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300300 NeuMoDx™ HCV Quant Test Strip R only
CUIDADO: Apenas para exportagdo dos EUA

Para utilizagdo em diagndstico in vitro no NeuMoDx 288 Molecular System e no NeuMoDx 96
Molecular System

Para obter mais informagées sobre atualizagdes do folheto informativo, aceder a: www.giagen.com/neumodx-ifu
I:Ii:l Para obter instrugdes detalhadas, consultar o Manual do Operador NeuMoDx 288 Molecular System; P/N 40600108
Para obter instrugées detalhadas, consultar o Manual do Operador NeuMoDx 96 Molecular System; P/N 40600317

UTILIZAGAO PREVISTA

O NeuMoDx HCV Quant Assay é um teste automatizado in vitro de amplificagdo de acidos nucleicos para a quantificagdo do ARN do virus da
hepatite C (VHC) em espécimes de plasma e soro humanos para os gendtipos 1 a 6 dos anticorpos positivos para VHC de individuos infetados por
VHC. O NeuMoDx HCV Quant Assay implementado no NeuMoDx 288 Molecular System e NeuMoDx 96 Molecular System (NeuMoDx Systems)
integra a extragdo automatizada do ARN para isolar o acido nucleico-alvo do espécime e da reagdo em cadeia da polimerase via transcriptase
reversa (reverse transcriptase polymerase chain reaction, RT-PCR), tendo como alvo as sequéncias altamente conservadas do genoma viral da
hepatite C.

O NeuMoDx HCV Quant Assay destina-se a ser utilizado como um auxiliar na gestdo de pacientes com infegdes por VHC. Os resultados do NeuMoDx
HCV Quant Assay devem ser interpretados no contexto de todos os resultados clinicos e laboratoriais relevantes. O NeuMoDx HCV Quant Assay
ndo se destina a ser utilizado como teste de rastreamento de sangue ou de produtos sanguineos ou para diagnosticar o estado clinico da infegdo
por VHC.

RESUMO E EXPLICACAO

O sangue total humano colhido em tubos estéreis para colheita de sangue que contém acido etilenodiaminotetracético (EDTA) ou acido-citrato-
dextrose (ACD) como agentes anticoagulantes ou em tubos para preparagdo de plasma (plasma preparation tubes, PPT) pode ser utilizado na
preparagdo do plasma, enquanto o soro deve ser colhido em tubos de colheita ou de separagdo de soro (serum separation tubes, SST). Para
preparar o teste, o plasma ou o soro num tubo de espécime secundario ou o sangue fracionado num tubo de espécime primario compativel com
o NeuMoDx System é carregado no NeuMoDx System, utilizando um transportador de tubos de espécime designado. Por cada espécime, uma
aliqguota da amostra de plasma/soro é misturada com o NeuMoDXx Lysis Buffer 3 e o NeuMoDx System desempenha automaticamente todos os
passos necessarios para extrair o dcido nucleico-alvo, preparar o ARN isolado para amplificagdo RT-PCR em tempo real e, se presentes, amplificar
e detetar os produtos de amplificagdo. O NeuMoDx HCV Quant Assay tem como alvos duas regides altamente conservadas do genoma VHC para
aumentar a robustez do ensaio. O NeuMoDx HCV Quant Assay também inclui um controlo de processo de amostra (Sample Process Control 2,
SPC2) de ARN para ajudar a monitorizar a presencga de possiveis substancias inibidoras, assim como falhas do reagente ou do NeuMoDx System
que podem acontecer durante o processo de extragdo e amplificagdo.

0 VHC é um virus de ARN de cadeia simples, de sentido positivo, capaz de causar infecdes agudas e crénicas.! N3o existe atualmente uma vacina
para a hepatite C. Embora a infe¢do aguda seja geralmente assintomatica e muito raramente associada a doenca potencialmente fatal, mais de
metade das pessoas infetadas por VHC pode desenvolver uma infegdo crénica. De entre os pacientes com infeg¢do crénica por VHC, o risco de
desenvolver cirrose hepatica é de 15-30% num periodo de 20 anos. Em todo o mundo, estima-se que 71 milhdes de pessoas sofram de infegdo
crénica por VHC e espera-se que um nimero significativo dessas pessoas desenvolva cirrose ou cancro do figado.?* Sendo um virus que circula na
corrente sanguinea, o VHC tem sido transmitido principalmente através do contacto sanguineo ou por produtos derivados do sangue. A adogdo
generalizada de testes de andlise ao sangue reduziu significativamente a incidéncia de infe¢8es a partir de sangue doado.*

A detecgdo de anticorpos para VHC ndo diferencia entre infe¢Ges ativas e eliminadas. Por conseguinte, os algoritmos de teste de VHC em laboratério
requerem o diagndstico de infegOes ativas por VHC em individuos com anticorpos positivos para VHC, através da detegdo de ARN de VHC em
plasma ou soro antes de se iniciar a terapia (se necessaria). A quantificagdo de ARN de VHC (carga viral) é agora utilizada rotineiramente na
definigdo e monitorizagdo do tratamento bem-sucedido do VHC.

As diretrizes atuais em matéria de gestdo e tratamento de infe¢des por VHC recomendam a realizagdo de testes quantitativos de ARN de VHC antes
de se iniciar a terapia antiviral para estabelecer uma linha de base 12 semanas ou mais apds o fim do tratamento. Momentos de avaliagdo adicionais
podem, por vezes, ser recomendaveis. O objetivo da terapia do VHC é a resposta viroldgica sustentada (RVS) e é definida como ARN de VHC ndo
detetdvel (com um ensaio que tem um limite de dete¢do <25 Ul/mL) apds a terapia.”” Diretrizes recentes da American Association for the Study of
Liver Diseases sugerem o teste de ARN de VHC n&o apenas como linha de base, mas também de forma periddica durante o tratamento (ou seja,
4 semanas) e 12 semanas apos a conclusdo do mesmo. Os testes para a dete¢do de ARN de VHC, em combinagdo com os testes seroldgicos, sdo
utilizados para identificar uma infe¢3o ativa por VHC.®
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PRINCIPIOS DO PROCEDIMENTO

O NeuMoDx HCV Quant Assay combina a extragdo automatizada de ARN, a amplificagdo e a dete¢do RT-PCR em tempo real. Os espécimes de
sangue total sdo colhidos em tubos EDTA, ACD ou PPT para a preparagdo de plasma e/ou em tubos SST para a preparagao de soro. O espécime de
sangue primario (fracionado) ou uma aliquota de plasma/soro num tubo de espécime secundario compativel é etiquetado com um cédigo de
barras e carregado no NeuMoDx System. O NeuMoDx System aspira automaticamente uma aliquota do plasma/soro para misturar com NeuMoDx
Lysis Buffer 3 e com os agentes contidos na NeuMoDx Extraction Plate para iniciar o processamento. O NeuMoDx System automatiza e integra a
extragdo e a concentracdo de ARN, a preparacgdo de reagentes e a amplificagdo/detecdo de acidos nucleicos das sequéncias-alvo, utilizando RT-PCR
em tempo real. O controlo de processo de amostra (Sample Process Control, SPC2) incluido ajuda a monitorizar a presenca de substancias inibidoras
e falhas de sistema, processo ou reagentes. Ndo é necessaria qualquer intervengdo do operador depois de o espécime ser carregado no NeuMoDx
System.

O NeuMoDx System utiliza uma combinagdo de calor, enzimas liticas e reagentes de extragdo para desempenhar automaticamente a lise, a extragdo
de ARN e a remocgdo de inibidores. Os acidos nucleicos libertados sdo capturados por particulas paramagnéticas. As particulas, com os acidos
nucleicos ligados, sdo carregadas no NeuMoDx Cartridge, onde os elementos ndo ligados sdo retirados por lavagem, utilizando o NeuMoDx Wash
Reagent. O ARN ligado é entdo eluido utilizando o NeuMoDx Release Reagent. O NeuMoDx System utiliza o ARN eluido para reidratar reagentes
de amplificagdo NeuDry™ patenteados que contém todos os elementos necessarios para a amplificagdo dos alvos de VHC e SPC2. Isto permite a
amplificagdo e detegdo simultaneas das sequéncias de ARN de controlo e alvo. Depois da reconstituigdo dos reagentes de RT-PCR secos, o NeuMoDx
System dispensa a mistura preparada e pronta para RT-PCR numa camara de PCR (por espécime) do NeuMoDx Cartridge. A transcri¢do reversa, a
amplificacdo e a detegdo das sequéncias de controlo e alvo (se presentes) ocorrem na camara de PCR. O NeuMoDx Cartridge foi concebido para
conter o amplicdo decorrente da PCR, eliminando essencialmente o risco de contaminagdo ap6s a amplificagdo.

Os alvos amplificados sdo detetados em tempo real, utilizando quimica de sondas de hidrélise (habitualmente referida como quimica TagMan®)
com moléculas de sondas fluorogénicas de oligonucleotideos especificas dos amplicGes dos seus respetivos alvos. As sondas TagMan consistem
num fluoréforo covalentemente ligado a extremidade de 5' da sonda de oligonucleotideos e num supressor na extremidade de 3'. Enquanto a
sonda estiver intacta, o fluoréforo e o supressor estdo préoximos, permitindo que a molécula supressora extinga a fluorescéncia emitida pelo
fluoréforo via Transferéncia de energia por ressonancia de Forster (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 de 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 quebra a sua proximidade com o supressor,
ultrapassando assim o efeito de supressdo devido ao FRET e permitindo a detegdo do fluoréforo. O sinal de fluorescéncia resultante, detetado no
termociclador de RT-PCR quantitativa do NeuMoDx System é diretamente proporcional ao fluoréforo libertado e pode ser correlacionado com a
quantidade de 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' é utilizada para detetar ARN de VHC. Para detegdo do SPC2, 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 amplificagdo
estiver concluida, o software do NeuMoDx System analisa os dados e comunica um resultado final (POSITIVE [POSITIVO]/NEGATIVE
[NEGATIVO]/INDETERMINATE [INDETERMINADO]/UNRESOLVED [NAO RESOLVIDO]/NO RESULT [SEM RESULTADOS]). Se um resultado for positivo
e a concentragdo calculada se encontrar dentro dos limites de quantificagdo, o software do NeuMoDx System fornece também um valor
quantitativo associado a amostra.

W REAGENTES/CONSUMIVEIS

Material fornecido
REE Contetido UnidLac!es por Test.es por TesLtels por
en gem unidade en gem
NeuMoDx HCV Quant Test Strip
300300 Reagentes de RT-PCR secos contendo iniciadores e sondas TagMan especificos do 6 16 96
VHC e do SPC2
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Materiais necessdrios, mas néo fornecidos (disponibilizados em separado pela NeuMoDx)

REF Contetido

NeuMoDx Extraction Plate

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

800200 ou | NeuMoDx HCV Calibrators

800202 Conjuntos de utilizagéo unica de calibradores altos e baixos de VHC para estabelecer a validade da curva de calibragdo

900201 ou | NeuMoDx HCV External Controls

900202 Conjuntos de utilizagéo unica de controlos positivos e negativos de VHC

400600 NeuMoDx Lysis Buffer 3

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 uL) com filtros

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

AW

AVISOS E PRECAUCOES
A NeuMoDx HCV Quant Test Strip destina-se apenas para utilizagdo em diagndstico in vitro com NeuMoDx Systems.
N&o utilizar os reagentes ou consumiveis depois da data de validade indicada.

N&o utilizar quaisquer reagentes que tenham o selo de seguranca aberto ou cuja embalagem tenha sido danificada ao chegar ao
destino.

N&o 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 dos NeuMoDx
HCV Calibrators) antes de os resultados de teste poderem ser gerados para as amostras clinicas.

Os NeuMoDx HCV External Controls devem ser processados a cada 24 horas ao longo dos testes com o NeuMoDx HCV Quant Assay.

O volume minimo de espécime das aliquotas secunddrias depende do tamanho do tubo, do transportador de tubos de espécime e
do processamento do volume do espécime, tal como definido abaixo. Volumes inferiores ao minimo especificado poderdo resultar
num erro "Quantity Not Sufficient" (Quantidade insuficiente).

A utilizagdo de espécimes armazenados a temperaturas inadequadas ou para além dos periodos de armazenamento especificados
poderad produzir resultados invalidos ou erréneos.

Evitar sempre a contaminagdo microbiana e por ribonuclease (RNase) de todos os reagentes e consumiveis. Se forem utilizados
tubos de espécime secundarios, é recomendada a utilizagdo de pipetas de transferéncia descartaveis estéreis e isentas de RNase.
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 bioldgico (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
contaminagdo.

Nos casos em que sdo também realizados em laboratério testes de PCR em tubo aberto, é necessario ter especial cuidado para que a
NeuMoDx HCV Quant Test Strip, 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 HCV Quant Test Strip, na NeuMoDx Extraction Plate ou na parte superior da superficie do NeuMoDx Lysis Buffer 3.

0O manuseamento dos consumiveis e reagentes deve ser feito tocando apenas nas superficies laterais.

Sdo fornecidas fichas de dados de segurancga (Safety Data Sheets, SDS) para cada reagente (conforme aplicavel) em
www.giagen.com/neumodx-ifu

Lavar muito bem as m&os 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.
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® Manusear sempre os espécimes como se fossem infeciosos e de acordo com os procedimentos laboratoriais de seguranca, tal como
os descritos na publica¢do Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories® e no documento M29-A4 do CLSI. °

e Eliminar os reagentes nao utilizados e os residuos de acordo com os regulamentos nacionais, regionais e locais.

e Ndo reutilizar.

g ARMAZENAMENTO, TRATAMENTO E ESTABILIDADE DO PRODUTO

e As NeuMoDx HCV Quant Test Strips permanecem estdveis dentro da embalagem primaria até a data de validade indicada na etiqueta do
produto, quando armazenadas a temperaturas entre 4 e 28 °C.

e N3&o utilizar consumiveis ou reagentes apds a data de validade indicada.

e Ndo utilizar qualquer produto de teste se a embalagem primaria ou secundaria tiver danos visiveis.

e Ndo carregue novamente qualquer produto de teste que tenha sido previamente carregado noutro NeuMoDx System.

e Uma vez carregada, a NeuMoDx HCV Quant Test Strip pode permanecer a bordo do NeuMoDx System durante um maximo de 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.

COLHEITA, TRANSPORTE E ARMAZENAMENTO DE ESPECIMES

1. Manuseie todos os espécimes, calibradores e controlos como se fossem passiveis de transmitir agentes infeciosos.

2. Na&o congele espécimes de sangue total ou quaisquer outros armazenados em tubos primdrios.

3. Para preparar espécimes de plasma, o sangue total deve ser colhido em tubos estéreis, utilizando EDTA ou ACD como anticoagulantes ou
em tubos para a preparagdo de plasma (Plasma Preparation Tubes, PPT). Siga as instrugbes do fabricante do tubo para colheita de
espécimes relativamente a preparagdo e ao armazenamento.

4. Para preparar espécimes de soro, o sangue total deve ser colhido em tubos de soro ou em tubos SST. Siga as instrugSes do fabricante do
tubo para colheita de espécimes relativamente a preparagdo e ao armazenamento.

5. Os espécimes podem ser testados em tubos de colheita primarios ou em tubos de espécime secundérios. Recomendado para testes de
tubos primdrios:

a.  Espécimes de plasma: BD Vacutainer® Plus Plastic K.2EDTA Tube (BD #368589) ou BD Vacutainer PPT™ Plasma Preparation
Tube (BD #362799).
b.  Espécimes de soro: BD Vacutainer Plus Plastic Serum Tube (BD #367820) ou BD Vacutainer SST™ Tube (BD #367988).

6. Os espécimes preparados podem ser armazenados 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 em aliquotas secundarias.

7. Os espécimes preparados devem ser armazenados a temperaturas entre 2—8 °C por um periodo ndo superior a 7 dias antes do teste e
durante um maximo de 8 horas a temperatura ambiente.

8. Os espécimes preparados em tubos secunddrios podem ser armazenados a uma temperatura < -20 °C até 24 semanas antes do
processamento; os espécimes congelados ndo devem passar por mais do que dois (2) ciclos de congelamento/descongelamento antes
da sua utilizagdo.

a.  Osespécimes de plasma congelados e que passam por um (1) ciclo de congelamento/descongelamento podem ser
armazenados a bordo do sistema por mais 8 horas.

b.  Osespécimes de plasma congelados e que passam por dois (2) ciclos de congelamento/descongelamento ndo devem ser
armazenados a bordo do sistema mais do que 4 horas.

c.  Osespécimes de soro congelados e que passam por um (1) ou dois (2) ciclos de congelamento/descongelamento devem
ser testados imediatamente apds o descongelamento.

d.  Se as amostras estiverem congeladas, permitir que descongelem a temperatura ambiente (15-30 °C); agitar para gerar uma
amostra uniformemente distribuida.

e. N&o é recomendado o congelamento de plasma/soro em tubos de colheita primarios.

9. Se os espécimes forem expedidos, estes devem ser embalados e etiquetados em conformidade com os regulamentos nacionais e/ou
internacionais aplicaveis.

10. Etiquetar claramente os espécimes e indicar que sdo para testes de VHC.

11. Avangar para a sec¢do Preparagdo para teste.

O processo geral para implementagdo do NeuMoDx HCV Quant Assay esta resumido abaixo na Figura 1.
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Preparagdo para teste

IMPLEMENTAGAO DO
NEUMODX HCV QUANT ASSAY

Se tal for solicitado pelo software do Carregar reagentes especificos do teste
NeuMoDx, carregue os consumiveis e NeuMoDx Lysis Buffer 3
exigidos o NeuMoDx HCV Quant Test Strips

Processar

NeuMoDx HCV
Calibrators

Repetir a cada 90 dias
OU se estiver a
utilizar um novo lote
de NeuMoDx HCV
Quant Test Strip

Processar
NeuMoDx HCV
External Controls

Os controlos
sdo vélidos? Repetir a cada
24 horas

SIM

PROCESSAR AMOSTRAS
DE ROTINA
N

Figura 1: Fluxo de trabalho da implementagao do NeuMoDx HCV Quant Assay

O NeuMoDx HCV Quant Assay pode ser processado diretamente a partir de tubos de colheita de sangue primdrios ou de aliquotas de espécimes em
tubos secunddrios. O processamento pode ser executado utilizando um de dois fluxos de trabalho de processamento de volume de espécimes —
fluxo de trabalho de volume de espécimes de 550 ul ou fluxo de trabalho de volume de espécimes de 200 pL.

1.

NeuMoDx Molecular, Inc.

Péagina 5 de 23

Aplicar a etiqueta de cddigo de barras de espécime a um tubo de espécime compativel com o NeuMoDx System. O tubo de colheita de
sangue primario pode ser etiquetado e colocado diretamente num transportador de tubos de espécime de 32 tubos, apds a centrifugagdo,
conforme indicado pelo fabricante. Em alternativa, uma aliquota do plasma pode ser transferida para um tubo secundério para
processamento no NeuMoDx System.

Se estiver a testar o espécime no tubo de colheita primdrio, colocar o tubo etiquetado com cédigo de barras num transportador de
tubos de espécime e garantir que a tampa é removida antes de o carregar no NeuMoDx System. Os volumes minimos acima da camada
leucoplaquetaria estdo descritos abaixo e serdo cumpridos se os espécimes forem colhidos e processados de acordo com as instrugdes
do fabricante do tubo. N3o é garantido o desempenho em espécimes colhidos de forma desadequada.
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Volume minimo de espécime necessario
Tipo de tubo Fluxo de trabalho Fluxo de trabalho
de 550 pL de 200 pL

SST-3,5mL 1550 pL 1200 pL
PPT/SST - 5,0 mL 1800 pL 1450 pL
PPT/SST — 8,5 mL 2500 pL 2200 pL
K:EDTA/Soro — 4,0 mL 1050 pL 700 pL
K2EDTA/Soro — 6,0 mL 1250 pL 900 pL
K2.EDTA/Soro — 10,0 mL 1600 pL 1250 pL

3. Se utilizar um tubo secundario:
a. Agitar suavemente o espécime para obter uma distribui¢cdo uniforme

b. Utilizando uma pipeta de transferéncia para cada espécime, transferir uma aliquota do plasma ou soro para o tubo de espécime
com codigo de barras compativel com o NeuMoDx System conforme os volumes definidos abaixo:

Volume minimo de espécime necessario

Transportador de tubos de T ho do tub
espécime amanho do tubo Fluxo de trabalho Fluxo de trabalho de

de 550 pL 200 uL

32-Tube Specimen Tube Carrier | Didmetro entre 11-14 mm e altura entre
(Transportador de tubos de | 60-120 mm 700 pL 400 pL
espécime de 32 tubos)

24-Tube Specimen Tube Carrier | Diametro entre 14,5-18 mm e altura entre
(Transportador de tubos de | 60-120 mm 1100 pL 800 uL
espécime de 24 tubos)

Low Volume Specimen Tube Carrier | Tubo de microcentrifuga com base cénica de
(Transportador de tubos de | 1,5 mL 650 pL 300 pL
espécime de baixo volume)

c. Enecessério ter especial cuidado para n3o transferir qualquer codgulo da amostra para o tubo de espécime.

Operag¢do do NeuMoDx System
Para obter instrugées detalhadas, consultar os Manuais do Operador do NeuMoDx 288 Molecular System e do NeuMoDx 96 Molecular System
(P/N 40600108 e 40600317)

1. Carregue o pedido de teste no NeuMoDx System de acordo com o fluxo de trabalho de volume de espécimes e o tipo de tubo de espécime
desejados.

. Sdo testados 550 pL de volume de espécime, definindo o tipo de espécime como "Plasma" ou "Serum" (Soro)

. Sdo testados 200 pL de volume de espécime, definindo o tipo de espécime como "Plasma2" ou "Serum2" (Soro2)

. Caso ndo seja definido no pedido de teste, serd utilizado o tipo de espécime Plasma num Secondary Tube (Tubo secundério) como
predefinigdo.

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

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

4. Se tal for solicitado pelo software do NeuMoDx System, substituir o NeuMoDx Wash Reagent, o 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 bioldgico (apenas NeuMoDx 96 Molecular System),
conforme apropriado.

5. Se tal for solicitado pelo software do NeuMoDx System , processar os NeuMoDx HCV Calibrators e/ou NeuMoDx HCV External Controls.
Podem ser encontradas mais informacg&es acerca dos calibradores e controlos na secgdo Processamento de resultados.

6. Carregar o(s) tubo(s) de espécime/calibrador/controlo num transportador de tubos de espécime e garantir que as tampas foram removidas
de todos os tubos.

NeuMoDx Molecular, Inc. 40600140-PT_G
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7. Colocar o(s) transportador(es) de tubos de espécime na prateleira do carregador automatico e utilizar o ecra tatil para carregar o(s)
transportador(es) no NeuMoDx System. Tal ird iniciar o processamento dos espécimes carregados para os testes identificados, desde que
esteja presente no sistema um pedido de teste valido.

LIMITACOES

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

2. 0O desempenho da NeuMoDx HCV Quant Test Strip foi estabelecido para espécimes de plasma preparados com EDTA/ACD como
anticoagulante ou para espécimes de soro preparados em tubos de separagdo de soro. A utilizagdo da NeuMoDx HCV Quant Test Strip com
outras fontes ndo foi avaliada e as caracteristicas de desempenho sdo desconhecidas com outros tipos de espécimes.

3. 0O desempenho da NeuMoDx HCV Quant Test Strip foi estabelecido para testes de tubos primarios utilizando BD Vacutainer Plus Plastic
K2EDTA Tubes, BD Vacutainer PPT Plasma Preparation Tubes, BD Vacutainer Plus Plastic Serum Tubes e BD Vacutainer SST Tubes.

4. O manuseamento de espécimes além das condi¢des de armazenamento pode afetar negativamente a exatiddo quantitativa do NeuMoDx
HCV Quant Assay, embora tenha menor probabilidade de afetar a taxa de indicagdo qualitativa (Positivo/Negativo).

5. Armazenar os espécimes de soro a bordo do sistema apds um armazenamento congelado prolongado e passar por dois ciclos de
congelamento/descongelamento sem testar imediatamente pode afetar negativamente a exatiddo quantitativa do NeuMoDx HCV Quant
Assay.

6. Foiobservado um pequeno aumento no limite de detegdo e no limite inferior de quantificagdo do NeuMoDx HCV Quant Assay ao utilizar
um fluxo de trabalho de volume de espécimes de 200 pL.

7. 0O NeuMoDx HCV Quant Assay ndo pode ser utilizado com amostras humanas heparinizadas.

8. Uma vez que a detegdo do VHC esta dependente do nimero de particulas virais de ARN alvo presentes na amostra, a obtengdo de
resultados fidveis depende da colheita, do tratamento e do armazenamento adequados do espécime.

9. Os NeuMoDx HCV Calibrators e os NeuMoDx HCV External Controls tém de ser processados conforme recomendado nos folhetos
informativos quando solicitado pelo software do NeuMoDx System, antes do processamento de amostras clinicas de rotina.

10. Podem ocorrer resultados erréneos devido a colheita, ao manuseamento e ao armazenamento inadequados dos espécimes, a erros
técnicos ou a confusdo de tubos de espécime. Além disso, podem ocorrer falsos resultados negativos devido ao facto de o nimero de
particulas virais presente na amostra estar abaixo do limite de dete¢do do NeuMoDx HCV Quant Assay.

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

12. Seoalvode VHC e o alvo de SPC2 ndo amplificarem, é comunicado um resultado invalido (Indeterminate [Indeterminado], No Result [Sem
resultados] ou Unresolved [N&o resolvido]) e o teste devera ser repetido.

13. Se o resultado do NeuMoDx HCV Quant Assay for Positive (Positivo), mas o valor de quantificacdo estiver para além dos limites de
quantificagdo, o NeuMoDx System ird comunicar se o VHC detetado estava abaixo do limite inferior de quantificacdo (LIdQ) ou acima do
limite superior de quantificagdo (LSdQ).

14. Se o VHC detetado estiver abaixo do LIdQ, o NeuMoDx HCV Quant Assay pode ser repetido (se pretendido) com outra aliquota do
espécime.

15. Se o VHC detetado estiver acima do LSdQ, o NeuMoDx HCV Quant Assay pode ser repetido com uma aliquota diluida do espécime original.
E recomendada uma diluicdo a 1:100 ou 1:1000 em plasma negativo para VHC ou Basematrix 53 Diluent (Basematrix) (SeraCare, Milford,
MA). A concentragdo do espécime original é calculada da seguinte forma:

concentragdo do espécime original = logio(fator de dilui¢io) + concentragdo comunicada da amostra diluida

16. A presenca ocasional dos inibidores de PCR em plasma e soro pode resultar num erro de quantificagdo do sistema. Se isto ocorrer, é
recomendavel que repita o teste com o mesmo espécime diluido em Basematrix a 1:10 ou 1:100.

17. Um resultado positivo ndo indica necessariamente a presenga de organismos viaveis. No entanto, um resultado positivo pressupde a
presenga de ARN do virus da hepatite C.

18. EliminagBes ou mutagdes nas regides conservadas que sdo alvo do NeuMoDx HCV Quant Assay podem afetar a detegdo ou originar um
resultado erréneo ao utilizar a NeuMoDx HCV Quant Test Strip.

19. Os resultados do NeuMoDx HCV Quant Assay podem ser utilizados como complemento as observagdes clinicas e outras informagdes a
disposi¢do do médico; o teste ndo foi concebido para o diagndstico da infegdo.

20. S3do recomendadas boas praticas de laboratdrio, incluindo a troca de luvas entre o manuseamento de espécimes de pacientes, de forma a
evitar a contaminagao.
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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 ecrd
tatil do NeuMoDx System. Os resultados do NeuMoDx HCV Quant Assay sdo gerados automaticamente pelo software do NeuMoDx System,
utilizando o algoritmo de decisdo e os parametros de processamento de resultados especificados no ficheiro de definigdo de ensaio do NeuMoDx
HCV Assay (HCV Assay Definition File, HCV ADF). Um resultado pode ser comunicado como Negative (Negativo), Positive with a reported HCV
concentration (Positivo com uma concentragdo de VHC comunicada), Positive above ULoQ (Positivo acima do LSdQ), Positive below LLoQ (Positivo
abaixo do LIdQ), Indeterminate (Indeterminado, IND), Unresolved (N&o resolvido, UNR) ou No Result (Sem Resultados, NR), 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 do ADF, resumido

na Tabela 1 abaixo.

Tabela 1. Resumo do algoritmo de decisdo do NeuMoDx HCV Quant Assay

Controlo de
processo de

Concentration (Positivo
com concentrag¢ao
comunicada)

Amplified (Amplificado)
0,9 < [VHC] £ 8,2 logio Ul/mL (fluxo de trabalho de 550 pL)
1,5 < [VHC] < 8,2 logio Ul/mL (fluxo de trabalho de 200 pL)

RESULTADO Alvo do VHC amostra (Sample Interpretacdo de resultados
Process Control 2,
SPC2)
Positive with Reported Amplified

(Amplificado) ou Not
Amplified (Ndo
amplificado)

ARN do VHC detetado
dentro do intervalo
quantitativo

Positive, above ULoQ
(Positivo, acima do
LSdQ)

Amplified (Amplificado)
[VHC] >8,2 logio Ul/mL

Amplified
(Amplificado) ou Not
Amplified (Ndo
amplificado)

ARN do VHC detetado acima
do intervalo quantitativo

Positive, below LLoQ
(Positivo, abaixo do
LidQ)

Amplified (Amplificado)
[VHC] < 0,9 logio UI/mL (fluxo de trabalho de 550 L)
[VHC] < 1,5 logio UI/mL (fluxo de trabalho de 200 puL)

Amplified
(Amplificado) ou Not
Amplified (Ndo
amplificado)

ARN do VHC detetado
abaixo do intervalo
quantitativo

Negative (Negativo)

Not Amplified (Ndo amplificado)

Amplified
(Amplificado)

ARN do VHC ndo detetado

Indeterminate
(Indeterminado)

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

Todos os resultados do alvo
foram invalidos; testar
novamente a amostrat

No Result (Sem
resultados)*

Not Amplified (Ndo amplificado), System Error Detected (Erro do sistema
detetado), Sample Processing Aborted (Processamento de amostras interrompido)

O processamento de
amostras foi interrompido;
testar novamente a
amostrat

Unresolved (Nao
resolvido)

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

sistema detetado)

Todos os resultados do alvo
foram invalidos; testar
novamente a amostrat

*Q sinalizador No Result (Sem resultados) é apenas comunicado nas versdes 1.8 e superiores do software do NeuMoDx System.

0O NeuMoDx System esta equipado com a capacidade automética Rerun (Reexecutar)/Repeat (Repetir), que o utilizador final pode optar por utilizar para assegurar
que um resultado IND/UNR/NR é reprocessado automaticamente para minimizar atrasos na comunicagao de resultados.

Calculo do teste

1. Para amostras dentro do intervalo de quantificagdo do NeuMoDx HCV Quant Assay, a concentragdo de ARN do VHC nas amostras é
calculada utilizando a curva-padrdo armazenada em conjunto com o coeficiente de calibragdo e o volume de espécime.

a. O coeficiente de calibragdo é calculado com base nos resultados dos NeuMoDx HCV Calibrators processados para estabelecer a
validade da curva-padrdo para um lote especifico da NeuMoDx HCV Quant Test Strip num NeuMoDx System em particular.

b. O coeficiente de calibragdo esta integrado na determinagdo final da concentragdo de ARN do VHC.

c. O software do NeuMoDx contabiliza o volume de entrada do espécime ao determinar a concentragdo de ARN do VHC por mL de

espécime.

2. Osresultados do NeuMoDx HCV Quant Assay sdo comunicados em logio Ul/mL.

3. A quantificagdo resultante das amostras desconhecidas é rastreavel de acordo com o 5.2 padrado internacional da OMS para o VHC.

Calibracdo de teste

E necessaria uma calibragdo valida com base na curva-padrédo para quantificar o ARN do VHC presente nos espécimes. Para gerar resultados
vélidos, deve ser concluida uma calibragdo de teste utilizando os calibradores externos fornecidos pela NeuMoDx Molecular, Inc.

NeuMoDx Molecular, Inc.
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Calibradores

1.  Um conjunto de NeuMoDx HCV Calibrators necessita de ser processado com cada novo lote de NeuMoDx HCV Quant Test Strips, se for
carregado um novo ficheiro de defini¢cdo de ensaio VHC no NeuMoDx System, se o conjunto atual de calibradores estiver fora do prazo de
validade (definido atualmente em 90 dias) ou se o software do NeuMoDx System tiver sido modificado.

2. O software do NeuMoDx System ird notificar o utilizador quando for necessario processar calibradores. Ndo é possivel utilizar um novo lote
de tiras de teste para analise até que os calibradores tenham sido processados com éxito.

3. Avalidade da calibragdo é estabelecida da seguinte forma:
a) E necessario processar um conjunto de dois calibradores —um (1) alto e um (1) baixo — de forma a estabelecer a validade.

b) Pelo menos duas (2) das trés (3) réplicas devem originar resultados dentro dos pardmetros predefinidos. O alvo nominal do calibrador
baixo é de 3 logio Ul/mL e o alvo nominal do calibrador alto é de 5 logio Ul/mL.

c) E calculado um coeficiente de calibragdo para ter em conta a variacdo prevista entre lotes de tiras de teste. Este coeficiente de
calibragdo é utilizado na determinagdo da concentragdo final do VHC.

4.  Se um ou ambos os calibradores falharem na verificagdo de validade, repetir o processamento do calibrador ou 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.

5.  Se os calibradores falharem a verificagdo de validade consecutivamente, contactar a NeuMoDx Molecular, Inc.

Controlo de qualidade

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

Controlos externos

1. Os controlos externos positivos e negativos devem ser processados a cada 24 horas ao longo do teste com o NeuMoDx HCV Quant Assay.
Se ndo existir um conjunto valido de resultados de controlos externos, o software do NeuMoDx System ira solicitar ao utilizador que estes
controlos sejam processados antes de os resultados da amostra poderem ser comunicados.

2. Avalidade dos controlos externos ird ser avaliada pelo NeuMoDx System de acordo com o resultado previsto. O controlo positivo deve
fornecer um resultado VHC positivo e o controlo negativo um resultado VHC negativo.

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

a) Um resultado de teste Positive (Positivo) para uma amostra de controlo negativo indica um problema de contaminagdo de espécimes.

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

c) Emambos os casos acima ou no caso de um resultado Indeterminate (Indeterminado) (IND) ou No Result (Sem resultados) (NR),
repita os NeuMoDx HCV External Controls com novos frascos do controlo ou controlos que falharam o teste de validade.

d) Se um NeuMoDx HCV External Control positivo continuar a comunicar um resultado Negative (Negativo), contacte a assisténcia
técnica da NeuMoDx.

e) Se um NeuMoDx HCV External Control negativo continuar a comunicar um resultado Positive (Positivo), tente eliminar todas as
potenciais fontes de contaminagao, incluindo a substituicdo de todos os reagentes, antes de contactar a assisténcia técnica da
NeuMoDx.

Controlos (internos) do processo de amostra

Um controlo de processo de amostra (Sample Process Control, SPC2) exdgeno estd integrado na NeuMoDx Extraction Plate e passa por todo o
processo de extragdo do acido nucleico e de amplificagdo RT-PCR em tempo real com cada amostra. Estdo também incluidos os iniciadores e a
sonda especificos para o SPC2 em cada uma das NeuMoDx HCV Quant Test Strip, permitindo a detecdo da presenga do SPC2 em conjunto com o
alvo ARN do VHC (se presente) via RT-PCR em tempo real multiplex. A detegdo da amplificagdo do SPC2 permite que o software do NeuMoDx
System monitorize a eficacia dos processos de extragdao de ARN e de amplificagdo RT-PCR.

Resultados invalidos

Se um NeuMoDx HCV Quant Assay desempenhado no NeuMoDx System falhar na produgdo de um resultado vélido a seguir a conclusdo do
processamento de amostras, sera comunicado como Indeterminate (Indeterminado) (IND), No Result (Sem resultados) (NR) ou Unresolved (Ndo
resolvido) (UNR) com base no tipo de erro que ocorreu.

Caso seja detetado um erro do NeuMoDx System durante o processamento da amostra, sera comunicado um resultado IND (Indeterminado). Caso
seja comunicado um resultado IND (Indeterminado), recomenda-se realizar um novo teste.

Sera comunicado um resultado UNR (N&o resolvido) se, na auséncia de erros do sistema, ndo for detetada uma amplificagdo valida de ARN do VHC
ou do SPC2, o que indica uma possivel falha de reagentes ou a presenca de inibidores. Caso seja comunicado um resultado UNR, 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
qualquer inibigdo da amostra.
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Se um NeuMoDx HCV Quant Assay efetuado no NeuMoDx System falhar na produgdo de um resultado vélido e o processamento da amostra for
abortado antes da conclusdo, serd comunicado como No Result (Sem resultados) (NR). Caso seja comunicado um resultado NR (Sem resultados),
recomenda-se realizar um novo teste.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

Sensibilidade analitica - Limite de deteg3o utilizando o padrio da OMS

A sensibilidade analitica do NeuMoDx HCV Quant Assay foi caracterizada testando espécimes negativos e uma série de dilui¢des do 5.2 padrdo
internacional da OMS (gendtipo 1) em plasma e soro humanos negativos analisados para determinar o limite de detecdo (LdD) nos NeuMoDx
Systems. O LdD foi definido como o nivel de alvo mais baixo detetado a uma taxa de 95% tal como determinado pela analise de estilo Probit. O
estudo foi realizado ao longo de 3 dias em vdrios sistemas com varios lotes de reagentes NeuMoDx. Cada sistema (N288 e N96) processou 18
réplicas em cada nivel de dilui¢do por dia. As taxas de detegdo estdo descritas na Tabela 2. Foi executado um estudo adicional para determinar o
LdD do NeuMoDx HCV Quant Assay ao utilizar o fluxo de trabalho de volume de espécimes de 200 pL, os resultados estando apresentados na
Tabela 3.

Tabela 2. Taxas de detegdo positiva para determinagdo do LdD do NeuMoDx HCV Quant Assay — Fluxo de trabalho de 550 pL

= o PLASMA SORO
Concentragao Concentragao 5 = = =
Numero Numero Numero Numero
do alvo do alvo Taxa de Taxa de
[Ul/mL] [logio Ul/mL] FEizs iz b detegdo Ch TS o detegdo
validos positivos validos positivos
30 1,48 108 108 100% 108 108 100%
15 1,18 108 108 100% 108 107 99%
10 1,00 108 105 97% 108 102 94%
7,5 0,88 108 102 94% 108 105 97%
3,75 0,57 108 84 78% 108 86 80%
1,875 0,27 108 47 44% 108 63 58%
NEG 0 108 0 0% 107 1 0,93%

Tabela 3. Taxas de detegdo positiva para determinagdo do LdD do NeuMoDx HCV Quant Assay — Fluxo de trabalho de 200 pL

= o PLASMA SORO
Concentragao Concentragao 5 = = =
Numero Numero Numero Numero
do alvo do alvo Taxa de Taxa de
[Ul/mL] [logio Ul/mL] CIBEERES de detegdo de testes de detegdo
validos positivos validos positivos
75 1,88 N/D N/D N/D 22 22 100%
60 1,78 22 22 100% 22 22 100%
30 1,48 22 21 95,5% 22 20 90,9%
15 1,18 22 17 77,3% 22 19 86,4%
10 1,00 22 13 59,1% 22 15 68,2%
NEG 0 22 0 0% 22 0 0%

O LdD do NeuMoDx HCV Quant Assay em plasma em todos os genétipos foi determinado como sendo de 7,5 Ul/mL (IC de 95% para 6,4 a 9,2 Ul/mL)
[(0,9 log1o Ul/mL) (IC de 95% para 0,8 a 1,0 logio Ul/mL)] tal como testado no NeuMoDx 288 Molecular System utilizando o fluxo de trabalho de
volume de espécimes de 550 uL (Figura 2). O LdD do NeuMoDx HCV Quant Assay para espécimes de soro foi determinado como sendo de 8,0 Ul/mL
(IC de 95% para 6,6 a 10,4 Ul/mL) [(0,9 logio Ul/mL) (IC de 95% para 0,8-1,0 logio Ul/mL)] utilizando o fluxo de trabalho de volume de espécimes
de 550 uL (Figura 2); a indicagdo do LdD para ambos os tipos de espécimes utilizando o fluxo de trabalho de volume de espécimes de 550 pL é de
8,0 UI/mL (0,9 logio Ul/mL.

O LdD do NeuMoDx HCV Quant Assay utilizando o fluxo de trabalho de volume de espécimes de 200 pL foi determinado como sendo de 27,9 Ul/mL
(IC de 95% para 20,1-81,9) em espécimes de plasma e de 29,8 Ul/mL (IC de 95% para 20,5-94,0) em espécimes de soro (Figura 3); a indicagdo do
LdD para ambos os tipos de espécimes utilizando o fluxo de trabalho de volume de espécimes de 200 pL é de 30,0 Ul/mL (1,5 logio Ul/mL).
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LdD do HCV Quant Assay (plasma) LdD do HCV Quant Assay (soro)
1,2 1,2
LdD = 7,5 Ul/mL [IC de 95% (6,4 2 9,2)] LdD = 8,0 Ul/mL [IC de 95% (6,6 a 10,4)]
1 o > — 1 I —
/
0,8 .’ 0,8
w w
E / E
S os S os
= / =
%) / %)
z e 2
Y 04 ,. Y 04
fe‘ ~— Ajuste sigmoidal ——Ajuste sigmoidal
0.2 / ® Dados experimentais 0.2 ® Dados experimentais
’/' # LdD calculado ® LdD calculado
0 - 0
-2 -1,5 -1 -0,5 0 0,5 1 15 2 2,5 -3 -2 -1 0 1 2 3
Concentragdo Logio (Ul/mL) Concentragdo Logio (Ul/mL)

Figura 2: Analise de estilo Probit utilizada para determinar o LdD do NeuMoDx HCV Quant Assay, Plasma (a esquerda) e Soro (a
direita) — Fluxo de trabalho de 550 uL

Probit com baixo volume de VHC em plasma Probit com baixo volume de VHC em soro
1,2 1,2
LdD = 27,92 Ul/mL LdD = 29,82 Ul/mL
(IC de 20,08-81,94 Ul/mL) (IC de 20,45-94,02 Ul/mL)
1 S 1
L]
0,8 0,8
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g 3
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(%] (%]
2 =
Y 0,4 2 04
—— Ajuste sigmoidal —— Ajuste sigmoidal
0,2 @ Dados experimentais 0.2 @ Dados experimentais
4 LdD calculado 4 LdD calculado
0 0 .
2 15 1 05 0 05 1 15 2 2,5 1 0 1 2 3 4
Log [CONC/mL] Log [CONC/mL]

Figura 3: Analise de estilo Probit utilizada para determinar o LdD do NeuMoDx HCV Quant Assay, Plasma (a esquerda) e Soro (a
direita) — Fluxo de trabalho de 200 uL

Sensibilidade analitica — Limite de quantificagdo — Limite inferior de quantificagdo (LIdQ) utilizando o padrido da OMS

O limite inferior de quantificagdo (LIdQ) é definido como o nivel de alvo mais baixo a que uma deteg¢do >95% é atingida E o TAE é <1,0. Para

determinar o LIdQ, o erro analitico total (total analytical error, TAE) foi calculado para cada um dos niveis do alvo de VHC que apresentaram uma

detegdo >95% como parte do célculo do LdD. O TAE é definido da seguinte forma:
TAE = tendéncia + 2*DP [Estatistica Westgard]

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

Os resultados compilados para os 6 niveis de espécimes de VHC em plasma e soro testados no estudo de LIdQ utilizando o gendtipo 1 com o fluxo
de trabalho de volume de espécimes de 550 pL sdo apresentados na Tabela 4. Os resultados de testes adicionais realizados utilizando o fluxo de
trabalho de volume de espécimes de 200 pL sdo apresentados na Tabela 5.
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Tabela 4. LIdQ do NeuMoDx HCV Quant Assay com tendéncia e TAE — Fluxo de trabalho de 550 pL

Conc. do Conc. do alvo Conc Flesins Conc Soro
[U":'/‘::L] [logo UI/mL] média De:;g“ DP Te:?:"' TAE média De:;g“ DP Te:?:"' TAE
[logso Ul/mL] [logio Ul/mL]
30,00 1,48 1,41 100 0,32 0,07 0,71 1,39 100 0,30 0,08 0,69
15,00 1,18 1,24 100 0,36 0,06 0,79 1,23 99 0,32 0,06 0,70
10,00 1,00 1,07 97 0,35 0,07 0,77 1,14 94 0,36 0,14 0,85
7,50 0,88 1,01 94 0,44 0,13 1,02 1,12 97 0,25 0,25 1,09
3,75 0,57 1,08 78 0,43 | 051 1,38 1,17 80 0,58 0,59 | 1,76
1,88 0,27 1,11 44 0,36 0,83 1,55 1,11 58 0,69 0,84 2,22
Tabela 5. LIdQ do NeuMoDx HCV Quant Assay com tendéncia e TAE — Fluxo de trabalho de 200 pL
Conc. do Conc. do alvo Conc Plosms Conc Soro
[Ualll‘:':L] [logso UI/mL] média De(t;sw DP Te:ie"' TAE média De(t;‘;“ DP Te:?:"' TAE
[logo Ul/mL] [logo Ul/mL]
75 1,88 N/D N/D N/D N/D N/D 1,56 100 0,23 0,32 0,78
60 1,78 1,93 100 0,39 0,15 0,93 1,56 100 0,27 0,22 0,76
30 1,48 1,35 96 0,44 | 011 | 0,99 1,45 91 0,41 0,03 | 0,85
15 1,18 1,37 77 0,42 | 0,18 | 1,03 1,36 86 0,53 0,18 | 1,25
10 1,00 1,26 59 0,56 0,25 1,36 1,15 68 0,53 0,15 1,21

O LIdQ para o NeuMoDx HCV Quant Assay é determinado como sendo de 7,7 Ul/mL (0,9 logio Ul/mL) para plasma e de 8,4 Ul/mL, (0,9 logio Ul/mL)
para soro utilizando o fluxo de trabalho de volume de espécimes de 550 uL; o LIdQ para plasma e soro é determinado como sendo de 8,4 Ul/mL
(0,9 logio Ul/mL) utilizando o fluxo de trabalho de volume de espécimes de 550 pL.

0 LIdQ para o NeuMoDx HCV Quant Assay utilizando o padrdo da OMS ¢ determinado como sendo de 30,0 Ul/mL (1,5 logio Ul/mL) para plasma e
de 29,8 Ul/mL (1,37 logo Ul/mL) para soro, utilizando o fluxo de trabalho de volume de espécimes de 200 pL; o LIdQ para plasma e soro é
determinado como sendo de 30,0 Ul/mL (0,9 logio Ul/mL) utilizando o fluxo de trabalho de volume de espécimes de 200 pL.

Sensibilidade analitica — LdD e LIdQ entre gendtipos do VHC

O LdD foi inicialmente estabelecido para o gendtipo 1 (5.2 padrdo internacional da OMS) sendo depois realizados testes adicionais em torno do
LdD estabelecido, utilizando cada um dos outros 5 gendtipos. Foram testadas trinta e seis (36) réplicas em niveis correspondentes a 2X, 1X e 0,5X
do limite superior do IC de 95% do LdD, utilizando o NeuMoDx HCV Quant Assay com plasma e com o fluxo de trabalho de volume de espécimes
de 550 pL. A taxa de percentagem positiva para cada um dos gendtipos em cada um destes niveis testados foi tabelada e utilizada para calcular o
LdD, utilizando uma anélise de estilo Probit.

Foi também calculado o erro analitico total a estes niveis. O nivel mais baixo com uma detegdo positiva de 95% e o TAE calculado <1,0 foi novamente
considerado como sendo o LIdQ do gendtipo. Os resultados confirmam que o NeuMoDx HCV Quant Assay teve um desempenho de detecdo
excelente e equivalente nos seis gendtipos com um intervalo de 4,5-7,5 Ul/mL, incluindo os resultados obtidos com o 5.2 padrdo internacional da
OMS (Gendtipo 1). No geral, o LdD do NeuMoDx HCV Quant Assay nos genoétipos foi determinado como sendo de 7,5 Ul/mL (0,88 logio Ul/mL) e o
LIdQ foi determinado como sendo o valor mais elevado, que é 7,7 Ul/mL (0,9 logio Ul/mL), conforme reportado para o 5.2 padrio internacional da
OMS (Gendtipo 1, acima). A Tabela 6 mostra os resultados do LdD e do LIdQ nos testes dos genétipos do VHC, conforme determinado em plasma.

Tabela 6. Gendtipos do VHC testados em plasma usando o fluxo de trabalho de volume de espécimes de 550 pL

GENOTIPO [UI;;‘:!L] LidQ [Ul/mL]
1 7,5 7,7
2 4,5 5,2
3 7,5 7,5
4 6,0 6,0
5 4,8 5,5
6 4,5 6,7

Com base no resultado dos estudos acima, o NeuMoDx indica um LdD de 8,0 Ul/mL (0,9 logio Ul/mL) e um LIdQ de 8,4 Ul/mL (0,9 logio Ul/mL)
para o NeuMoDx HCV Quant Assay em plasma e soro utilizando o fluxo de trabalho de volume de espécimes de 550 pL.
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O LdD e LIdQ indicados para o NeuMoDx HCV Quant Assay para ambos os tipos de espécime (plasma e soro) utilizando o fluxo de trabalho de
volume de espécimes de 200 pL é de 30,0 UI/mL (1,5 log10 Ul/mL).

Sensibilidade analitica - Linearidade e determinagdo do limite superior de quantificagdo (LSdQ)

Alinearidade e o limite superior de quantificagdo (LSdQ) do NeuMoDx HCV Quant Assay foram estabelecidos em plasma preparando uma série de
diluiges com o HCV Armored RNA® (Asuragen Inc., Austin, TX) e o AcroMetrix™ High Control HCV (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) com
rastreabilidade estabelecida de acordo com o 5.2 padrdo internacional da OMS. Um painel de 11 membros foi preparado em plasma negativo para
VHC agrupado em pools de forma a criar um painel que abrangesse um intervalo de concentragdo de 8,2-1,5 logio Ul/mL. O NeuMoDx HCV Quant
Assay demonstrou uma capacidade de quantificar o VHC num intervalo linear de 8 logio com uma precisdo de + 0,3 logio Ul/mL com base no erro-
padrdo calculado pelo intervalo de confianga de 95%. Nenhum beneficio significativo foi obtido utilizando ajustes de regressdo de 2.2 e 3.2 ordem.
0 LSdQ em plasma foi determinado como sendo de 8,2 logio Ul/mL. Foi realizado um estudo subsequente para demonstrar a equivaléncia da matriz
e a analise comparou os resultados quantitativos do NeuMoDx HCV para amostras preparadas em plasma e soro, utilizando dois modelos de ajuste
de regressdo diferentes, incluindo a ferramenta de regressdo do MS Excel e Passing-Bablok. Os resultados demonstraram uma forte correlagdo,
representada por valores de inclinagdo e intersecgdo perto de 1,00 e 0,00, respetivamente, e um valor R2 de 0,99 (ferramenta de regressdo do MS
Excel) ou um valor p de 0,600 (Passing-Bablok). As concentragdes do ensaio HCV comunicadas pelo NeuMoDx System em comparagdo com os
valores esperados sdo apresentadas na Figura 4.

A linearidade e o LSdQ foram avaliados com o fluxo de trabalho de volume de espécimes de 200 pL. As comparagdes de equivaléncia foram
efetuadas entre as concentragdes comunicadas pelo NeuMoDx Software para os fluxos de trabalho de 200 pL e de 550 pL. As andlises de regressao
de Deming e de Passing-Bablok apresentaram uma excelente correlagdo e uma inclinagdo proxima de 1 e interce¢des (tendéncias) minimas das
concentragdes comunicadas para amostras de plasma e soro no intervalo linear. Uma comparagao Bland-Altman entre a concentragdo comunicada
para o fluxo de 200 pL de volume de espécimes e a concentragdo média comunicada para fluxos de trabalho de volume de espécimes de 200 pL e
550 plL apresentou uma tendéncia minima, atribuindo exatiddo ao algoritmo utilizado para gerar resultados para o fluxo de trabalho de 200 L.
Além disso, uma regressdo linear simples comparando a concentragdo prevista com a concentragdo comunicada para o fluxo de trabalho de 200 pL
teve uma inclinagdo proxima de 1, o que demonstra uma excelente correlagdo (Figura 5). Consideradas em conjunto, estas comparagdes
demonstram uma quantificagdo exata do VHC no intervalo linear do NeuMoDx HCV Quant Assay, utilizando o fluxo de trabalho de volume de
espécimes de 200 pL.
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Amostras de plasma: - ;
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Figura 4: Intervalo linear do NeuMoDx HCV Quant Assay para Plasma (a esquerda) e Soro (a direita) — Fluxo de trabalho de 550 pL
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Figura 5: Intervalo linear do NeuMoDx HCV Quant Assay para Plasma (a esquerda) e Soro (a direita) — Fluxo de trabalho de
200 plL

Sensibilidade analitica — Linearidade entre genétipos

Alinearidade do NeuMoDx HCV Quant Assay em seis gendtipos do VHC foi caracterizada através da analise de pelo menos quatro (4) concentragdes
diferentes de cada genétipo do VHC, preparadas em plasma negativo para VHC agrupadas em pool. Os niveis testados dos alvos VHC utilizados
neste estudo estavam dependentes da concentragdo do espécime original e, por este motivo, variavam entre gendtipos. O estudo foi realizado
com cada genotipo a utilizar 6 réplicas em cada nivel. A linearidade dos seis genétipos do VHC é apresentada na Tabela 7 e na Figura 6.

Tabela 7. Linearidade do NeuMoDx HCV Quant Assay entre gendtipos

Equacgdo de linearidade
Gendétipo y = Quantificacdo do NeuMoDx HCV Assay R?
x = Quantificagdo esperada
1 y =1,054x + 0,1325 0,979
2 y =1,0792x - 0,0748 0,985
3 y =1,0423x - 0,0439 0,981
4 y =1,0158x + 0,0292 0,973
5 y =0,9873x + 0,1524 0,994
6 y =1,0393x + 0,0396 0,997
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Figura 6: Linearidade do NeuMoDx HCV Quant Assay entre gendtipos

Especificidade analitica — Reatividade cruzada

A especificidade analitica foi demonstrada através da analise de 33 organismos habitualmente presentes em espécimes de sangue/plasma, assim
como espécies filogeneticamente semelhantes ao VHC no que diz respeito a reatividade cruzada. Os organismos foram preparados em pools de
entre 4 e 6 organismos e testados a uma elevada concentragdo. Os organismos testados sdo apresentados na Tabela 8. Nenhuma reatividade
cruzada foi observada com qualquer um dos organismos testados, confirmando uma especificidade analitica de 100% do NeuMoDx HCV Quant
Assay.

Tabela 8. Patogénicos utilizados para demonstrar a especificidade analitica

Organismos nao alvo
Virus da , . - Lo . . .
Adenovirus 2 Dengue V1 Hepatite A imunodeficiéncia Virus T-linfotrépico Propionibacterium V|ru§ do Nilo
humano 1 acnes Ocidental
humana 2
Virus do Virus T-linfotrépico
Adenovirus 5 Dengue V2 Hepatite B papiloma P Rubéola Febre amarela
humano 2
humano 16
Candida Virus do herpes Virus do Encefalite de Sdo
X Dengue V3 . P papiloma Influenza A ) Virus Zika
albicans simplex (VHS) 1 Luis
humano 18
Chlamydia Dengue V4 Virus do herpes Virus herpes Neisseria Staphylococcus
trachomatis s simplex (VHS) 2 humano 6b gonorrhoeae aureus
, . Virus da .
Citomegalovirus Virus Epstein- imunodeficiéncia Virus herpes Parvovirus B19 Staphyloct?c.cus
Barr humana 1 humano 8 epidermidis

Especificidade analitica — Substancias interferentes, organismos patogénicos

O NeuMoDx HCV Quant Assay foi avaliado quanto a interferéncia na presenga de organismos ndo alvo utilizando os mesmos pools de organismos
preparados para a analise de reatividade cruzada indicados acima na Tabela 8. O plasma negativo para VHC foi enriquecido com organismos
agrupados em pools de 4-6 e também com controlo positivo para VHC a uma concentragdo de 1,4 logio Ul/mL. Nenhuma interferéncia significativa
foi observada na presenca destes organismos comensais, tal como indicado pelo desvio minimo de quantificagdo dos espécimes de controlo que
ndo continham qualquer agente interferente.

Especificidade analitica — Substancias interferentes, substancias endégenas e exégenas

O NeuMoDx HCV Quant Assay foi avaliado na presenca de substancias enddgenas e exdgenas interferentes tipicas, encontradas nos espécimes
clinicos de plasma com VHC. Estas incluiam niveis anormalmente elevados de componentes sanguineos, assim como medicamentos antivirais
comuns, classificados na Tabela 9. Cada uma das substancias foi adicionada ao plasma humano analisado negativo para VHC, enriquecido com
1,7 logio Ul/mL de VHC e as amostras foram analisadas em relacdo a interferéncia. Além disso, foi também testado plasma comum em estado de
doenga associada a infe¢do por hepatite C em relagdo a possiveis interferéncias. A concentragdo e a tendéncia médias de todas as substancias
testadas estdo indicadas na Tabela 10. Nenhuma das substancias enddgenas e exdgenas afetou a especificidade do NeuMoDx HCV Quant Assay.
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Tabela 9. Teste de interferéncia — Agentes exdgenos (classificagdo de medicamentos)
Produto Classificagdo Produto Classificagdo
Sofosbuvir Antiviral do VHC de agdo direta Paritaprevir Inibidor da protease NS3/4A
do VHC
Ledipasvir Inibidor do VHC Ombitasvir Antiviral do VHC
-l o~
_g Velpatasvir Inibidor de NS5A do VHC _g Ritonavir Inibidor da protease do VIH
a a
Sulfato d
Claritromicina Antibidtico u'ra o‘ € Inibidor da transcriptase reversa
abacavir
Interferdo alfa-2a Modulador imune Ribavirina Modulador imune
Grazoprevir Inibidor da protease NS3/4A do VHC Efavirenz Inibidor da transcriptase reversa
Elbasvir Inibidor de NS5A do VHC Lopinavir Inibidor da protease
o <
Tg Tenofovir disoproxil | Antiviral do VHB/VIH Tg Azitromicina Antibidtico
(-9 o
Lamivudina Antiviral do VHB/VIH Dolutegravir Antiviral do VIH
Valganciclovir Antiviral do CMV Simeprevir Inibidor da protease NS3/4A
do VHC
Emtricitabina Antiviral do VIH
Raltegravir Antiviral do VIH
v | Amoxicilina Antibidtico
)
& Rilpivirina Antiviral do VIH
Dasabuvir Antiviral do VHC de agdo direta
Glecaprevir Inibidor da protease NS3/4A do VHC
Tabela 10. Teste de interferéncia — Agentes enddgenos e exdgenos
Endégenas Conc. média Tendéncia
g logso UI/mL logso UI/mL
Hemoglobina 1,61 0,28
Triglicéridos 1,31 -0,02
Bilirrubina 1,47 0,14
Albumina 1,47 0,14
. . Conc. média Tendéncia
Exdogenos (medicamentos)
logio Ul/mL logio Ul/mL
Pool 1: Zidovudina (ZDV), Saquinavir, Ritonavir, 148 0.15
Claritromicina, Interferdo alfa-2a, Interfer3o alfa-2b ’ ’
Pool 2: Sulfato de abacavir, Amprenavir, Ribavirina,
. A ) S 1,40 0,07
Entecavir, Fluoxetina, Cloridrato de valaciclovir
Pool 3: Tenofov.lr dls.oprom.l, La'mlvudlna, Ganciclovir, 1,40 0,07
Valganciclovir, Nevirapina
Pool 4: Efawren‘z, Lopinavir, Enfuvirtida, Ciprofloxacina, 151 0,18
Paroxetina,
Pool 5: .Adt?fow.r (deIVOIXI|), Azitromicina, Sulfato de 1,40 0,07
indinavir, Sertalina
Conc. média Tendéncia
Estado de doenga
logio Ul/mL logio Ul/mL
Anticorpo antinuclear (ANA) 1,53 0,18
LUpus eritematoso sistémico (LES) 1,29 -0,06
Artrite reumatoide 1,39 0,04
Anticorpos VHB 1,45 0,10
Cirrose hepdtica 1,43 0,08
Fator reumatoide 1,43 0,08
Esteatose hepatica ndo alcodlica (EHNA) 1,32 -0,03

300300

NeuMoDx Molecular, Inc. 40600140-PT_G
07-2023

Pagina 16 de 23



& NeuMoDx HCV Quant Test Strip
NeuMoDx INSTRUCOES DE UTILIZACAO

molecular

300300

Precisdo intralaboratorial

A precisdo do NeuMoDx HCV Quant Assay foi determinada testando um painel de 7 membros de espécimes de VHC preparados (integrando o HCV
Armored RNA e o AcroMetrix HCV Control) em trés NeuMoDx Systems ao longo de 12 dias. Foram caracterizadas as precisGes intraensaio,
intradiaria e intrassistema, e o desvio-padrdo geral foi determinado como sendo <0,26 logio Ul/mL. Nenhuma diferenca significativa foi observada
no desempenho entre sistemas, dias ou processamentos, tal como apresentado na Tabela 11. A precisdo entre operadores n3do foi determinada,
uma vez que o operador ndo desempenha um papel significativo no processamento de amostras utilizando o NeuMoDx System.

Tabela 11. Precisdo intralaboratorial = NeuMoDx HCV Quant Assay nos NeuMoDx Systems

Conc. do alvo Conc. média DP . A% DP . DP q
[log10 UI/mL] [log10 UI/mL] intrassistema RRlnuSSiie intraensaio mtralé:;?;onal

a 6 5,95 0,17 0,13 0,10 0,17

é 5 4,87 0,20 0,14 0,12 0,20

n‘t: 3 2,89 0,19 0,17 0,17 0,19

4 4,4 4,45 0,12 0,10 0,08 0,13

E 3,4 3,45 0,12 0,12 0,11 0,13

é 2,4 2,41 0,17 0,15 0,15 0,17

< 1,4 1,40 0,26 0,25 0,25 0,24

Reprodutibilidade lote a lote

A reprodutibilidade lote a lote do NeuMoDx HCV Quant Assay foi determinada utilizando trés lotes diferentes dos principais reagentes: NeuMoDx
Lysis Buffer 3, NeuMoDx Extraction Plates e NeuMoDx HCV Quant Test Strips. Foi utilizado um painel de 7 membros do VHC (integrando o HCV
Armored RNA e o AcroMetrix HCV Control) para avaliar o desempenho. O teste foi desempenhado utilizando os trés lotes de reagentes em trés
sistemas ao longo de 6 dias. A variagdo intralote e entre lotes foi analisada e os resultados sdo apresentados na Tabela 12. A tendéncia geral
maxima foi de 0,24 logio Ul/mL e o DP geral maximo foi de 0,33 logio Ul/mL. Nenhuma diferenga significativa foi observada no desempenho entre
lotes, uma vez que a quantificagdo de todos os membros do painel se encontrava dentro da especificagdo de tolerdncia.

Tabela 12. Reprodutibilidade lote a lote — NeuMoDx HCV Quant Assay

Conc. do alvo Conc. média GERAL n TENDENCIA DP
[logio UI/mL] [logio Ul/mL] ’(.Resultados ABS. LG D intralote BReed
validos por lote)

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

Eficacia do controlo

O SPC2 esta incluido no NeuMoDx HCV Quant Assay para comunicar falhas nos passos do processo ou inibi¢do que afeta o desempenho do ensaio.
A eficdcia foi testada em condigBes representativas de falhas criticas nos passos do processo que podem potencialmente ocorrer durante o
processamento de amostras e poderdo ndo ser detetadas pelos sensores de monitorizagdo de desempenho do NeuMoDx System. Os espécimes
positivos (3 logio Ul/mL) e negativos foram contestados na presenga de um controlo nas seguintes condigdes: presenga do inibidor, sem
fornecimento do reagente de lavagem e sem expulsdo da solugdo de lavagem. As ineficacias do processo que tiveram um efeito adverso na
detecdo/quantificagdo de VHC foram refletidas pelo desempenho do alvo de SPC2, tal como apresentado na Tabela 13. 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 ndo teve um efeito adverso significativo, quer na detegdo do SPC2, quer na detegdo e quantificagdo do VHC. Por
este motivo, 0 SPC2 demonstrou ser bem-sucedido na monitorizagao eficaz do desempenho do ensaio no NeuMoDx System.
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Tabela 13. Eficacia do controlo de processo de amostra

Estado d lificagdo d
Falha do passo do staco de ampliticagao do Estado de amplificacdo do .
controlo de processo de Resultado do ensaio
processo testada alvo do VHC
amostra
Presence of Inhibitor Not Amplified Not Amplified Unresolved (No resolvido)
(Presenga do inibidor) (Ndo amplificado) (Ndo amplificado)
No Wa.sh Delivered (Seﬂm Not Amplified Not Amplified « .
fornecimento da solugédo . . N o Unresolved (N3o resolvido)
(Ndo amplificado) (Ndo amplificado)
de lavagem)
o Bowou e B
expulsdo da solugdo de Amplified (Amplificado) Amplified (Amplificado) ’ Bio I
lavagem) com quantificagdo dentro de
0,3 Logio Ul/mL do controlo)

Taxa de resultados validos

Foi utilizada uma analise retrospetiva dos dados obtidos durante a avaliagdo do desempenho do NeuMoDx HCV Quant Assay nos NeuMoDx Systems
para determinar a percentagem de resultados validos. Os resultados validos dos testes serdo apresentados como Positive (Positivo) ou Negative
(Negativo). Os resultados invalidos dos testes poderdo ser apresentados como Indeterminate (Indeterminado, IND) ou Unresolved (N&o resolvido,
UNR) com base no estado de amplificagdo do alvo e do controlo de processo de amostra. Um resultado IND é geralmente causado por um erro do
instrumento que origina uma falha do alvo e/ou do controlo de processo interno a amplificar. Um resultado UNR é atribuido a amostras quando o
alvo e o controlo de processo interno falham na amplificagdo e ndo ha uma falha do instrumento detetada. Foram incluidos 1962 resultados
individuais do NeuMoDx HCV Quant Assay na analise retrospetiva, que incluiram dados obtidos dos espécimes de soro e plasma no NeuMoDx 288
System e no NeuMoDx 96 System. A taxa de UNR foi determinada como sendo de 0,61% (12/1962) e a taxa de IND foi determinada como sendo
de 0,41% (8/1962), cumprindo os critérios de aceitagdo da andlise. Assim, a taxa de resultados validos do NeuMoDx HCV Quant Assay nas matrizes
clinicas e nos NeuMoDx Systems foi concluida como sendo de 99,0% com um IC de 95% (98,4 a 99,3).

Contaminagdo cruzada

A taxa de contaminagdo cruzada do NeuMoDx HCV Quant Assay foi determinada testando trés conjuntos de espécimes de VHC, contendo
espécimes alternados altamente positivos e negativos. No total, isto envolveu a analise de 144 réplicas de espécimes humanos negativos para VHC
e 144 réplicas de espécimes de elevada titulagdo de VHC a 8,2 logio Ul/mL. Todas as 144 réplicas dos espécimes negativos foram comunicados
como negativos, o que demonstra que ndo houve contaminagdo cruzada durante o processamento das amostras no NeuMoDx System.

Equivaléncia da matriz de espécimes

O teste foi realizado para demonstrar a equivaléncia da matriz de espécimes entre sangue total colhido em tubos de colheita com acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) e com acido-citrato-dextrose (ACD) para a preparagdo de plasma. Foram realizados testes adicionais para
determinar a equivaléncia entre espécimes de plasma recém-colhidos e congelados (colhidas nos dois tipos de tubo), assim como entre espécimes
de soro recém-colhidos e congelados. Os espécimes recém-colhidos foram mantidos a 4 °C até serem enriquecidos com quatro niveis de VHC e
testados em relagdo a equivaléncia. Em seguida, as amostras foram congeladas durante um periodo minimo de 24 horas a -20 C. Depois deste
periodo de armazenamento congelado, os espécimes foram descongelados e novamente testados. Os resultados dos espécimes de soro e plasma
recém-colhidos vs. congelados e os espécimes de plasma com EDTA vs. ACD foram comparados em relagdo a equivaléncia através de uma analise
de regressdo. Os dados demonstraram uma equivaléncia excelente entre espécimes de plasma com EDTA e ACD, entre espécimes de plasma
recém-colhidos e congelados e entre espécimes de soro recém-colhidos e congelados.

Foram realizados testes adicionais para demonstrar a equivaléncia do desempenho do NeuMoDx HCV Quant Assay em espécimes primarios vs.
espécimes secundarios. Primeiro, foram processados painéis de espécimes de dadores negativos quanto a VHC enriquecidos com alvo VHC
(AccuPlex™ Recombinant HCV Control) e painéis de espécimes de dadores positivos quanto a VHC a partir dos tubos de espécime primarios. Apds
o processamento dos tubos primarios, o plasma ou o soro restante de cada espécime foi separado em aliquotas para um tubo de espécime
secundario e novamente processado. Ndo foi observada qualquer diferenga significativa nos resultados comunicados entre o processamento dos
tubos de espécimes primarios e secundarios.

Comparagdo do método clinico

O desempenho qualitativo e quantitativo do NeuMoDx HCV Quant Assay foi avaliado em comparagdo com ensaios comparativos aprovados pela
FDA/CE, testando espécimes clinicos ndo diluidos de pacientes infetados com VHC. O teste foi realizado internamente na NeuMoDx através de um
estudo cego Unico de espécimes residuais clinicos anonimizados, obtidos de seis laboratdrios externos de referéncia. Foi processado um total de
323 espécimes de plasma e 336 espécimes de soro, utilizando o NeuMoDx HCV Quant Assay de forma cega (Uinica) em varios NeuMoDx Molecular
Systems. De entre estas amostras, 35 amostras de plasma e 13 amostras de soro foram processadas TANTO no NeuMoDx 288 Molecular System
COMO no NeuMoDx 96 Molecular System. Algumas das amostras que apresentaram um resultado INVALID (INVALIDO) ndo puderam ser
novamente processadas devido a falta de disponibilidade de amostras suficientes.

Os erros de processamento e de sistema obtidos nos NeuMoDx Molecular Systems foram minimos e cumpriram os critérios. Foi inicialmente obtido
um total de 4 resultados INDETERMINATE (INDETERMINADOS) (IND) para as amostras de plasma e 4 resultados IND para as amostras de soro, o
que resultou numa taxa inicial geral IND de 1% (IC de 95% de 0,5-3%) para plasma e 1% (IC de 95% de 0,4—3%) para soro. Foi inicialmente obtido
um total de 3 resultados UNRESOLVED (NAO RESOLVIDOS) (UNR) para as amostras de plasma e 5 UNR para as amostras de soro, o que produziu
uma taxa geral de 1% (IC de 95% de 0,2—3%) para plasma e 1% (IC de 95% de 0,6—4%) para soro.
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Os espécimes que apresentaram resultados invélidos (IND/UNR) ou um "Quantitation Error" (Erro de quantificacdo) foram novamente testados
quando restava um volume suficiente; em algumas amostras, foi adicionado um passo de diluigdo de forma a produzir resultados validos. Foi obtido
um resultado valido dos 13 espécimes com volume suficiente para serem repetidos (diluidos OU puros).

Dos 321 resultados validos obtidos para espécimes de plasma e 334 resultados validos obtidos para amostras de soro, 206 amostras de plasma e
154 amostras de soro foram declaradas como POSITIVE (Positivas) pelo NeuMoDx HCV Quant Assay, com os valores de concentragdo
correspondentes atribuidos pelos testes de referéncia. As andélises de regressdo de Deming e de regressdo de Passing-Bablok foram utilizadas para
fazer a correlagdo entre os valores de concentragdo do NeuMoDx HCV Quant Assay e os valores foram reportados pelos testes de referéncia para
amostras de soro e plasma.

Foram criados graficos de equivaléncia para representar a correlagdo entre as concentracdes do NeuMoDx HCV Quant Assay e os valores de
concentragdo dos testes de referéncia para todas as amostras testadas, utilizando o ajuste de regressdo de Deming e o ajuste de Passing-Bablock,
sendo apresentados na Figura 7 e na Figura 8. A qualidade do ajuste de regressdo de Deming é ilustrada pelo coeficiente de inclinagdo de 1,00 com
um IC de 95% (0,97 a 1,03) e uma intersecgdo (tendéncia) de -0,16 com um IC de 95% (-0,37 a 0,06), demonstrando que os resultados de
concentragdo obtidos entre o NeuMoDx HCV Quant Assay e os testes de referéncia estdo altamente correlacionados e possuem uma tendéncia
aceitavel. A qualidade do ajuste linear de Passing-Bablok é ilustrada por um coeficiente de inclinagdo de 1,02 com um IC de 95% (0,99 a 1,05) e
uma intersec¢do (tendéncia) de -0,28 com um IC de 95% (-0,43 a -0,14), demonstrando que os resultados de concentragdo obtidos entre o
NeuMoDx HCV Quant Assay e os testes de referéncia estdo altamente correlacionados e possuem uma tendéncia aceitdvel, tal como apresentado
na Tabela 14.

TUDO, DEMING: TUDO, GRAFICO DE RESIDUOS:
Regressao de concentragdao NMDx por Concentracdo do teste de referéncia/residuos
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Figura 7: Graficos de equivaléncia (a esquerda) e residuos (a direita) — Analise cumulativa (em ambos os NeuMoDx Systems) dos
resultados do NeuMoDx HCV Quant Assay em comparagado com os resultados do teste de referéncia para TODAS as
amostras, com base na analise de regressao de Deming.

NeuMoDx Molecular, Inc. 40600140-PT_G
07-2023
Pagina 19 de 23



& NeuMoDx HCV Quant Test Strip

" " 300300
NeuMoDx INSTRUCOES DE UTILIZACAO
molecular
TUDO, PASSING-BABLOK: TUDO, GRAFICO DE RESIDUOS:
Regressao de concentragdao NMDx por Concentragdo do teste de referéncia/residuos
concentragao do teste de referéncia ,
8 .
2 4

? 4
3
; 6 1 -

5 A %)
i g o
a4 =]
ar} 7]
£
° 2 A 2
o

1 4

0 - : : : 3

0 2 4 6 8 .
~ P 4
Concentracio do teste de referéncia Concentragio do teste de referéncia

Figura 8: Graficos de equivaléncia (a esquerda) e residuos (a direita) — Andlise cumulativa (em ambos os NeuMoDx Systems) dos
resultados do NeuMoDx HCV Quant Assay em comparagdo com os resultados do teste de referéncia para TODAS as
amostras, com base na analise de regressao de Passing-Bablok.

Tabela 14. Resumo da analise de regressdo linear de Deming e de Passing-Bablok

Andlise de Deming Andlise de Passing-Bablok
. Coeficiente de " Coeficiente de
Intersec¢ao A Interseccao C e s
inclinagao inclinagao
-0,16 1,00 -0,28 1,02
(Tu::m;ﬁzygom) IC de 95% IC de 95% IC de 95% IC de 95%
(-0,37, 0,06) (0,97, 1,03) (-0,43, -0,14) (0,99, 1,05)

Dos 655 resultados validos obtidos de espécimes de plasma e soro utilizando o NeuMoDx HCV Quant Assay, 361 foram declarados como positivos
pelos testes de referéncia para o VHC e 294 foram declarados como negativos. A sensibilidade e a especificidade do NeuMoDx HCV Quant Assay
foram calculadas utilizando os dados de todas as amostras clinicas validas em relagdo ao teste de referéncia e sdo compiladas e apresentadas na
Tabela 15. Das 361 amostras positivas testadas, 360 foram também declaradas como positivas pelo NeuMoDx HCV Quant Assay, demonstrando
uma sensibilidade de 99,7% com um IC de 95% (98,2% a 100%). Das 294 amostras negativas testadas, 271 foram também declaradas como
negativas pelo NeuMoDx HCV Quant Assay, demonstrando uma especificidade de 92,2% com um IC de 95% (88,3% a 94,9%).

A equivaléncia do NeuMoDx HCV Quant Assay foi demonstrada através de resultados altamente correlacionados do desempenho do ensaio entre
o NeuMoDx 288 Molecular System, o NeuMoDx 96 Molecular System e os testes de referéncia para espécimes de soro e plasma.

Tabela 15. Resultados da comparagdo do método qualitativo para o NeuMoDx HCV Quant Assay em comparagdo com os testes de
referéncia — Plasma e Soro

Ensaio de Ensaio de
referéncia (POS) referéncia (NEG) TOTAL
NeuMoDx
HCV Quant Assay 360 23 383
(POS)
NeuMoDx
HCV Quant Assay 1 271 272
(NEG)
TOTAL 361 294 655
SENSIBILIDADE = 99,7% IC de 95% (98,2—100%)
*ESPECIFICIDADE =92,2% IC de 95% (88,3—94,9%)
NeuMoDx Molecular, Inc. 40600140-PT_G
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*NOTA: O LIdQ do NeuMoDx HCV Quant Assay é de 0,9 Log10 Ul/mL, menor do que o ensaio comparativo utilizado como teste de referéncia.
Uma andlise subsequente foi realizada excluindo 9 amostras onde o VHC foi detetado pela NeuMoDx, mas reportado como negativo
pelo ensaio comparativo. A excegio destas 9 amostras, a especificidade do NeuMoDx HCV Quant Assay foi recalculada como sendo de

95,1% com um IC de 95% (91,7 a 97,2).

Teste de espécimes artificiais — fluxo de trabalho de volume de espécimes de 200 pL

A correlagdo quantitativa entre fluxos de trabalho de volume de espécimes de 200 pL e 550 pL foi confirmada utilizando um painel constituido por
amostras individuais de soro e plasma negativas para VHC enriquecidas com quatro niveis conhecidos de material Accuplex HCV Control, rastreavel
de acordo com o 5.2 padrdo internacional da OMS para testes de acido nucleico de ARN de VHC. Estes espécimes individuais de soro e plasma
foram processados utilizando fluxos de trabalho de volume de espécime de 200 pL e 550 pL num total de 324 testes efetuados. As comparagdes
de equivaléncia entre a concentragdo comunicada pelo software do NeuMoDx para fluxos de trabalho de volume de espécimes de 200 pL e 550 pL
com o painel artificial foram efetuadas numa base individual de amostras. As analises de regressdo de Deming e de Passing-Bablok tiveram uma
inclinagdo de 1,003 e 1,000 com intersecgdes de -0,082 e -0,085, respetivamente em plasma, e 0,974 e 0,984 com intersec¢es de 0,086 e 0,037,
respetivamente em soro, o que demonstra uma excelente concordancia das quantificagdes de VHC entre os dois fluxos de trabalho de volume de
processamento. Uma comparagdo Bland-Altman apresentou uma tendéncia minima entre os dois fluxos de trabalho. Além disso, analises de
regressdo linear simples com concentragdo prevista e concentragdo comunicada para fluxos de trabalho de 200 pL tiveram uma inclinagdo de
1,0432 e um coeficiente de correlagdo de 0,994 (plasma) e de 1,0007 e 0,993 (soro), reforgcando o excelente desempenho do NeuMoDx HCV Quant
Assay em fluxos de trabalho de volume de espécimes de 200 pL. Os resultados destes estudos estdo resumidos abaixo na Figura 9 e na Figura 10.
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Figura 9: Comparacoes do grafico de equivaléncias das concentra¢cdes comunicadas do fluxo de trabalho de volume de espécimes de
200 pL com as concentragdes comunicadas do fluxo de trabalho de volume de espécimes de 550 puL. A) Regressdo de Passing-
Bablok. B) Regressdo de Deming. C) Grafico de dispersdo de Bland-Altman D) Grafico de diferengas de Bland-Altman — Espécimes
de plasma
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Figura 10: Comparacg8es do grafico de equivaléncias das concentragdes comunicadas do fluxo de trabalho de volume de espécimes
de 200 pL com as concentragdes comunicadas do fluxo de trabalho de volume de espécimes de 550 L. A) Regressao de Passing-

Bablok. B) Regressdo de Deming. C) Grafico de dispersdo de Bland-Altman
D) Grafico de diferengas de Bland-Altman — Espécimes de soro
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MARCAS COMERCIAIS

NeuMoDx™ e NeuDry™ sdo marcas comerciais da NeuMoDx Molecular, Inc.
AcroMetrix™ é uma marca comercial da Thermo Fisher Scientific.

Armored RNA® é uma marca comercial registada da Asuragen, Inc.

BD Vacutainer® é uma marca comercial registada da Becton, Dickinson and Company
BD, PPT™ e SST™ sdo marcas comerciais da Becton, Dickinson and Company
TagMan® é uma marca comercial registada 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.
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