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NeuMoDx INSTRUCOES DE UTILIZAGAO 300500
300500 NeuMoDx™ HIV-1 Quant Test Strip R only

CUIDADO: Apenas para exportacdo 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 instrugdes detalhadas, consultar o Manual do Operador NeuMoDx 96 Molecular System; P/N 40600317

UTILIZAGAO PREVISTA

O NeuMoDx HIV-1 Quant Assay, realizado no NeuMoDx 96 Molecular System e no NeuMoDx 288 Molecular System (NeuMoDx System[s]), € um
teste automatizado de diagndstico in vitro, quantitativo e qualitativo, de amplificagdo de acidos nucleicos para a quantificagdo e detegdo de ARN
do virus da imunodeficiéncia humana do tipo 1 (VIH-1) em plasma humano.

O NeuMoDx HIV-1 Quant Assay destina-se a ser utilizado em conjunto com a apresentagdo clinica e outros marcadores de laboratério do
prognostico da doenga como um auxiliar na gestdo de pacientes com infegdo por VIH-1 e na monitorizagdo dos efeitos do tratamento
antirretroviral, conforme medido por alteragdes no nivel de ARN de VIH-1 no plasma. O ensaio pode quantificar o ARN de VIH-1 ao longo do
intervalo de 34,2 a5,0x 107 Ul/mL (1,5-7,7 logio Ul/mL). O NeuMoDx HIV-1 Quant Assay esta validado para a quantificacdo de ARN de VIH-1 Grupos
M (subtipos A, B, C, D, F, G, H, K, CRFO1_AE, CRFO2_AG) N, O e P.

O NeuMoDx HIV-1 Quant Assay destina-se a ser utilizado como um auxiliar no diagnédstico de infegdo por VIH-1, incluindo infe¢do aguda ou
primaria. A presenca de ARN de VIH-1 no plasma de pacientes sem anticorpos do VIH-1 é indicativa de infe¢do por VIH-1 aguda ou primdria.
O NeuMoDx HIV-1 Quant Assay pode ser utilizado como teste suplementar para espécimes que apresentem resultados reativos repetidos com
imunoensaios de VIH aprovados e como confirmagdo da infe¢do por VIH-1.

O NeuMoDx HIV-1 Quant Assay ndo se destina a ser utilizado como teste de rastreamento de VIH-1 em dadores para a presenga do VIH-1 no
sangue ou em produtos sanguineos.

RESUMO E EXPLICACAO

Sangue total humano colhido em tubos de colheita de sangue estéreis contendo 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. Para preparar o teste, plasma num tubo de espécime secundario ou 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 para iniciar o
processamento. Por cada espécime, uma aliquota de 600 pL da amostra de plasma é misturada com o NeuMoDx Lysis Buffer 3 e o NeuMoDx
System desempenha automaticamente todos os passos necessarios para extrair o acido nucleico alvo, preparar o isolado de ARN para a transcri¢do
reversa da reagdo em cadeia da polimerase (Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction, RT-PCR) em tempo real e, se presente, amplificar
e detetar os produtos de amplificagcdo (secgcBes do genoma do VIH-1 em regides conservadas). O NeuMoDx HIV-1 Quant Assay inclui um controlo
de processo de amostra (Sample Process Control, SPC2) de ARN para ajudar a monitorizar a presenga de possiveis substancias inibidoras e falhas
do reagente ou do NeuMoDx System que podem acontecer durante o processo de extragao e amplificagdo.

O virus da imunodeficiéncia humana (VIH) é o agente etioldgico da sindrome de imunodeficiéncia adquirida (SIDA) e esta dividido em dois tipos
principais, sendo 0 mais comum e patogénico o VIH do tipo 1 (VIH-1). O VIH-1 pode ser transmitido através de contacto sexual, exposi¢do a sangue
ou produtos sanguineos infetados ou de uma mie infetada para o feto.'* A infecdo por VIH-1 aguda, caracterizada por sintomas semelhantes aos
da gripe, desenvolve-se 3 a 5 semanas apds a infegdo inicial e esta associada a niveis elevados de viremia. A resposta imunitaria especifica ao VIH-1
é detetédvel no periodo de 4 a 6 semanas ap6s o surgimento dos sintomas.>®

Apds a seroconversdo, a maioria dos pacientes entra numa fase assintomatica que pode durar anos. A medigdo quantitativa dos niveis de ARN de
VIH-1 no sangue periférico contribuiu de forma considerdvel para a compreensdo da patogénese da infegdo por VIH-1 e tem demonstrado ser um
parametro essencial no progndstico e na gestdo de individuos infetados com VIH-1.1%1! As decisdes relativas ao inicio ou a alteracio da terapia
antirretroviral sdo baseadas na monitorizagdo dos niveis de ARN de VIH-1 no plasma (carga viral), na contagem das células T CD4+ e no estado
clinico do paciente.'*'” O objetivo da terapia antirretroviral é a supressdo da replicacdo do VIH-1 para niveis inferiores aos detetaveis em testes de
carga viral atualmente disponiveis. Os niveis de virus no sangue periférico podem ser quantificados através da medig¢do do antigénio p24 de VIH no
soro, da cultura quantitativa de VIH do plasma ou através da medigdo direta do ARN viral no plasma utilizando tecnologias de amplificagdo de
acidos nucleicos ou de amplificagdo do sinal.>*! Técnicas moleculares tais como reagdo em cadeia da polimerase mediada por transcri¢do reversa
tém sido amplamente utilizadas na amplificagdo de acidos nucleicos.!* O NeuMoDx HIV-1 Quant Assay utiliza tecnologia RT-PCR com deteg3o de
fluorescéncia homogénea em tempo real. O ensaio inclui amplificagdo e detegdo de duplo alvo, tendo como alvo duas regides independentes do
genoma do VIH-1. Além disso, a estrutura degenerada do ensaio permite a detegdo de diversos subtipos do grupo M (A, B, C, D, F, G, H, K), incluindo
formas recombinantes circulantes, e isolados dos grupos N, O e P. Os resultados do ensaio sdo comunicados em Unidades Internacionais por mL
(Ul/mL).
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PRINCIPIOS DO PROCEDIMENTO

O NeuMoDx HIV-1 Quant Assay combina extragdo automatizada de ARN e amplificagdo/dete¢do RT-PCR em tempo real. Espécimes de sangue total
sdo colhidos em tubos EDTA, ACD ou PPT para a preparagdo do plasma. O espécime de sangue primario (fracionado) ou uma aliquota de plasma
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 para misturar com NeuMoDx Lysis Buffer 3 e com os reagentes contidos na NeuMoDx Extraction Plate
para iniciar o processamento. O NeuMoDx System automatiza e integra a extragdo e a concentragdo de ARN, a preparagdo de reagentes e a
amplificacdo/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 presenga de substancias inibidoras e falhas de sistema, processo ou reagentes. Ndo é
necessdria qualquer interveng¢do 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 extragao
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 ent3o 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 VIH-1 e SPC2. Isto permite a
amplificagdo e detegdo simultaneas das sequéncias de ARN de controlo e alvo. Depois da reconstituicdo dos reagentes de RT-PCR secos, o NeuMoDx
System dispensa a mistura preparada e pronta para RT-PCR numa cdmara de PCR (por espécime) do NeuMoDx Cartridge. A transcrigdo reversa, a
amplificacdo e a detegdo das sequéncias de controlo e alvo (se presentes) ocorrem na cdmara de PCR. O NeuMoDx Cartridge foi concebido para
conter o amplicdo decorrente de RT-PCR, eliminando essencialmente o risco de contaminagdo apds a amplificagdo.

Os alvos amplificados sdo detetados em tempo real utilizando quimica de sondas de hidrdlise (habitualmente referida como quimica TagMan®),
utilizando moléculas de sondas fluorogénicas de oligonucleotideos especificas dos amplicSes 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 proximos, 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 VIH-1. 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 (POSITIVE [POSITIVO]/NEGATIVE
[NEGATIVO]/INDETERMINATE [INDETERMINADO]/UNRESOLVED [NAO RESOLVIDO]). Se um resultado for positivo e a concentragdo calculada se
encontrar dentro dos limites de quantificacdo, o software do NeuMoDx System fornece também um valor quantitativo associado a amostra.

REAGENTES/CONSUMIVEIS
Material fornecido
REE Conteddo Test_es por TesLtels por
unidade en gem
NeuMoDx HIV-1 Quant Test Strip
300500 Reagentes de RT-PCR secos contendo iniciadores e sonda TagMan especificos do VIH-1 e 16 96
do SPC2
Materiais adicionais necessdrios (disponiveis em separado)
REF Contetido
NeuMoDx Extraction Plate
100200 . . . .
Particulas paramagnéticas, enzimas liticas e controlos de processo de amostra secos
800304 NeuMoDx HIV-1 Calibrators
Conjuntos de utilizagdo Unica de calibradores altos e baixos de VIH-1 para estabelecer a validade da curva-padréo
900301 NeuMoDx HIV-1 External Controls
Conjuntos de utilizagéo unica de controlos positivos e negativos de VIH-1
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 pL) com filtros
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Instrumentos necessdrios
NeuMoDx 288 Molecular System [REF 500100] ou NeuMoDx 96 Molecular System [REF 500200]

AVISOS E PRECAUCOES

A NeuMoDx HIV-1 Quant Test Strip destina-se apenas para utilizagdo em diagnéstico in vitro com NeuMoDx Molecular Systems.
N3do 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
HIV-1 Calibrators [REF 800304]) antes de os resultados de teste poderem ser gerados para as amostras clinicas.

Devem ser processados controlos externos (dos NeuMoDx HIV-1 External Controls [REF 900301]) a cada 24 horas ao longo do teste
com o NeuMoDx HIV-1 Quant Assay.

0 volume minimo de espécime de aliquotas secundarias depende do tamanho do tubo/transportador de tubos de 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
podera produzir resultados invalidos ou erréneos.

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

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

Nos casos em que sdo também realizados em laboratério testes de PCR em tubo aberto, é necessario ter especial cuidado para
assegurar que a NeuMoDx HIV-1 Quant Test Strip, os consumiveis e reagentes adicionais necessdrios 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 HIV-1 Quant Test Strip e da NeuMoDx Extraction Plate ou na parte superior da superficie do NeuMoDx Lysis Buffer 3;

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

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

Lavar muito bem as maos depois de realizar o teste.
N&o pipetar com a boca. Ndo fumar, beber ou comer em areas onde estiverem a ser manuseados espécimes ou reagentes.

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

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

ARMAZENAMENTO, TRATAMENTO E ESTABILIDADE DO PRODUTO

As NeuMoDx HIV-1 Quant Test Strips permanecem estaveis dentro da embalagem primaria até a data de validade indicada na etiqueta do
produto, quando armazenadas a temperaturas entre 15 a 23 °C.

As NeuMoDx HIV-1 Quant Test Strips sdao enviadas num recipiente isolado contendo pacotes de gel de refrigeragdo.
N&o utilizar consumiveis ou reagentes apos a data de validade indicada.

N&o utilizar qualquer produto de teste se a embalagem primdria ou secundaria tiver danos visiveis.

N&o carregue novamente qualquer produto de teste que tenha sido previamente carregado noutro NeuMoDx System.

Uma vez carregada, a NeuMoDx HIV-1 Quant Test Strip pode permanecer a bordo do NeuMoDx System durante sete (7) dias. O prazo de
validade restante de tiras de teste carregadas é controlado pelo software e comunicado ao utilizador em tempo real. O sistema ira solicitar
a remocdo das tiras de teste que tenham sido utilizadas para além do periodo permitido.

Apesar de ndo infeciosos, descarte os calibradores e controlos externos NeuMoDx ap0ds a utilizagdo no recipiente de residuos de risco
bioldgico do laboratério para reduzir o risco de contaminagao pelo acido nucleico alvo incluido.
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COLHEITA, TRANSPORTE E ARMAZENAMENTO DE ESPECIMES

1.
2.
3.

9.

Manuseie todos os espécimes, calibradores e controlos como se fossem passiveis de transmitir agentes infeciosos.
N3do congele espécimes de sangue total ou quaisquer outros armazenados em tubos primdrios.
Para preparar espécimes de plasma, o sangue total deve ser colhido em tubos estéreis, utilizando EDTA ou ACD como anticoagulante.
Siga as instrugdes do fabricante do tubo para colheita de espécimes relativamente a preparagdo e ao armazenamento.
Os espécimes podem ser testados em tubos de colheita primarios ou em tubos de espécime secundarios. Recomendado para testes de
tubos primarios: BD Vacutainer® Plus Plastic K2EDTA Tube (BD #368589) ou BD Vacutainer PPT™ Plasma Preparation Tube (BD #362799).
Os espécimes de plasma 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 como aliquotas de
plasma secundarias.
Os espécimes de plasma preparados devem ser armazenados a temperaturas entre 2 e 8 °C até 7 dias antes do teste e durante um
maximo de 8 horas a temperatura ambiente.
Espécimes preparados podem ser armazenados a < -20 °C durante até 8 semanas, para plasma, antes do processamento.

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

amostra uniformemente distribuida.
b.  Assim que as amostras congeladas estiverem descongeladas, o teste devera ocorrer num espaco de 8 horas.
c.  Asamostras de plasma ndo devem ser sujeitas a mais do que 4 ciclos de congela¢do/descongelagdo antes de serem
utilizadas.

Se os espécimes forem expedidos, estes devem ser embalados e etiquetados em conformidade com os regulamentos nacionais e/ou
internacionais aplicaveis.
Etiquetar claramente os espécimes e indicar que sdo para testes de VIH-1.

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

O processo geral para implementagdo do ensaio NeuMoDx HIV-1 estd resumido abaixo na Figura 1.

IMPLEMENTACAO D

Se tal for solicitado pelo software do Carregar reagentes especificos do teste
NeuMoDx, carregue os consumiveis e NeuMoDx Lysis Buffer 3
exigidos e NeuMoDx HIV-1 Test Strips

Processar
NeuMoDx HIV-1
External
Calibrators

Repetir a cada 90 dias
OU em caso de
utilizagdo de um novo
lote de NeuMoDx
HIV-1 Quant Test
Strip

Processar
NeuMoDx HIV-1
External Controls

0Os controlos.
sdo validos?

v
PROCESSAR AMOSTRAS
DE ROTINA

Repetir a cada
24 horas

Figura 1: Fluxo de trabalho da implementagdo do NeuMoDx HIV-1 Quant Assay
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INSTRUGCOES DE UTILIZAGAO

Preparagao para teste

1.

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 primdario pode ser etiquetado e colocado diretamente num transportador de tubos de espécime de 24 ou 32 tubos, apds a
centrifugacdo e conforme indicado pelo fabricante. Em alternativa, uma aliquota do plasma pode ser transferida para um tubo
secundario para processamento no NeuMoDx System.

Se estiver a testar o espécime no tubo de colheita primério, 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.

Caso esteja a utilizar um tubo secundario, transferir uma aliquota do plasma para um tubo de espécime com cédigo de barras
compativel com o NeuMoDx System conforme os volumes definidos abaixo:

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

e Transportador de tubos de espécime (24 tubos): 14,5-18 mm de didmetro e 60-120 mm de altura, volume minimo de
enchimento > 1200 pL

e Transportador de tubos de espécime de baixo volume (32 tubos): Tubo de microcentrifuga com base cénica de 1,5 mL, volume
minimo de enchimento > 700 pL

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

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

3. 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.

4. Sesolicitado pelo software do NeuMoDx System, processar NeuMoDx HIV-1 Calibrators [REF 800304] e/ou NeuMoDx HIV-1 External
Controls [REF 900301]. Podem ser encontradas mais informagdes acerca dos calibradores e controlos na secgdo Processamento de
resultados.

5. 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.

6. 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 vélido.

LIMITAGOES

1. A NeuMoDx HIV-1 Quant Test Strip pode ser utilizada apenas em NeuMoDx Molecular Systems.

2. Odesempenho da NeuMoDx HIV-1 Quant Test Strip foi estabelecido para espécimes de plasma preparados a partir de sangue total colhido
com EDTA/ACD como anticoagulante. A utilizagdo da NeuMoDx HIV-1 Quant Test Strip com outras fontes ndo foi avaliada e as
caracteristicas de desempenho sdo desconhecidas com outros tipos de espécimes.

3. O desempenho da NeuMoDx HIV-1 Quant Test Strip foi estabelecido para testes de tubos primarios utilizando BD Vacutainer Plus Plastic
K.EDTA Tubes e BD Vacutainer PPT™ Plasma Preparation Tube.

4. O NeuMoDx HIV-1 Quant Assay ndo deve ser utilizado com amostras de humanos heparinizados.

5. Uma vez que a detegdo de VIH-1 esta dependente do niumero de particulas virais presentes na amostra, a obtengdo de resultados fidveis
depende da colheita, do tratamento e do armazenamento adequados do espécime.

6. Os NeuMoDx HIV-1 Calibrators e os NeuMoDx HIV-1 External Controls devem ser processados conforme recomendado nos folhetos
informativos quando solicitado pelo software do NeuMoDx System, antes do processamento de amostras clinicas de rotina.

7. Podem ocorrer resultados erréneos devido a colheita, ao manuseamento ou ao armazenamento inadequados de espécimes, a erros
técnicos ou a mistura de tubos de espécime. Além disso, podem ocorrer resultados falso-negativos devido ao facto de o nimero de
particulas virais presente na amostra estar abaixo do limite de dete¢do do NeuMoDx HIV-1 Quant Assay.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

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

Se ambos os alvos VIH-1 e SPC2 ndo forem amplificados, é comunicado um resultado invélido (Indeterminate [Indeterminado] ou
Unresolved [N&do resolvido]) e o teste devera ser repetido.

Se o resultado do NeuMoDx HIV-1 Quant Assay for Positive (Positivo), mas o valor de quantificagdo estiver além dos limites de
quantificagdo, o NeuMoDx System ird comunicar se o VIH-1 detetado estava abaixo do limite inferior de quantificagdo (LIdQ) ou acima do
limite superior de quantificagdo (LSdQ).

Se o VIH-1 detetado estiver abaixo do LIdQ, o NeuMoDx HIV-1 Quant Assay pode ser repetido (se pretendido) com outra aliquota do
espécime.

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

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

A presenca ocasional dos inibidores de PCR em plasma 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.

Um resultado positivo ndo indica necessariamente a presenca de VIH-1 vidvel. No entanto, um resultado positivo pressup&e a presencga de
ARN de VIH-1.

EliminagBes ou mutagdes nas regides conservadas visadas pelo NeuMoDx HIV-1 Quant Assay podem afetar a detegdo e originar um
resultado incorreto.

Os resultados do NeuMoDx HIV-1 Quant Assay devem ser utilizados como complemento a observagGes clinicas e outras informagdes a
disposi¢do do médico.

Sdo recomendadas boas praticas de laboratério, incluindo a troca de luvas entre o manuseamento de espécimes de pacientes, de forma a
evitar a contaminagao.

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 HIV-1 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 defini¢do de ensaio NeuMoDx HIV-1 (HIV-1 Assay Definition File,
HIV-1 ADF). Um resultado do NeuMoDx HIV-1 Quant Assay pode ser reportado como Negative (Negativo), Positive with a reported HIV-1
concentration (Positivo com uma concentragdo de VIH-1 comunicada), Positive above ULoQ (Positivo acima do LSdQ), Positive below LLoQ (Positivo
abaixo do LIdQ), Indeterminate (Indeterminado) ou Unresolved (N3o resolvido), de acordo com o estado de amplificagdo do alvo e do controlo de

processo de amostra. Os resultados sdo comunicados com base no algoritmo de decisdo do ADF, resumido na Tabela 1 abaixo.

NeuMoDx Molecular, Inc.

Tabela 1: Resumo do algoritmo de decisdo do HIV-1 Quant Assay

Controlo de processo de
amostra (Sample Process
Control 2, SPC2)

RESULTADO* Alvo(s) VIH-1

Positive with Reported Concentration

(Positivo com concentragido
comunicada)

Amplified (Amplificado), 1,5 < [VIH-1] £ 7,7
logio Ul/mL

Amplified (Amplificado) ou Not
Amplified (Ndo amplificado)

Positive, above ULoQ

Amplified (Amplificado), [VIH-1] > 7,7 logio

Amplified (Amplificado) ou Not

(Positivo, acima do LSdQ) Ul/mL Amplified (Ndo amplificado)
Positive, below LLoQ Amplified (Amplificado), [VIH-1] < 1,5 logio | Amplified (Amplificado) ou Not
(Positivo, abaixo do LIdQ) Ul/mL Amplified (Ndo amplificado)

Negative (Negativo)

Not Amplified (Ndo amplificado)

Amplified (Amplificado)

Not Amplified (Ndo amplificado), System Error Detected (Erro do sistema
detetado)

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

*0 intervalo de quantificagdo do NeuMoDx HIV-1 Quant Assay é de 1,5 a 7,7 log;o Ul/mL. Um resultado POSITIVE (Positivo) indica a dete¢do

de ARN de VIH-1 e ajuda no diagndstico de infegdo por VIH-1. Um resultado NEGATIVE (Negativo) indica a auséncia de ARN de VIH-1 ou que a

carga viral se encontra abaixo do limite de detegdo. Resultados falso-negativos ou com uma carga viral baixa falsa podem ser causados pela

colheita e pelo armazenamento incorretos de espécime. Os resultados devem ser interpretados no contexto de todos os resultados clinicos e

laboratoriais relevantes.

Indeterminate (Indeterminado)

Unresolved (N&o resolvido)
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Calculo do teste

1.

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

a. O coeficiente de calibragdo é calculado com base nos resultados dos NeuMoDx HIV-1 Calibrators processados para estabelecer a
validade da curva-padrdo para um lote especifico da NeuMoDx HIV-1 Quant Test Strip num NeuMoDx System em particular.

b. O coeficiente de calibragdo esta integrado na determinagdo final da concentragdo de ARN de VIH-1.
Os resultados do NeuMoDx HIV-1 Quant Assay sdo comunicados em logio Ul/mL. O fator de conversdo para o NeuMoDx HIV-1 Quant Assay
é de 0,75 copia/Ul.

A quantificagdo resultante de amostras desconhecidas é rastredvel de acordo com um material de referéncia calibrado obtido através do
National Institute for Biological Standards and Control.

Calibragdo de teste

E necessaria uma calibracdo valida com base na curva-padrio para quantificar o ARN de VIH-1 presente nos espécimes. Para gerar resultados
vélidos, deve ser concluida uma calibragdo de teste utilizando os calibradores fornecidos pela NeuMoDx Molecular, Inc.

Calibradores
1.

2.

6.

Os NeuMoDx HIV-1 Calibrators [REF 800304] contém alvo VIH-1 encapsulado e ndo infecioso preparado em Basematrix.

E necessario processar um conjunto dos calibradores de VIH-1 com cada novo lote de NeuMoDx HIV-1 Quant Test Strips se for carregado um
novo ficheiro de definigdo de ensaio VIH-1 no NeuMoDx System, se o conjunto atual de calibradores estiver fora do prazo de validade
(definido atualmente para 90 dias) ou se o software do NeuMoDx System for modificado.

O software do NeuMoDx System ira 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.
A validade 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 de VIH-1.

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.

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

Controlo de qualidade

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

Controlos externos

1. Os NeuMoDx HIV-1 External Controls [REF 900301] contém controlos positivos de alvo VIH-1 encapsulado e ndo infecioso preparado em
Basematrix e controlos negativos apenas de Basematrix.

2. Os controlos externos positivos e negativos devem ser processados a cada 24 horas ao longo do teste com o NeuMoDx HIV-1 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.

3. Avalidade dos controlos externos ird ser avaliada pelo NeuMoDx System de acordo com o resultado previsto. O controlo positivo deve
fornecer um resultado Positive (Positivo) para VIH-1 e o controlo negativo um resultado Negative (Negativo) para VIH-1.

4. 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 contaminagéo 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 em caso de um resultado indeterminado (IND), repetir os NeuMoDx HIV-1 External Controls com novos
frascos do controlo ou controlos que falharam no teste de validade.

d) Se o NeuMoDx HIV-1 External Control positivo continuar a comunicar um resultado Negative (Negativo), contactar a assisténcia
técnica da NeuMoDx.

e) Se um NeuMoDx HIV-1 External Control negativo continuar a comunicar um resultado Positive (Positivo), tentar eliminar todas as
potenciais fontes de contaminagdo, incluindo substituir todos os reagentes antes de contactar o apoio ao cliente da NeuMoDx.
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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 HIV-1 Quant Test Strip, permitindo a detegdo do SPC2 em conjunto com o alvo ARN de
VIH-1 (se presente) via RT-PCR em multiplex. A detegdo da amplificagdo do SPC2 permite que o software do NeuMoDx System monitorize a eficacia
dos processos de extragdo de ARN e de amplificagdo RT-PCR.

Resultados invalidos

Se um NeuMoDx HIV-1 Quant Assay realizado no NeuMoDx System ndo produzir um resultado valido, serd comunicado como Indeterminate
(Indeterminado, IND) 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, serd comunicado um resultado IND (Indeterminado).
Caso seja comunicado um resultado IND (Indeterminado), recomenda-se realizar um novo teste.

Serd comunicado um resultado UNR (N&o resolvido) se ndo for detetada uma amplificacdo valida de ARN de VIH-1 ou de SPC2, o que indica uma
possivel falha de reagentes ou a presenca de inibidores. Caso seja comunicado um resultado UNR (N&o resolvido), recomenda-se, como primeiro
passo, realizar um novo teste. Se o novo teste falhar, pode ser utilizada uma diluicdo de espécime para mitigar os efeitos de qualquer inibi¢do da
amostra.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

Sensibilidade analitica — Limite de detegdo

A sensibilidade analitica do NeuMoDx HIV-1 Quant Assay foi caracterizada testando uma série de dilui¢Ges rastredvel de acordo com o 3° padrao
internacional da OMS para VIH-1 em plasma EDTA negativo quanto a ARN de VIH-1 analisado para determinar o limite de detegdo (Limit of
Detection, LdD) no NeuMoDx System. O LdD foi definido como o nivel de alvo mais baixo detetado a uma taxa de > 95% tal como determinado
pela analise de Probit. O estudo foi realizado ao longo de trés (3) dias utilizando varios sistemas, operadores, processamentos e lotes de reagentes
do NeuMoDx HIV-1 Quant Assay. Cada sistema processou 12 réplicas em cada nivel de diluicdo por dia. As taxas de detegdo estdo descritas na
Tabela 2.

Tabela 2: Taxas de detegdo positiva para a determinagdo do LdD do NeuMoDx HIV-1 Quant Assay

Concentragdo Concentragao Numero . Taxa de
do alvo do alvo de testes Num.e T° de detec¢do
(UI/mL) (logzo Ul/mL) validos positivos (%)

60 1,78 72 71 98,6%
45 1,65 72 71 98,6%
35 1,54 72 68 94,4%
15 1,18 72 54 75,0%
0 - 72 0 0%

Através da andlise de Probit, o LdD do NeuMoDx HIV-1 Quant Assay em plasma em todos os genétipos foi determinado como sendo de 34,2 Ul/mL
(1,5 logio Ul/mL) com um intervalo de confianga de 95% (IC) de 27,8 a 47,7 Ul/mL (1,4-1,7 logio Ul/mL) tal como testado no NeuMoDx 288
Molecular System [Figura 2].

Limite de detecdo de VIH-1

LdD = 34,2 Ul/mL
[IC de 95%: 27,8-47,7 Ul/mL]

e
o

SENSIBILIDADE
o
o

0,4

———AJUSTE de curva
0,2

® Experimental

# LdD calculado

-1,5 -1 -0,5 0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
[VIH] (logyo[Ul/mL])

Figura 2: Andlise de Probit do limite de dete¢do do NeuMoDx HIV-1 Quant Assay
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Sensibilidade analitica — Limite inferior de quantificagdo

O limite inferior de quantificagdo (LIdQ) é definido como sendo o nivel de alvo mais baixo a que uma detegdo de > 95% ¢é alcancada e o erro
analitico total é < 1. De forma a determinar o LIdQ, o erro analitico total (Total Analytical Error, TAE) foi calculado para cada um dos niveis do alvo
VIH-1 como parte do calculo do LdD. O TAE é definido da seguinte forma:

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

em que
tendéncia é o valor absoluto da diferenga entre a média da concentragdo calculada e a concentragdo esperada
DP é desvio-padrdo do valor quantificado da amostra

Os resultados compilados para os quatro (4) niveis de espécimes de plasma de VIH-1 utilizados no estudo de LIdQ que utilizou o subtipo B sdo
apresentados na Tabela 3. Uma vez que o TAE calculado era < 1 a niveis de VIH-1 abaixo do LdD, o NeuMoDx HIV-1 Quant Assay demonstrou um
limite inferior de quantificagdo equivalente ao limite de deteg&o: 34,2 Ul/mL (IC de 95% 27,8—47,7 Ul/mL) ou 1,5 logio Ul/mL (IC de 95% 1,4-1,7
logio Ul/mL).

Tabela 3: LIdQ do NeuMoDx HIV-1 Quant Assay com tendéncia e TAE

Conc. do Conc. do alvo Conc. média Ten
alvo (logzo UI/mL) (logzo Ul/mL) Detecdo (%) DP dénc TAE
(Ul/mL) ia
60 1,78 1,76 99 0,28 0,02 0,59
45 1,65 1,82 99 0,30 0,17 0,78
35 1,54 1,69 94 0,39 0,15 0,93
15 1,18 1,52 75 0,54 0,34 1,44

Sensibilidade analitica — Linearidade e determinagdo do limite superior de quantificagdo

A linearidade e o limite superior de quantificagdo (LSdQ) do NeuMoDx HIV-1 Quant Assay foram estabelecidos através da preparacdo de uma série
de diluigdes de VIH-1 obtido junto do The External Quality Assurance Program Oversight Laboratory (Duke University, NC, EUA), AccuPlex™
Recombinant HIV/HCV Control (Seracare, MA, EUA) e HIV-1 RNA Working Reagent 2 para ensaios NAT (NIBSC). Um painel de nove membros foi
preparado em plasma EDTA negativo quanto a ARN de VIH-1 em pools para abranger um intervalo de concentracdo de 7,70-1,70 logio Ul/mL. O
NeuMoDx HIV-1 Quant Assay demonstrou capacidade para quantificar VIH-1 num intervalo linear de 6 logio com uma precisdo de + 0,33 logio Ul/mL
baseado no erro padrdo conforme calculado pelo intervalo de confianga de 95%. N&o foi obtido qualquer beneficio significativo utilizando ajustes
de regressdo de 2.2 ou 3.2 ordem. Utilizando os dados deste estudo, o LSdQ foi determinado como sendo de 7,7 logio Ul/mL. As concentragbes do
ensaio VIH-1 comunicadas pelo NeuMoDx System em comparagdo com os valores esperados sdo apresentadas na Figura 3.

Concentragdo esperada vs. NeuMoDx

.,'"’ y=0,9777x + 0,1034

" R2 = 0,9924

Concentragao do NeuMoDx HIV-1
Quant Assay (logio Ul/mL)
L e = B ¥ S L e B = I« <IN e]

0 2 4 6 8
Concentracgdo prevista (logio Ul/mL)

Figura 3: Intervalo linear do NeuMoDx HIV-1 Quant Assay
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Sensibilidade analitica — Linearidade entre genétipos

A linearidade do NeuMoDx HIV-1 Quant Assay entre os grupos VIH-1 M (subtipos A, B, C, D, F, G, H, K, CRFO1_AE, CRF02_AG), N, O e P foi
caracterizada testando pelo menos cinco (5) concentragdes diferentes de cada grupo/subtipo de VIH-1 preparado em plasma EDTA negativo quanto
a ARN de VIH-1 em pools. Os niveis testados dos alvos VIH-1 utilizados neste estudo estavam dependentes da concentragdo do espécime original
e, assim, variavam entre grupos/subtipos. O estudo foi realizado com cada grupo/subtipo a utilizar seis (6) réplicas em cada nivel. A linearidade foi
demonstrada ao longo dos intervalos testados e é apresentada na Tabela 4 e na Figura 4.

Tabela 4: Linearidade do NeuMoDx HIV-1 Quant Assay nos grupos M, N, O e P

Equagado de linearidade
Grupo Subtipo y = Quantificagéo do NeuMoDx HIV-1 Quant Assay (logio Ul/mL) R?
X = Quantificagéo esperada (logio Ul/mL)
A y=1,0217x - 0,008 0,9953
B y =0,9715x + 0,1442 0,9933
C y = 1,0055x + 0,0658 0,9879
D y =1,0203x - 0,3554 0,9941
M F y =0,9872x + 0,4278 0,9955
G y=1,0282x + 0,2223 0,9970
CRFO1_AE y=1,0163x - 0,0053 0,9824
CRF02_AG y =0,99x - 0,0783 0,9989
H y =0,9803x + 0,4187 0,9730
K y =1,0441x - 0,0223 0,9684
N y=0,996x +0,2117 0,9876
y =1,0043x + 0,6167 0,9942
P y =0,9927x + 0,1903 0,9974

Linearidade do grupo/subtipo de VIH-1

@ Subtipo A
9
Subtipo B
8
Subtipo C
=
£
=7 Subtipo D
)
;'006 Subtipo F
x
% ® Subtipo G
25
2 ® Subtipo CRFO1_AE
3
o 4 . @ Subtipo CRF02_AG
Z§ ‘!
‘E 3 [ ] @ Subtipo H
(] B o
Q i
s I. ® Subtipo K
©2
® Grupo N
1
® Grupo O
0 ® Grupo P
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Concentracgdo prevista (logio Ul/mL)
Figura 4: Linearidade do NeuMoDx HIV-1 Quant Assay entre subtipos
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Especificidade analitica — Contaminantes microbianos potencialmente interferentes

A especificidade analitica do NeuMoDx HIV-1 Quant Assay foi avaliada testando um painel de microrganismos (Tabela 5) preparado em plasma
EDTA negativo quanto a ARN de VIH-1 a concentragdes elevadas para reatividade cruzada. A interferéncia potencial foi avaliada utilizando o mesmo
painel de microrganismos preparado em plasma EDTA e enriquecido com VIH-1 a 2,02 logio Ul/mL. N3o foi observada qualquer reatividade cruzada,
com todas as amostras microbianas negativas para VIH-1 a produzirem resultados negativos. Todas as amostras microbianas positivas para VIH-1
apresentaram resultados positivos e ndo foi observada qualquer interferéncia significativa nestas amostras, como demonstrado pelo desvio
minimo na quantificagdo de VIH-1 comunicada de espécimes de controlo sem quaisquer microrganismos potencialmente interferentes. Uma
possivel reatividade cruzada posterior foi avaliada através da analise comparativa da sequéncia de nucledtidos das sequéncias alvo do NeuMoDx
HIV Quant Assay com os genomas completos de 26 patdgenos adicionais (Tabela 6) utilizando a Basic Local Alignment Search Tool (BLASTn)
disponibilizada pelo National Center for Biotechnology Information (NCBI). A analise comparativa de sequéncias ndo demonstrou qualquer analogia
entre as sequéncias alvo e os genomas examinados.

Tabela 5: Patogénicos testados quanto a especificidade analitica

Microrganismos potencialmente interferentes

Virus da hepatite A
Virus da hepatite B

Virus da hepatite C

Virus linfotrépico de células T humanas tipo 1 (HTLV-1)

Virus linfotrépico de células T humanas tipo 2 (HTLV-2)

Virus da imunodeficiéncia humana tipo 2 (VIH-2)
Virus da imunodeficiéncia simia (VIS)

Virus Epstein-Barr

Tabela 6: Microrganismos incluidos na analise do alinhamento de sequéncias BLASTn

Microrganismo Numero(s) de registo Microrganismo Numero(s) de registo
GQ221974.1
, . , KR534211.1
Adenovirus tipo 12 X73487.1 Virus herpes humano 5 GQ221975.1
NC_006273.2
AB369101.1
Poliomavirus BK NC_001538.1 Virus herpes humano 7 r\fgo(?07127118612
AB369092.1 - ’
. . CP018052.1 .
Chlamydia trachomatis CPO17731.1 Virus herpes humano 8 NC_009333.1
. . Virus do papiloma NC_001357.1
Cutibacterium acnes NZ_CP006032.1 humano tipo 18 MF288723.1
Virus da dengue KR919821.1 Virus do papiloma KY549222.1
8 KR052012.1 humano tipo 16 KY549321.1
. . . , KX752821.1
Herpesvirus simplex tipo 2 286099.2 Parvovirus humano B19 MH201456.1
MN253846.1
Adenovirus humano 2 J01917.1 Influenza A (todos os MH797924.1
AC_000007.1 segmentos) MH842686.1
MNO037420.1
KX868466.2
Adenovirus humano 5 AC_000008.1 Virus JC Aé;%ﬁ%)gé 1
AY601635.1 ’
. - CP034022.1
Adenovirus humano C AY339865.1 Neisseria gonorrhoeae CP041586.1
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Herpesvirus beta humano 6A NS(_S%CA)lll%G;“ Propionibacg;rium acnes CP003877.1
Virus herpes humano 1 Jé%géég?,ll Staphylococcus aureus AP017922.1
Virus herpes humano 2 EASeS ?Zg%?,;?f;f AP008934.1
Virus herpes humano 3 iggzggggll Virus do Nilo Ocidental M'\S;%g;lozl

Especificidade analitica — Substancias endégenas e exégenas potencialmente interferentes
O NeuMoDx HIV-1 Quant Assay foi avaliado quanto a suscetibilidade a interferéncia por medicamentos normalmente receitados a individuos
infetados com VIH-1, niveis elevados de substancias enddgenas e pela presenga de doengas autoimunes. Plasma EDTA negativo quanto a ARN de
VIH-1 analisado foi enriquecido com 3 logio Ul/mL de VIH-1 e com albumina (120 mg/mL), bilirrubina (0,03 mg/mL), hemoglobina (3,5 mg/mL),
triglicéridos (5,3 mg/mL) e compostos de medicamentos (Tabela 7) a trés vezes a Cmax. Foram analisados também plasma em estado de doenga
para lupus eritematoso sistémico (LES), anticorpo antinuclear (ANA) e artrite reumatoide (AR) negativos e enriquecidos com 3 logio Ul/mL de VIH-1
para testes. Ndo foi observada qualquer interferéncia significativa. Os resultados do estudo sdo resumidos na Tabela 8.

Tabela 7: Compostos de medicamentos testados quanto a interferéncia

Classificagao de medicamento

Nome do medicamento

Modulador imune

Interferdo alfa-2a, Interferdo alfa-2b, Ribavirina

Antagonista do CCR5

Maraviroc

Intensificador farmacocinético

Cobicistat

Inibidor ndo nucleosideo da transcriptase reversa
(Non-Nucleoside Reverse Transcriptase Inhibitor, NNRTI)

Doravirina, Efavirenz, Nevirapina, Rilpivirina

Inibidor da protéase (IP)

Darunavir, Amprenavir, Ritonavir, Saquinavir, Simeprevir

Inibidor nucleosideo da transcriptase reversa (Nucleoside
Reverse Transcriptase Inhibitor, NRTI) ou Inibidor da ADN
polimerase

Cidofovir, Lamivudina, Ganciclovir, Tenofovir disoproxil, Zidovudina, Valganciclovir,
Sulfato de abacavir, Emtricitabina, Entecavir, Foscarnet, Sofosbuvir

Inibidor da integrase

Raltegravir, Dolutegravir

Inibidor de fusdo

Enfuvirtida

Tratamento de infe¢do oportunista

Tabela 8: Resumo do teste de interferéncia — Agentes enddgenos e exdgenos

ENOReT Média [VIH-1] Tendéncia
(logio UI/mL) (log1o UI/mL)
Albumina 3,03 -0,11
Bilirrubina 3,04 -0,09
Hemoglobina 3,04 -0,09
Triglicéridos 3,14 0,01
Média [VIH-1] Tendéncia

Exdgenos (medicamentos)

(logio UI/mL)

(logio Ul/mL)

Pool 1: Interferdo alfa-2a, Interferdo alfa-2b, Ribavirina,

Maraviroc, Cobicistat 3,06 -0,07
Pool 2: R.alt'egr'awr, Dolutegravir, Efavirenz, Nevirapina, 3,04 -0,09
Rilpivirina
Pool 3: Doraylrln?, Darunavir, Amprenavir, Ritonavir, 3,11 -0,02
Saquinavir
Pool 4:  Simeprevir, Enfuvirtida, Sulfato de abacavir,
s . 3,12 -0,01
Emtricitabina, Entecavir, Foscarnet
Pool 5:  Cidofovir, Lamivudina, Ganciclovir, Tenofovir
) S ) ; ) 3,14 0,01
disoproxil, Zidovudina, Valganciclovir
Pool 6:  Sofosbuvir, Azitromicina, Claritromicina, 313 0

Fluconazol, Sulfametoxazol, Trimetoprim
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Média [VIH-1] Tendéncia
Estado de doenga (Iogzo Ul/mL) (logzo Ul/mL)
LUpus eritematoso sistémico (LES) 3,00 -0,13
Anticorpo antinuclear (ANA) 3,10 -0,03
Artrite reumatoide (AR) 3,25 0,12

Precisdo

A precisdo do NeuMoDx HIV-1 Quant Assay foi determinada testando um painel de quatro membros de amostras de VIH-1 preparado em plasma
negativo quanto a VIH-1 (incorporando o subtipo B e o grupo O de VIH-1 do EQAPOL, Duke University) em trés (3) NeuMoDx Systems ao longo de
seis (6) dias. Foi realizado um total de 12 processamentos em cada sistema para cada nivel de amostra, resultando em 216 réplicas por nivel ao
longo dos testes. Foram caracterizadas as precisdes intraensaio, intradidria e intrassistema, e o desvio-padrdo geral foi determinado como sendo
<0,15 logio Ul/mL. Nenhuma diferenga significativa foi observada no desempenho entre sistemas, dias ou processamentos, tal como apresentado
na Tabela 9. A precisdo entre operadores nao foi determinada, uma vez que o operador ndo desempenha um papel significativo no processamento
de amostras utilizando o NeuMoDx System.

Tabela 9: Precisdo intralaboratorial — NeuMoDx HIV-1 Quant Assay em NeuMoDx Systems

Conc. do alvo Conc. média DP . - DP . bP .
. . DP intradiario . . intralaboratorial
(logo Ul/mL) (logo Ul/mL) intrassistema intraensaio
(geral)
57 5,62 0,09 0,09 0,09 0,10
Subtipo B
3,7 3,62 0,10 0,10 0,10 0,13
4,7 4,65 0,09 0,09 0,09 0,12
Grupo O
2,7 2,66 0,13 0,13 0,12 0,15

Variagdo lote a lote

A reprodutibilidade lote a lote do NeuMoDx HIV-1 Quant Assay foi verificada por analise retrospetiva de dados de testes de qualidade de trés (3)
lotes diferentes de reagentes criticos. Estes dados foram gerados através de testes funcionais dos reagentes num painel de trés membros do alvo
VIH (AccuPlex Recombinant HIV/HCV Control) em plasma negativo quanto a ARN de VIH-1, juntamente com amostra de plasma negativo. Foram
processadas no total 18 réplicas positivas e 14 réplicas negativas por lote de NeuMoDx HIV-1 Quant Test Strip. Foi analisada a variagdo intralote e
interlotes e os resultados sdo apresentados na Tabela 10. A tendéncia geral absoluta ndo excedeu 0,14 logio Ul/mL e o desvio-padrao geral situou-
se abaixo de 0,25 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 tolerancia.

Tabela 10: Reprodutibilidade lote a lote — NeuMoDx HIV-1 Quant Assay

Conc. do alvo Conc. média Geral Numero de [Tendéncia] DP entre DP

(logio UI/mL) (logio UI/mL) testes validos (logio UI/mL) lotes intralote pREsE]
5,00 4,96 18 0,04 0,08 0,08 0,12
3,00 2,86 17 0,14 0,12 0,18 0,22
2,00 1,92 18 0,08 0,17 0,14 0,22

Eficacia do controlo

O NeuMoDx HIV-1 Quant Assay inclui um controlo de processo de amostra (Sample Process Control, SPC2) para comunicar falhas de processo e/ou
amplificagdo. A eficacia deste controlo interno foi testada no NeuMoDx HCV Quant Assay analogo sob condigdes representativas de falhas criticas
nos passos do processo que podem ocorrer durante o processamento de amostras e que poderdo ndo ser detetadas pelos sensores de
monitorizacdo do desempenho do NeuMoDx System. Foram testadas amostras moderado-positivas e negativas para confrontar o controlo interno
com a presenga de inibidores da reagdo, sem fornecimento de NeuMoDx Wash Reagent e sem expulsdo de solugdo de lavagem. Condigdes que
tiveram um efeito adverso na detec¢do do alvo foram também refletidas na detegao do SPC2, resumida abaixo na Tabela 11. Todos os casos testados
demonstraram a capacidade do controlo de processo de amostra em monitorizar as falhas de forma adequada ou que as falhas ndo detetadas ndo
tiveram um efeito significativo na detegdo e quantificagdo do alvo.
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Tabela 11: Resumo do estudo da eficacia do controlo de processo de amostra

Condigdo de falha simulada

Estado de amplificacao
do SPC2

Estado de amplificagdo
do alvo

Resultado do ensaio

Presence of Inhibitor
(Presenca do inibidor)

Not Amplified
(Ndo amplificado)

Not Amplified
(Ndo amplificado)

Unresolved (N3do resolvido)

No Wash Reagent
Delivered (Sem
fornecimento de reagente

Not Amplified
(Ndo amplificado)

Not Amplified
(Ndo amplificado)

Unresolved (N3do resolvido)

de lavagem)
No Wash Blowout (Sem
expulsdo da solugdo de
lavagem)

Positive, £ 0.3 logio IU/mL of Control
(Positivo, + 0,3 logio Ul/mL de
controlo)

Amplified (Amplificado) Amplified (Amplificado)

Contaminagao cruzada

A taxa de contaminagdo cruzada para o NeuMoDx HIV-1 Quant Assay foi determinada testando seis (6) processamentos de amostras alternadas
de VIH-1 altamente positivas e negativas. Foram processadas no total 36 réplicas negativas e 36 réplicas de elevada titulagdo de VIH-1 a 6,0 logio
Ul/mL numa configuragdo de tabuleiro de damas. Todas as réplicas das amostras negativas foram comunicadas como negativas, o que demonstra
que ndo houve contaminagdo cruzada durante o processamento de amostras no NeuMoDx System.

Equivaléncia da matriz de espécimes

Foram realizados testes para demonstrar a equivaléncia da matriz de espécimes entre sangue total colhido em tubos de colheita EDTA e ACD para
a preparagdo de plasma. Foram realizados testes adicionais para determinar a equivaléncia entre espécimes de plasma recém-colhidos e
congelados (colhidos nos dois tipos de tubo). Espécimes recém-colhidos foram mantidos a 2—4 °C antes de serem enriquecidos com quatro niveis
de VIH-1 (incluindo um nivel negativo) abrangendo o intervalo quantitativo do NeuMoDx HIV-1 Quant Assay e testados quanto a equivaléncia. Em
seguida, as amostras foram congeladas durante um minimo de 24 horas a <-20 °C. Apds este periodo de armazenamento congelado, os espécimes
foram descongelados e novamente testados. Os resultados dos espécimes de plasma EDTA vs. ACD e recém-colhidos vs. congelados foram
comparados quanto a equivaléncia através de analise de regressdo. Os resultados da andlise de dados de regressao linear ndo indicaram qualquer
diferenca significativa nos valores comunicados entre plasma EDTA e ACD ou entre as condi¢des de armazenamento de plasma recém-colhido ou
congelado testado utilizando o NeuMoDx HIV-1 Quant Assay.

Foram realizados testes adicionais para demonstrar a equivaléncia do desempenho do NeuMoDx HIV-1 Quant Assay em espécimes primarios vs.
espécimes secundarios. Primeiro, foram processados painéis de espécimes de dadores negativos quanto a VIH-1 enriquecidos com alvo VIH-1
(AccuPlex Recombinant HIV/HCV Control) e painéis de espécimes de dadores positivos quanto a VIH-1 a partir dos tubos de espécime primarios.
Apds o processamento dos tubos primdrios, o plasma 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
primarios e secundarios de plasma.

Comparagdo do método clinico

O desempenho qualitativo e quantitativo do NeuMoDx HIV-1 Quant Assay foi comparado com o de um ensaio comparativo aprovado pela CE/FDA
para IVD. Foram realizados testes internos através de um estudo cego Unico de espécimes de plasma restantes ndo identificados, obtidos a partir
de um fornecedor reconhecido pela FDA. Foram processados no total 723 espécimes de plasma utilizando o NeuMoDx HIV-1 Quant Assay em
varios NeuMoDx Systems. Todas as amostras que inicialmente produziram um resultado invélido foram novamente processadas com éxito,
produzindo resultados validos para todos os espécimes submetidos a este estudo.

Erros de sistema e de processamento encontrados durante os testes foram minimos e encontravam-se dentro dos critérios de aceitagdo
estabelecidos. Um total de doze (12) resultados indeterminados (IND) e sete (7) resultados ndo resolvidos (UNR) produz uma taxa de resultados
indeterminados de 1,48% (IC de 95%: 0,85-2,57%) e uma taxa de resultados ndo resolvidos de 0,86% (IC de 95%: 0,42-1,77%). A taxa geral de
resultados vélidos foi de 97,7% (IC de 95%: 96,4-98,5%).

Dos 723 resultados validos obtidos, 165 foram comunicados como positivos pelo NeuMoDx HIV-1 Quant Assay com valores de concentragdo
correspondentes atribuidos pelos testes de referéncia. Foram produzidas analises de regressdo de Deming e de regressdo de Passing-Bablok para
fazer a correlagdo entre os valores de concentragdo comunicados do NeuMoDx HIV-1 Quant Assay e os valores comunicados pelos testes de
referéncia.

Foram criados graficos de regressdo e residuais para representar a correlagdo entre as concentragdes do NeuMoDx HIV-1 Quant Assay e os valores
de concentragdo dos testes de referéncia para todas as amostras testadas com concentragdes atribuidas por ambos. Gréficos gerados utilizando o
método de andlise de Deming e o método de Passing-Bablok sdo apresentados nas Figuras 5 e 6, respetivamente. A qualidade do ajuste de
regressdo de Deming é ilustrada por um coeficiente de inclinagdo de 0,975 (IC de 95%: 0,939, 1,011) e uma intersecgdo (tendéncia) de -0,121 (IC de
95%: -0,276, 0,033), demonstrando que os resultados de concentragdo obtidos entre o NeuMoDx HIV-1 Quant Assay e os testes de referéncia
estdo altamente correlacionados e possuem uma tendéncia aceitdvel. A qualidade do ajuste linear de Passing-Bablok é ilustrada por um coeficiente
de inclinagdo de 0,981 (IC de 95%: 0,950, 1,012) e uma intersecgdo (tendéncia) de -0,167 (IC de 95%: -0,288, -0,036), demonstrando, também, que
os resultados de concentragdo obtidos entre o NeuMoDx HIV-1 Quant Assay e os testes de referéncia estdo altamente correlacionados e possuem
uma tendéncia aceitdvel. Os resultados das analises de Deming e Passing-Bablok estdo resumidas abaixo na Tabela 12.
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Figura 5: Graficos de equivaléncia (a esquerda) e residuais (a direita) — Analise cumulativa do NeuMoDx HIV-1 Quant Assay vs. Testes de
referéncia — Andlise de Deming
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Figura 6: Graficos de equivaléncia (a esquerda) e residuais (a direita) — Analise cumulativa do NeuMoDx HIV-1 Quant Assay vs. Testes de
referéncia — Analise de Passing-Bablok

Tabela 12: Resumo das analises de regressdo linear de Deming e Passing-Bablok

Andlise de Deming Andlise de Passing-Bablok
. Coeficiente de . - P
Intersecgdo o Intersecgao Coeficiente de inclinagdo
inclinagdo
0,121 0,975 -0,167 0,981

IC de 95% (-0,276, 0,033) IC de 95% (0,939, 1,011) IC de 95% (-0,288, -0,036) IC de 95% (0,950, 1,012)

Dos 723 resultados validos obtidos utilizando o NeuMoDx HIV-1 Quant Assay, 171 foram comunicados como positivos pelos testes de referéncia e
552 foram comunicados como negativos. A sensibilidade e a especificidade do NeuMoDx HIV-1 Quant Assay foram calculadas comparativamente
aos testes de referéncia e sdo resumidas abaixo na Tabela 13. Das 171 amostras positivas testadas, 165 foram comunicadas como positivas pelo
NeuMoDx HIV-1 Quant Assay, demonstrando uma sensibilidade de 96,5% (IC de 95%: 92,6-98,4%). Das 552 amostras negativas testadas, 551 foram
comunicadas como negativas pelo NeuMoDx HIV-1 Quant Assay, demonstrando uma sensibilidade de 99,8% (IC de 95%: 99,0-100%).
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Tabela 13: Resultados de comparagdo de métodos qualitativos para o NeuMoDx HIV-1 Quant Assay vs. Testes de referéncia

Teste de referéncia
Positive Negative
HIV-1 Total
(Positivo) (Negativo) ota
. Positive 165 1 166
3 (Positivo)
2 NS 6 551 557
3 (Negativo)
Total 171 552 723

Sensibilidade = 96,5% (IC de 95%, 92,6—-98,4%)

Especificidade = 99,8% (IC de 95%, 99,0-100%)

Além disso, foi processado um total de 12 painéis de seroconversdo comercialmente disponiveis, incluindo 75 amostra de plasma individuais, com
o NeuMoDx HIV-1 Quant Assay para demonstrar a detecdo de ARN de VIH-1 antes da detec&o de anticorpos/antigénios utilizando testes disponiveis
comercialmente. Foram incluidos na analise membros de painel pré-seroconversdo, de seroconversdo precoce e de seroconvers3o. Foi realizada
uma analise para comparar a primeira amostra sanguinea na qual é detetado ARN de VIH-1 pelo NeuMoDx HIV-1 Quant Assay com a primeira
amostra sanguinea positiva quanto a anticorpos/antigénios (Ab/Ag) de VIH-1, conforme comunicado por testes sanguineos aprovados pela CE/FDA
para IVD disponiveis comercialmente. Para todos os painéis testados, o NeuMoDx HIV-1 Quant Assay detetou ARN de VIH-1 em pelo menos uma
amostra sanguinea antes do que os testes sanguineos para a deteg¢do de anticorpos/antigénios. Os resultados sdo resumidos na Tabela 14.

Tabela 14: Comparacdo do painel de seroconversdo — NeuMoDx HIV-1 Quant Assay vs. Teste sanguineo de Ab/Ag de HIV-1

Dia de colheita da amostra sanguinea com o primeiro
resultado positivo
Teste sanguineo de
Ab/Ag de VIH-1
7

ID do painel NeuMoDx HIV-1 Quant Assay

PRB969
PRB968
0600-0230
0600-0270
0600-0258
0600-0244 (PRB962)
0600-0272
PRB967
PRB964
PRB963
0600-0263
PRB956

NUIRWINIWIWINININOU|S
AN || (NW|W([(A~|N

Foram realizadas andlises adicionais para comparar a primeira amostra sanguinea na qual é detetado ARN de VIH-1 pelo NeuMoDx HIV-1 Quant
Assay com a primeira amostra sanguinea positiva quanto a ARN de VIH-1, conforme comunicado por testes NAT aprovados pela CE/FDA para IVD
disponiveis comercialmente. Para todos os painéis testados, o NeuMoDx HIV-1 Quant Assay detetou ARN de VIH-1 na mesma amostra sanguinea
que os outros testes NAT para a detegdo de ARN de HIV-1. Em dois painéis, o NeuMoDx HIV-1 Quant Assay demonstrou detetar ARN de VIH-1 uma
amostra sanguinea antes do que os outros testes NAT. Os resultados sdo resumidos na Tabela 15.
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Tabela 15: Comparagdo do painel de seroconversdo — NeuMoDx HIV-1 Quant Assay vs. Teste NAT de ARN de HIV-1

Dia de colheita da amostra sanguinea com o primeiro
resultado positivo

ID do painel NeuMoDx HIV-1 Quant Assay NAT de Referéncia
PRB969 4 4
PRB968 5 5
0600-0230 2 2
0600-0270 2 2
0600-0258 2 2
0600-0244 (PRB962) 3 3
0600-0272 3 3
PRB967 2 2
PRB964 3 4
PRB963 4 5
0600-0263 5 5
PRB956 2 2
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MARCAS COMERCIAIS

NeuMoDx™ e NeuDry™ sdo marcas comerciais da NeuMoDx Molecular, Inc.
AccuPlex™ é uma marca comercial da SeraCare Life Sciences, Inc.

BD Vacutainer® é uma marca comercial registada da Becton, Dickinson and Company
BD e PPT™ 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 proprietdrios.
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& NeuMoDx HIV-1 Quant Test Strip

R N [REF]
NeuMoDx INSTRUCOES DE UTILIZACAO 300500
SiMBOLOS
SiMBOLO SIGNIFICADO
R only Sujeito a receita médica
M Fabricante
IVD Dispositivo médico de diagnéstico in vitro
EC | REP Representante autorizado na Comunidade Europeia
REF Numero de catalogo

Cadigo de lote

Data de validade

Limite de temperatura

Limitagdo de humidade

Nao reutilizar

Contém o suficiente para <n> testes

Consultar as instrugGes de utilizagdo

Cuidado

=S RZIR = a LE

Riscos bioldgicos

c € Marcagao CE
I NeuMoDx Molecular, Inc. Patrocinador (AUS): Emergo Europe B.V.
1250 Eisenhower Place QIAGEN Pty Ltd EC | REP Westervoortsedijk 60
Ann Arbor, M1 48108, EUA Level 2 Chadstone Place 6827 AT Arnhem
1341 Dandenong Rd Paises Baixos
Chadstone VIC 3148
Australia
C E 2797
Assisténcia técnica/relatdrios de vigildncia: support@gqiagen.com
Patente: www.neumodx.com/patents
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