chloraseptic Sore Throat Spray 10% (o/0)
Pastylki do ssania Cold-EEZE® Zinc Lozenges 15% (w/o)
>
= Pasta do zebdw Crest® Pro-Health Advanced Gum Protection 4% (w/0)
Q
§° Cukierki na kaszel Halls™ (wisniowe) 15% (w/o)
o0
; Cukierki na kaszel Halls (mentolowo-eukaliptusowe) 15% (w/o)
c
E Mietéwki ICE BREAKERS® (smak Cool Mint) 10% (w/o)
o
Ptyn do ptukania jamy ustnej LISTERINE® Total Care 15% (o/0)
Ptyn antyseptyczny do ptukania jamy ustnej LISTERINE Ultra-clean 15% (o/o)
*Cukierki na kaszel Ricola® Original Swiss Sugar Free Herb o
Cough Suppressant Throat Drops 15% (w/o)
Ptyn Robitussin® Max Strength Nighttime Cough DM 10% (o/o)
Pastylki do ssania Sucrets® Sore Throat & Cough Lozenges o
(smak Vapor Cherry) 5% (w/o)
Drazetki mietowe Tic Tac® 10% (w/o)
Syrop na kaszel Wal-Tussin DM Max 10% (o/o)
>
c
c L1
(7 Slina 100%
S
c
Q
=
s Krew petna 10% (o/o)
=
N
o

*Poczqtkowo w 1 z 3 prébek badanych przy stezeniu 3X LoD bakterii GAS nie
zaobserwowano amplifikacji w obecnosci cukierkéw na kaszel Ricola. Oznaczenie
zadziatato jednak prawidtowo po ponownym przetestowaniu probki.

Odtwarzalnos$¢ miedzy seriami

Odtwarzalno$¢ miedzy seriami oznaczenia NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Assay zweryfikowano, przeprowadzajac retrospektywng analize
danych uzyskanych z testéw jakosciowych wykonywanych przy uzyciu trzech odrebnych serii paskéw testowych NeuMoDx Strep A/C/G Vantage
Test Strip i buforu NeuMoDx Lysis Buffer 6. Dane te otrzymano podczas testow funkcjonalnosci odczynnikdw wykonywanych przy uzyciu
ptynnego podtoza transportowego Amies, do ktdrego dodano reprezentatywne szczepy bakterii GAS i GCS w stezeniu odpowiadajgcym granicy
LoD dla tych patogenéw. Na kazdg serie paskdw testowych NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Test Strip przetestowano tgcznie 64 pozytywne
powtdrzenia i 16 negatywnych powtdrzen; w celu oceny buforu NeuMoDx Lysis Buffer 6 przetestowano tacznie 16 pozytywnych i 8
negatywnych powtdrzen. Zmiennos¢ pomiedzy seriami produkcyjnymi analizowano poprzez okreslenie sredniej wartosci Ci, odchylenia
standardowego i procentowego wspétczynnika zmiennosci (%CV). Wyniki przedstawiono w Tabeli 7. Wartosci odchylenia standardowego <1,1
i wspdtczynnika zmiennosci <3,0% dla patogendéw docelowych GAS i GCS wskazujg na znakomita odtwarzalno$¢ miedzy seriami kluczowych
odczynnikéw oznaczenia NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Assay.

Tabela 7. Analiza procentowego wspdtczynnika zmiennosci (%CV) wedtug patogenéw docelowych miedzy seriami kluczowych sktadnikéw
oznaczenia NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Assay

GAS GCS Wszystkie wyniki
G SD war. %CV o SD war. %CV G SD war. %CV
(miedzy 3 seriami) C: C: C:
Strep A/C/G Test Strip 35,83 1,06 3,0% 34,93 0,76 2,2% 34,06 0,60 1,8%
Lysis Buffer 6 35,71 1,01 2,80% 34,86 0,63 1,80% 34,15 0,67 2,0%
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Rownowaznos¢ probek swiezych i mrozonych

Przeprowadzono testy w celu wykazania rGwnowaznosci macierzy prébek wymazéw z gardta w postaci swiezej i mrozonej. Do negatywnych
prébek klinicznych dodano patogeny docelowe GAS, GCS i GGS w stezeniach odpowiadajacych 3X granicy LoD oznaczenia NeuMoDx Strep
A/C/G Vantage Assay i przeanalizowano przy uzyciu oznaczenia NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Assay. Nastepnie kazdg probke przenoszono
do temperatury -80°C w celu catkowitego zamrozenia, po czym rozmrazano jg i analizowano ponownie. Wyniki otrzymane dla swiezych i
mrozonych prébek wymazéw poréwnano pod katem rownowaznosci, wykonujac analize regresji. Dane wskazuja na znakomita rownowazno$é
pomiedzy swiezymi i mrozonymi probkami wymazdéw.

Skutecznos¢ kontroli

Skutecznos$¢ zawartej w pasku testowym NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Test Strip kontroli przetwarzania prébki pod wzgledem zgtaszania
niepowodzenia dowolnego kroku analizy lub informowania o inhibicji wptywajacej na skutecznos$é oznaczenia NeuMoDx A/C/G Vantage Assay
oceniono w systemie NeuMoDx Molecular System. Warunki, w ktérych wykonywano testy, byty reprezentatywne dla kluczowych niepowodzen
w krokach analizy, ktére potencjalnie moga wystapi¢ podczas analizy probki i pozostaé niewykryte przez czujniki monitorujace dziatanie
systemu NeuMoDx System. Skutecznos¢ kontroli oceniono, symulujac niepowodzenie réznych krokéw procesu analizy probki w celu
odzwierciedlenia potencjalnego btedu systemu oraz dodajgc do prébki substancje o znanych witasciwosciach inhibicyjnych w celu obserwacji
wptywu nieskutecznego tagodzenia dziatania inhibitora na detekcje kontroli przetwarzania probki (patrz Tabela 8). W przypadkach, w ktérych
btedy analizy nie wptywaty negatywnie na skutecznos$é kontroli przetwarzania prébki (NO WASH (Brak odczynnika ptuczacego)/NO WASH
BLOWOUT (Brak usuniecia odczynnika ptuczacego)), testy powtdrzono przy uzyciu probek o niskich stezeniach bakterii GAS i GCS/GGS (stezenia
bliskie granicy LoD) w celu potwierdzenia, ze btgd analizy nie wptywa negatywnie réwniez na detekcje patogendw docelowych GAS lub
GCS/GGS. Tabela 8 zawiera podsumowanie wynikow testu prowadzonego w celu weryfikacji skutecznosci kontroli.

Tabela 8. Podsumowanie danych dotyczacych skutecznosci kontroli

Warunki Oczekiwany wynik Obserwo.wany
wynik
Normal Processing . Negative
N N
(Prawidtowa analiza) egative (Negatywny) (Negatywny)
N IP ing +
ormaf Frocessing Unresolved Unresolved

Inhibitor (Prawidtowa

analiza + inhibitor) (Nierozstrzygniety) (Nierozstrzygniety)

Unresolved
(Nierozstrzygniety) lub
Negative (Negatywny)

No Wash Reagent
(Brak odczynnika Wash)

Negative
(Negatywny)*

No Wash Blowout Unresolved Negative
(Brak usuniecia odczynnika (Nierozstrzygniety) lub (Negatywny)
ptuczacego) Negative (Negatywny)

No Release Reagent (Brak Indeterminate Indeterminate
odczynnika Release) (Nieokreslony) (Nieokreslony)

No PCR Master Mix
Reagents (Brak odczynnikéw Indeterminate Indeterminate
tworzacych mieszanine (Nieokreslony) (Nieokreslony)

Master Mix do reakcji PCR)

*W rzadkich przypadkach dla prébek stabo pozytywnych wzgledem bakterii GAS otrzymywano wynik fatszywie negatywny, jesli awaria
systemu dotyczyta braku dozowania odczynnika Wash. Sytuacje takie obserwowano przy stezeniach bakterii GAS ponizej 500 CFU/ml,
znacznie ponizej sredniego stezenia pozytywnej klinicznej probki wymazu, i w wiekszosci przypadkéw mozna oczekiwaé, ze problem ten
zostanie rozwigzany przez prawdopodobne powtdrzenie testu po uzyskaniu pojedynczego wyniku fatszywie negatywnego.

Stabilnosé prébek wymazéw w aparacie

Do klinicznych prébek wymazéw negatywnych wzgledem paciorkowcéw dodano patogeny docelowe GAS, GCS i GGS w stezeniach 10-15X LoD.
Prébki te przechowywano potem w temperaturze 4°C przez 48 godzin, a nastepnie przeanalizowano przy uzyciu oznaczenia NeuMoDx Strep
A/C/G Vantage Assay wraz z takg sama liczbg probek negatywnych. Po zakoriczeniu analizy wszystkie probdwki z prébkami pozytywnymi i
negatywnymi pozostawiono na stole roboczym systemu w temperaturze pokojowej przez 8 godzin, a nastepnie przetestowano ponownie.
Oczekiwano, ze w obu punktach czasowych (TO i po 8 godzinach) zostanie wygenerowany wynik POSITIVE (Pozytywny) (wzgledem
odpowiedniego patogenu docelowego) dla wszystkich probek wymazéw z dodatkiem patogenu docelowego GAS, GCS lub GGS oraz wynik
NEGATIVE (Negatywny) (wzgledem kazdego z patogenéw docelowych) dla prébek wymazéw bez dodatku patogenu docelowego. W obu
punktach czasowych zaobserwowano petng (100%) zgodnos¢ z wynikiem oczekiwanym, co wskazuje, ze probki przeznaczone do testow przy
uzyciu paska testowego NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Test Strip zachowuja stabilno$¢ w aparacie przez 8 godzin. Wyniki podsumowano
ponizej w Tabeli 9.
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Tabela 9. Podsumowanie danych dotyczacych stabilnosci probek w aparacie

Odsetek wynikéw pozytywnych | Odsetek wynikéw pozytywnych
Stabilno$é prébek w aparacie (%), To (%), 8 godz.
GAS GCS/GGS SPC1 GAS GGS/GCS SPC1
GAS [ATCC 700294] 100 0 100 100 0 100
GCS [ATCC 35666] 0 100 100 0 100 100
GGS [ATCC 12384] 0 100 100 0 100 100
Negatywna 0 0 100 0 100 100
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Informacje dotyczace Zzrédet odczynnikéw

Nastepujgcy odczynnik uzyskano z repozytorium BEI Resources, NIAID, NIH: Streptococcus pyogenes, szczep MGAS15186, NR-15373
Nastepujacy odczynnik uzyskano z repozytorium BEI Resources, NIAID, NIH w ramach projektu Human Microbiome Project: Klebsiella
pneumoniae subsp. pneumoniae, szczep WGLW3, HM-748.

Nastepujgcy odczynnik uzyskano z repozytorium BEI Resources, NIAID, NIH w ramach projektu Human Microbiome Project: Streptococcus
anginosus, szczep F0211, HM-282.

Nastepujacy odczynnik uzyskano z repozytorium BEI Resources, NIAID, NIH w ramach projektu Human Microbiome Project: Streptococcus
gallolyticus subsp. gallolyticus, szczep TX20005, HM-272.

Nastepujgcy odczynnik uzyskano z repozytorium BEI Resources, NIAID, NIH w ramach projektu Human Microbiome Project: Streptococcus
intermedius, szczep F0413, HM-368.

Nastepujacy odczynnik uzyskano z repozytorium BEI Resources, NIAID, NIH: Burkholderia cepacia, szczep UCB 717, NR-707.

Nastepujgcy odczynnik uzyskano z repozytorium BEI Resources, NIAID, NIH w ramach projektu Human Microbiome Project: Streptococcus
mitis, szczep F0392, HM-262.

Nastepujacy odczynnik uzyskano z repozytorium BEI Resources, NIAID, NIH w ramach projektu Human Microbiome Project: Parvimonas
micra, szczep CC57A (zdeponowany jako Peptostreptococcus micros, szczep CC57A), HM-1052.

ZNAKI TOWAROWE

NeuMoDx™ jest znakiem towarowym firmy NeuMoDx Molecular, Inc.

NeuDry™ jest znakiem towarowym firmy NeuMoDx Molecular, Inc.

TagMan® jest zastrzezonym znakiem towarowym firmy Roche Molecular Systems, Inc.

LYFO DISK™ jest znakiem towarowym firmy Microbiologics, Inc.

ATCC® jest zastrzezonym znakiem towarowym organizacji American Type Culture Collection
Aspirin™ jest znakiem towarowym firmy Bayer AG

Altoids™ jest znakiem towarowym firmy Callard and Bowser Limited

CEPACOL® jest zastrzezonym znakiem towarowym firmy Reckitt Benckinser Limited
Chloraseptic® jest zastrzezonym znakiem towarowym firmy Prestige Brands Holdings, Inc.
Dimetapp® jest zastrzezonym znakiem towarowym firmy Pfizer, Inc.

Cold-EEZE® jest zastrzezonym znakiem towarowym firmy Prophase Labs, Inc.

Crest® Pro-Health jest zastrzezonym znakiem towarowym firmy Procter and Gamble Company
Halls™ jest znakiem towarowym firmy Mondeléz International Group

ICE BREAKERS® jest zastrzezonym znakiem towarowym firmy Hershey Chocolate & Confectionery Company
LISTERINE® jest zastrzezonym znakiem towarowym firmy Johnson & Johnson

Ricola® jest zastrzezonym znakiem towarowym firmy Ricola Group AG

Robitussin® jest zastrzezonym znakiem towarowym firmy Pfizer, Inc.

Sucrets® jest zastrzezonym znakiem towarowym firmy Prestige Brands Holdings, Inc.

Tic Tac® jest zastrzezonym znakiem towarowym firmy Ferrero, Inc.

Wal-Tussin® jest zastrzezonym znakiem towarowym firmy Walgreens Company
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