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201300 NeuMoDx™ HBV Quant Test Strip B 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
[ji] 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 HBV Quant Assay é um teste in vitro automatizado de amplificagdo de acidos nucleicos para a quantificagdo do ADN do virus da
hepatite B (VHB) em espécimes de soro e plasma humano para gendtipos A a H do VHB de individuos infetados com VHB. O NeuMoDx HBV Quant
Assay implementado no NeuMoDx 288 Molecular System e no NeuMoDx 96 Molecular System (NeuMoDx System[s]) integra a extracdo
automatizada do ADN para isolar acidos nucleicos-alvo de espécimes e de reagdes em cadeia da polimerase em tempo real (qPCR), tendo como
alvo as sequéncias altamente conservadas do genoma viral da hepatite B.

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

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 secundério ou o sangue fracionado num tubo de espécime primario compativeis com
o NeuMoDx System sdo carregados no NeuMoDx System, utilizando um transportador de tubos de espécime designado. Por cada espécime, uma
aliquota da amostra de soro ou plasma é misturada com o NeuMoDx Lysis Buffer 1 e o NeuMoDx System desempenha automaticamente todos os
passos necessdrios para extrair o acido nucleico-alvo, preparar o ADN isolado para uma amplificagdo de PCR em tempo real e, se presente,
amplificar e detetar os produtos de amplificagdo (sec¢des do genoma VHB-alvo na regido altamente conservada a codificar a proteina X e a proteina
pré-C). O NeuMoDx HBV Quant Assay inclui um controlo de processo de amostra (Sample Process Control 1, SPC1) de ADN para ajudar a monitorizar
a presenga de possiveis substancias inibidoras, assim como falhas do reagente ou do NeuMoDx System que podem acontecer durante o processo
de extracdo e amplificagdo.

O virus da hepatite B (VHB) é o agente causador da infegdo no figado por hepatite B e é um problema de satde global. A hepatite B pode causar
uma hepatite aguda ou progredir para uma condigdo crénica, resultando numa cirrose ou cancro do figado. O risco de desenvolvimento de uma
condigdo crdnica esta relacionado principalmente com a idade. Se o virus for transmitido a nascenga, ha uma hipétese >90% de a condigdo crénica
se desenvolver. Se o paciente infetado for adulto, a possibilidade de a condig3io crénica se desenvolver é de 2 a 6%.! O VHB é transmitido por
contacto sanguineo com uma pessoa infetada, por transmissdo sexual, pela partilha de agulhas com uma pessoa infetada no consumo de drogas
injetaveis ou por transmissdo vertical da mde para o filho durante o parto. Nos Estados Unidos da América, cerca de 850 000 pessoas vivem com
infecdo por VHB, sendo que a maioria das novas infe¢des resulta da transmissdo sexual ou da utilizagdo de drogas injetaveis?. Em Africa e no
Pacifico Ocidental, sabe-se que até 5% da populagdo esta infetada. Em todo o mundo, durante o ano de 2015, as infe¢Bes por VHB foram a causa
de morte de 885 000 pessoas, a maioria devido a cirrose ou carcinoma hepatocelular.? Existe uma vacina com uma eficicia de 95% na prevenc¢do
da infeg3o por VHB, resultando num nimero menor de casos diagnosticados por ano.*

O atual padrdo de cuidados para a infegdo por VHB é a terapia antiviral, que requer monitorizagdo constante para assegurar que o tratamento estd
a progredir como desejado. A monitorizagdo da terapia utilizando o NeuMoDx HBV Quant Assay pode fornecer aos médicos as informagdes
necessdrias para auxiliar na gestdo de pacientes com infe¢ées por VHB.

PRINCiPIOS DO PROCEDIMENTO

O NeuMoDx HBV Quant Assay combina a extragdo, amplificagdo e detegdo automatizadas de ADN por meio de 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 preparagdo de soro. O espécime
de sangue primdrio (fracionado) ou uma aliquota de plasma/soro num tubo de espécime secundario compativel é etiquetado com um cddigo de
barras e carregado no NeuMoDx System. O NeuMoDx System aspira automaticamente uma aliquota do plasma/soro para misturar com NeuMoDx
Lysis Buffer 1 e com os agentes contidos na NeuMoDx Extraction Plate para iniciar o processamento. O NeuMoDx System automatiza e integra
extragdo e concentragdo de ADN, preparagdo de reagentes e amplificagdo/detecdo de acidos nucleicos das sequéncias-alvo utilizando PCR em
tempo real. O controlo de processo de amostra (Sample Process Control, SPC1) incluido ajuda a monitorizar a presenga de substancias inibidoras
e falhas de sistema, processo ou reagentes. Ndo é necessaria qualquer intervengao do operador depois de o espécime ser carregado no NeuMoDx
System.
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O NeuMoDx System utiliza uma combinagdo de calor, enzimas liticas e reagentes de extracdo para desempenhar automaticamente a lise, a extragdo
de ADN e a remogdo 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 ADN ligado é entdo eluido utilizando o NeuMoDx Release Reagent. O NeuMoDx System utiliza o ADN eluido para reidratar reagentes
de amplificagdo NeuDry™ patenteados que contém todos os elementos necessarios para a amplificagdo dos alvos de VHB e SPC1. Isto permite a
amplificacdo e detegdo simultaneas de sequéncias de ADN de controlo e alvo. Depois da reconstitui¢do dos reagentes de PCR secos, o NeuMoDx
System dispensa a mistura preparada e pronta para PCR numa cdmara de PCR (por espécime) do NeuMoDx Cartridge. A amplificagdo e detegdo
das sequéncias de ADN 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 apds a amplificagdo.

Os alvos amplificados sdo detetados em tempo real, utilizando quimica de sondas de hidrdlise (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 esta 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 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 ADN do VHB. Para dete¢do do SPC1, a sonda TagMan é marcada com um marcador fluorescente
alternativo (excitagdo: 535 nm e emissdo: 556 nm) na extremidade de 5' e um supressor de fluorescéncia na extremidade de 3'. O software do
NeuMoDx System monitoriza o sinal fluorescente emitido pelas sondas TagMan no final de cada ciclo de amplificagdo. Quando a 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
WGiEEERS Testes por Testes por
REE Ecnisis Lp?r unidade embalagem
NeuMoDx HBV Quant Test Strip
201300 Reagentes de PCR secos contendo iniciadores e sonda TagMan especificos do VHB e 6 16 96
do SPC1
Materiais necessdrios, mas ndo fornecidos (disponibilizados em separado pela NeuMoDx)
REF Contetido
NeuMoDx Extraction Plate
100200 . (s . .
Particulas paramagnéticas, enzimas liticas e controlos de processo de amostra secos
800100 ou NeuMoDx HBV Calibrators
800102 Conjuntos de utilizagdo unica de calibradores altos e baixos de VHB para estabelecer a validade da curva de calibragdo
900101 ou NeuMoDx HBV External Controls
900102 Conjuntos de utilizagéo unica de controlos positivos e negativos
400400 NeuMoDx Lysis Buffer 1
400100 NeuMoDx Wash Reagent
400200 NeuMoDx Release Reagent
100100 NeuMoDx Cartridge
235903 Pontas Hamilton® CO-RE/CO-RE Il (300 L) com filtros
235905 Pontas Hamilton CO-RE/CO-RE 11 (1000 pL) com filtros
Instrumentos necessdrios
NeuMoDx 288 Molecular System [REF 500100] ou NeuMoDx 96 Molecular System [REF 500200]
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A @ AVISOS E PRECAUGOES

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

N3do utilizar quaisquer reagentes que tenham o selo de seguranga aberto ou cuja embalagem tenha sido danificada ao chegar ao
destino.

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

Deve estar disponivel uma calibragdo de teste vélida (gerada através do processamento de calibradores altos e baixos dos NeuMoDx
HBV Calibrators) antes de os resultados de teste poderem ser gerados para as amostras clinicas.

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

O volume minimo do espécime depende do tamanho do tubo, do transportador de espécimes e do processamento do volume do
espécime, tal como definido abaixo. Volumes inferiores ao minimo especificado poder&o 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 sempre a contaminagdo microbiana e por desoxirribonuclease (DNase) de todos os reagentes e consumiveis. Se forem
utilizados tubos secundarios, é recomendada a utilizagdo de pipetas de transferéncia descartaveis estéreis e isentas de DNase.
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 laboratdrio testes de PCR de tubo aberto, é necessario ter especial cuidado para que a
NeuMoDx HBV 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 HBV Quant Test Strip, na NeuMoDx Extraction Plate ou na parte superior da superficie do NeuMoDx Lysis Buffer 1. O
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 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 seguranca, tal como
os descritos na publicacdo 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.

N&o reutilizar.

ARMAZENAMENTO, TRATAMENTO E ESTABILIDADE DO PRODUTO

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

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

N&o utilizar qualquer produto de teste se a embalagem priméria 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 HBV Quant Test Strip pode permanecer a bordo do NeuMoDx System durante 62 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.

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 primarios.

3. 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.
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4. Para preparar espécimes de soro, o sangue total deve ser colhido em tubos SST. Siga as instrugdes 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 secundarios. Recomendado para testes de tubos
primarios:

a. Espécimes de plasma: BD Vacutainer® Plus Plastic K2EDTA 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 no caso do plasma e 24 horas no caso do soro, antes do
processamento. Se for necessario tempo adicional de armazenamento, é recomendado que os espécimes sejam refrigerados ou congelados
como aliquotas secunddrias.

7. Os espécimes preparados devem ser armazenados a temperaturas entre 2 e 8 °C até 7 dias antes do teste e durante um maximo de 8 horas
no caso do plasma e 24 horas no caso do soro, a temperatura ambiente.

8. Os espécimes preparados podem ser armazenados a < -20 °C até 4 semanas (soro) ou 6 meses (plasma) antes do processamento. Os
espécimes congelados ndo devem passar por mais do que 2 ciclos de congelamento/descongelamento no caso do plasma e 4 ciclos de
congelamento/descongelamento no caso do soro, antes da sua utilizagdo.

a. Seas 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 espacgo de 24 horas.

c. 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 VHB.
11. Avancar para a sec¢do Preparagdo para teste.
O processo geral para implementagdo do NeuMoDx HBV Quant Assay estd resumido abaixo na Figura 1.
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INSTRUCOES DE UTILIZAGAO
Preparagdo para teste

IMPLEMENTAGAO DO NEUMODX
HBV QUANT ASSAY

Carregar reagentes especificos do
teste

e NeuMoDx Lysis Buffer 1

o NeuMoDx HBV Quant Test Strips

Se tal for solicitado pelo software do
NeuMoDx, carregue os consumiveis
exigidos

Processar
NeuMoDx HBV
Calibrators

Repetir a cada

90 dias OU se
: Os estiver a utilizar um
calibradores novo lote de
s30 validos? NeuMoDx HBV

SIM Quant Test Strip

L

Processar
NeuMoDx HBV
External Controls

—

Os controlos
sdo validos? Repetir a cada
24 horas

SIM

PROCESSAR AMOSTRAS
DE ROTINA
N

Figura 1: Fluxo de trabalho da implementagdo do NeuMoDx HBV Quant Assay

O NeuMoDx HBV 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 volumes de espécimes —
fluxo de trabalho de volume de espécimes de 550 ul ou fluxo de trabalho de processamento de espécimes de 200 pL. Aplicar a etiqueta de cddigo
de barras de espécime a um tubo de espécime compativel com o NeuMoDx System.

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 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/soro pode ser transferida para um tubo
secundario para processamento no NeuMoDx System.

2. Se estiver a testar o espécime no tubo de colheita primario, colocar o tubo etiquetado com cddigo 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
de gel/leucoplaquetaria estdo descritos abaixo e serdo cumpridos se os espécimes forem colhidos e processados de acordo com as

instrugdes do fabricante do tubo. Ndo é garantido o desempenho em espécimes colhidos de forma desadequada.

NeuMoDx Molecular, Inc.
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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
K2EDTA/Soro — 10,0 mL 1600 pL 1250 pL

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

Volume minimo de espécime necessario

Transportador de tubos de

- Tamanho do tubo
espécime

Fluxo de trabalho Fluxo de trabalho de
de 550 L 200 pL

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

Operacao dos NeuMoDx Systems

Para obter instrugdes detalhadas, consultar os Manuais do Operador do NeuMoDx 288 Molecular System e do NeuMoDx 96 Molecular System (P/N

40600108 e 40600317)

NeuMoDx Molecular, Inc.

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

e S3o testados 550 pL de volume de espécime, definindo o tipo de espécime como "Plasma" ou "Serum" (Soro)

e S3o testados 200 pL de volume de espécime, definindo o tipo de espécime como "Plasma2" ou "Serum2" (Soro2)

e Caso ndo seja definido no pedido de teste, sera utilizado o tipo de espécime Plasma num Secondary Tube (Tubo secundario)
como predefini¢cao

Preencher um ou mais transportadores de NeuMoDx System Test Strips com a(s) NeuMoDx HBV Quant Test Strip(s) e utilizar o ecr3 tatil
para carregar o(s) transportador(es) de tiras de teste no NeuMoDx System.

Se tal for solicitado pelo software do NeuMoDx System, adicionar os consumiveis necessdrios aos transportadores de consumiveis do
NeuMoDx System e utilizar o ecr3 tatil para carregar o(s) transportador(es) no NeuMoDx System.

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 biolégico (apenas NeuMoDx 96 Molecular System),
conforme apropriado.

Se tal for solicitado pelo software do NeuMoDx System , processar os NeuMoDx HBV Calibrators e/ou NeuMoDx HBV External Controls.
Podem ser encontradas mais informagdes acerca dos calibradores e controlos na sec¢do Processamento de resultados.

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.

Colocar o(s) transportador(es) de tubos de espécime na prateleira do carregador automatico e utilizar o ecré 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.
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LIMITAGOES

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

2. O desempenho da NeuMoDx HBV Quant Test Strip foi estabelecido para espécimes de plasma preparados com EDTA/ACD como
anticoagulantes ou para espécimes de soro preparados em tubos de separagdo de soro. A utilizagdo da NeuMoDx HBV 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 HBV Quant Test Strip foi estabelecido para testes de tubos primarios utilizando BD Vacutainer Plus Plastic
K2EDTA Tubes, BD Vacutainer PPT Plasma Preparation Tube, BD Vacutainer Plus Plastic Serum Tube e BD Vacutainer SST Tube.

4. Foi observado um pequeno aumento no limite de detegdo e no limite inferior de quantificagdo do NeuMoDx HBV Quant Assay ao utilizar um
fluxo de trabalho de volume de espécimes de 200 pL.

5. O NeuMoDx HBV Quant Assay deve ser apenas utilizado para efeitos de monitorizagdo quantitativa. Ndo deve ser utilizado para a detegdo
qualitativa.

6. O NeuMoDx HBV Quant Assay ndo deve ser utilizado com amostras humanas heparinizadas.

7. Uma vez que a detegdo do VHB esta dependente do nimero de particulas de ADN-alvo presentes na amostra, a obtengdo de resultados
fidveis depende da colheita, do tratamento e do armazenamento adequados do espécime.

8. 0Os NeuMoDx HBV Calibrators e os NeuMoDx HBV 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.

9. Podem ocorrer resultados errédneos devido a colheita, ao manuseamento e ao armazenamento inadequados dos espécimes, a erros técnicos
ou a confusdo de tubos de espécime. Para além disso, podem ocorrer resultados falso-negativos porque o niumero de particulas virais
presente na amostra esta abaixo do limite de dete¢do do NeuMoDx HBV Quant Assay.

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

11. Se ambos os alvos de VHB e SPC1 ndo se amplificarem, é comunicado um resultado invalido (Indeterminate [Indeterminado], No Result
[Sem resultados] ou Unresolved [N3o resolvido]) e o teste deverd ser repetido.

12. Se o resultado do NeuMoDx HBV Quant Assay for Positive (Positivo), mas o valor de quantificagdo exceder os limites de quantificacdo, o
NeuMoDx System ird comunicar se o VHB detetado esta abaixo do Limite inferior de quantificagdo (LIdQ) ou acima do Limite superior de
quantificagdo (LSdQ).

13. Se o VHB detetado estiver abaixo do LIdQ, o ensaio pode ser repetido (se pretendido) com outra aliquota do espécime.

14. Se o VHB detetado estiver acima do LSdQ, o NeuMoDx HBV Quant Assay pode ser repetido com uma aliquota diluida do espécime original.
E recomendada uma dilui¢do de 1:1000 em plasma negativo para VHB 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¢do) + concentragdo comunicada da amostra diluida

15. 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.

16. Um resultado positivo ndo indica necessariamente a presenga de organismos viaveis. No entanto, um resultado positivo pressup&e a
presenga de ADN do virus da hepatite B.

17. As eliminagdes ou mutagdes nas regides conservadas que sdo o alvo do NeuMoDx HBV Quant Assay podem afetar a detegdo ou originar um
resultado erréneo ao utilizar a NeuMoDx HBV Quant Test Strip.

18. Os resultados do NeuMoDx HBV Quant Assay podem ser utilizados como complemento as observagdes clinicas e outras informagdes
disponiveis para o médico. O ensaio nao foi concebido para o diagndstico da infegdo.

19. Sdo recomendadas boas praticas de laboratdrio, incluindo a troca de luvas entre o manuseamento de espécimes de pacientes, de forma a

evitar a contaminacgdo.

PROCESSAMENTO DE RESULTADOS

Os resultados disponiveis podem ser visualizados ou impressos a partir do separador "Results" (Resultados) na janela Results (Resultados) do ecra
tatil do NeuMoDx System. Os resultados do NeuMoDx HBV 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 do NeuMoDx
HBV Quant Assay (HBV Assay Definition File, HBV ADF). Um resultado pode ser comunicado como Negative (Negativo), Positive with a reported HBV
concentration (Positivo com uma concentragdo de VHB 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 HBV Quant Assay

NeuMoDx Molecular, Inc. P/N 40600136-PT_G
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molecular

Controlo de
processo de
RESULTADO Alvo do VHB amostra (Sample Interpretagdo de resultados
Process Control 1,
SPC1)
. ) Amplified (Amplificado) "
EOT w',th Repo!'t.ed 0,9 < [VHB] £ 9,0 logio Ul/mL (fluxo de trabalho de Ampllfled ADN do VHB detetado
Concentration (Positivo (Amplificado) ou Not .
com concentragao 550 ul) Amplified (Ndo dentro do intervalo
. : 1,4 < [VHB] £ 9,0 logio Ul/mL (fluxo de trabalho de P o quantitativo
comunicada) amplificado)
200 pl)
. Amplified
POSItI.V.e' abO\.Ie ULoQ Amplified (Amplificado) (Amplificado) ou Not | ADN do VHB detetado acima
(Positivo, acima do o ~ . R
[VHB] > 9,0 logio Ul/mL Amplified (Ndo do intervalo quantitativo
LsdQ) o
amplificado)
Positive, below LLoQ Amplified (Amplificado) (Am nAif?Zggz)egu Not ADN do VHB detetado
(Positivo, abaixo do [VHB] < 0,9 logio UI/mL (fluxo de trabalho de 550 uL) P o ~ abaixo do intervalo
LidQ) [VHB] < 1,4 logo Ul/mL (fluxo de trabalho de 200 plL Amplified (N&o uantitativo
,4 logio Ul/mL (fluxo de trabalho de pL) amplificado) q
. . . « - Amplified «
Negative (Negativo) Not Amplified (Ndo amplificado) (Amplificado) ADN do VHB n3o detetado
Indeterminate Not Amplified (Ndo amplificado), System Error Detected (Erro do sistema To?grsac;]s i':\leliza::i::;::vo
(Indeterminado) detetado), Sample Processing Completed (Processamento de amostras concluido) !

novamente a amostrat
O processamento de
amostras foi interrompido;
testar novamente a
amostrat
Todos os resultados do alvo
foram invalidos; testar
novamente a amostrat

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

No Result (Sem
resultados)*

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

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

+0O NeuMoDx System estd equipado com a capacidade de Rerun (Reexecutar)/Repeat (Repetir) automatica que o utilizador final pode optar por utilizar para
assegurar que um resultado IND (Indeterminado) /UNR (N&o resolvido) /NR (Sem resultados) é reprocessado automaticamente para minimizar atrasos na
comunicagdo de resultados.

Calculo do teste

1.  Para amostras dentro do intervalo de quantificagdo do NeuMoDx HBV Quant Assay, a concentragdo de ADN do VHB 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 HBV Calibrators processados para estabelecer a
validade da curva-padrdo para um lote especifico da NeuMoDx HBV Quant Test Strip num NeuMoDx System em particular.

b. O coeficiente de calibragdo esta integrado na determinacdo final da concentragdo de ADN do VHB.

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

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

3. Aquantificagdo resultante das amostras desconhecidas é rastreavel de acordo com o 4.2 padrdo internacional da OMS para o VHB.

Calibragdo de teste
E necessaria uma calibragdo valida com base na curva-padro para quantificar o ADN do VHB presente nos espécimes. Para gerar resultados

vélidos, deve ser concluida uma calibragdo de teste utilizando os calibradores externos fornecidos pela NeuMoDx Molecular, Inc.
Calibradores

1. Um conjunto de NeuMoDx HBV Calibrators necessita de ser processado com cada novo lote de NeuMoDx HBV Quant Test Strips, se for
carregado um novo ficheiro de defini¢do de ensaio VHB 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.

NeuMoDx Molecular, Inc. P/N 40600136-PT_G
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b) Pelo menos duas (2) das trés (3) réplicas devem originar resultados dentro dos parametros predefinidos. O alvo nominal do calibrador
baixo é de 3,7 logio Ul/mL e o alvo nominal do calibrador alto é de 5,7 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 VHB.

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 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 especificagées
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 HBV Quant Assay. Se
nao 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 VHB Positive (Positivo) e o controlo negativo um resultado VHB Negative (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) Em ambos os casos acima ou no caso de um resultado Indeterminate (Indeterminado, IND) ou No Result (Sem resultados, NR), repetir
os NeuMoDx HBV External Controls com novos frascos do controlo ou controlos que falharam o teste de validade.

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

e) Se um NeuMoDx HBV External Control negativo continuar a comunicar um resultado Positive (Positivo), tente eliminar todas as
potenciais fontes de contaminagdo, 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 1, SPC1) exdgeno estd integrado na NeuMoDx Extraction Plate e passa por todo o
processo de extragdo do acido nucleico e de amplificagdo PCR em tempo real com cada amostra. Estdo também incluidos os iniciadores e a sonda
especificos para o SPC1 em cada NeuMoDx HBV Quant Test Strip, permitindo a detegdo do SPC1 em conjunto com o ADN alvo de VHB (se presente)
via PCR em multiplex. A detegdo da amplificagdo do SPC1 permite que o software do NeuMoDx System monitorize a eficacia dos processos de
extracdo de ADN e de amplificagdo de PCR.

Resultados invalidos

Se um NeuMoDx HBV Quant Assay desempenhado no NeuMoDx System falhar na produgdo de um resultado vélido a seguir a conclusdo do
processamento de amostras, serd 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.

Serad comunicado um resultado UNR (N&o resolvido) se, na auséncia de erros do sistema, ndo for detetada uma amplificagdo valida de ADN do VHB
ou do SPC1, o que indica uma possivel falha de reagentes ou a presenga 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 diluigdo de espécime para mitigar os
efeitos de qualquer inibigdo da amostra.

Se um NeuMoDx HBV Quant Assay efetuado no NeuMoDx System falhar na produgdo de um resultado vélido e o processamento da amostra for
abortado antes da conclusdo, sera comunicado como No Result (Sem resultados, NR). Caso seja comunicado um resultado NR (Sem resultados),
recomenda-se realizar um novo teste.
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CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

Sensibilidade analitica - Limite de detegdo utilizando o padrao da OMS

A sensibilidade analitica do NeuMoDx HBV Quant Assay foi caracterizada testando espécimes negativos e uma série de diluigdes de acordo com o
4.° padr3o internacional da OMS em plasma e soro humano negativos analisados para determinar o Limite de dete¢3o (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. Os estudos
foram realizados ao longo de 3 dias através de varios NeuMoDx Systems com varios lotes de reagentes NeuMoDx. Foi executado um estudo
adicional para confirmar o LdD do NeuMoDx HBV Quant Assay ao utilizar o fluxo de trabalho de volume de espécimes de 200 pL. As taxas de
detegdo de ambos os estudos sdo apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2: Taxas de detegdo positiva para determinagdo do LdD do NeuMoDx HBV Quant Assay

o o PLASMA SORO
Concentragao Concentragao - ~ . "
Numero Numero Numero Numero
do alvo do alvo Taxa de Taxa de
[ul/mL] [logoUlfmL] | e testes D g | GO L detegio
validos positivos validos positivos
20 1,30 108 108 100% 107 107 100%
10 1 108 107 99% 108 104 96%
550 ul 5 0,70 108 98 91% 108 95 88%
- 2,5 0,40 108 97 90% 108 72 67%
1,25 0,10 108 73 68% 108 44 42%
NEG N/D 108 0 0% 107 0 0%
200 pL 25 1,40 43 43 100% 44 44 100%

O LdD do NeuMoDx HBV Quant Assay para o gendtipo A do VHB (4.2 padrdo internacional da OMS) em plasma foi determinado como sendo de
5,2 Ul/mL (IC de 95% para 4,1 a 7,6 Ul/mL) [(0,72 logio Ul/mL) (IC de 95% para 0,61 a 0,88 logio Ul/mL)] ao utilizar o fluxo de trabalho de volume
de espécimes de 550 uL (Figura 2). O LdD do NeuMoDx HBV Quant Assay para espécimes de soro foi determinado como sendo de 8,0 Ul/mL (IC de
95% para 6,5 a 10,8 Ul/mL) [(0,9 logio Ul/mL) (IC de 95% para 0,8 a 1,0 logio Ul/mL)] ao utilizar o fluxo de trabalho de volume de espécimes de

550 uL (Figura 2).

LdD do HBV Quant Assay (Plasma) LdD do HBV Quant Assay (Soro)

12

LdD = 8,01 Ul/mL [com IC de 95%

LdD = 5,2 Ul/mL [com IC de 95%
para 6,46 a 10,77 Ul/mL]

para (4,1 a 7,6) Ul/mL] 1
P

v
o/®
08 0,8

06

o
>
Sensibilidade

Sensibilidade

0,4 0,4

Ajuste sigmoidal

02 Ajuste sigmoidal 02
N . .
®  Dados experimentais Dados experimentais

¢ LdDcalculado

¢ LdD calculado

0 1 2 3 -3 -2 -1 0 1 2 3
Concentragdo Logio (Ul/mL)

-4 3 2 1
Concentragdo Logo (Ul/mL)

Figura 2: Analise de estilo Probit utilizada para determinar o LdD do NeuMoDx HBV Quant Assay, Plasma (a esquerda) e Soro (a direita)

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

O Limite inferior de quantificagdo (LIdQ) é definido como o nivel de alvo mais baixo a que uma detegdo > 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 VHB que apresentaram uma
detegdo > 95% como parte do cdlculo 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.
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NeuMoDx Molecular, Inc.
07-2023

Pag. 10 de 25



& NeuMoDx HBV Quant Test Strip

NeuMoDx INSTRUCOES DE UTILIZACAO

201300

Os resultados compilados para os 5 niveis de espécimes do VHB utilizados no estudo de LIdQ de acordo com o 4.° padrio internacional da OMS
estdo apresentados na Tabela 3. O LIdQ determinado de acordo com o 4.2 padrdo internacional da OMS em plasma utilizando o NeuMoDx HBV
Quant Assay (fluxo de trabalho de volume de espécimes de 550 uL) é de 5,5 Ul/mL (0,74 logio Ul/mL). Foi efetuado um estudo em separado para
confirmar o LIdQ ao utilizar o fluxo de trabalho de volume de espécimes de 200 L e os respetivos resultados demonstraram um LIdQ de 25 Ul/mL
e sdo apresentados na Tabela 3.

O LIdQ do NeuMoDx HBV Quant Assay para espécimes de soro foi determinado como sendo de 6,0 Ul/mL utilizando o fluxo de trabalho de volume
de espécimes de 550 pL e 25 Ul/mL utilizando o fluxo de trabalho de baixo volume de espécimes (200 pL), conforme apresentado na Tabela 3.

Tabela 3: LIdQ do NeuMoDx HBV Quant Assay com tendéncia e TAE

Plasma Soro
Conc. do

alvo SCIENT) B Deteg¢do Tne n e, Detegdo Tne n

[Ul/mL] [logo UI/mL] média (%) DP | dénc | TAE média %) DP | dénc | TAE
[logso UI/mL] ia [logyo Ul/mL] ia

20 1,30 1,29 100 0,23 | 0,16 | 0,63 1,43 100 0,20 | 0,13 | 0,52
10 1,00 1,07 99 0,25 0,20 0,71 1,21 96 0,24 0,21 0,69
550 pL 5 0,70 0,89 91 0,35 0,34 1,04 1,00 88 0,40 0,30 1,09
2,5 0,40 0,75 90 0,44 0,51 1,39 0,96 67 0,44 0,56 1,46
1,25 0,10 0,73 68 041 | 0,68 | 1,50 0,95 42 038 | 0,85 | 1,61
200 pL 25 1,40 1,61 100 0,35 0,21 0,91 1,81 100 0,18 0,41 0,78

Sensibilidade analitica — LdD e LIdQ entre gendtipos do VHB

O LdD foi inicialmente estabelecido para o genétipo A (4.2 padrdo internacional da OMS) sendo depois realizados testes adicionais em torno do
LdD estabelecido, utilizando cada um dos outros 7 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 (~7 Ul/mL), utilizando o NeuMoDx HBV Quant Assay 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 andlise 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. Entre os gendtipos, foi demonstrado que o limite de dete¢do do NeuMoDx HBV Quant Assay para
espécimes de plasma utilizando o fluxo de trabalho de volume de espécimes de 550 L foi de 6,2 Ul/mL (0,79 logio Ul/mL) e que o LIdQ foi de
7,6 Ul/mL (0,88 logio Ul/mL), conforme apresentado na Tabela 4.

Tabela 4. Genétipos do VHB testados em plasma usando o fluxo de trabalho de volume de espécimes de 550 pL

GENOTIPO [U';‘/’:‘L] LidQ [Ul/mL]
Genotipo A 5,2 5,2
Gendtipo B 6,2 6,2
Genotipo C 3,5 6,2
Genotipo D 5,2 5,7
Gendtipo E 3,5 3,5
Genotipo F 5,1 6,2
Genotipo G 3,5 3,5
Gendtipo H 5,2 7,6

Com base no resultado destes estudos, o NeuMoDx indica um LdD e um LIdQ de 25 Ul/mL (1,4 logi Ul/mL) para o NeuMoDx HBV Quant Assay
em plasma e soro utilizando o fluxo de trabalho de volume de espécimes de 200 pL.

O NeuMoDx indica um LdD e um LIdQ de 8,0 Ul/mL (0,9 logio Ul/mL) para o NeuMoDx HBV Quant Assay em plasma e soro utilizando o fluxo de
trabalho de volume de espécimes de 550 pL.
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Sensibilidade analitica - Linearidade e determinagdo do limite superior de quantificagio (LSdQ)

A linearidade e o limite superior de quantificagdo (LSdQ) do NeuMoDx HBV Quant Assay foram estabelecidos em plasma, preparando uma série
de dilui¢des utilizando amostras clinicas de VHB alto-positivo (Access Biologicals, Vista, CA) com rastreabilidade estabelecida de acordo com o 4.2
padrdo internacional da OMS. Um painel de 11 membros foi preparado em plasma negativo para VHB agrupado em pools de forma a criar um
painel de teste que abrangesse um intervalo de concentragdo de 9,02 a 1,02 logio Ul/mL. O Painel de teste foi processado com 6 réplicas em cada
nivel por 2 NeuMoDx Systems e 3 lotes de reagentes criticos. O NeuMoDx HBV Quant Assay demonstrou a capacidade de quantificar o VHB num
intervalo linear de 8 logio (incluindo pontos de decisdo médica criticos) com um desvio de 10,22 logio Ul/mL. Nenhum beneficio significativo foi
obtido utilizando ajustes de regressdo de 2.2 e 3.2 ordem. Utilizando os dados deste estudo, o LSdQ foi determinado como sendo de 9,02 logio Ul/mL
[Tabela 5 e Figura 3].

Tabela 5: Linearidade do NeuMoDx HBV Quant Assay (avaliado com o genétipo A)

SIHCD Conc. do alvo | Conc. média | Desvio- . _._| Ajuste linear | Desvio do ajuste
alvo " Tendéncia . . 1

(UI/mL) (logioUl/mL) | (logio Ul/mL)| padrdo previsto ndo linear
1,05E+09 9,02 8,99 0,08 0,06 9,02 -0,04
1,05E+08 8,02 8,05 0,07 0,05 8,02 0,03
1,05E+07 7,02 7,05 0,07 0,06 7,02 0,04
1,05E+06* 6,02 6,05 0,05 0,05 6,02 0,03
1,05E+05 5,02 5,04 0,05 0,04 5,02 0,00
2,82E+04* 4,45 4,43 0,07 0,05 4,45 -0,01
1,05E+04 4,02 3,99 0,09 0,05 4,02 -0,02
2,82E+03* 3,45 3,41 0,07 0,06 3,45 -0,03
1,05E+03 3,02 3,00 0,04 0,04 3,02 -0,03
1,05E+02 2,02 1,99 0,11 0,09 2,02 -0,01
1,05E+01 1,02 1,09 0,29 0,23 1,02 0,06

*Pontos de decisGo médica préximos

Linearidade do NeuMoDx HBV Quant Assay
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Figura 3: Intervalo linear do NeuMoDx HBV Quant Assay em plasma

Foi realizado um estudo subsequente para demonstrar a equivaléncia da matriz e a andlise em comparagdo com os resultados quantitativos do
NeuMoDx HBV para amostras preparadas em plasma e soro, utilizando dois modelos de ajuste de regressdo diferentes, incluindo a ferramenta de
regressdo do MS Excel e de Passing-Bablok. Os resultados demonstraram uma correlagdo forte, representada por valores de inclinagdo e
interseccdo perto de 1,00 e 0,00, respetivamente, e um valor de R? de 0,99 (ferramenta de regressdo do MS Excel) ou um valor p de 0,270 (Passing-
Bablok). As concentragdes do HBV Quant Assay comunicadas pelo NeuMoDx System para a matriz de plasma em comparagdo com as amostras de
soro correspondentes estdo apresentadas na Figura 4.
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Figura 4: Intervalo linear do NeuMoDx HBV Quant Assay entre matrizes

Alinearidade e o LSdQ foram, em seguida, confirmados pelo fluxo de trabalho de 200 pL de volume de espécimes ao longo de um intervalo de 9,31
a 1,71 logio Ul/mL. 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 analises de regressdo 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 comparagdo 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 uL apresentou uma tendéncia minima, atribuindo exatiddo ao
algoritmo utilizado para gerar resultados para o fluxo de trabalho de 200 pL. Além disso, uma regressao linear simples comparando a concentragdo
prevista com a concentragdo comunicada para o fluxo de trabalho de 200 pL teve uma inclinagdo préxima de 1, o que demonstra uma excelente
correlagdo [Figura 5]. Consideradas em conjunto, estas comparagdes demonstram uma quantificacdo exata do VHB no intervalo linear do
NeuMoDx HBV Quant Assay, utilizando o fluxo de trabalho de 200 pL de volume de espécimes.
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Figura 5: Relagdo linear entre as concentragdes previstas e comunicadas pela NeuMoDx para o fluxo de trabalho de 200 pL em a) plasma e
b) soro

Linearidade entre gendtipos

A linearidade do NeuMoDx HBV Quant Assay em espécimes de plasma para os gendtipos do VHB foi caracterizada através da andlise de pelo menos
quatro (4) concentragdes diferentes de cada gendtipo do VHB, preparadas em plasma negativo para VHB agrupado em pool. Os niveis testados do
alvo VHB utilizado neste estudo estavam dependentes da concentragdo do espécime original e, por este motivo, variavam entre gendtipos. O
estudo foi realizado com cada gendtipo a utilizar 6 réplicas em cada nivel. A linearidade nos genétipos do VHB é apresentada na Tabela 6 e na
Figura 6.

NeuMoDx Molecular, Inc. P/N 40600136-PT_G
07-2023
Pag. 13 de 25



Neu Mg)x

molecular

NeuMoDx HBV Quant Test Strip
INSTRUCOES DE UTILIZACAO

201300

Tabela 6: Linearidade do NeuMoDx HBV Quant Assay entre genétipos

Equagao de linearidade

Gendétipo y = Quantificagdo do NeuMoDx HBV Quant Assay R?
x = Quantificagdo esperada
A y = 1x + 1E-06 0,9977
B y =1,0129x - 0,0964 0,9975
C y =1,0250x - 0,0898 0,998
D y = 1,0379x - 0,0896 0,9975
E y=1,0182x - 0,096 0,9956
F y=0,9736x + 0,276 0,9906
G y = 1,0547x - 0,0835 0,9813

Concentragdao do NeuMoDx HBV Quant Assay
[logio Ul/mL]

10

S

0
0 2

4 6

Linear (Gendtipo A)
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Linear (Gendtipo F)
Linear (Genétipo G)

8

Concentragao do ensaio HBV Quant de referéncia

[logio Ul/mL]

10

Figura 6: Linearidade do NeuMoDx HBV Quant Assay entre genoétipos

Especificidade analitica e reatividade cruzada
A especificidade analitica foi demonstrada através da andlise de 32 organismos habitualmente presentes em espécimes de sangue/plasma, assim como
espécies filogeneticamente semelhantes ao VHB 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 7. Nenhuma reatividade cruzada foi
observada com qualquer um dos organismos testados, confirmando uma especificidade analitica de 100% do NeuMoDx HBV Quant Assay.

NeuMoDx Molecular, Inc.

Tabela 7: Patogénicos utilizados para demonstrar a especificidade analitica — Reatividade cruzada

, . Ilhéus Febre
Adenovirus 2 Dengue V1 Hepatite A HPV 16 (ILHV) amarela
Adenovirus 5 Dengue V2 Hepatite C HPV 18 Influenza A Virus Zika

Virus Banzi Denguevs | Virusherpes HSV1 Parvo B19
humano 6a
Virus BK Dengue V4 Virus herpes HSV 2 Rubéola
humano 8
Virus Encefalite
Citomegalovirus Epstein- HIV 1 HTLV 1 ~ .
de Sdo Luis
Barr
Virus Virus do
vzv o HIV 2 HTLV 2 Nilo
Vaccinia .
Ocidental
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Substancias interferentes — Organismos comensais
O NeuMoDx HBV Quant Assay foi avaliado em relagdo a interferéncias na presenga de organismos ndo-alvo, utilizando as mesmas pools de
organismos que foram preparadas para o teste de especificidade analitica. Os organismos foram testados individualmente ou agrupados em pools
de 4 a 6 organismos em plasma negativo para VHB analisado e enriquecidos com controlos de VHB a uma concentracdo de 3,7 logio Ul/mL.
Nenhuma interferéncia significativa foi observada na presenca destes organismos comensais, tal como indicado pelo desvio minimo da
quantificagdo dos espécimes de controlo que ndo continham qualquer agente interferente. [Tabela 8].

NeuMoDx Molecular, Inc.

Tabela 8: Teste de interferéncia — Organismos comensais

Organismos ndo alvo

Conc. média
(logio Ul/mL)

Tendéncia
(logio Ul/mL)

Grupo 1
[VII‘U.S BK, Clto’megalowrus, Virus 351 0,10
Epstein-Barr, Virus herpes humano
6a, Virus herpes humano 8]
Grupo 2
[Adenovirus 2, Adenovirus 5, Dengue 3,38 0,22
V2, Dengue V3, Dengue V4]
Grupo 3
[Parvo B19, HTLV 1, HTLV 2, Ilhéus 3,62 0,06
(ILHV), Febre amarela, Virus Zika]
Grupo 4
[HPV 16, HPV 18, HSV 1, HSV 2, 3,57 0,04
Dengue V1]
Grupo 5
[Encef. Sdo Luis, VZV, Virus Vaccinia, 3,57 0,03
Virus do Nilo Ocidental]
HAV 3,58 0,05
Virus Banzi 3,41 0,19
HIV-1 3,47 0,15
HIV-2 3,56 0,05
Rubéola 3,16 0,44
Influenza A 3,60 0,03
HCV 3,58 0,04
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Substancias interferentes — Substancias endégenas e exégenas
O desempenho da NeuMoDx HBV Quant Test Strip foi avaliado na presenga de substdncias enddgenas e exdgenas interferentes tipicas,
encontradas nos espécimes clinicos de plasma com VHB. Estas incluiam niveis anormalmente elevados de componentes sanguineos, assim como
medicamentos antivirais comuns, classificados na Tabela 9. Cada uma das substédncias enddgenas e exdgenas listadas abaixo na Tabela 10 foi
adicionada a plasma humano negativo para VHB analisado e enriquecido com 3,7 logio Ul/mL de VHB e os dados observados em relagdo a
interferéncia. Além disso, foi também analisado plasma comum em estado de doenga associada a infegdo por hepatite B em relagdo a possiveis

interferéncias.

Tabela 9: Teste de interferéncia — Agentes exdgenos (classificagdo de medicamentos)

Pool Medicamento Classificagao
Zidovudina (zZDV) Inibidor da transcriptase reversa
Saquinavir Inibidor da protease do VIH
Ritonavir Inibidor da protease do VIH
! Claritromicina Antibidtico
Interferdo alfa-2a Modulador imune
Interferdo alfa-2b Modulador imune
Sulfato de abacavir Inibidor da transcriptase reversa
Amprenavir Inibidor da protease
Ribavirina Modulador imune
2 Entecavir Antiviral do VHB
Fluoxetina Antidepressivo ISRS
Cloridrato de valaciclovir Antiviral
Tenofovir disoproxil Antiviral do VHB/VIH
Lamivudina Antiviral do VHB/VIH
3 Ganciclovir Antiviral do CMV
Valganciclovir Antiviral do CMV
Nevirapina Inibidor da transcriptase reversa
Efavirenz Inibidor da transcriptase reversa
Lopinavir Inibidor da protease
4 Enfuvirtida Inibidor da fusdo VIH
Ciprofloxacina Antibidtico
Paroxetina Antidepressivo ISRS
Adefovir (dipivoxil) Antiviral
Azitromicina Antibidtico
> Sulfato de indinavir Inibidor da protease do VIH
Sertralina Antidepressivo ISRS

NeuMoDx Molecular, Inc.
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Tabela 10: Teste de interferéncia — Agentes endégenos e exégenos

Endégzenas Conc. média Tendéncia
g (logwo Ul/mL) | (logs UI/mL)
Hemoglobina 3,50 0,20
Triglicéridos 3,51 0,09
Bilirrubina 3,56 0,13
Albumina 3,51 0,17
Exégenos (medicamentos) Conc. média Tendéncia
g (logso Ul/mL) | (logi UI/mL)
Pool 1:  Zidovudina (ZDV), Saquinavir, Ritonavir, 358 008
Claritromicina, Interferdo alfa-2a, Interferdo alfa-2b ! !
Pool 2:  Sulfato de abacavir, Amprenavir, Ribavirina,
. B . S 3,56 0,04
Entecavir, Fluoxetina, Cloridrato de valaciclovir
Pool 3: Tenofov.lr dls.oprom.l, La.mlvudma, Ganciclovir, 3,59 0,06
Valganciclovir, Nevirapina
Pool 4: Efawren.z, Lopinavir, Enfuvirtida, Ciprofloxacina, 3,60 0,07
Paroxetina,
Pool 5: Adefov.|r (dipivoxil), Azitromicina, Sulfato de indinavir, 356 0,19
Sertralina
Conc. média Tendéncia
Estado de doenga (Iogso Ul/mL) (Iogzo Ul/mL)
Anticorpo antinuclear (ANA) 3,61 0,10
LUpus eritematoso sistémico (LES) 3,63 0,10
Artrite reumatoide (AR) 3,57 0,09
Anticorpos VHC 3,58 0,07
Anticorpos VHB 3,64 0,11
Cirrose hepdtica 3,68 0,15
Fator reumatoide (FR) 3,63 0,10
Esteatose hepatica n3o alcodlica (EHNA) 3,49 0,06

Precisdo intralaboratorial

A precisdo da NeuMoDx HBV Quant Test Strip foi determinada testando um painel de 8 membros de espécimes de VHB abrangendo os gendtipos
A e C, utilizando trés NeuMoDx Systems ao longo de 12 dias. Foram caracterizadas as precisées intraensaio, intradidria e intrassistema, e o desvio-
padrdo geral foi determinado como sendo <0,22 logio Ul/mL. A precisdo entre operadores ndo foi determinada, uma vez que o operador ndo
desempenha um papel significativo no processamento de amostras utilizando o NeuMoDx System. Os resultados de precisdo intralaboratorial sdo
apresentados na Tabela 11.

Tabela 11: Resultados do estudo de precisdo intralaboratorial

MEMBRO CONC. DO ALVO CONC. MEDIA N Tendéncia DP DP DP DP geral
DO PAINEL [Logio Ul/mL] [Logio Ul/mL] intraensaio intradidrio intrassistema g
7,75 7,89 36 0,14 0,06 0,07 0,07 0,07
5,75 5,83 36 0,11 0,07 0,10 0,10 0,10
Gendtipo A
3,75 3,70 36 0,11 0,11 0,13 0,15 0,15
1,75 1,54 36 0,23 0,16 0,22 0,22 0,22
6,27 6,23 36 0,10 0,08 0,09 0,10 0,10
4,27 4,18 36 0,08 0,08 0,10 0,10 0,10
Gendtipo C
3,27 3,14 36 0,09 0,08 0,12 0,12 0,12
2,27 2,08 36 0,12 0,12 0,15 0,16 0,16
NeuMoDx Molecular, Inc. P/N 40600136-PT_G
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Reprodutibilidade lote a lote

A reprodutibilidade de lote para lote da NeuMoDx HBV Quant Test Strip foi determinada utilizando trés lotes diferentes dos principais reagentes:
NeuMoDx Lysis Buffer 1, NeuMoDx Extraction Plate e NeuMoDx HBV Quant Test Strip. Foi utilizado um painel de 8 membros de gendtipos A e C
do VHB para avaliar o desempenho. O teste foi realizado utilizando os trés lotes de reagentes em trés NeuMoDx Systems ao longo de 6 dias. Foi
analisada a variagdo intralote e entre lotes. A tendéncia geral méaxima foi de 0,12 logio Ul/mL e o DP geral maximo foi de 0,24 logio Ul/mL. Nenhuma
diferenca significativa foi observada no desempenho entre lotes, uma vez que a quantificagdo de todos os membros do painel se encontrava dentro
da especificacdo de tolerancia. Os resultados de reprodutibilidade lote a lote sdo apresentados abaixo na Tabela 12.

Tabela 12: Resultados do estudo de reprodutibilidade lote a lote

MEMBRO CONC. DO ALVO CONC. MEDIA N Tendéncia DP DP DP
DO PAINEL [logio UI/mL] [logio Ul/mL] INTRALOTE ENTRE LOTES geral
8,02 7,99 36 0,03 0,15 0,09 0,17
6,02 5,96 36 0,06 0,17 0,06 0,18
Gendtipo A
4,02 3,90 36 0,12 0,14 0,09 0,17
2,02 1,92 36 0,10 0,21 0,12 0,24
6,27 6,32 36 0,05 0,06 0,08 0,10
4,27 4,31 36 0,04 0,22 0,09 0,24
Genotipo C
3,27 3,30 36 0,03 0,20 0,07 0,21
2,27 2,32 36 0,05 0,13 0,13 0,18

Eficdcia do controlo

A eficacia do SPC1 incluido no NeuMoDx HBV Quant Assay para comunicar quaisquer falhas nos passos do processo ou inibigdo que afeta o
desempenho do NeuMoDx HBV Quant Assay foi avaliada utilizando dois gendtipos comuns do VHB (A e C). As condigBes testadas sdo
representativas de falhas criticas nos passos do processo que podem potencialmente ocorrer durante o processamento de amostras e poderéo
ndo ser detetadas pelos sensores de monitorizagdo de desempenho do NeuMoDx System. A eficacia do SPC1 foi avaliada simulando tais condi¢es
de falha. As ineficdcias do processo que tiveram um efeito adverso na dete¢do/quantificacdo do VHB foram refletidas pelo desempenho do alvo
SPC1 (presenga do inibidor e passo Lack of Wash [Auséncia de solugdo de lavagem]). Para as condi¢des em que a amplificagdo do SPC1 ndo foi
afetada, o alvo de VHB foi também apresentado como sendo amplificado dentro de uma quantificagdo comunicada de 0,2 logio Ul/mL das amostras
de controlo.

Tabela 13: Eficacia do controlo de processo de amostra

Estado de amplificagao do

Falha do passo do
processo testada

controlo de processo de
amostra

Estado de amplificacdo
do alvo VHB

Resultado do ensaio

Presence of Inhibitor
(Presenga do inibidor)

Not Amplified
(Ndo amplificado)

Not Amplified
(Ndo amplificado)

Unresolved (N3do resolvido)

No Wash Delivered (Sem
fornecimento da solugéo

Not Amplified
(Ndo amplificado)

Not Amplified
(Ndo amplificado)

Unresolved (N3o resolvido)

de lavagem)

Positive with Quantitation within
0.2 Logio IU/mL of Control (Positivo
com quantificagdo dentro de
0,2 Logio Ul/mL do controlo)

No Wash Blowout (Sem
expulsdo da solugdo de
lavagem)

Amplified (Amplificado) Amplified (Amplificado)

Contaminagdo cruzada

A taxa de contaminagdo cruzada do NeuMoDx HBV Quant Assay foi determinada testando trés conjuntos de espécimes de VHB, contendo
espécimes alternados altamente positivos e negativos. No total, isto envolveu o teste de 144 réplicas de um espécime normal de plasma com EDTA
humano negativo para VHB e 144 réplicas de um espécime de VHB de elevada titulagdo a 8,0 logio Ul/mL. Todas as 144 réplicas dos espécimes
negativos foram negativas, o que demonstra que ndo houve contaminagdo cruzada durante o processamento das amostras no NeuMoDx System.

Equivaléncia da matriz de espécimes

Foi realizado um teste para demonstrar resultados equivalentes com espécimes de plasma colhidos em tubos de colheita com acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) e com acido-citrato-dextrose (ACD). Além disso, foi realizado outro teste para demonstrar a equivaléncia entre
espécimes recém-colhidos e congelados. Foram colhidos quarenta espécimes de dadores individuais, através da BiolVT, em tubos de colheita EDTA
e ACD. As amostras recém-colhidas foram enriquecidas com quatro niveis de gendtipo A ou C do VHB e testadas em relagdo a equivaléncia. Em
seguida, as amostras foram congeladas durante um periodo minimo de 24 horas, descongeladas e novamente testadas. Através de uma analise de
regressao, foi demonstrada uma equivaléncia excelente entre espécimes recém-colhidos e congelados e os espécimes em EDTA e ACD.

P/N 40600136-PT_G
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Tabela 14: Analise de regressdo dos resultados de equivaléncia de espécimes

Parametro [critérios de aceitagdo] Recc(é:r:r-‘:lll;:i:: vs- ACD vs. K2EDTA
Inclinagdo [0,9-1,1] 1,002 0,996
Intersecgédo [<0,5] -0,031 0,018
Coeficiente de determinagdo [R%>0,95] 0,995 0,993

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

Foi igualmente avaliada a equivaléncia de desempenho do NeuMoDx HBV Quant Assay em espécimes recém-colhidos vs. congelados de soro,
utilizando um painel de espécimes de soro recém-colhidos de dadores individuais, enriquecidos com o VHB em concentragdes que abrangem o
intervalo linear do ensaio. Apds o processamento dos espécimes recém-colhidos, as amostras de soro foram congeladas durante um periodo
minimo de 24 horas a -20 °C. Em seguida, as amostras congeladas foram descongeladas e novamente testadas. Foi avaliada a equivaléncia linear
entre amostras idénticas recém-colhidas e congeladas, utilizando as andlises de regressdo de Passing-Bablok e de Deming. O valor p de
0,329 (superior a 0,05) da regressdo de Passing-Bablok e o coeficiente de correlagdo de 0,989 da regressdo de Deming apresentaram uma
equivaléncia excelente entre o processamento de amostras recém-colhidas e anteriormente congeladas. A tendéncia entre o estado recém-colhido
e congelado foi determinada pelo método de Bland-Altman como sendo um valor extremamente negligenciavel de -0,002 logio Ul/mL que refor¢a
a equivaléncia do processamento de espécimes recém-colhidos e congelados. Por ultimo, a correlagdo entre as concentragdes de VHB comunicadas
pelo sistema e as concentragGes previstas para as amostras recém-colhidas e congeladas foi determinada por uma regressao linear simples com
valores R? comunicados de 0,991 e 0,985, respetivamente.

Estabilidade do espécime

Os espécimes de soro e plasma com EDTA negativo para VHB foram enriquecidos com VHB a 3,7 log10 Ul/mL e testados em momentos de avaliagdo
diferentes durante o seu armazenamento no NeuMoDx System — imediatamente (momento 0), apds 4 horas, apds 8 horas e apds 24 horas. Ndo
foi observada uma diferenca significativa no desempenho ao longo dos momentos de avaliagdo, indicando que um espécime pode ser carregado
no NeuMoDx System até 24 horas sem haver qualquer impacto no desempenho do ensaio.

Também foi realizado um teste semelhante com espécimes de plasma e soro armazenados num frigorifico do laboratério (entre 2 e 8 °C) até 7 dias
antes do teste e ndo foi observada qualquer diferenca significativa no desempenho.

Finalmente, os espécimes armazenados a < -20 °C durante até 6 meses (plasma) e até 4 meses (soro) antes do processamento foram testados e
ndo apresentaram diferengas significativas quando comparados com os espécimes recém-colhidos. O ciclo de congelamento/descongelamento foi
repetido e, mais uma vez, ndo foi apresentada qualquer diferenga no desempenho apés 2 ciclos de congelamento/descongelamento (plasma) ou
4 ciclos de congelamento/descongelamento (soro).

Método de correlagdo

Espécimes de plasma

O desempenho qualitativo e quantitativo do NeuMoDx HBV Quant Assay foi avaliado em comparagdo com ensaios comparativos aprovados pela
FDA/CE, testando espécimes clinicos de plasma n3do diluidos de pacientes infetados com o VHB. O teste foi realizado internamente na NeuMoDx
através de um estudo cego Unico que utilizou espécimes clinicos obtidos de trés laboratérios independentes de referéncia. Os resultados de um
total de 308 amostras positivas e negativas para VHB foram compilados na analise qualitativa, de forma a calcular a sensibilidade e a especificidade
clinicas do NeuMoDx HBV Quant Assay. A analise qualitativa foi concluida incluindo e excluindo as amostras positivas abaixo do LIdQ, uma vez que
a classificagdo de espécimes tdo baixas pode variar entre testes. Foi utilizado um total de 97 espécimes clinicos positivos para VHB dentro do
intervalo linear comum a ambos os testes para gerar a regressao linear e definir o desempenho quantitativo. Para além de oferecer uma excelente
especificidade e sensibilidade, a NeuMoDx HBV Quant Test Strip demonstrou uma excelente correlagdo quantitativa com o ensaio comparativo.
De acordo com estes resultados, a sensibilidade do NeuMoDx HBV Quant Assay foi estimada como sendo de 100% (IC de 96,4% a 100%) e a
especificidade foi estimada como sendo de 95,6% (IC de 91,9% a 97,7%). Estes intervalos de confianga de 95% foram calculados utilizando o método
de intervalo de confianca de 95% da EP12-A2, User Protocol for Evaluation of Qualitative Test Performance, Approved Guideline, Vol. 28, No 3.°
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Tabela 15: Métricas de especificidade e sensibilidade clinicas do NeuMoDx HBV Quant Assay para espécimes de plasma no NeuMoDx 288

Molecular System

Ensaio de Ensaio de
referéncia (POS) | referéncia (NEG) UeAE
NeuMoDx HBV Quant
Assay (POS) 103 9 112
NeuMoDx HBV Quant
Assay (NEG) 0 196 196
TOTAL 103 205 308

SENSIBILIDADE = 100% IC de 95% (96,4% a 100%)
ESPECIFICIDADE = 95,6% IC de 95% (91,9% a 97,7%)

Tabela 16: Métrica de especificidade e sensibilidade clinicas do NeuMoDx HBV Quant Assay no NeuMoDx 288 Molecular System com amostras
de plasma <LIdQ excluido

Ensaio de Ensaio de
referéncia (POS) referéncia (NEG) TOTAL
NeuMoDx HBV Quant
Assay (POS) 9 > 104
NeuMoDx HBV Quant
Assay (NEG) 0 196 196
TOTAL 99 201 300

SENSIBILIDADE = 100% IC de 95% (96,3% a 100%)
ESPECIFICIDADE = 97,5% IC de 95% (94,3% a 98,9%)
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Figura 7: Estudo de correlagdo do método quantitativo utilizando o NeuMoDx HBV Quant Assay

Foram realizados testes adicionais no NeuMoDx 96 Molecular System, utilizando 159 espécimes residuais de plasma clinico. Tal como em testes
anteriores realizados no NeuMoDx 288, os resultados obtidos através do NeuMoDx 96 foram comparados com os resultados comunicados por
ensaios com marcagdo CE e/ou aprovados pela FDA, utilizados pelos laboratdrios de origem para o teste de padrdo de cuidados. Os resultados e a

tabela de decisdo com a sensibilidade e especificidade clinicas sdo apresentados com um IC de 95% na Tabela 17.

NeuMoDx Molecular, Inc.

Pag. 20 de 25

P/N 40600136-PT_G

07-2023



NeuMoDx HBV Quant Test Strip
NeUMCD INSTRUGOES DE UTILIZACAO 201300

Tabela 17: Resumo do desempenho clinico — NeuMoDx HBV Quant Assay no NeuMoDx 96 Molecular System

Ensaio de Ensaio de
referéncia (POS) | referéncia (NEG) TOTAL
NeuMoDx HBV Quant
Assay (POS) 60 2 62
NeuMoDx HBV Quant
Assay (NEG) ! % %
TOTAL 61 97 158
SENSIBILIDADE = 98% IC de 95% (90% a 100%)
ESPECIFICIDADE = 98% IC de 95% (92% a 100%)

Espécimes de soro

0O desempenho quantitativo do NeuMoDx HBV Quant Assay foi avaliado em comparagdo com ensaios comparativos aprovados pela FDA/CE,
testando espécimes residuais de soro positivos para VHB ndo identificados de pacientes infetados com o VHB. Foi testado internamente na
NeuMoDx um total de 66 espécimes clinicos de soro reconhecidamente positivos para VHB de dois laboratérios de referéncia independentes
utilizando o NeuMoDx HBV Quant Assay. Entre os espécimes de soro reconhecidamente positivos, 58 foram identificados como resultados
positivos, havendo nove (9) resultados abaixo do LIdQ e acima do LSdQ para o NeuMoDx HBV Quant Assay e/ou o teste de referéncia. Foi utilizado
um total de 49 espécimes clinicos positivos para VHB dentro do intervalo linear comum a ambos os testes para gerar as analises de regressdo e
definir o desempenho quantitativo.

Foram criados gréficos de equivaléncia e residuais para representar a correlagdo entre as concentragées do NeuMoDx HBV Quant Assay e os valores
de concentragdo dos testes de referéncia em todas as amostras testadas, utilizando as andlises de regressdo de Passing-Bablok e de Deming, tal
como apresentado na Figura 8 e 9. A qualidade do ajuste de regressdo de Deming é ilustrada por um coeficiente de inclinagdo de 0,99 com um IC
de 95% (0,93 a 1,07) e uma intersec¢do (tendéncia) de -0,22 com um IC de 95% (-0,56 a 0,12), demonstrando que os resultados de concentragdo
obtidos entre o NeuMoDx HBV 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 0,99 com um IC de 95% (0,91 a 1,06) e uma
intersecgdo (tendéncia) de -0,25 com um IC de 95% (-0,48 a 0,06), demonstrando que os resultados de concentragdo obtidos entre o NeuMoDx
HBV Quant Assay e os testes de referéncia estdo altamente correlacionados e possuem uma tendéncia aceitavel, tal como apresentado na
Tabela 18.

Regressdo da conc. NMDx (Log10 Ul/mL) por conc. Conc. residuais/de referéncia (Log10 Ul/mL)
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Figura 8: Graficos de equivaléncia (a) e residuais (b) — Andlise cumulativa dos resultados do NeuMoDx HBV Test vs. testes de referéncia —
Analise de Deming.
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Regressdo da conc. NMDx (Log10 Ul/mL) por Conc. residuais/de referéncia (Log10 Ul/mL)
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Figura 9: Graficos de equivaléncia (a) e residuais (b) — Analise cumulativa dos resultados do NeuMoDx HBV Quant Assay vs. testes de
referéncia — Andlise de Passing-Bablok.

Tabela 18. Resumo da andlise de regressao linear de Deming e de Passing-Bablok para espécimes de soro

Anialise de Deming

Anilise de Passing-Bablok

Intersec¢do Coeficiente de inclinagdo

R2

Intersec¢do Coeficiente de inclinagdo

Valor p

-0,22 0,99

0,95

-0,25 0,99

IC de 95% (-0,56, 0,12)

IC de 95% (0,93, 1,07)

IC de 95% (-0,48, 0,06)

IC de 95% (0,91, 1,06)

0,89

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

A correlagdo quantitativa entre fluxos de trabalho de 200 pL e 550 pL de volume de espécimes foi confirmada utilizando um painel constituido por
amostras individuais de soro e plasma negativas para VHB enriquecidas com quatro niveis reconhecidos de material de controlo de VHB, rastreavel
de acordo com o 4.° padrdo internacional da OMS para testes de acido nucleico de ADN de VHB. Estes espécimes individuais de soro e plasma
foram processados utilizando fluxos de trabalho de 200 pL e 550 pL de volume de espécimes num total de 288 testes efetuados. As comparagdes
de equivaléncia entre a concentragdo comunicada pelo software do NeuMoDx para fluxos de trabalho de volume de espécimes de 200 uL 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 0,985 e 0,998 com intersec¢des de -0,001 e 0,053, respetivamente em plasma, e 1,024 e 1,018 com intersecgdes de 0,095 e 0,070,
respetivamente em soro, o que demonstra uma excelente concordancia de quantificagdes de VHB entre os dois volumes 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 uL tiveram uma inclinagdo de 1,047 e um coeficiente de
correlagdo de 0,998 (plasma) e de 1,113 e 0,992 (soro), refor¢ando o excelente desempenho do NeuMoDx HBV Quant Assay em fluxos de trabalho
de 200 pL de volume de espécimes. Os resultados destes estudos estdao resumidos abaixo na Figura 10 e na Figura 11.
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Figura 10: Comparagdes do grafico de equivaléncias para concentragdes comunicadas de baixo volume com concentragdes comunicadas de
volume padrdo de espécimes. A) Regressdo de Passing-Bablok. B) Regressdo de Deming. C) Grafico de dispersdo de Bland-Altman D) Grafico de
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Figura 11: Comparacdes do grafico de equivaléncias para concentragdes comunicadas de baixo volume com concentragdes comunicadas de
volume padrdo de espécimes. 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 soro
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NeuMoDx™ é uma marca comercial da NeuMoDx Molecular, Inc.
NeuDry™ é uma marca comercial da NeuMoDx Molecular, Inc.
TagMan® é uma marca comercial registada da Roche Molecular Systems, Inc.
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