alethid’ s cues

Ensaio de amplificagao de DNA para a detecgao de Streptococcus do
Grupo B em Amostras Vaginais/Retais do Pré-parto

FINALIDADE DE USO

O ensaio Alethia Streptococcus Grupo B (GBS), realizado no equipamento Alethia™, é um teste de
diagnéstico in vitro qualitativo para a detecgdo de Streptococcus agalactiae em culturas enriquecidas obtidas
de amostras de swabs vaginais/retais de mulheres pré-parto. As culturas enriquecidas sd@o obtidas de
amostras vaginais/retais de swabs em meio de cultura liquido seletivo, meio de cultura seletivo Lim (Lim
Broth), meio de cultura seletivo TransVag (TransVag Broth) ou meio de cultura seletivo Carrot (Carrot Broth),
por uma incubagédo de 18-24 horas.

O Alethia GBS utiliza a tecnologia de amplificagdo de DNA isotérmica mediada por alga (LAMP)" 2 para
detectar Streptococcus agalactiae visando um segmento do genoma do Streptococcus agalactiae. Os
resultados do Alethia GBS podem ser utilizados como auxilio para estabelecer o status de colonizagdo do
GBS nas mulheres pré-parto. O ensaio ndo se destina a monitorar o tratamento para infecgdes por GBS.

O Alethia GBS nzo fornece resultados de suscetibilidade. Culturas isoladas sdo necessarias para
desempenhar o teste de suscetibilidade como recomendado para mulheres alérgicas a penicilina.

O Alethia Streptococcus Grupo B destina-se ao uso em ambientes hospitalares, laboratoriais de referéncia ou
publicos. O dispositivo ndo é destinado ao uso nao laboratorial ou de ponto de atendimento (Point of Care).

RESUMO E EXPLANAGAO DO TESTE

O ensaio molecular Alethia Group B Streptococcus (GBS) baseia-se em tecnologia de amplificagdo mediada
por alga (LAMP), que usa os iniciadores (Primers) especificos para o Streptococcus agalactiae para fornecer
amplificagdes isotérmicas especificas continuas de DNA. Um subproduto dessa amplificagéo é a formagéo de
pirofosfato de magnésio, que forma um precipitado branco, causando, portanto, turbidez na solugdo. As
caracteristicas de absorbancia criadas pela precipitagdo do pirofosfato de magnésio indicam a presenga de
Streptococcus do Grupo B e s&o relatados pelo Alethia como 'Positive’ (Positivo). A auséncia de DNA alvo
resulta em nenhuma mudanga detectavel na absorgao da amostra e é relatada pelo Alethia como 'Negativo'.

O ensaio Alethia GBS visa uma sequéncia altamente conservada de 213 pares de bases (bp) do genoma do
Streptococcus agalactiae. O DNA alvo é encontrado em todas as oito cepas para os quais a informagéo da
sequéncia do genoma do Streptococcus agalactiae esta disponivel e é presente em todos os onze Sorotipos
do GBS.

O kit Alethia GBS inclui reagentes de controle e dispositivos de teste. O reagente de controle € uma solugéao
tamponada que contém DNA de Staphylococcus aureus. O Dispositivo de Teste Alethia GBS contém um
reagente seco liofilizado em cada uma das duas camaras: uma camara TESTE com primers especificos do
GBS e uma camara CONTROLE com primers especificos de S. aureus. Juntos, o DNA do S. aureus do
Reagente de Controle e os primers especificos de S. aureus na camara CONTROLE funcionam como
Controle Interno para o ensaio. Cada amostra do paciente € diluida com o Reagente de Controle durante a
preparagdo da amostra e antes da amplificagdo. A adigdo de DNA de S. aureus a amostra do paciente
permite o processamento paralelo de DNA alvo e DNA de controle através da amplificagéo e detecgdo. O
Controle Interno monitora a inibicado da amplificagéo, o desempenho do reagente do ensaio e a eficacia do
processamento da amostra. O controle alvo do DNA de S. aureus deve ser amplificado e detectado na
reagZo final ou o teste é considerado invalido e os resultados do paciente no s&o liberados.

PRINCIPIOS

Doengas invasivas Streptococcais do Grupo B surgiram nos anos de 1970 como causa principal de doengas
infecciosas em criangas.® Criangas com infec¢do precoce (< 7 dias de vida) podem mostrar sintomas de
dificuldades respiratérias, apneia ou sepse. Infecgdes precoces sdo mais comumente relacionadas com
sepse e pneumonia, contudo pode levar a meningite. A taxa de mortalidade para criangas com infecgao
precoce por doengas Streptococcais do grupo B é estimada atualmente em 4-6%.* Criangas sobreviventes
podem vivenciar deficiéncias a longo prazo, incluindo perda da audigéo, perda de visdo e retardo mental.® O
fator de risco primario para doengas Streptococcais do Grupo B em infecgdes precoces € a colonizagdo nos
tratos genitourinario ou gastrointestinal maternos.

O Streptococcus do Grupo B (Streptococcus agalactiae ou GBS) € uma bactéria gram-positiva comumente
encontrada nos tratos gastrointestinais, genitais ou urinarios de adultos saudaveis. Aproximadamente 10-30%
de todas as mulheres gravidas sdo colonizadas com GBS na vagina ou no reto. Enquanto mées colonizadas
com Streptococcus do Grupo B tipicamente ndo mostram nenhum sintoma ou efeitos na saude, a bactéria
pode ser transmitida para a crianga durante o parto ou durante o trabalho de parto.

Infecgdes por Streptococcus do Grupo B em neonatos comumente ocorrem quando o Streptococcus
agalactiae sobe da vagina para o liquido aminiético depois da ruptura da membrana. A transmissdo também
pode ocorrer através de membranas intactas, por aspiragéo ou por exposi¢do da membrana mucosa durante
a passagem pelo canal de nascimento. Transmissao intraparto de Streptococcus do Grupo B ou infecgdes
em recém nascidos podem ser evitadas administrando antibiéticos para profilaxia antes do parto.*

Examinando colonizagdes de GBS em mulheres pré-parto entre 35 e 37 semanas de gestagéo, seguido por
tratamento antibidtico intraparto para mulheres com colonizagéo positiva provou ser um mecanismo eficaz
para prevengado de doengas do Streptococcus do Grupo B perinatais. Como colonizagbes podem ser
transitérias, intermitentes ou persistentes durante a gravidez, exames sdo mais eficientes se realizados
quando as amostras sdo coletadas ndo mais que cinco semanas (gestacdo de 35 a 37 semanas) antes do
parto, e depois do enriquecimento em meio de cultura.

REAGENTES/MATERIAIS FORNECIDOS

O numero médximo de testes obtidos com este kit de teste estd listado na caixa externa.
Reagente de Controle Alethia: Solugdo Tampao Tris contendo DNA Plasmidico ndo infeccioso
(insergdo de S. aureus) e azida sédica (0,09%) como conservante.

2. Tampdo de Reagdo Alethia: Solugdo Tamp&o Tris contendo &zida sédica (0,09%) como
conservante.
3. Dispositivo de teste Alethia GBS: Dispositivo de duas camaras separadas contendo esferas de

reagente seco liofilizadas compostas de DNA polimerase, solugdo desoxirribonucleétido Trifosfato
(dNTPs) e primers especificos do GBS (Camara TESTE) ou primers de Staphylococcus aureus
(Camara CONTROLE).

4. Tubos de tratamento térmico Alethia

MATERIAIS FORNECIDOS SEPARAMENTE
Kit de controle externo GBS Alethia, nimero de catalogo: 479900

MATERIAL NAO FORNECIDO
1. Luvas de latex descartaveis (sem talco)
2. Ponteiras resistentes a aerossol, livres de DNase e RNase
3. Swabs retais/vaginais: Rayon, Polyester, Algoddo, ou Flocked Nylon, Espuma, swab de Liquido
Amies, swab Stuart modificado. O uso de materiais e/ou swabs alternativos ndo foi validado no
ensaio Alethia GBS.
4. Meio de cultura:
e Meio de cultura seletivo Lim [Caldo Todd Hewitt suplementado com colistina (10 ug/mL) e acido
nalidixico (15 ug/mL)]
ou

e Meio de cultura seletivo TransVag [Caldo Todd Hewitt suplementado com gentamicina (8 pg/mL)
e &cido nalidixico (15 ug/mL)]
ou

¢ Meio de cultura seletivo Carrot

EQUIPAMENTOS NAO FORNECIDOS

1. Banho térmico seco com bloco térmico de 12 mm capaz de atingir 95°C;

2. Termoémetro digital com memoéria MAX/MIN (p. Ex., Termémetro Traceable® Lollipop ™
impermeavel/a prova de choque);

Misturador Vortex;

Cronémetro com intervalos de medigao disponiveis;

Micropipetas com capacidade para 50 pL;

Micropipetas com capacidade para 200 pL;

Equipamento Alethia™, Meridian Bioscience, Inc. Numero de catalogo: 610189.
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FRECAU(}bES
Todos os reagentes se destinam somente ao uso em diagndstico in vitro;
2. Né&o troque Dispositivos de Preparagdo de Amostras nem Dispositivos de Teste entre lotes. Os

Tampdes de Reagéo e os Tubos de Tratamento Térmico sdo intercambidveis desde que estejam
dentro da data de validade quando usado;

3. Siga as regras de Biosseguranga Nivel 2 e observe as Boas Praticas durante a execugdo dos
ensaios®. Trate todas as amostras e material derivado destes ensaios como potencialmente
contaminantes. Ndo coma, beba ou fume nos locais onde as amostras ou reagentes do kit sdo

manuseados;

4. Use luvas de latex descartaveis (sem talco) quando for manusear as amostras e lave bem as méos
ao terminar;

5. E recomendavel que sejam empregados Programas de Controle de Qualidade para testes
Moleculares?;

6. O Dispositivo de Teste Alethia GBS contém reagentes liofilizados. A embalagem protetora ndo deve
ser aberta até que o ensaio se encontre pronto para ser iniciado;

7. O Dispositivo de Teste Alethia GBS inclui um recurso de travamento designado para prevenir a

contaminagéo da area de teste pelo produto amplificado. NAO use Dispositivos de Teste se o
travamento estiver rompido;

8. Descarte os Dispositivos de Teste do Alethia imediatamente apés o encerramento do teste. NAO
abra o Dispositivo de Teste apés o processamento. A abertura do dispositivo depois da amplificagédo
pode resultar em contaminagéo da area de teste pelo produto amplificado.

RISCOS E PRECAUGOES DE SEGURANGA
Na&o ha riscos conhecidos associados a este teste.

ARMAZENAMENTO E VALIDADE
A data de validade esta indicada na etiqueta da embalagem original. Armazenar entre 2-27°C.

COLETA E PREPARAGAO DA AMOSTRA
Tipo de amostra: swab da vagina/reto coletados de mulheres pré-parto.

Coleta de amostras: a coleta da amostra vaginal/retal deve ser realizada de acordo com as diretrizes
institucionais publicadas para a coleta de amostras clinicas para a cultura do Streptococcus do Grupo B.* As
amostras podem ser coletadas usando o mesmo swab ou um swab diferente. Amostras cervicais, perianais e
perineais ndo séo tipos aceitaveis de amostras. Um espéculo ndo deve ser usado para coleta de amostra.

Cologue o swab(s) num meio de transporte ndo nutritivo (por exemplo, Liquido Amies, sem carvao ou Liquido
Stuart) e transporte para o laboratério. Se dois swabs diferentes foram usados para coleta de amostra, pode
ser usado somente um meio de transporte.

Enriquecimento da amostra: remover o Swab vaginal/retal do meio de transporte e colocar em meio de
cultura (Meio Lim, TransVag ou Carrot). Incubar a(s) amostra(s) em cultura enriquecida em temperatura de
37 + 2°C por 18-24 horas.

Amostras enriquecidas devem ser testadas o mais rapido possivel. Amostras enriquecidas podem ser
deixadas em temperatura ambiente por no maximo 6 horas antes do teste. Quando o teste néo for iniciado
dentro deste periodo, a amostra enriquecida deve ser armazenada em temperatura de 2-8°C por no maximo
7 dias. Longos periodos de armazenamento das amostras enriquecidas podem gerar resultados invalidos.

PREPARAGAO DO REAGENTE

Assegure-se que os kits de reagentes estdo na temperatura ambiente (21-27°C) antes de usar. Resultados
imprecisos podem ser obtidos se a temperatura dos reagentes nédo estiver em equilibrio com a temperatura
ambiente ao ser executado o teste.

PREPARAGAO DA AMOSTRA

NOTA: Assegure-se que o equipamento Alethia esteja ligado e que as verificagées de desempenho tenham

sido completadas antes de iniciar o PREPARO DA AMOSTRA. Refira ao Manual de Operagdo do Alethia

para informagdes de ajuste e operagéo do equipamento.

Nomeie 1 Tubo de Tratamento Térmico para cada amostra testada;

Adicione 200 uL do Reagente de Controle Alethia em cada Tubo de Tratamento Térmico.

Misture cada cultura enriquecida vigorosamente;

Adicione 50 pL do liquido de meio enriquecido misturado ao Reagente de Controle Alethia. Amostras

diluidas no Reagente de Controle podem ser mantidas em temperatura ambiente (21-27°C) por até 15

minutos antes do processo. Resultados incorretos podem ser obtidos caso amostras diluidas fiquem

mais que 15 minutos antes do tratamento térmico;

Misture no Vortex cada mistura de Amostra/Controle por no minimo 10 segundos;

Aquega cada mistura de Amostra/Controle em um banho térmico seco e a 95 + 5°C por 10 + 2 minutos.

Monitore o passo de tratamento com o termémetro digital e o cronometro;

7. Retire os Tubos de Tratamento Térmico do banho térmico seco e misture num vortex por
aproximadamente 10 segundos. Amostras tratadas termicamente podem ser mantidas a 19-29°C por
até 45 minutos antes da adi¢do do Tampao de Reagdo. Amostras tratadas termicamente nao podem
ser congeladas.
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PROCEDIMENTO DO TESTE

NOTA: Até um maximo de dez amostras podem ser processadas em cada corrida do Alethia.

1. Transfira 50 uL da Amostra Termicamente Tratada para um tubo de Tampdo de Reacdo Alethia
previamente identificado;

2. Misture no vortex o Tubo de Tampdo de Reagdo contendo a amostra tratada termicamente por
aproximadamente 10 segundos;

3. Repita os passos 1 e 2 para todas as amostras a serem testadas antes de prosseguir o
procedimento;

4. Retire um Dispositivo de Teste GBS Alethia da embalagem para cada amostra em teste.

Cuidadosamente abra o dispositivo e mantenha de forma que o reagente liofilizado ndo saia de seu
interior. Apoie o dispositivo numa superficie plana ou em um suporte que o acomode com seguranga;

5. Usando uma ponteira nova, transfira 50 pyL do tubo de Tampdo de Reagdo contendo a Amostra
Termicamente Tratada para a camara TESTE (Esfera branca) do Dispositivo de Teste Alethia. Nao
introduza bolhas de ar na camara. Usando uma nova ponteira, transfira 50 pL do tubo de Tampéo de
Reacéo contendo a Amostra Termicamente Tratada para a camara CONTROLE (Esfera amarela) do
Dispositivo de Teste Alethia. N&o introduza bolhas de ar. Feche o dispositivo de teste Alethia e feche
a trava com seguranga;

6. Agite o Dispositivo de Teste gentimente batendo suavemente com os dedos, tomando cuidado para
nao introduzir bolhas de ar, evitando também que o liquido em reagéo toque a tampa do dispositivo.
Cuidadosamente examine os Dispositivos de Teste em busca de bolhas ou presenga de liquido na
tampa. Caso note a presenca de bolhas ou liquido na tampa, bata o dispositivo na superficie da
bancada e repita a inspegéo visual;

7. Insira o dispositivo de teste Alethia no equipamento Alethia e inicie a reagdo de amplificagéo e
detecgdo. Os resultados seréo exibidos ao final do teste.

INTERPRETACAO DOS RESULTADOS

ID Amostra Resultado Interpretagao
Reportado
POSITIVE .
Positivo) A amostra contém DNA alvo de Streptococcus agalactiae.
NEGATIVE
Amostra do Negativo) Nenhum DNA de
Paciente Sem resultado reportavel. Repita o teste com a amostra original
INVALID enriquecida em meio de cultura. Amostra do paciente inibindo a reagéo,
(Invalido) preparagao impropria da amostra, falha do reagente, falha do instrumento ou
do controle interno.
POSITIVE Resultado valido do controle positivo, reagentes ativos na execugao do teste,

Positivo; equipamento Alethia operando corretamente.
Resultado incorreto do controle positivo. Repita o ensaio com o controle

Controle NEGATIVE positivo a partir do primeiro passo para identificar a origem do problema.
Positivo (Negativo) Caso o resultado do controle positivo continue negativo, contate a
Assessoria Cientifica da NL Diagndstica reportando o erro.
INVALID Sem resnilla_do rgpgrtavel. Repita o teste com o controle positivo.
(Invalido) Preparagdo impropria da amostra, falha do reagente, falha do equipamento
ou do controle interno.
Resultado incorreto do controle negativo. Repita o ensaio com o controle
POSITIVE negativo a partir do primeiro passo para identificar a origem do problema.
(Positivo) Caso o resultado do controle negativo continue positivo, contate a
Control Assessoria Cientifica da NL Diagndstica reportando o erro.
N:Igwarl‘i)vz NEGATIVE Resultado valido do controle negativo. Reagentes ativos na execugao do
Negativo teste, equipamento Alethia operando corretamente.
INVALID Sem resultado reportavel. Repita o teste com o controle negativo.
(Invalido) Preparacao imprépria da amostra, falha do reagente, falha do equipamento
ou do controle interno.
Nao ha Dispositivo de Teste Alethia no equipamento Alethia.
) NONE o ) . ' .
Pogo Vazio (Nenhum) O Dispositivo de Teste Alethia presente esta comprometido em razéo de

falha no preparo da amostra, equipamento sujo ou colocagéo imprépria do
equipamento. Repita o ensaio usando a amostra original.




CONTROLE DE QUALIDADE

Este teste deve ser executado com adesdo as Normas Regulatérias e outras exigéncias de

Acreditagao aplicdveis para sua regiao.

Cada Dispositivo de Teste contém um pogo de controle interno, que prové o controle da atividade
inibitéria da amplificagdo, do controle de reagentes do ensaio e efetividade do processamento da
amostra;

2. O passo de tratamento térmico da amostra é monitorado pelo crondmetro e termémetro externo. Use
o recurso de memoria do termémetro (Max/Min) para assegurar-se de que a temperatura de 95 +/- 5°
C ¢é mantida. Use a fungdo “timer” ou “temporizador’” do crondmetro para assegurar-se de que o
tempo de duragao do tratamento térmico do ensaio seja de 10 +/- 2 minutos;

3. As Boas Praticas de Laboratério recomenda o emprego de Controles. Providencie a aderéncia as
Normas Regulatérias exigidas em sua localidade no uso de Controles Externos para testar o
desempenho do kit;

4. Os Reagentes de Controle Externo Alethia GBS s&o fornecidos separadamente (Catéalogo 479900). E
recomendado que a reatividade de cada novo lote e cada nova remessa do Alethia GBS seja
verificada antes do uso. O uso do Controle Externo deve ser aplicado de acordo com a Legislagédo
vigente na sua localidade. O kit de teste Alethia GBS néo deve ser empregado para laudar amostras
de paciente caso nao se obtenham os resultados corretos com os controles externos;

5. Cada reagente do controle externo deve ser usado com um dispositivo de teste em separado;

6. NAO FAGA o tratamento térmico das amostras dos controles positivo e negativo.

VALORES ESPERADOS

Aproximadamente 10-30% das mulheres pré-parto séo colonizadas com o Streptococcus do Grupo B na
vagina ou no reto.* O desempenho clinico do ensaio Alethia GBS foi estabelecido durante dois estudos
clinicos completos em 2011 (Meio de culturaLim e Meio de cultura TransVag) e 2012 (Meio de cultura Carrot).

A incidéncia geral de colonizagdo de GBS em mulheres pré-parto testadas durante o estudo clinico de 2011
foi de 24,3% (201 de 826). A incidéncia de colonizagdo de GBS para enriquecimento desenvolvida usando
Meio de cultura Lim resultou em 25,1% (101 de 403); enquanto a incidéncia e amostras enriquecidos por
Meio de cultura TransVag concluiu 23,6% (100 de 423).

A incidéncia geral de colonizagdo de GBS em mulheres pré-parto testadas durante o estudo clinico com Meio
de cultura Carrot de 2012 foi de 22,5% (135 de 600).

LIMITAGOES DO PROCEDIMENTO

1. O ensaio Alethia GBS n&o faz distingdo entre organismos viaveis ou néo;

2. O ensaio Alethia GBS ¢é para uso com amostras de swabs de vagina/reto coletados de acordo com
as diretrizes estabelecidas para coleta de amostras de cultura do Streptococcus do Grupo B.
Amostras cervicais, perianais ou perirretais ou perineais ndo s&o tipos aceitaveis. Espéculo ndo deve
ser usado para coleta de amostra;

3. O Alethia GBS nao fornece resultados de suscetibilidade. Culturas isoladas sdo necessarias para
desempenhar o teste de suscetibilidade como recomendado para mulheres alérgicas a penicilina;

4. Colonizagdes de GBS podem ser transitérias, intermitentes ou persistentes durante a gravidez. A

utilidade clinica do exame de GBS diminui quando os testes s&o feitos mais de cinco semanas antes

do parto;

Avaliagdo de coldnias ndo hemoliticas néo foi desenvolvida como parte do teste no Centro Clinico;

Reatividade cruzada com Entrerococcus dispar numa concentragdo final de 1,2 x 10® UFC/mL

produziu resultados positivos para uma das sete réplicas testadas.
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CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

O Alethia GBS foi avaliado em 2011 e 2012 em dois estudos separados (1) enriquecimento com Meio de
cultura Lim e TransVag e (2) enriquecimento com Meio de cultura Carrot. A informagéo de estudo clinico
compilada é descrita abaixo.

Tabela 1. Caracteristicas de d nho por método de enriquecimento

Amostras Positivas Amostras Negativas
Cultura Alethia " Cultura Alethia | Especificidade "
s 95% CI s . 95% CI
Total 285/289 96,6% 96.5-99.5% 105411121 93,2% 91,6 - 94,5%
MeioLim 82/84 97.6% 91,7-99.3% 296/315 94,0% 90.8-96.1%
Meio B 9929 9 9349
Tranevag 68/70 97,1% 90,2-99,2% 314/346 90,8% 87,2-934%
CMS'° 135/135 100;5 97,2-100% 435/460 94,6% 92.1-96.3%
arror

(1) Estudo de enriquecimento com meio Lim e TransVag

Desempenho do ensaio Alethia GBS usando amostras enriquecidas no Meio Lim e Meio TransVag foi
avaliado em 2011 por quatro centros de testes clinicos independentes localizados no centro-oeste e sul dos
Estados Unidos. Um total de 826 pacientes qualificados foi avaliado. Amostras foram obtidas seguindo
diretrizes estabelecidas para coleta de amostras clinicas para cultura de Streptococcus do Grupo B e
enriquecidas por 18-24 horas em Meio de cultura Lim ou Meio de cultura TransVag. Um total de 403 (48,8%)
de amostras enriquecidas com Meio de cultura Lim foram testadas no centro clinico 2 (210) e centro clinico 4
(193). Um total de 423 (51,2%) de amostras enriquecidas no Meio de cultura TransVag foram testadas pelo

Tabela 4. Informagéo de desempenho de enriquecimento em Meio de cultura Carrot

Cultura de do Alethia Group B Streptococcus (GBS)
Grupo B Positivo Negativo Total
Positivo 135 0 135
Negativo 25 435 460
Total 160 435 595
95% ClI

Sensibilidade 135/135 100% 97,2 - 100,0%

Especifidade 435/460 94,6% 92,1 -96,3%

Correlagdo 570/595 95,8% 93,9-97,1%

Vinte e quatro dos 25 positivos Alethia: amostras de cultura negativa GBS foram analisadas
subsequentemente em um ensaio molecular GBS desenvolvido em um laboratério independente. Dezesseis
das 24 amostras discrepantes eram positivas no ensaio de amplificacdo molecular alternativo. Resultados
invalidos foram obtidos para 5/600 (0,8%) das amostras. Uma das cinco amostras permaneceram invalidas
apos repetir o teste.

Tabela 5: Caracteristicas de de enri com Meio de cultura Carrot por Centro
Clinico
Amostras positivas Amostras negativas
Cultura Alethia % Cultura Alethia %
Sensibilidade 95% Cl Especificidade | 5% C!
Total 135/135 100.0% 97,2-100.0% 435/460 94,6% 92,1 -96,3%
Centro 1 58/58 100.0% 93,8 - 100.0% 92/93 98,9% 94,2 - 99,8%
Centro 2 36/36 100.0% 90,4 - 100.0% 145/149 97,3% 93,3 -99,0%
Centro 3 41/41 100.0% 91,4 -100.0% 198/218 90,8% 86,3 - 94,0%

SENSIBILIDADE ANALITICA
A sensibilidade analitica ou Limite de Detecgdo para o ensaio Alethia Group B Streptococcus (GBS) foi
determinada para cepas e sorotipos comuns de S. agalactiae.

O Limite de detecgéo foi determinado seguindo o enriquecimento com Meio de cultura Lim, usando um
minimo de 20 réplicas para casa mesurando e uma probabilidade de obter respostas positivas informada (por
exemplo, 95% onde as repetigdes 19/20 sdo positivas). O teste analitico de sensibilidade estd resumido
abaixo:

Sorotipo st[:;Escngao da g:pa de UFC/Teste
a NCTC 11248 60
a ATCC 12401 80
c NCTC 11253 640
] 12 320
1] ATCC 12403 160
\ ATCC BAA-611 1280
REATIVIDADE DO ENSAIO

As seguintes cepas de S. agalactiae foram testadas e produziram reagdes positivas a 1280 UFC/teste com
GBS Alethia: nctc 11930 (Sorotipo IV, hemolitico). NCTC 08188 (Sorotipo Vla, ndo hemolitico), VII/2 (Sorotipo
VII, hemolitico), VIII/2 (Sorotipo VIII, hemolitico), NCTC 11249 (Sorotipo X, hemolitico); ATCC 13813 (ndo
hemolitico) e ATCC 12386 (hemolitico).

REPRODUTIBILIDADE

Painéis cegos codificados com 10 amostras foram fornecidos para trés laboratérios independentes para
estudos de reprodutibilidade. As amostras foram ordenadas aleatoriamente dentro de cada painel para
mascarar identidades de amostra. Os painéis incluiram amostras artificiais fabricadas como amostras
positivas baixas (ou seja, perto do limite de detecgao do ensaio, n=3) e amostras negativas altas (n=3). Os
painéis também incluiram amostras artificiais positivas (n=3) e amostras negativas naturais (n=1). O teste foi
realizado por diferentes operadores em cada local no mesmo dia (variabilidade intra-ensaio) durante cinco
dias (variabilidade inter-ensaio). Foram utilizados trés lotes do Alethia GBS e cinco instrumentos Alethia neste
estudo. Os controles positivos e negativos foram testados todos os dias do teste. Os resultados séo
apresentados na tabela abaixo:

centro clinico 1 (234) e centro clinico 3 (189). Os grupos de idades dos pacientes testados variavam de 15 a o .
44 anos de idade, com idade desconhecida de trés (0,4%) dos pacientes. N&o foram observadas diferengas . Centro Clinico 1 Centro Clinico 2 Total
no desempenho do teste baseadas em meio de enriquecimento ou idade do paciente. A informagédo do Tipo de FE"CE'““F' ‘!e Percentual de Percentual de Percentual de
desempenho do estudo de enriquecimento com Meio de cultura Lim e TransVag esta resumida na Tabela 2; amostra concordéncia concordéncia déncia déncia
Tabela 3 resume desempenho dos ensaios por centro clinico. Negativo 10/10 100% 10/10 100% 10/10 100% 10/10 100%
Tabela 2. Informagéio de desempenho de enriguecimento em Meios de cultura TransVag e Lim Neﬁﬁ‘(‘)“’" 30/30 100% 30/30 100% 30/30 100% | 30/30 100%
Alethia Group B Streptococcus (GBS) T
Culira de Sreptacoccus do P, Nogative - Positvo 3030 | 100% | 30/30 100% 3030 | 100% | 30530 | 100%
Positivo 150 4 154 Positivo 30/30 100% 30/30 100% 30/30 100% 30/30 100%
Negativo 51 610 661 Negativo o, o, o, o,
Total 21 o o1 Controlado 10/10 100% 10/10 100% 10/10 100% 10/10 100%
95% CI ngfrg'l‘;z o | 1010 100% 10110 100% 10110 | 100% | 10110 100%
Sensi 150/154 97,4% 91,9 - 99.0%
Especifidade 610/661 92,3% 90,0 -94,1% ESTUDOS DE REACAO CRUZADA B ) ) )
Correlagao 760815 93.3% 913 94.8% Estudos de reagdo cruzada foram realizados com amostras positivas e negativas com meios de culturaLim
,3% ,3-94,8%

Quarenta e oito dos 51 resultados falsos positivos deram positivos por algum outro método molecular.
Resultados invélidos foram obtidos em 11/826 amostras testadas ou 1,3%. Duas de 11 amostras
permaneceram invalidas apos repetir o teste da amostra original.

Tabela 3: Caracteristicas de desempenho de enriquecimento Lim e TransVag por Centro Clinico
Amostras positivas Amostras negativas
Cullu(rsaB/;Iethia 95% CI CulluéaB/;Iethia Especin{?cidade 95% CI
Total 150/154 97,4% 91,9 -99,0% 610/661 92,3% 90,0 - 94,1%
Centro 1 32/33 97,0% 84,7 - 99,5% 197/199 99,0% 96,4 -99,7%
Centro 2 38/39 97,4% 86,8 - 99,5% 162/168 96,4% 92,4 - 98,4%
Centro 3 36/37 97,3% 86,2 - 99,5% 117147 79,6% 72,4 -85,3%
Centro 4 44/45 97,8% 88,4 - 99,6% 134/147 97,8% 85,5-94,8%

(2) Estudo de enriquecimento com meio de cultura Carrot

Desempenho do ensaio Alethia GBS usando amostras enriquecidas no Meio de cultura Carrot foi completado
em 2012 por trés centros de testes clinicos independentes localizados no centro-oeste e sul dos Estados
Unidos. Um total de 600 pacientes qualificados foi avaliado. Amostras foram obtidas seguindo diretrizes
estabelecidas para coleta de amostras clinicas para cultura de Streptococcus do Grupo B e enriquecidas em
Meio de cultura Carrot. Os grupos de idades dos pacientes testados variavam de 15 a 48 anos de idade; ndo
foram observadas diferengas no desempenho do teste baseadas em idade do paciente. A informacao do
desempenho do estudo de enriquecimento com Meio de cultura Carrot esta resumida na Tabela 4; Tabela 5
resume desempenho dos ensaios por centro clinico.

inoculados com organismos bacterianos ou fungicos até uma concentragéo final de 1,2 x 108 TCIDso/mL.
Reacdo cruzada com Enterococcus dispar foi observada em uma das sete réplicas testadas. Nenhum dos
seguintes organismos reagiu com o Alethia GBS:

Aeromonas hydrophila, Alcaligenes faecalis, Bacillus subtilis, Bacteroides fargilis, Campylobacter coli,
Campylobacter fetus, Campylobacter jejuni, Candida albicans, Candida glabrata, Candida krusei, Candida
parapisilosis, Candida tropicalis, Citrobacter freundii, Clostridium bifermentans, Clostridium butyricum,
Clostridium difficile, Clostridium histolyticum, Clostridium novyi, Clostridium perfringes, Clostridium septicum,
Clostridium  sordellii, Clostrldlum sporogenes, Clostridium  tetani, Corynebacterium  genitalium,
Coryneb: it ureal) , Coryneb xerosis, Enterobacter aerogenes, Enterobacter clacae,
Enterococcus avium, Enterococcus durans, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Escherichia coli,
Escherichia coli O157:H7, Escherichia fergusonii, Escherichia hermannii, Gardnerella vaginalis, Haemophilus
ducreyi, Helicobacter pylorl, KIebs:el/a pneumonrae Lactobacillus  acidophillus, Lactobacillus brevis,
Lactobacillus casei, L il P lactis, Lactobacillus jensenii, Lactococcus lactis,
Legionella pneumophila, L/stena monocytogenes Moraxella osloensis, Morganella morganii, Neisseria
gonorrhoeae, Peptostreptococcus anaerobius, Plesiomonas mirabilis, Porphyromonas asaccharolytica,
Prevotella melaninogenica, Propionibacterium acnes, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Pseudomonas
aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, Salmonella do Grupo B, Salmonella do Grupo C, Salmonella do
Grupo D, Salmonella do Grupo E, Serratia liquefaciens, Serratia marcescens, Shigella boydii, Shigella
flexneri, Shigella sonnei, Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus (Cowan), Staphylococcus
eprderm/d/s Staphylococcus saprophyticus, Streptococcus anginosus, Streptococcus bovis, Streptococcus

Stre Is intermedius, Streptococcus mitis, Streptococcus oralis, Streptococcus
pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Streptococcus  salivarius, Streptococcus sanguinis,  Vibrio
parahaemolyticus, Yersinia enterocolitica, Adenovirus 40, Adenovirus 41, virus BK, Coxsackievirus,
Echovirus, virus Epstein Barr, virus Herpes simplex-1, virus Herpes simplex-2, Rotavirus.

Mycoplasma genitalium, Mycoplasma hominis e Ureaplasma urealyticum foram testada em concentragdes
finais variando entre 1,6 x 10%e 9,9 x 105 UFC/mL sem reagdo com o Alethia GBS.

TESTES PARA SUBSTANCIAS INTERFERENTES

As seguintes substancias, nas concentragdes especificadas de saturagéo de solvente/diluente indicadas, ndo
mostraram interferéncias nos resultados do teste: fluido Aminiético (10% v/v), DNA Humano (100 ng/teste),
urina (30% v/v) e Sangue total (2,5% v/v). O Sangue Total em concentragdes superiores a 2,5% v/v interfere
com o ensaio de Alethia GBS.

Testes adicionais foram desenvolvidos revestindo swabs de algoddo com substancias potencialmente
interferentes. Swabs revestidos foram combinados com amostras no meio de cultura Lim e processados
através do ensaio Alethia GBS. As substancias a seguir ndo interferem nos resultados do teste: Mecénio,
fezes, creme para hemorréida (30,65 mg/100 mg), Miconazol (fungicida), mucina (0,5-1,5%), gel espermicida
(nonoxynol 9) (4 mg/100 mg). Gel lubrificante produziu resultado negativo falso em uma das 11 réplicas
testadas. Talco corporal produziu resultado negativo falso em uma das 10 réplicas testadas.
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ALERTA AO USUARIO

Observar a correlagdo da versdo indicada nas Instrugdes de Uso com o produto adquirido, conforme
disponibilizado pelo fabricante.

Entrar em contato com o distribuidor no Brasil se desejar receber as Instrugées de Uso em formato impresso
sem custo adicional.

GARANTIA

Garantimos que os produtos atendem as especificagbes e estdo livres de nao conformidades. Nossa
responsabilidade sera limitada a substituigdo ou reembolso de qualquer montante que néo exceda o prego de
compra imputavel aos produtos.
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USO DE SiMBOLOS

Vocé vera um ou mais destes simbolos nos rétulos/embalagens deste produto:

Tabela de simbolos

s

Data de expiragdo

Controle Positivo

[LoT]

Numero do Lote

CONTROL | =

Controle negativo

Uso IN VITRO somente

Representante autorizado
para a Comunidade
Europeia

Este produto obedece
&s Diretivas 98/79/EC
para dispositivos
destinados a ensaios in
vitro

[SMPTPREP [ DIL [ SPE |

Dispositivo de Preparo de
Amostra contendo
Diluente de Amostra

Referéncia ao Nimero
de Catalogo do produto

Nao congelar

Consulte instrugdes
para o uso do produto

RoHS

Restrigdo ao uso de
substancias téxicas

Fabricante

Cuidado! Consulte a
documentagéo que
acompanha este kit

Produto com uso dnico

s

Esterilizagéo por
Radiagdo Gama

Feminino

[srenue[eo]

Esterilizagao por Oxido de
Etileno

Contém reagentes
suficientes para < n >
testes

Tampéo de reagédo

Limite de temperatura
do kit

Marca registrada nacional
ETL

Numero de Série

B

Reciclar — N&o dispensar
como residuo comum

|
Dispositivo do teste | HT | TUBE | Tubo ?e?r:;?;zmemo
2

Data de fabricagdo

Para uso em IVD /
avaliagdo de desempenho

Radiagéo LASER —
Evitar exposigéo

Superficie quente,
mantenha as maos longe
de superficies quentes

CUIDADO! Radiagéo
LASER quando em
funcionamento
Produto LASER Classe

IPX-0

Atencdo! Mantenha
protegido do contato com
agua.

Atencao! Risco /
Periculosidade

Controle do ensaio

Tampao do ensaio

Oleo mineral

Meio de transporte

Cuidado! Ateng&o!

Tubo com tampa
rosqueada

Somente para uso
investigativo

Somente para uso em
pesquisa

Coluna de preparagdo

Tampéo de amostra

|PRE |REAG

Reagente de pré
tratamento

Atengaol! — Leis
federais americanas
restringem o uso deste
kit e sua venda ou
pedidos a instituicdes
de analise de saude /
diagndstico somente

Preparacgéo de amostra
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