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NeuMoDx INSTRUCOES DE USO
201902 NeuMoDx™ Strep A/C/G Vantage Test Strip R only

CUIDADO: Apenas para distribuigdo fora dos EUA
Para uso em diagnéstico in vitro com os NeuMoDx 288 e NeuMoDx 96 Molecular Systems

Para obter atualizagdes de folhetos informativos, visite: www.giagen.com/neumodx-ifu
[Ii] Para obter instrugdes detalhadas, consulte o Manual do operador do NeuMoDx 288 Molecular System; n2 de ref. 40600108

Para obter instrugdes detalhadas, consulte o Manual do operador do NeuMoDx 96 Molecular System; n2 de ref. 40600317

USO PREVISTO

O NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Assay, conforme executado no NeuMoDx 96 Molecular System e no NeuMoDx 288 Molecular System, é um teste
rapido de amplificagdo de acidos nucleicos in vitro qualitativo e automatizado destinado a detecgdo e diferenciagdo diretas de Streptococcus
pyogenes (Streptococcus B-hemolitico do grupo A [SGA]) e de Streptococcus dysgalactiae (Streptococcus B-hemolitico dos grupos pirogénicos C e G,
incluindo a subsp. dysgalactiae do grupo C e Streptococcus dysgalactiae subsp. equilisimilis do grupo C e G [SGC/SGG]) em espécimes de swab de
garganta obtidos de pacientes com sinais e sintomas de faringite. O ensaio usa reagdo em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction, PCR)
para detectar separadamente o DNA de Streptococcus pyogenes e de Streptococcus dysgalactiae em espécimes de swab de garganta. O NeuMoDx
Strep A/C/G Vantage Assay destina-se a ser usado como um recurso para o diagnéstico de infecgdes por SGA e SGC/SGG em pacientes sintomaticos
e ndo para orientar ou monitorar o tratamento de infec¢des por SGA ou SGC/SGG. O uso de culturas concomitantes pode ser necessario para
recuperar organismos para a tipagem epidemioldgica ou para testes de suscetibilidade adicionais.

RESUMO E EXPLICACAO

0 NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Assay foi projetado para detectar e diferenciar o DNA de SGA e SGC/SGG simultaneamente. O ensaio tem como
alvo a regido da proteina contendo o dominio que ancora o motivo LPXTG a parede celular no genoma de SGA e a sequéncia da proteina de
resisténcia a nisina presente nos genomas de SGC/SGG. Para detectar DNA de SGA e/ou SGC/SGG usando o NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Assay,
uma amostra de swab de garganta é coletada em meio de transporte Amies liquido. Na preparagdo para os testes, o tubo de meio de transporte
Amies liquido é colocado em transportadores de amostras designados e carregado no NeuMoDx System para iniciar o processamento. Para cada
amostra, o NeuMoDx System mistura uma aliquota de 50 uL do meio de transporte Amies liquido com NeuMoDx Lysis Buffer 6 e executa
automaticamente todas as etapas necessarias para extrair o acido nucleico-alvo, preparar o DNA isolado para a amplificagdo por PCR em tempo real
e, se presentes, amplificar e detectar os produtos da amplificagdo (se¢Ges das sequéncias de genes-alvo dos genomas de SGA, SGC ou SGG).

O NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Assay inclui um controle de processo de amostras de DNA (Sample Process Control 1, SPC1) para monitorar a
presencga de potenciais substadncias inibidoras e falhas do NeuMoDx System ou dos reagentes que podem ocorrer durante os processos de extragdo
e amplificacdo.

A infec¢do por Streptococcus pyogenes, uma bactéria beta-hemolitica que pertence ao serogrupo A de Lancefield, também conhecida como
estreptococos do grupo A (SGA), provoca uma ampla variedade de doengas em humanos. Sendo um organismo ubiquo, S pyogenes é o agente
etioldgico bacteriano mais comum da faringite aguda, ou inflamagdo da faringe, comumente chamada de "faringite estreptocdcica”. A faringite
estreptocdcica é mais comum em criangas, representando cerca de 20-30% dos casos de faringite. Comparativamente, é a causa de
aproximadamente 5-15% das faringites em adultos.? Complica¢es purulentas da faringite normalmente ocorrem em pacientes n3o tratados com
agentes antimicrobianos e incluem otite média, sinusite, abcessos periamigdalianos ou retrofaringeos e adenite cervical supurativa. ComplicacGes
n3o supurativas incluem febre reumatica aguda (FRA) e glomerulonefrite aguda.?

Streptococcus dysgalactiae subsp. equisimilis (SGG/SGC) fazem parte da flora comensal normal do trato respiratdrio superior humano e sio
frequentemente colonizadores assintomaticos da pele, do trato gastrointestinal e do trato genital feminino. Isso muitas vezes leva a uma subvalorizagdo
do seu papel na carga da doenga estreptocdcica, uma vez que os SGC/SGG estdo associados ao mesmo espectro de doengas provocadas por S. pyogenes.
Em criangas, esses organismos sdo mais comumente associados a infecgdes do trato respiratdrio, principalmente a faringite. A incidéncia real de faringite
provocada por estreptococos dos grupos C e G é dificil de determinar devido a frequéncia com que as colonizagdes assintomdticas ocorrem. No entanto,
indicios contundentes identificam os estreptococos dos grupos C e G como as verdadeiras causas da faringite.” Os SGC/SGG de origem humana agora s3o
considerados como parte de uma Unica subespécie, Streptococcus dysgalactiae subsp. equisimilis. Uma comparagdo da sequéncia gendmica completa de
um isolado clinico de SGG, S. dysgalactiae subsp. equisimilis, com a de outras espécie estreptocdcicas demonstrou que o SGG estd mais proximamente
relacionado ao S. pyogenes, com uma semelhanga de 72% da sequéncia.’ O S. dysgalactiae subsp. equisimilis compartilha varios fatores de viruléncia com
0 S. pyogenes, incluindo a proteina M antifagocitdria, estreptolisina S, estreptoquinase e uma ou mais exotoxinas pirogénicas semelhantes as associadas
ao choque toxico estreptocécico.’

Embora a faringite provocada por estreptococos normalmente seja autolimitada, uma deteccdo rapida e precisa é importante, uma vez que o
tratamento precoce com antibidticos adequados é conhecido por reduzir a gravidade e a duragdo dos sintomas, diminuir a transmissdo do organismo
e reduzir o risco de febre reumatica aguda.? Visto que a maioria das faringites tem origem viral, um diagndstico preciso pode reduzir o uso
desnecessario de antibidticos e o potencial desenvolvimento de resisténcia a antibiéticos. Ainda assim, o diagndstico com base somente em
caracteristicas clinicas é dificil, pois os sintomas de SGA coincidem com os das faringites virais. O "padrdo ouro" da detec¢do de SGA na populagdo
pediatrica consiste na cultura de um swab de garganta em agar sangue. No entanto, o intervalo relativamente longo entre a coleta do espécime e o
diagndstico microbioldgico final —aproximadamente 48 horas — limita a utilidade desse método para uso de rotina em ambulatdrios. Desde a década
de 80, estdo comercialmente disponiveis testes rapidos para detec¢io de antigenos (TRDAs) como um meio para detectar SGA.%” A vantagem dos
TRDAs é o fato de eles poderem ser realizados rapidamente no consultério médico. No entanto, apesar de terem uma boa especificidade (> 95%),
os TRDAs muitas vezes apresentam uma sensibilidade reduzida (~86%) em comparagdo com a cultura.® A necessidade recorrente de ensaios
altamente sensiveis e rapidos para competir com os métodos de cultura levou ao desenvolvimento de ensaios moleculares. Os métodos de testes
de amplificagdo de acidos nucleicos (nucleic acid amplification testing, NAAT) desenvolvidos para detectar o SGA normalmente apresentam uma
sensibilidade mais alta (> 90%) e boa especificidade (> 95%).571°

O NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Assay permite a detecgdo rapida e precisa de estreptococos do grupo A e de estreptococos dos grupos pirogénicos C e G.
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PRINCIiPIOS DO PROCEDIMENTO

0O NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Assay combina as tecnologias de extragdo de DNA e amplificagdo/detec¢do por PCR em tempo real. As amostras
de swab de garganta sdo coletadas em tubos de coleta com meio de transporte Amies liquido. O NeuMoDx System aspira automaticamente uma
aliquota do espécime de swab em Amies liquido para misturar com NeuMoDx Lysis Buffer 6 e com os reagentes de extragdo contidos na
NeuMoDx Extraction Plate para iniciar o processamento. O NeuMoDx System automatiza e integra extragdo e concentragdo de DNA, preparacgdo de
reagentes e amplificagdo e detec¢do de acido nucleico da sequéncia-alvo usando PCR em tempo real. O controle de processo de amostras (Sample
Process Control 1, SPC1) incluido ajuda a monitorar a presenga de potenciais substancias inibidoras e falhas de sistema, processos ou reagentes.
N&o é necessdria qualquer intervengdo do operador uma vez que o espécime estiver carregado no NeuMoDx System.

Os NeuMoDx Systems usam uma combinagdo de calor, enzima litica e reagentes de extragdo para efetuar a lise celular, a extragdo de DNA e a
remogdo de inibidores. Os acidos nucleicos liberados sdo capturados por particulas paramagnéticas. As microesferas, com os acidos nucleicos
ligados, sdo carregadas no NeuMoDx Cartridge, no qual os componentes nao ligados e sem DNA sdo retirados por lavagem usando o NeuMoDx
Wash Reagent e o DNA ligado é eluido usando o NeuMoDx Release Reagent. Em seguida, o NeuMoDx System usa o DNA eluido para reidratar os
reagentes de amplificagdo NeuDry™ patenteados contendo todos os elementos necessarios para a amplificagdo dos alvos de SGA e SGC/SGG, bem
como uma se¢do da sequéncia do SPC1. Isso permite a amplificagdo e a detecgdo simultdneas das sequéncias de DNA do(s) alvo(s) e do controle.
Apds a reconstituicdo dos reagentes de PCR secos, o NeuMoDx System dispensa a mistura preparada pronta para PCR em uma camara de PCR (por
espécime) do NeuMoDx Cartridge. A amplificagdo e a detecgdo das sequéncias de DNA do controle e do alvo (se presente) ocorrem na camara de
PCR. O NeuMoDx Cartridge, incluindo a camara de PCR, foi projetado para conter o amplicon decorrente da PCR em tempo real, basicamente
eliminando o risco de contaminagdo pds-amplificagao.

Os alvos amplificados sdo detectados em tempo real por meio da quimica de sondas de hidrélise (comumente chamada de quimica TagMan®)
usando moléculas de sonda fluorogénica de oligonucleotideos especificas dos amplicons dos respectivos alvos.

As sondas TagMan consistem em um fluoréforo covalentemente ligado a extremidade 5' da sonda de oligonucleotideos e um supressor na
extremidade 3'. Enquanto a sonda estiver intacta, o fluoréforo e o supressor estdo proximos, fazendo com que a molécula supressora suprima a
fluorescéncia emitida pelo fluoréforo via transferéncia de energia por ressonancia de Forster (Forster Resonance Energy Transfer, FRET).

As sondas TagMan foram projetadas para se anelarem dentro de uma regido do DNA amplificada por um conjunto especifico de primers. A medida
gue a Taq DNA polimerase expande o primer e sintetiza a nova cadeia, a atividade exonuclease de 5' a 3' da Tag DNA polimerase degrada a sonda
que se anelou ao modelo. A degradagdo da sonda libera o fluoréforo dela e quebra a proximidade com o supressor, superando assim o efeito de
supressdo devido a transferéncia de energia por ressonancia de Forster (Forster Resonance Energy Transfer, FRET) e permitindo um aumento da
fluorescéncia.

Uma sonda TagMan, marcada com um fluordforo (excitagdo: 470 nm e emissdo: 510 nm) na extremidade 5’ e um supressor de fluorescéncia na
extremidade 3’, é usada para detectar o DNA de GAS e uma sonda TagMan marcada com um fluoréforo (excitagdo: 585 nm e emissdo: 610 nm) na
extremidade 5' e um supressor de fluorescéncia na extremidade 3' é usada para detectar DNA de SGC/SGG. Para a detecgdo do controle de processo
de amostras, a sonda TagMan é marcada com um corante fluorescente alternativo (excitagdo: 530 nm e emissdo: 555 nm) na extremidade 5" e um
supressor de fluorescéncia na extremidade 3". O NeuMoDx System monitora o sinal fluorescente emitido pelas sondas TagMan no final de cada
ciclo de amplificagdo. Quando a amplificagdo é concluida, o NeuMoDx System analisa os dados e relata um resultado qualitativo final (POSITIVE
[POSITIVO]/NEGATIVE [NEGATIVO]/INDETERMINATE [INDETERMINADO]/UNRESOLVED [NAO RESOLVIDO]).

REAGENTES/CONSUMIVEIS

Material fornecido
REE. Contetdo Test.es por Testes por
unidade embalagem
NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Test Strip
209102 Reagentes de PCR em tempo real secos contendo sondas e primers TagMan 16 %
especificos para SGA e SGC/SGG e sonda e primers TagMan especificos para controle
de processo de amostras.

Reagentes e consumiveis necessdrios, mas néo fornecidos (disponibilizados separadamente pela NeuMoDx)

REF. Conteudo

NeuMoDx Extraction Plate

100200 . [, . L
Particulas paramagnéticas, enzima litica e controles de processo de amostras secos

401700 NeuMoDx Lysis Buffer 6*

400100 NeuMoDx Wash Reagent

400200 NeuMoDx Release Reagent

100100 NeuMoDx Cartridge

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

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

*Nota: As versdes do software do NeuMoDx System anteriores a verséo 1.8.0.0 reconhecerdo o NeuMoDx Lysis Buffer 6 como "Lysis Buffer 4".
Consulte as instrugées de uso do NeuMoDx Lysis Buffer 6 (n? de ref. 40600406) para obter detalhes sobre os avisos e precaugdes.
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Instrumentos necessdrios
NeuMoDx 288 Molecular System [REF 500100] ou NeuMoDx 96 Molecular System [REF 500200]

AVISOS E PRECAUGOES
® Este teste é destinado para uso em diagndstico in vitro exclusivamente com os NeuMoDx Systems.
® Na&o use os consumiveis ou reagentes apds a data de validade indicada.
® N&o use um reagente se o respectivo selo de seguranca estiver rompido ou se a embalagem estiver danificada no momento da entrega.
® N&o use consumiveis ou reagentes se a respectiva bolsa protetora estiver aberta ou quebrada no momento da entrega.
® O NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Assay n3o foi validado para uso com conservantes.

® N3o colete espécimes de swab em outros meios de transporte que ndo sejam Amies liquido ou equivalente. O NeuMoDx Strep A/C/G
Vantage Assay ndo foi validado para uso com outros meios de transporte.

® (O volume minimo de espécime depende do tamanho do tubo/transportador de tubos de espécime, conforme definido nos Manuais do
operador do NeuMoDx 288 e 96 Molecular System (n2 de ref. 40600108 e 40600317).

® Realizar um teste em espécimes de swab de garganta coletados ha mais de 2 dias (armazenados entre 2-8 °C) pode produzir resultados
invalidos ou erréneos ao usar a NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Test Strip.

® Evite a contaminagdo microbiana e por desoxirribonuclease (DNase) dos reagentes. E recomendado o uso de pipetas de transferéncia
descartaveis estéreis e livres de DNase se for transferir o espécime para um tubo secundario. Use uma pipeta nova para cada espécime.

®  Para evitar contaminagdo, ndo manuseie ou destrua qualquer NeuMoDx Cartridge pds-amplificagdo. Sob nenhuma circunstancia recolha os
NeuMoDx Cartridges dos recipientes de residuos. O NeuMoDx Cartridge foi projetado para evitar contaminagdo.

® (Caso o laboratério também realize testes de PCR em o tubo aberto, é necessério ter cuidado para garantir que a NeuMoDx Strep A/C/G
Vantage Test Strip, os outros consumiveis e reagentes necessarios para os testes, o equipamento de proteg¢do individual, como luvas e
jalecos, e o NeuMoDx System ndo sejam contaminados.

® E necessario usar luvas nitrilicas sem talco e limpas ao manusear reagentes e consumiveis NeuMoDx. E necessario ter cuidado para ndo
tocar na superficie superior do NeuMoDx Cartridge, na superficie da pelicula de aluminio da NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Test Strip ou
da NeuMoDx Extraction Plate ou na superficie superior do NeuMoDx Lysis Buffer 6; os consumiveis e reagentes devem ser manuseados
tocando somente nas superficies laterais.

® lave muito bem as maos ap0ds realizar o teste.

® N&o pipete com a boca. Ndo fume, beba ou coma em areas onde estdo sendo manuseados espécimes ou reagentes.

® Sempre manuseie os espécimes como se fossem infecciosos e de acordo com procedimentos laboratoriais de seguranga como os descritos
na publicacio Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories** e no Documento M29-A3 do CLSI.*2

e Descarte os reagentes ndo usados e residuos de acordo com os regulamentos nacionais, federais, regionais, estaduais e locais.

ARMAZENAMENTO, MANUSEIO E ESTABILIDADE DO PRODUTO
e S3o fornecidas fichas de dados de seguranga (FDS) para cada reagente, conforme aplicével.

e As NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Test Strips permanecem estaveis em sua embalagem primdria até a data de validade indicada no rétulo
do produto quando armazenadas entre 15-23 °C.

e N3o use consumiveis ou reagentes apos a data de validade indicada.
e N3o use qualquer produto de teste se a embalagem primdria ou secunddria apresentar danos visiveis.

e Uma vez carregada, a NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Test Strip pode permanecer dentro do NeuMoDx System por 14 dias. A vida util
restante das tiras de teste carregadas é controlada pelo software e informada ao usudario em tempo real. O sistema solicitard a remogdo
das tiras de teste que tiverem sido usadas além do prazo permitido.

COLETA/TRANSPORTE/ARMAZENAMENTO DE ESPECIMES

e A NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Test Strip foi testada usando espécimes de swab de garganta coletados por um clinico. O desempenho
com outros tipos de espécime diferentes dos especificados ndo foi avaliado.

e Os espécimes de swab devem ser mantidos a temperatura recomendada no kit de coleta de swab durante o transporte.

e Os espécimes de swab devem ser armazenados entre 2 e 8 °C por no maximo 2 dias antes dos testes e por no maximo 8 horas a
temperatura ambiente.

INSTRUCOES DE USO

Coleta/transporte de espécimes
1. Os swabs de garganta coletados por um clinico devem ser coletados em meio de transporte Amies liquido.
2. Se ndo forem testados no prazo de 8 horas, os espécimes deverdo ser armazenados entre 2—8 °C por até 2 dias antes dos testes.
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Preparagdo para teste

1. Aplique uma etiqueta de cédigo de barras de espécime em um tubo de espécime compativel com o NeuMoDx System. O tubo de coleta
primario pode ser etiquetado e colocado diretamente no transportador de espécimes. Alternativamente, uma aliquota do meio Amies
liquido pode ser transferida para um tubo secunddrio para processamento no NeuMoDx System.

2. Agite brevemente o espécime de swab em vértex no recipiente primario para obter uma distribuigdo uniforme.

3. Se estiver testando o espécime de swab no tubo de coleta de swab primario, coloque o tubo com cddigo de barras em um transportador
de tubos de espécime e certifique-se de remover a tampa e o swab antes de carregar no NeuMoDx System. NAO deixe o swab no tubo.

4. Se estiver usando um tubo secundario, transfira uma aliquota de = 0,5 mL do espécime em Amies liquido para um tubo de espécime com
coédigo de barras compativel com um transportador de tubos de espécime de 32 tubos NeuMoDx.

Operagdo do NeuMoDx System
Para obter instrugdes detalhadas, consulte os Manuais do operador do NeuMoDx 288 e 96 Molecular System (n® de ref. 40600108 e 40600317).

1. Preencha um ou mais NeuMoDx Test Strip Carrier(s) com NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Test Strip(s) e use a tela sensivel ao toque para
carregar o(s) transportador(es) de tiras de teste no NeuMoDx System.

2. Se solicitado pelo software do NeuMoDx System, adicione os consumiveis necessarios aos transportadores de consumiveis do NeuMoDx
System e use a tela sensivel ao toque para carregar o(s) transportador(es) no NeuMoDx System.

3. Se solicitado pelo software do NeuMoDx System, reponha NeuMoDx Wash Reagent e NeuMoDx Release Reagent e esvazie os residuos de
preparacdo, o recipiente de residuos de risco bioldgico (somente NeuMoDx 288), a lixeira de residuos de ponteiras (somente NeuMoDx
96) ou a lixeira de residuos de risco biolégico (somente NeuMoDx 96), conforme apropriado.

4. Carregue o(s) tubo(s) de espécime no transportador de tubos de espécime adequado e certifique-se de remover as tampas de todos os
tubos de espécime.

5. Coloque o transportador de tubos de espécime na prateleira de autocarregamento e use a tela sensivel ao toque para carregar o
transportador no NeuMoDx System. Isso dara inicio ao processamento dos espécimes carregados para os testes identificados.

LIMITACC)ES
e A NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Test Strip somente pode ser usada em NeuMoDx Systems.

e 0O desempenho da NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Test Strip foi estabelecido com espécimes de swab de garganta coletados por um clinico.

e 0O usodaNeuMoDx Strep A/C/G Vantage Test Strip com outras fontes ndo foi avaliado e as caracteristicas de desempenho sdo desconhecidas
com outros tipos de espécime.

e Visto que a detecgdo de SGA e SGC/SGG depende do nimero de organismos presentes na amostra, a confiabilidade dos resultados depende
da coleta, do manuseio e do armazenamento adequados do espécime.

e Podem ocorrer resultados de teste erréneos devido a problemas de coleta, manuseio ou armazenamento de espécimes, erro técnico ou
confusdo entre amostras. Além disso, podem ocorrer resultados falso-negativos devido a uma quantidade de organismos no espécime inferior
a sensibilidade analitica do teste.

e O uso dos testes estd limitado a equipes treinadas no uso do NeuMoDx System.

e Se o controle de processo de amostras ndo amplificar e o resultado do NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Test for Negative (Negativo), um
resultado invélido (Indeterminate [Indeterminado] ou Unresolved [N&o resolvido]) sera relatado e o teste devera ser repetido.

e Um resultado de teste positivo ndo indica necessariamente a presenga de organismos vidveis. No entanto, é presumivel a presenca de DNA de
SGA e/ou SGC/SGG.

e Embora ndo existam cepas/isolados de SGA conhecidos sem a regido da proteina contendo o dominio que ancora o motivo LPXTG a parede
celular, ou de SGC/SGG sem a regido da proteina de resisténcia a nisina, a ocorréncia de tal cepa poderia levar a um resultado erréneo usando
a NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Test Strip.

e MutagBes em regides de ligagdo de primers/sondas podem afetar a detecgdo usando a NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Test Strip.

e Os resultados do NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Assay devem ser usados como um complemento as observacdes clinicas e outras
informagdes a disposi¢do do médico. O teste ndo se destina a diferenciar portadores de DNA de SGA e/ou SGC/SGG daqueles com doenga
estreptocdcica.

e Osresultados do teste podem ser afetados por uma terapia antibidtica simultanea, pois o DNA de SGA e SGC/SGG pode continuar sendo
detectado apds a terapia antimicrobiana.

e Erecomendavel aplicar boas préticas de laboratério, incluindo a troca de luvas entre o manuseio de espécimes de pacientes para evitar a
contaminagdo de espécimes.
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RESULTADOS

NeuMoDx Molecular Systems

Os resultados disponiveis podem ser visualizados ou impressos na guia "Results" (Resultados) da janela "Results" (Resultados) na tela sensivel ao
toque do NeuMoDx System. O resultado de um teste é declarado como Positive (Positivo, POS), Negative (Negativo, NEG), Indeterminate
(Indeterminado, IND) ou Unresolved (Ndo resolvido, UNR) com base no estado de amplificagdo do alvo e do controle de processo de amostras
(Sample Process Control 1, SPC1).

Os critérios para uma determinagdo positiva ou negativa estdo especificados no arquivo de defini¢des de ensaio (Assay Definition File, ADF) do
NeuMoDx System Strep A/C/G Vantage Assay conforme instalado no(s) sistema(s) pela NeuMoDx Molecular, Inc. Os resultados s&o relatados com
base no algoritmo de decisdo do ADF, resumido na Tabela 1 abaixo.

Tabela 1. Resumo do algoritmo de decisdo do Strep A/C/G Vantage Assay

RESULTADO ALVOS de SGA e/ou SGC/SGG CONTROLE DE PROCESSO (SPC1)
POS Amplified (Amplificado) N/A
NEG Not Amplified (Ndo amplificado) Amplified (Amplificado)
IND Not Amplified, System Error Detected (Ndo amplificado, erro de sistema detectado)
UNR Not Amplified, No System Error Detected (Ndo amplificado, Nenhum erro de sistema detectado)

Resultados invalidos

Se um NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Assay realizado no NeuMoDx System ndo gerar um resultado valido, ele sera relatado como Indeterminate
(Indeterminado) ou Unresolved (N&do resolvido) com base no tipo de erro ocorrido e o teste devera ser repetido a fim de obter um resultado
vélido.

Um resultado Indeterminate (Indeterminado) sera relatado se um erro do NeuMoDx System for detectado durante o processamento da amostra.

Um resultado Unresolved (N3o resolvido) sera relatado se nenhum alvo for detectado e ndo houver amplificagdo do controle de processo de
amostras, o que indica uma possivel falha dos reagentes ou a presenga de inibidores.

Controle de qualidade

Os regulamentos locais normalmente especificam que o laboratério é responsdvel pelos procedimentos de controle que monitoram a exatiddo e
precisdo de todo o processo analitico, devendo estabelecer o niimero, o tipo e a frequéncia dos materiais de controle da testagem utilizando
especificagdes de desempenho validadas para um sistema de teste aprovado e ndo modificado.

1. Os materiais de controle externo (definidos pelo usuario) ndo sdo fornecidos pela NeuMoDx Molecular, Inc; os controles adequados devem
ser escolhidos e validados pelo laboratério. Os controles devem atender as mesmas especificagdes de volume minimo das amostras clinicas
especificadas. O usuario pode definir cddigos de barras especificos de acordo com o tipo de controle, positivo ou negativo, ou atribuir
codigo(s) de barras aleatoriamente.

2. Recomendado: 1 Streptococcus pyogenes LYFO DISK™ (Microbiologics® 0508L) e 1 Streptococcus dysgalactiae subsp. equisimilis LYFO DISK
(Microbiologics® 0602L) reconstituidos de acordo com as instrug@es do fabricante, diluidos em 50 mL de Amies liquido, armazenados e usados
em aliquotas de 0,5 mL. Se for processar controles, coloque os controles etiquetados em um transportador de tubos de espécime e use a tela
sensivel ao toque para carregar o transportador no NeuMoDx System a partir da prateleira de autocarregamento. O NeuMoDx System
reconhecera os codigos de barras (se predefinido pelo usuario) e iniciara o processamento dos controles, a ndo ser que os reagentes e
consumiveis adequados necessarios para os testes ndo estejam disponiveis.

3. Os primers e a sonda especificos para o controle de processo de amostras 1 (Sample Process Control 1, SPC1) estdo incluidos em cada
NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Test Strip. O controle de processo de amostras permite que o NeuMoDx System monitore a eficacia dos
processos de extracdo de DNA e amplificagdo por PCR.

4. Um resultado de teste Positive (Positivo) para uma amostra de controle negativo indica um problema de contaminagdo do espécime. Consulte
0 Manual do operador do NeuMoDx 288 ou 96 Molecular System para obter dicas de solugdo de problemas.

5. Um resultado Negative (Negativo) relatado para uma amostra de controle positivo pode indicar um problema relacionado com reagentes ou o
NeuMoDx System. Consulte o Manual do operador do NeuMoDx 288 ou 96 Molecular System para obter dicas de solugdo de problemas.
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CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

Desempenho clinico
As caracteristicas de desempenho do NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Assay foram determinadas usando um estudo interno retrospectivo de
comparagdo de métodos utilizando espécimes de swab de garganta residuais originados de dois laboratérios clinicos de regides diferentes.

Os espécimes de swab de garganta residuais de pacientes sintométicos foram desidentificados e receberam um nimero de ID exclusivo atribuido
pelos laboratdrios clinicos, criando uma lista confidencial vinculando o ID do paciente aos espécimes desidentificados testados para fins de estudo.
No total, 230 espécimes residuais fornecidos por dois laboratdrios clinicos foram testados. Das 230 amostras, 68 foram identificadas como positivas
para SGA e 47 foram identificadas como positivas para SGC/SGG pelos laboratérios clinicos. Um espécime teve resultado positivo para SGA e
SGC/SGG, indicando uma infec¢do dupla ou coinfecgdo. O estado de teste dessas amostras foi omitido do operador para implementar um "estudo
simples cego". Os resultados relatados pelos dispositivos moleculares especificos legalmente comercializados, aprovados pela FDA e CE e usados
pelos laboratdrios para testagem de padrdo de prudéncia, foram usados para realizar a analise comparativa dos métodos.

Os resultados do NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Test apresentaram uma sensibilidade clinica de 100% para o alvo de SGA e de 95,9% para o alvo
de SGC/SGG, ambas relatadas com um intervalo de confianga (IC) de 95%. A especificidade clinica do estudo foi determinada como sendo de 100%
tanto para alvos de SGA como de SGC/SGG, novamente com um IC de 95%. Os limites superior e inferior do IC de 95% apresentados nas Tabelas 2A
e 2B abaixo foram calculados usando o método de Wilson com corregdo de continuidade.

Tabela 2A. Resumo do desempenho clinico — Detecgdo de S. Tabela 2B. Resumo do desempenho clinico — Detecgdo de S.
pyogenes com a NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Test Strip dysgalactiae com a NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Test Strip
Resultado do teste de referéncia Resultado do teste de referéncia
SGA aprovado pela FDA/CE-IVD SGC/SGG aprovado pela FDA/CE-IVD
POS NEG Total POS NEG Total
POS 68 0 68 POS 47 0 47
NeuMoDx NeuMoDx
NEG 0 162 162 NEG 2 181 183
Strep A/C/G Strep A/C/G
Total 68 162 230 Total 49 181 230
Sensibilidade clinica (SGA) = 100% (93,3-100) Sensibilidade clinica (SGC/SGG) = 95,9% (84,9-99,3)
Especificidade clinica (SGA) = 100% (97,1-100) Especificidade clinica (SGC/SGG) = 100% (97,4-100)

Sensibilidade analitica

O limite de detecgdo (LdD) do NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Assay foi determinado em swabs de garganta clinicos negativos misturados com
alvos de SGA, SGC e SGG: Streptococcus pyogenes (ATCC 700294), Streptococcus dysgalatiae subsp. equisimilis (ATCC 35666) e Streptococcus
dysgalactiae subsp. equisimilis (ATCC 12384), respectivamente. Todas as amostras para o estudo foram preparadas em espécimes clinicos de
swab de garganta negativos para Streptococcus triados e agrupados em pools, misturados separadamente com alvos a concentragdes de
50 CFU/mL de SGA, 2.500 CFU/mL de SGC ou 10.000 CFU/mL de SGG. Cada alvo foi testado em 40 réplicas e foi usada analise da taxa de
detecgdo para confirmar que uma taxa de detecgdo de > 95% foi obtida, permitindo que essas concentragdes sejam aceitas como o LdD dos
alvos em questdo. Os resultados do estudo do limite de detec¢do estdo resumidos na Tabela 3 abaixo.

Tabela 3. Determinagdo da taxa de identificacdo do limite de detec¢do do NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Assay

i e n pc':‘s?t‘ijveos pc:fit(::os i::lzt(i;?c’:;g 2)
SGA 50 40 40 100 50 CFU/mL

SGC 2.500 40 40 100 2.500 CFU/mL
SGG 10.000 40 40 100 10.000 CFU/mL

O limite de detec¢do do NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Assay ¢ indicado como sendo de 50 CFU/mL para SGA, 2500 CFU/mL para SGC, e
10000 CFU/mL para SGG.

Detecgdo de variantes

A sensibilidade analitica do NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Assay foi adicionalmente confirmada com 11 cepas diferentes de SGA, 7 cepas de
SGC e 9 cepas de SGG. Os testes foram realizados usando as cepas de SGA, SGC e SGG listadas abaixo na Tabela 4. Alvos nos niveis especificados
foram misturados com espécimes de swab clinicos negativos antes dos testes a 2X o respectivo LdD, conforme listado acima, para confirmar a
detecgdo de 2 95%. As cepas variantes que ndo atenderam a este requisito foram testadas novamente a concentragdes mais altas até que uma
detecgdo > 95% fosse obtida. O nivel no qual essa detecgdo foi obtida para cada cepa esta relatado na Tabela 4 como o LdD de cada variante.
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Tabela 4. Cepas variantes de SGA, SGC e SGG testadas
Cepa n Concentracao Positive Negative Taxa de
CFU/mL (Positivo) | (Negativo) | detecgao (%)

M3 5 100 5 0 100
M82 5 100 5 0 100
'<°? M4 5 100 5 0 100
g- M18 20 100 19 1 95
[} M28 20 300 19 1 95
] M73 20 500 20 0 100
g M78 20 500 20 0 100
S M77 19 500 19 0 100
: M12 20 500 20 0 100
M75 20 1500 20 0 100
M49 20 2500 19 1 95
C74 5 5000 5 0 100
o ‘é’ 13-166 5 5000 5 0 100
£ £ 1180 5 5000 5 0 100
‘: §_ S C46 5 5000 5 0 100
g N S UCM 74/02P 5 5000 5 0 100
T 2= [ SsvAxvI172 5 5000 5 0 100
“ 2 Lancefield H64 5 5000 5 0 100
CCUG 28238 5 5000 5 0 100
NIH 1129 5 10000 5 0 100
g' [C) G16 5 10000 5 0 100
F §_ CCUG 15679 5 10000 5 0 100
.g Ic] G47 5 10000 5 0 100
§ Z CCUG 27483 5 10000 5 0 100
E g CCUG 33802 5 10000 5 0 100
_‘5 ‘g CCUG 502 5 10000 5 0 100
3 S CCUG 15680 5 20000 5 0 100
CCUG 24070 5 20000 5 0 100

Especificidade analitica

Um total de 45 isolados de cultura ou DNA de organismos que potencialmente coabitam com ou sdo filogeneticamente semelhantes a SGA ou
SGC/SGG foi avaliado quanto a possivel reatividade cruzada durante os testes com o NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Assay. Os organismos
foram preparados em pools de 3 a 6 organismos cada e testados a uma alta concentragdo. Organismos bacterianos foram misturados com
Amies liquido negativo para SGA/SGC/SGG a 6-9 x 10° CFU/mL e agentes virais a 1 x 10° cépias de DNA/mL, exceto quando indicado de outra
forma. N3o foi observada reatividade cruzada com nenhum dos patdgenos testados neste estudo. A lista de organismos testados é apresentada
na Tabela 5.

Tabela 5. Lista de patégenos usados para demonstrar a especificidade analitica

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

* 0 adenovirus tipo | foi misturado a 1 x 10° TCID50/mL
+ Bordetella pertussis e parainfluenza tipo 4b foram misturados a 10 ng/mL
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Substancias interferentes — Organismos comensais

O NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Assay foi testado quanto a interferéncias na presencga de organismos ndo-alvo (coabitando a regido posterior
da faringe) avaliando o desempenho do NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Assay com niveis baixos de SGA e SGC/SGG no NeuMoDx Molecular
System. O mesmo painel de 45 organismos [Tabela 5] usado para avaliar a reatividade cruzada foi usado para este estudo. Os organismos
foram agrupados em pools de 3 a 6 em Amies liquido negativo para SGA/SGC/SGG e misturados com alvos a 150 CFU/mL de SGA, 7500 CFU/mL
de SGC e 30000 CFU/mL de SGG.

N&o foi observada interferéncia com nenhum dos organismos comensais.

Substancias interferentes — Substancias enddgenas e exégenas encontradas em espécimes clinicos de swab de garganta

0 desempenho do NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Assay foi avaliado na presenca de potenciais substancias interferentes que podem estar
associadas a coleta de espécimes de swab de garganta de um paciente [Tabela 6]. Todos os agentes foram testados quanto a potencial
interferéncia na auséncia e na presenga de SGA, SGC e SGG. Amostras em Amies liquido misturadas a 3X o LdD foram dosadas com fragdes de
substancias enddgenas e exdgenas dissolvidas ou diluidas em agua de grau molecular nas concentragdes especificadas usando um swab
saturado. Nenhuma das substancias testadas teve um efeito adverso na detec¢do de SGA ou SGC/SGG.

Tabela 6. Agentes interferentes exdgenos e enddgenos testados — Espécimes de swab em Amies liquido

Substancia interferente Concentragdo de

Altoids™ (Hortel3) 10% (p/v)

Aspirina™ 10% (p/v)

Pastilhas para garganta inflamada e tosse extra fortes CEPACOL® 5% (p/v)

Dimetapp® infantil para resfriados e tosse 15% (v/v)

Pastilhas para garganta inflamada Chloraseptic® Max 10% (p/v)

Spray para garganta inflamada Chloraseptic 10% (v/v)

Pastilhas de zinco Cold-EEZE® 15% (p/v)

Creme dental para prote¢do da gengiva Crest® Pro-Health o

Advanced 4% (p/V)
v

e Pastilhas para tosse Halls™ (Cereja 15% (p/v

S p ) p

[

;o Pastilhas para tosse Halls (Menta e eucalipto) 15% (p/v)
w

Pastilhas ICE BREAKERS® (Cool Mint) 10% (p/v)

Enxaguante bucal LISTERINE® Cuidado Total 15% (v/v)

Enxaguante antisséptico bucal LISTERINE Ultra Clean 15% (v/v)

*Pastilhas para garganta Ricola® Original Swiss Sugar Free Herb 15% (p/v)

Cough Suppressant

Robitussin® Max Strength DM para tosse noturna 10% (v/v)

Pastilhas para garganta inflamada e tosse Sucrets® (Cereja vapor) 5% (p/v)

Pastilhas Tic Tac® menta 10% (p/v)

Xarope para tosse Wal-Tussin DM Max 10% (v/v)

® Saliva 100%

]
oo
e)
©

S Sangue total 10% (v/v)

*Inicialmente, 1 das 3 amostras de SGA testadas a 3X o LdD néo
amplificou na presenga das pastilhas para garganta Ricola, mas
apresentou o desempenho esperado apds um novo teste.

Reprodutibilidade lote a lote

A reprodutibilidade lote a lote do NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Assay foi verificada por meio de uma analise retrospectiva dos dados dos
testes de qualidade de trés lotes separados de NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Test Strip e NeuMoDx Lysis Buffer 6. Esses dados foram gerados
por meio de testes funcionais dos reagentes em meio de transporte Amies liquido misturado com cepas representativas de SGA e SGC no
respectivo nivel de LdD desses alvos. No total, 64 réplicas positivas e 16 negativas foram processadas por lote de NeuMoDx Strep A/C/G
Vantage Test Strip; a avaliagdo do NeuMoDx Lysis Buffer 6 incluiu 16 réplicas positivas e 8 negativas. A variagdo entre lotes de produgdo foi
analisada determinando o valor de C; médio, o desvio-padrdo e o percentual do coeficiente de variagdo (% de CV) apresentados na Tabela 7.
Os valores de desvio-padrdo < 1,1 e os valores de coeficiente de variagdo < 3,0%, tanto para os alvos de SGA como para os de SGC, demonstram
excelente reprodutibilidade entre os lotes dos principais reagentes do NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Assay.
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Tabela 7. Andlise da % de CV por alvos entre lotes dos principais componentes do NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Assay
SGA SGC Todos os resultados
(entre 3 lotes) G DPdeCr | %decCV G DPdeCr | %decCV G DPde Cr | %deCV
Strep A/C/G Test Strip 35,83 1,06 3,0% 34,93 0,76 2,2% 34,06 0,60 1,8%
Lysis Buffer 6 35,71 1,01 2,80% 34,86 0,63 1,80% 34,15 0,67 2,0%

Equivaléncia entre espécimes frescos versus congelados

Foram realizados testes para demonstrar a equivaléncia da matriz de espécimes entre espécimes de swab de garganta frescos e congelados.
Espécimes clinicos negativos foram misturados com alvos de SGA, SGC e SGG a 3X o LdD do NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Assay e processadas
usando o NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Assay. Cada amostra foi depois mantida a -80 °C até congelar e, em seguida, descongelada e
reprocessada. Os resultados dos espécimes de swab frescos vs. congelados foram comparados quanto a sua equivaléncia por meio de uma
analise de regressdo. Os dados demonstraram uma equivaléncia excelente entre os espécimes de swab frescos e congelados.

Eficacia do controle

A eficacia do controle de processo de amostras incluido na NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Test Strip para relatar quaisquer falhas nas etapas do
processo ou inibigdo que afete o desempenho do NeuMoDx A/C/G Vantage Assay foi avaliada no NeuMoDx Molecular System. As condig&es testadas
sdo representativas de falhas criticas nas etapas do processo que poderiam potencialmente ocorrer durante o processamento das amostras e podem
ndo ser detectadas pelos sensores internos que monitoram o desempenho do NeuMoDx System. A eficacia do controle foi avaliada por meio da
simulagdo de falhas de varias etapas do fluxo de processamento de amostras a fim de simular um potencial erro do sistema e misturando o espécime
com um inibidor conhecido para observar o efeito da mitigagdo ineficiente do inibidor na detecgdo do controle de processo de amostras (consulte a
Tabela 8). Nos casos em que os erros de processamento ndo afetaram adversamente o desempenho do controle de processo de amostras (NO WASH
[SEM SOLUCAO DE LAVAGEM]/NO WASH BLOWOUT [SEM EXPULSAO DA SOLUCAO DE LAVAGEM]), o teste foi repetido com espécimes contendo
baixos niveis de SGA e SGC/SGG (préximos ao LdD) para confirmar que o erro do processo também n3o teve efeitos adversos na detecgdo do alvo de
SGA ou SGC/SGG. A Tabela 8 resume os resultados da eficacia do teste de verificagdo do controle.

Tabela 8. Resumo dos dados de eficacia do controle

Condic¢do Resultado esperado Resultado observado

Normal Processing (Processamento normal) Negative (Negativo) Negative (Negativo)

Normal Processing + Inhibitor (Processamento

- Unresolved (N&o resolvido) Unresolved (Ndo resolvido)
normal + inibidor)

Unresolved (N&o resolvido) ou

N i N ivo)*
Negative (Negativo) egative (Negativo)

No Wash Reagent (Sem reagente Wash)

No Wash Blowout (Sem expulsdo da solugdo Unresolved (N&o resolvido) ou . .
. . Negative (Negativo)
de lavagem) Negative (Negativo)
No Release Reagent (Sem reagente Release) Indeterminate (Indeterminado) Indeterminate (Indeterminado)

No PCR Master Mix Reagents (Sem reagentes de

R L Indeterminate (Indeterminado) Indeterminate (Indeterminado)
mistura principal para PCR)

* Em casos raros, amostras baixo positivas para SGA produziram um resultado falso-negativo quando associadas a um erro de sistema na
aplicacdo de reagente Wash. Isso foi observado em niveis de SGA inferiores a 500 CFU/mL, muito abaixo da concentra¢do média de um
espécime clinico de swab positivo e, na maioria dos casos, é esperado que isso fique resolvido através do procedimento comum de
repetigdo do teste apds o relato de um resultado falso-negativo.

Estabilidade das amostras no instrumento para espécimes de swab

Espécimes de swab clinicos negativos para estreptococos foram misturados com alvos de SGA, SGC e SGG a 10-15X o LdD, armazenados a 4 °C
por 48 horas e, em seguida, processados usando o NeuMoDx Strep A/C/G Vantage Assay com a mesma quantidade de espécimes negativos.
No final do processamento, todos os tubos de espécime positivo e negativo foram deixados na mesa de trabalho do sistema a temperatura
ambiente por 8 horas e, em seguida, reprocessados. O resultado esperado em todos os pontos de tempo de 0 e 8 horas foi POSITIVE (POSITIVO)
(para o alvo apropriado) em todos os espécimes de swab misturados com alvos de SGA, SGC ou SGG, e NEGATIVE (NEGATIVO) (para ambos os
alvos) nos espécimes de swab que ndo foram misturados com alvo. Foi observada uma concordancia de 100% com o resultado esperado em
ambos os pontos de tempo, indicando que uma estabilidade no instrumento de 8 horas foi demonstrada para testes com a NeuMoDx Strep
A/C/G Vantage Test Strip. Os resultados estdo resumidos na Tabela 9 abaixo.

Tabela 9. Resumo dos dados de estabilidade das amostras no instrumento

Estabilidade dos espécimes no % positivos, To % positivos, 8 h
instrumento SGA SGC/SGG SPC1 SGA SGG/SGC SPC1
SGA [ATCC 700294] 100 0 100 100 0 100
SGC [ATCC 35666] 0 100 100 0 100 100
SGG [ATCC 12384] 0 100 100 0 100 100
Negative (Negativo) 0 0 100 0 100 100
NeuMoDx Molecular, Inc. 40600409-PTBR_D
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