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INTENDED USE
The Alethia Pertussis DNA Amplification Assay, performed on the Alethia Reader, is a qualitative in vitro diagnostic test for the direct detection of Bordetella pertussis in human
nasopharyngeal swab samples taken from patients suspected of having respiratory tract infection attributable to Bordetella pertussis.

The Alethia Pertussis assay utilizes loop-mediated isothermal DNA amplification (LAMP) technology to detect B. pertussis by targeting the 1S481 insertional element of the B. pertussis
genome. The IS481 insertional element can also be found in B. holmesii and some B. bronchiseptica strains. Respiratory infections with B. pertussis, B. holmesii or B. bronchiseptica may
yield positive test results in IS481 assays. B. holmesii infection may cause clinical iliness similar to B. pertussis, and mixed outbreaks involving both B. pertussis and B. holmesii infection
have been reported. Additional testing should be performed if necessary to differentiate B. holmesii and B. pertussis. B. bronchiseptica is a rare cause of infection in humans. When
clinical factors suggest that B. pertussis may not be the cause of respiratory infection, other clinically appropriate investigation(s) should be carried out in accordance with published
guidelines.

Negative results for the Alethia Pertussis DNA Amplification Assay do not preclude Bordetella pertussis infection and positive results do not rule out co-infection with other respiratory
pathogens. Results from the Alethia Pertussis assay should be used in conjunction with information obtained during the patient’s clinical evaluation as an aid in diagnosis of B. pertussis
infection and should not be used as the sole basis for treatment or other patient management decisions.

Alethia Pertussis is intended for use in hospital, reference or state laboratory settings. The device is not intended for point-of-care use.

SUMMARY AND EXPLANATION OF THE TEST
The Alethia Pertussis DNA Amplification Assay is based on loop-mediated amplification (LAMP)'- 2 technology. The assay targets a 198 base pair sequence of the Bordetella pertussis
genome residing in a region of the 1S481 insertional element sequence.

Loop-mediated amplification uses specially designed primers to provide for specific and continuous isothermal DNA amplification. A by-product of this amplification is the formation of
magnesium pyrophosphate, which forms a white precipitate leading to a turbid reaction solution. Reaction solution absorbance characteristics are monitored by the Meridian Alethia
Incubator/Reader. Changes in reaction solution absorbance characteristics created by precipitation of magnesium pyrophosphate indicate the presence of target DNA. The absence of
target DNA results in no significant change in sample absorbance.

The Alethia Pertussis kit includes Alethia Pertussis Assay Control/Negative Control Reagent, Alethia Pertussis Test Devices, Alethia Pertussis Sample Buffer, and Mineral Oil. The Alethia
Assay Control/Negative Control, used for specimen dilution and preparation, is a Tris-buffered solution containing formalin-treated E. coli harboring Staphylococcus aureus DNA. The
Alethia Pertussis Test Device contains one lyophilized amplification bead in each of two chambers: a TEST chamber with 1IS481-specific primers and a CONTROL chamber with S. aureus-
specific primers. The S. aureus DNA in the Assay Control/Negative Control Reagent and the S. aureus-specific primers in the CONTROL chamber function as the Internal Control for the
assay. During specimen preparation, a patient specimen is added to the Assay Control/Negative Control Reagent. Adding the specimen to the Assay Control/Negative Control reagent
combines specimen DNA with the Control S. aureus DNA and allows for parallel processing of target DNA and Control DNA through amplification and detection. The Internal Control
monitors amplification inhibition, assay reagent performance and sample processing effectiveness. The Control S. aureus target must be amplified and detected in the final reaction or the
test is considered invalid and patient results are not reported.

The Alethia Reader monitors changes in absorbance characteristics by measuring transmission of light through the Test and Control reaction solutions. Light transmission is checked at
the assay Run Start (Signalinitai, Si) and at the assay Run End (Signalsna, Sr). The Alethia Reader calculates the change in light transmission between Run End and Run Start (Sr:Si) and
compares the ratio to a fixed cut-off value.

Fixed cut-off values for the TEST chamber are used to report sample results. TEST chamber St:Siratios less than 82% are reported as ‘POSITIVE’; TEST chamber St:Siratios greater than
or equal to 82% are reported as ‘NEGATIVE’. Numerical values are not reported.

Fixed cut-off values for the CONTROL chamber are used to determine validity. CONTROL chamber St:Siratios less than 90% are considered valid and allow for reporting of TEST chamber
results (POSITIVE, NEGATIVE). CONTROL chamber Ss:Siratios greater than or equal to 90% are considered invalid and prevent reporting of TEST chamber results. Invalid CONTROL
chamber reactions are reported as ‘INVALID’. Numerical values are not reported.

More stringent cut-off criteria are applied to the CONTROL chamber reaction to ensure amplification is not inhibited, reagents are performing as intended and that sample processing was
performed appropriately.

BIOLOGICAL PRINCIPLES

B. pertussis is a human pathogen exclusively responsible for the endemic respiratory disease whooping cough (pertussis); a publically reportable disease that impacted over 200,000
people worldwide in 2012. Whooping cough is currently the only disease in the US that displays an increasing trend of reportable cases and substantial morbidity despite the availability of
a vaccine.®> The US Centers for Disease Control (CDC) reported approximately 48,300 cases of pertussis in 2012, an average of 15.4 cases per 100,000 people in the United States.*
Recent pertussis outbreaks have indicated waning immunity in children after receiving the final booster acellular vaccine dose, allowing for susceptibility of pertussis infection in both
vaccinated and unvaccinated populations of children ages 7-11.5.6

Pertussis outbreaks are particularly challenging to control as the early stages of disease resemble other respiratory infections and patients can remain highly infectious for up to 5 weeks
after onset of symptoms.3 In addition, pertussis is not officially diagnosed until the presence of the characteristic “whooping” cough that is displayed almost 2 weeks post-symptom onset.?
Clinical diagnosis of pertussis can be performed using culture, serology, or nucleic acid amplification tests (NAAT). While culture is highly specific, sensitivity is low, results can take up to
7 days, and the viable cells required for culture decrease with disease progression (after 2 weeks of symptom onset).” Unlike culture, NAAT assays can provide rapid test results and do
not require viable bacteria. Nucleic acid amplification testing for B. pertussis is most sensitive during the first three weeks of cough as bacterial DNA is present in the nasopharynx. The
amount of bacteria present in the nasopharynx dramatically decreases after the fourth week of cough, making the likelihood of obtaining false-negative test results higher during the later
stages of infection.® In addition, only symptomatic patients with cough should be tested by NAAT in order to prevent false positive results by asymptomatic close contacts.® Serology can
only be used for diagnosis in late stages of disease, approximately 2-8 weeks after cough onset.



REAGENTS/MATERIALS PROVIDED
The maximum number of tests obtained from this test kit is listed on the outer box.

1.

arw

Alethia Pertussis Assay Control/Negative Control Reagent (item # 2806-02): Tris-buffered solution containing formalin-treated E. coli harboring plasmid containing a segment of
the S. aureus genome and sodium azide (0.09%) as a preservative. The Assay Control/Negative Control Reagent functions as the Assay Control during patient testing and as the
External Negative Control during routine Quality Control testing.

Alethia Pertussis Test Device (item # 2820): Two-chambered device containing lyophilized amplification reagents (DNA polymerase, deoxynucleotide triphosphates), and either
1S481-specific primers (TEST Chamber) or control primers (CONTROL Chamber).

Alethia Pertussis Sample Buffer (item #2811-02): Tris-EDTA solution containing sodium azide (0.09%) as a preservative.

Mineral Oil (item #14298-01) (bottle with dropper tip)

Alethia Pretreatment Reagent (item #1411) (for optional sample treatment procedure): Lyophilized reagent containing neutralizing agent and sodium azide (0.1%) as a
preservative. Each vial contains enough reagent to treat 50 specimens.

MATERIALS PROVIDED SEPARATELY
Alethia Pertussis External Control Kit, Catalog Number: 479930

MATERIALS NOT PROVIDED

1. Disposable latex gloves, powder free

2. DNase/RNase-free, aerosol resistant pipette tips

3. Specimen collection and transport system
Nasopharyngeal Swabs: Polyester (minimum capacity 18 pL, eg, Puritan Medical Products catalog 25-801D 50); Rayon (minimum capacity 31 pL, eg, Puritan Medical Products
catalog 25-801R 50); or Flocked Nylon (Minimum Capacity 69 uL, eg, Copan catalog 503CS01 or the swab of Catalog 482C).

Nonnutritive Transport Medium: Liquid Amies without charcoal; or Liquid Stuart (Maximum Volume: 1.2 mL in pledget/sponge)
Collection System: Copan Liquid Amies Elution Swab (ESwab™) Collection and Transport System (Copan catalog 482C)

4. Deionized water

5 Microcentrifuge tubes

EQUIPMENT NOT PROVIDED

1 Dry-bath with 12 mm heat block capable of 95 C

2 Digital thermometer with max/min temperature memory (eg, Traceable® Lollipop™ W aterproof/Shockproof Thermometer)

3. Vortex mixer

4. Interval timer

5 Micropipette capable of dispensing 50 pL

6 Pipette capable of delivering 2.5 mL

7 Cutting equipment (eg, scissors, shears, safety snips)

8 Alethia Reader, Meridian Bioscience, Inc. Catalog Number: 610189

PRECAUTIONS

1. Allreagents are for in vitro diagnostic use only.

2. Do not interchange Assay Control/Negative Control Reagent or Test Devices between lots. Sample Buffer, Pretreatment Reagent and Mineral Oil are interchangeable provided they
are within assigned expiration dates when used.

3. Follow Biosafety Level 2 and Good Laboratory practices during testing.® Treat all specimens and used Test Devices as capable of transmitting infectious agents. Do not eat, drink
or smoke in areas where specimens or kit reagents are handled.

4.  Wear disposable gloves while handling specimens and thoroughly wash hands afterwards.

5. Quality Control Programs for Molecular Testing Laboratories, including proper use and care of equipment, should be employed. 10

6.  The Alethia Pertussis Test Device contains lyophilized reagents. The protective pouch should not be opened until ready to perform the assay.

7. The Alethia Pertussis Test Device includes a latch feature that is designed to prevent contamination of the test area with amplification product. Do NOT use Test Devices with broken
latches.

8. Dispose of used Alethia Test Devices immediately after processing, leaving the device latch securely in place. Do NOT open the Test Device after processing. Opening the device
after amplification may result in contamination of the test area with amplification product.

9. Invalid test results may result due to improper sample preparation, reagent failure, instrument failure or internal control failure. In these cases, the invalid result can be corrected by
repeating the test. The nasopharynx of some patients contains a biological inhibitor that will also cause an invalid result. In these cases, the inhibitor will cause repeated invalid
results unless the sample is treated to remove the interference. (See section on OPTIONAL SAMPLE TREATMENT/PRETREATMENT for the treatment method.)

10. Local, state, and federal regulations for notification of reportable disease are continually updated and include a number of organisms for surveillance and outbreak investigations.2 b
Additionally, the Centers for Disease Control (CDC) recommends that when pathogens from reportable diseases are detected by a culture independent diagnostic test, the laboratory
should facilitate obtaining the isolate or clinical materials for submission to the appropriate public health laboratory to aid in outbreak detection and epidemiological investigations.
Laboratories are responsible for following their state and/or local regulations and should consult their local and/or state public health laboratories for isolate and/or clinical sample
submission guidelines.

a.  Summary of Notifiable Diseases. MMWR http://www.cdc.gov/mmwr/PDF/wk/mm6153.pdf
b.  CIFOR Analysis of State Legal Authorities. http://www.cifor.us/documents/CIFORAnalysisStatelL egalAuthorities.pdf

11.  Any serious incident that has occurred in relation to the device should be reported to Meridian Bioscience, Inc., 3471 River Hills Drive, Cincinnati, Ohio 45244 USA or Technical
Support Center 800.343.3858 and competent authority of the EU Member State in which the clinician and/or patient is established.

12. IMPORTANT: See SDS for additional safety and hazard information.

HAZARD and PRECAUTIONARY STATEMENTS

Signal Word
Danger
Hazard Statements

H302 - Harmful if swallowed
* H334 - May cause allergy or asthma symptoms or breathing difficulties if inhaled
| Contains Proteinase, streptomyces griseus

Precautionary Statements - EU (§28, 1272/2008)

. P261 - Avoid breathing dust/ fume/ gas/ mist/ vapors/ spray

Alethia Pretreatment Reagent P284 - In case of inadequate ventilation wear respiratory protection.

P304 + P340 - IF INHALED: Remove person to fresh air and keep comfortable for breathing.
P342 + P311 - If experiencing respiratory symptoms: Call a POISON CENTER or doctor.



http://www.cifor.us/documents/CIFORAnalysisStateLegalAuthorities.pdf
http://www.cdc.gov/mmwr/PDF/wk/mm6153.pd

SHELF LIFE AND STORAGE
The expiration date is indicated on the kit label. Store the kit at 2-30 C.

REAGENT PREPARATION
Ensure kit reagents are at room temperature (21-30 C) before use. Incorrect results may be obtained if reagents are not brought to room temperature prior to use.

SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION
Sample type: Nasopharyngeal swabs

Sample Collection: Nasopharyngeal swab specimen collection should be performed in accordance with institutional procedures for collection of clinical specimens for B. pertussis infection.
Nasopharyngeal swab samples should be collected with suitable swab types (eg, Polyester, Flocked Nylon or Rayon).

Place swab(s) in nonnutritive transport medium (eg, Liquid Amies, without charcoal, Liquid Stuart or Copan ESwab medium) or store unpreserved in a sterile tube without medium.

Unpreserved samples or samples stored in transport media should be tested as soon as possible, but may be held at room temperature (21-30 C) for up to 5 days or refrigerated (2-8 C)
for up to 7 days prior to testing. Do not freeze samples.

SPECIMEN PREPARATION:

NOTE: Ensure that the Alethia Reader is powered on and required performance verifications have been completed prior to initiation of SPECIMEN PREPARATION. Refer to the Alethia
Operator’s Manual for further information regarding instrument set-up and operation.

NOTE: Laboratory equipment used for cutting swabs (eg, scissors, shears, safety snips), should be treated with a molecular grade cleaning agent (eg, 10% bleach), prior to each use.
Equipment should be completely dry before cutting swabs.

1. Specimen Preparation
a.  Swabs (rayon, nylon or flocked):
i. Place the swab specimen in a labeled Sample Buffer tube. Cut the swab shaft to ensure sample fits in the tube. Elute the sample by vortexing for 45-60 seconds. Eluted
samples may be held at room temperature (21-30 C) for up to 48 hours or refrigerated (2-8 C) for up to 7 days prior to testing.
ii. Add 50 pL of eluted sample to a labeled Assay Control/Negative Control tube and cap.
iii. Repeat SPECIMEN PREPARATION Steps for all swab samples to be processed.
b. ESwab Medium: The medium within the ESwab System collection tube contains eluted patient sample.
i. Vortex the ESwab tube containing the swab sample for a minimum of 10 seconds to elute the sample.
ii. Transfer 25 pL of the medium to a labeled Assay Control/Negative Control tube and cap. (Do not transfer this material to the Sample Buffer tube. It goes directly to the
Assay Control/Negative Control Tube)
iii. Repeat SPECIMEN PREPARATION steps for all ESwab medium samples to be processed.
Vortex each Assay Control/Negative Control tube containing eluted sample for approximately 10 seconds.
Heat each Sample/Control tube in a dry-bath at 95 + 5 C for 10 + 2 minutes. Monitor the heat-treatment step with a digital thermometer and interval timer.
Remove each Sample/Control tube from the dry-bath. Heat-treated samples may be held at room temperature (21-30 C) for up to 15 minutes prior to testing.
Vortex for approximately 10 seconds.
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TEST PROCEDURE

NOTE: A maximum of 10 samples can be processed in a single Alethia Reader run.

1. Remove 1 Alethia Pertussis Test Device from its protective pouch per sample. Carefully open the device by lifting the latch, holding the chambers such that the lyophilized reagent
will not fall out upon opening. Place device on a flat surface or in a rack that can accommodate the device.

2. Using a micropipette, first transfer 50 pL of the heat-treated sample to the TEST chamber (left/White Bead) and then transfer 50 pL of the heat treated sample to the CONTROL
chamber (right/Yellow Bead) of the Alethia Test Device. Take care not to introduce air to the reaction mixture. Do not mix reactions with pipette.

3. Add 1 drop of Mineral Oil to both the TEST chamber and CONTROL chamber. Close the Alethia Test Device and fasten the latch securely.

4.  Tap device on the bench top or mix to remove air bubbles. Carefully examine the Test Device for rehydration of the Control/Test Bead, for air bubbles left in the chamber and liquid
in the top of the device. If undissolved beads, air bubbles or liquid in the top of the device are noted, tap the device on the bench top and repeat visual inspection. Amplification and
detection should be initiated within 15 minutes.

5. Insert the Alethia Test Device into the Alethia Reader and initiate amplification reaction and detection. Results will be displayed at the conclusion of the run.



INTERPRETATION OF RESULTS
Sample ID Reported Result Interpretation
POSITIVE Untreated or Pretreated Specimen: Sample contains B. pertussis 1S481 target DNA.2
NEGATIVE Untreated or Pretreated Specimen: No B. pertussis DNA detected.
Untreated Specimen: No reportable result. Repeat the test using a Pretreatment Reagent-
treated/eluted sample.

Inhibitory patient specimen, improper sample preparation, reagent failure, instrument failure or internal

Patient Specimen control failure.

INVALID

Pretreated Specimen: No reportable result. DO NOT retreat specimens already treated with
Pretreatment Reagent. Pretreated INVALID samples can be retested, if desired, and should be
reported as INVALID if retesting generates the same result. Samples that produce INVALID results
before and following pretreatment should be reported as INVALID.

POSITIVE Valid positive control result. Reagents active at time of use, Alethia Reader performing correctly.
Incorrect control result. Repeat the control tests as the first step in determining the root cause of the
NEGATIVE failure. If control failures are repeated please contact Meridian’s Technical Services Department at
1-800-343-3858 (US) or your local distributor.

Positive Control No reportable result. Repeat entire assay run using original samples. If the repeated control result
is INVALID, please contact Meridian’s Technical Services Department at 1-800-343-3858 (US) or your
INVALID local distributor.

Improper sample preparation, reagent failure, instrument failure or internal control failure.

Incorrect control result. Repeat the control tests as the first step in determining the root cause of the
POSITIVE failure. If control failures are repeated please contact Meridian’s Technical Services Department at
1-800-343-3858 (US) or your local distributor.

NEGATIVE Valid negative control result. Reagents active at time of use, Alethia Reader performing correctly.
Negative Control No reportable result. Repeat entire assay run using original samples. If the repeated control result
is INVALID, please contact Meridian’s Technical Services Department at 1-800-343-3858 (US) or your
INVALID local distributor.

Improper sample preparation, reagent failure, instrument failure or internal control failure.
No Alethia Test Device in the Alethia Reader Well.

OR
EMPTY WELL NONE
The Alethia Test Device present is compromised due to sample preparation failure, dirty device or
improperly seated device.

Repeat the test using original sample.

a|S481 is found in multiple copies in B. pertussis (50 to 238 copies/genome), in B. holmesii (8 to 10 copies/genome) and less frequently in B. bronchiseptica.

OPTIONAL SAMPLE PRETREATMENT/TREATMENT TO ELIMINATE REACTION INHIBITORS
The following method can be used to remove the inhibitory activity of biological substances in a patient’s sample.

Preparation of Pretreatment Reagent
1. Reconstitute lyophilized Pretreatment Reagent by adding 2.5 mL deionized water to the vial. Recap the vial.
2. Allow the reconstituted Pretreatment Reagent to stand at 21-30 C for 30 minutes, then mix gently to avoid foaming.
3.  Store the reconstituted Pretreatment Reagent in one of two ways:
a.  Store reconstituted Pretreatment Reagent in its original vial at 2-8 C for up to one month. Label the vial with its new expiration date, or
b. Immediately transfer 0.1 mL or larger aliquots of the reconstituted reagent to labeled microcentrifuge tubes, cap securely and freeze the aliquots in a nondefrosting freezer at
<-20 C. Frozen aliquots are stable to the original expiration of the lyophilized material. Thaw each frozen aliquot no more than once before use. Thawed aliquots can be stored
at 2-8 C for up to one week.
4. Warm reconstituted Pretreatment Reagent to 21-30 C before use. Mix gently to avoid foaming. Do not use the Pretreatment Reagent solution if it appears cloudy or turbid.

Treatment of Previously Prepared Samples for Retesting:
1a. Swabs (rayon, nylon or flocked):

i. Add 50 pL of reconstituted Pretreatment Reagent to the Sample Buffer tube containing the patient's sample (remaining from SPECIMEN PREPARATION step 1.a.i.) and vortex
for 10-15 seconds to mix the contents. The treated sample should not be stored beyond the original eluted specimen hold time described in step 1 of the SPECIMEN
PREPARATION section above.

ii. Transfer 50 pL of the medium to a labeled Assay Control/Negative Control tube and cap.

1b. ESwab medium:

i. Transfer 500 pL of ESwab medium inoculated with the patient's sample (from the ESwab collection tube) to an empty tube.

ii. Add 50 pL of reconstituted Pretreatment Reagent to the tube and vortex for 10-15 seconds to mix the contents. The treated sample should not be stored beyond the original
eluted specimen hold time described in step 1 of the SPECIMEN PREPARATION section above.

iii.  Transfer 25 pL of the medium to a labeled Assay Control/Negative Control tube and cap.

2.  Complete Steps 2-5 of the SPECIMEN PREPARATION section and proceed to testing.

Pretreatment of Untested Samples:
1a. Swabs (rayon, nylon or flocked):
i. Add 50 pL of reconstituted Pretreatment Reagent to a labeled Sample Buffer tube.
ii. Place the swab specimen in the Sample Buffer tube. Cut the swab shaft to ensure the sample fits in the tube. Elute the sample by vortexing for 45-60 seconds. The treated,
eluted sample may be held at room temperature (21-30 C) for up to 48 hours or refrigerated (2-8 C) for up to 7 days prior to testing.
iii.  Transfer 50 pL of the medium to a labeled Assay Control/Negative Control tube and cap.
1b. ESwab medium:
i. Vortex the ESwab tube containing the swab sample for a minimum of 10 seconds to elute the sample.
ii. Transfer 500 pL of ESwab medium inoculated with the patient's sample to an empty tube.
iii. Add 50 pL of reconstituted Pretreatment Reagent to the tube and vortex for 10-15 seconds to mix the contents. The treated sample should not be stored beyond the original
eluted specimen hold time described in step 1 of the SPECIMEN PREPARATION section above.
iv.  Transfer 25 pL of the medium to a labeled Assay Control/Negative Control tube and cap.
2.  Complete Steps 2-5 of the SPECIMEN PREPARATION section and proceed to testing.



QUALITY CONTROL

This test should be performed per applicable local, state, or federal regulations or accrediting agencies.

1. Each device contains an internal control chamber that controls for amplification inhibition, assay reagents and sample processing effectiveness.

2. The heat-treatment step is monitored with an external thermometer and interval timer. Use the max/min temperature memory of the thermometer to ensure that a temperature of
95 + 5 C is maintained. Use the interval timer to ensure that heat-treatment duration is 10 + 2 minutes.

3. Good laboratory practice recommends the use of control materials. Users should follow the appropriate federal, state and local guidelines concerning the running of external quality
controls.

4.  Alethia Pertussis External Control Reagents are supplied separately (Catalog 479930). It is recommended that reactivity of each new lot and each new shipment of Alethia Pertussis
be verified on receipt or before use. External control tests should be performed thereafter in accordance with appropriate federal, state and local guidelines. The Alethia Pertussis
test kit should not be used in patient testing if the external controls do not produce the correct results.

5. A separate device must be used for each external control reagent.

EXPECTED VALUES
Overall incidence of B. pertussis as detected by the Alethia Pertussis Assay in prospectively and retrospectively collected, non-selected specimens (all comers) during the period of this
study was 8.2% (57/692).

LIMITATIONS OF THE PROCEDURE
1. The Alethia Pertussis assay targets the 1IS481 insertional element of the Bordetella genome. The IS481 insertional element is present in B. pertussis, B. holmesii and some strains
of B. bronchiseptica.

2. This product can be used only with the Alethia instrument.
3.  The Alethia Pertussis DNA assay is a qualitative assay and does not provide quantitative values or information about organism load.
4.  This device has not been evaluated for monitoring treatment of B. pertussis infections.
5. This test has not been evaluated for specimens other than nasopharyngeal swab specimens, for immunocompromised individuals or from patients not suspected of infection with
B. pertussis.
6. Results from this test must be correlated with the clinical history, epidemiological data, and any other data available to the clinician.
7. Prevalence of B. pertussis will affect the positive and negative predictive values for the assay.
8.  B. parapertussis which causes a pertussis-like illness is not detected by the Alethia Pertussis DNA assay. lliness caused by B. parapertussis is generally milder than illness caused

by B. pertussis because the bacteria do not produce pertussis toxin.

9. Respiratory infections can be caused by B. pertussis as well as other pathogens. Positive results do not preclude coinfection with other respiratory pathogens. False-negative
B. pertussis results are more likely if patients are tested later in the disease course (more than two weeks after symptom onset), due to declining Bordetella DNA. False-negative
results may also be increased in patients treated with antibiotic therapy.

10. Environmental contamination of an exam room from a prior patient or a recent pertussis vaccination administration may result in false-positive test results.

11.  The detection of nucleic acid is dependent upon proper specimen collection, handling, transportation, storage and preparation. Failure to observe proper procedure in any one of
these steps can lead to incorrect results.

12.  Organism nucleic acids may persist in vivo, independent of organism viability. The Alethia Pertussis assay does not distinguish between viable and nonviable organisms.

13.  As with all molecular based diagnostic tests, (A) False negative results may occur from the presence of inhibitors, technical error, sample mix-up or low numbers of organisms in the
clinical specimen; (B) False positive results may occur from the presence of cross-contamination by target organisms, their nucleic acids or amplified product, and from non-specific
signals.

14. Acetyl salicylic acid, as found in aspirin, produced invalid results when tested at concentrations above 5 mg/mL during B. pertussis strain BAA-589 Limit of Detection replicate testing.

SPECIFIC PERFORMANCE CHARACTERISTICS

The Alethia Pertussis DNA Amplification Assay was evaluated from December 2012 to July 2013 by independent clinical test sites representing geographically distinct regions throughout
the United States. A total of 729 qualified nasopharyngeal (NP) swab specimens collected from patients suspected of respiratory infections due to B. pertussis were evaluated with the test
device to establish performance characteristics. Specimens were leftover, de-identified specimens that had previously been submitted for routine B. pertussis testing. Specimens included
in performance evaluation were prospective (never frozen) and retrospective (frozen prior to Alethia testing). The retrospective population included non-selected (all-comers) and selected
specimens.

The performance of Alethia Pertussis was compared to a Composite Reference Method that included two manufacturer validated, IS481-targeted real-time PCR assays (PCR1 and PCR2)
followed by bi-directional sequencing of amplicon from PCR positive specimens.

The PCR1 and PCR2 assay protocols included 40 amplification cycles. Bi-directional sequencing was performed for all specimens producing amplicon prior to the end of the 40-cycle
amplification. Specimens were considered positive when bi-directional sequencing results from either comparator PCR assay confirmed the presence of B. pertussis amplicon. Specimens
were considered negative when neither comparator PCR assay produced amplicon at the end of the 40-cycle amplification.

A total of 508 (69.7%) prospective and 221 (30.3%) retrospective specimens were tested. Invalid results were obtained for 13 specimens (1.8%); two specimens remained invalid after
repeat testing. Two prospective and two retrospective specimens produced indeterminate comparator PCR results. Table 1 summarizes Alethia performance characteristics.

Table 1. Alethia Assay Performance

- - Positive Specimens Negative Specimens Invalid
Specimen Description é::::;i:r:tso_r PPAS 95% Cl é::::;i:r:tso_r NPA 95% Cl Results®
Composite Method Comparator, All Comers
Prospective 39/45 86.7% 73.8-93.7% 447/459 97.4% 95.5 -98.5% 2(13)
Retrospective 4/4 100.0% 51.0 - 100.0% 176/178 98.9% 96.0 — 99.7% 0
Total: 43/49 87.8% 75.8 —-94.3% 623/637 97.8% 96.3 - 98.7% 2(13)
Composite Method Comparator, Selected Specimens
Retrospective 19/21 90.5% 71.1-97.3% 14/16 87.5% 64.0 — 96.5% 0

a Eight specimens produced false-negative Alethia results when compared to the Composite Comparator Method. Six of the eight specimens produced detectable levels of DNA between
35 and 40 comparator assay amplification cycles and were confirmed positive by bi-directional sequencing. Three of these six specimens gave positive results in only one of the two
comparator PCR/Sequencing assays.

b 11/13 initial invalid specimens produced valid results upon repeat testing.

False-negative Alethia results were individually evaluated at the conclusion of clinical testing. The Cycle threshold (Ct) values produced during comparator assay testing were above 35
for one or both PCR/Bi-directional sequencing assays for six of the eight specimens evaluated. High Ct values in PCR assays may indicate that low levels of DNA are present.? False-
negative Alethia results and corresponding Composite Comparator data are shown in Table 2.



Table 2. False-Negative Alethia Specimens, Comparator Assay Results
PCR1 PCR2
Specimen Designation Specimen Status Ct Value Bi-Dire_zctionaI Ct Value Bi-Dir(_ectionaI
Sequencing Result Sequencing Result
1-19 Prospective 34.90 + 33.85 +
1-29 Prospective Negative N/A 37.69 +
1-259 Prospective 34.07 + 35.09 +
1-269 Prospective 35.72 + Negative N/A
1-275 Prospective Negative N/A 39.13 +
3-33 Prospective 39.28 + 35.80 +
4-710 Retrospective 36.87 + 36.06 +
4-712 Retrospective 37.44 + 38.41 +
Performance characteristics for the Alethia assay were evaluated according to Clinical Test Site. Table 3 shows performance characteristics by Clinical Test Site.
Table 3. Alethia Assay Performance by Clinical Test Site
Positive Specimens Negative Specimens | lid
. L nvali
Specimen Description f f
Alethia vs. PPA 95% CI Alethia vs. NPA 95% CI Results b
Comparator Comparator
Composite Method Comparator, All Comers
Site 1 35/40 87.5% 73.9 -94.5% 440/450 97.8% 96.0 — 98.8% 2(13)
Site 2 4/4 100.0% 51.0 - 100.0% 67/69 97.1% 90.0 - 99.2% 0(2)
Site 3 01 0.0% 0.0 -79.3% 77 100.0% 64.6 — 100.0% 0(0)
Site 4 4/4 100.0% 51.0 - 100.0% 109/111 98.2% 93.7 - 99.5% 0(0)
Composite Method Comparator, Selected Specimens
Site 1 15/15 100.0% 79.6% - 100.0% 6/8 75.0% 40.9 - 92.9% 0(0)
Site 4 4/6 66.7% 30.0 - 90.3% 8/8 100.0% 67.6 — 100.0% 0(0)

Clinical studies were conducted with multiple nasopharyngeal swab and sample elution buffer types. Sample buffers tested during clinical studies included 0.85% Saline (n=30 or 4.1%),
Tris EDTA (n=8 or 1.1%) and Molecular Grade Water (n= 687 or 94.2%). All sample buffers were used in 0.5 mL volumes. Analytical studies were performed with 0.85% Saline, Tris

EDTA, Phosphate Buffered Saline (PBS) and Molecular Grade Water. Analytical studies established equivalence between all sample elution buffer types.

Age information was known for 723 (99.2%) of the patients from whom samples were tested. Patient age ranged from 1 month to 88 years. Thirty-eight (5.2%) patients were less than

1 year of age; 13 (1.8%) were between 1 and 2 years old; 296 (40.6%) were between 2 and up to 12 years, 157 (21.5%) were between 12 and up to 21 years, 190 (26.0%) were above 21

but below 65 years, and the remaining 29 (4.0%) patients were above 65 years of age.

The study population included 413 (56.7%) female and 308 (42.2%) male patients. Gender was unknown for 8 (1.1%) patients included in the study. There is no expectation that the

Alethia Pertussis assay performance characteristics are influenced by patient gender.

Studies using Pretreatment Reagent

Use of the Pretreatment Reagent was evaluated in external studies conducted from April to June 2015 at four selected test sites with prospectively collected specimens from symptomatic
patients. Of the 164 samples collected for this study, 145 met study criteria. The majority of samples submitted to the test sites were collected with rayon tipped swabs; one sample was
collected with a flocked nylon swab and three samples with a polyester swab. The majority of the samples were tested on the same day of collection. Collected specimens were tested
immediately after collection, first using the predicate testing swab method, with retesting of all invalid results. Following testing with the predicate method the same specimens were then
treated with the Pretreatment Reagent and tested after pretreatment with any invalid result retested. All predicate, invalid and pretreatment testing was completed within a 24 hour period.
Of the 19 samples producing invalid test results by the predicate method, 15 were repeatedly invalid on retesting; three were negative and one positive on retesting. Following addition of
Pretreatment Reagent the 19 samples that initially gave invalid results produced 17 negative and two positive results. Six samples gave a result with the predicate method, but produced

an invalid result upon treatment with the Pre-treatment Reagent. The data is presented in Table 4 below.

Table 4. Method Comparison: Pretreatment Reagent versus Predicate Method (without Pretreatment Reagent)

Test Sites Percent Agreement (Samples in Agreement/Total Tested)

(Cl: 84.6-98.1%)

(Cl: 70.2-98.8%)

(Cl: 79.6-100%)

(Cl: 87.1-100%)

Site 1 Site 2* Site 3 Site 4 Total
PPA 87.5% (6/7) 0% (0/0) 100% (2/2) 100% (6/6) 93.3% (14/15)
(Cl: 48.7-97.4%) (Cl: 34.2-100%) (Cl: 61.8-100%) (CI: 70.2-98.8%)
NPA 94.3% (50/53) 93.3% (14/15) 100% (15/15) 100% (26/26) 96.3% (105/109)

(Cl: 90.9-98.6%)

Initial Invalid Rate
without Pretreatment
Reagent

1.6% (1/63)

0% (0/16)

37.0% (10/27)

20.5% (8/39)

13.1% (19/145)

Initial invalid rate with
Pretreatment Reagent

4.8% (3/63)

6.25% (1/16)

3.7% (1/27)

2.6% (1/39)

4.1% (6/145)

* Site 2 data represents first pass data only as this site did not retest INVALID untreated samples, as required by the package insert, and before treating INVALID samples with Pretreatment

Reagent. All other sites repeated INVALID test samples before pretreating samples.




ANALYTICAL SENSITIVITY
The analytical sensitivity or Limit of Detect for the Alethia Pertussis assay was determined for B. pertussis strain ATCC BAA-589, Tahoma .

Limit of Detection was determined using 60 replicates B. pertussis strain ATCC BAA-589 and a stated probability (eg. 95%, where 57/60 replicates are positive) of obtaining positive
responses. Analytical sensitivity testing is summarized below.

B. pertussis Strain Description CFU/mL CFU/Test
ATCC BAA-589 (Tahoma I) 3265 1.48

ASSAY REACTIVITY

The following B. pertussis strains were tested and produced positive reactions at 3265 CFU/mL or 1.48 CFU/Test with Alethia Pertussis: ATCC 12743; ATCC 8478; ATCC 8467; ATCC
9797; ATCC 53894; ATCC 10380; ATCC 12742; and A639. The following B. pertussis strains were tested and produced positive reactions at 3500 CFU/mL or 1.59 CFU/test with Alethia
Pertussis: ATCC 51445 and ATCC BAA-1335.

REPRODUCIBILITY

Reproducibility studies were carried out by three of the four participating Clinical Sites. Blind-coded panels of 10 samples were supplied to participating laboratories. Samples were
randomly sorted within each panel to mask sample identities. The panels included contrived samples manufactured as moderate positive samples (1.31 x 104 CFU/mL or 6 CFU/test), low
positive samples (4.89 x 103 CFU/mL or 2 CFU/test); and high negative samples (8.2 CFU/mL or 0.004 CFU/test). The panel also included one negative sample, positive control and
negative control. Testing was performed by different operators at each site on the same day (intra-assay variability) for five days (inter-assay variability). Three lots of Alethia Pertussis
and six Alethia instruments were used in this study. Positive and Negative Controls were tested each day of testing. The results are provided in the table below:

Site 1 Site 2 Site 4 Total

Sample Type Percent Agreement Percent Agreement Percent Agreement Percent Agreement
Moderate Positive 30/30 100.0% 30/30 100.0% 30/30 100.0% 90/90 100.0%
Low Positive 27/30 90.0% 29/30 96.7% 30/30 100.0% 86/90 95.6%
High Negative 26/30 86.7% 23/30 76.7% 29/30 96.7% 78/90 86.7%
Negative 10/10 100.0% 9/10 90.0% 10/10 100.0% 29/30 96.7%
Negative Control 10/10 100.0% 10/10 100.0% 10/10 100.0% 30/30 100.0%
Positive Control 10/10 100.0% 10/10 100.0% 10/10 100.0% 30/30 100.0%

CROSSREACTIVITY

Crossreactivity studies were performed with positive and negative nasal wash specimens inoculated with bacterial or fungal organisms to a final concentration of 1.0 x 108 CFU/mL or virus
at a minimum of 1.0 x 105 TCIDso/mL. None of the following organisms reacted with Alethia Pertussis: Acinetobacter baumannii, Acinetobacter calcoaceticus, Acinetobacter Iwoffii,
Actinomyces odontolyticus, Arcanobacterium haemolyticum, Bacillus subtilis, Bacteroides fragilis, Bordetella avium, Bordetella hinzii, Bordetella parapertussis, Bordetella petrii, Bordetella
trematum, Burkholderia cepacia, Candida albicans, Candida glabrata, Chlamydia pneumoniae, Chlamydia trachomatis, Citrobacter freundii, Clostridium difficile, Corynebacterium
diphtheriae, Corynebacterium pseudodiphtheriticum, Enterobacter cloacae, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Escherichia coli (ESBL), Fusobacterium nucleatum, Haemophilus
influenzae, Haemophilus parainfluenzae, Klebsiella oxytoca, Klebsiella pneumoniae (KPC), Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus plantarum, Legionella jordanis, Legionella longbeachae,
Legionella micdadei, Legionella pneumophila, Listeria monocytogenes, Moraxella catarrhalis, Mycobacterium tuberculosis, Mycoplasma genitalium, Mycoplasma hominis, Mycoplasma
pneumoniae, Neisseria cinerea, Neisseria elongata, Neisseria gonorrhoeae, Neisseria meningitidis, Nocardia asteroides, Peptostreptococcus anaerobius, Proteus mirabilis, Proteus
vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, Serratia liquefaciens, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Stenotrophomonas maltophilia, Streptococcus
anginosus (Group F), Streptococcus bovis (Group D), Streptococcus canis (Group G), Streptococcus dysgalactiae ssp. dysgalactiae, Streptococcus dysgalactiae ssp. equisimilis
Streptococcus intermedius, Streptococcus mitis, Streptococcus mutans, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Streptococcus salivarius, Streptococcus suis, Ureaplasma
urealyticum, Adenovirus, Coronavirus, Coxsackievirus, Cytomegalovirus, Epstein Barr Virus, Herpes Simplex Virus 1, Herpes Simplex Virus 2, Human Metapneumovirus, Influenza A,
Influenza B, Measles virus, Mumps virus, Parainfluenza virus 1, Parainfluenza virus 2, Parainfluenza virus 3, Respiratory syncytial virus A, Respiratory syncytial virus B, Rhinovirus.

B. bronchiseptica Strain 4617 and B. holmesii were tested at 1.0 x 108 CFU/mL and were found to react with the Alethia Pertussis assay.

Unexpected results were observed during original testing of specimens containing B. hinzii, H. parainfluenzae and M. genitalium. One of three negative sample replicates containing B.
hinzii produced a false-positive result that was not confirmed with further testing (20/20 replicates). Three of three negative sample replicates containing H. parainfluenzae produced false-
positive results that were not confirmed with further testing (20/20 replicates). Three of three B. pertussis positive sample replicates produced invalid results that were not confirmed with
further testing (10/10 replicates). Three of three negative sample replicates containing M. genitalium produced invalid results that were not confirmed with further testing (10/10 replicates).
As repeat testing using a heightened number of replicates did not confirm original results, B. hinzii, H. parainfluenzae and M. genitalium are not considered cross-reactive or interferents in
Alethia Pertussis testing.

TESTS FOR INTERFERING SUBSTANCES

The following chemical substances, at the specified saturated solvent/diluent concentrations, do not interfere with test results: Acetaminophen (10 mg/mL), Advil® [ibuprofen (10 mg/mL)],
Afrin® Decongestant Nasal Spray [Oxymetazoline hydrochloride (0.0005% w/v)], Albuterol Sulfate [salbutamol sulfate (1% wi/v)], Aspirin (5 mg/mL), Coricidin® HBP Cold/Flu Tablets
[Acetaminophen (3.26 mg/mL), Chlorpheniramine maleate (0.02 mg/mL)], Diphenhydramine HCI (0.25 mg/mL), Erythromycin (2% w/v), Mupirocin (2% w/v), Petroleum Jelly [white
petrolatum (1% w/v)], Robitussin® Cough+Chest Congestion DM Cough Syrup [dextromethorphan HBr (0.1 mg/mL), Guaifenesin (1.0 mg/mL)], Suphedrine PE [phenylephrine HCI (0.3
mg/mL)], Saline Nasal Spray [sodium chloride (0.0065% w/v)], Smokeless Tobacco (snuff) (1% w/v), Tobramycin (0.6 mg/mL), Vicks® VaporRub® [camphor (0.48% w/v), eucalyptus oil
(0.12% w/v), menthol (0.26% wi/v)].

Ibuprofen (10 mg/mL) produced invalid results (3/6 replicates) during original testing of contrived B. pertussis specimens. All repeat testing produced positive results (10/10 replicates). As
the original results were not confirmed, Ibuprofen (10 mg/mL) is not considered an interfering substance.

Aspirin was found to interfere with Alethia Pertussis testing at concentrations greater than 5 mg/mL.

The following biological substances, at the specified saturated solvent/diluent concentrations, do not interfere with test results: Human DNA (200 ng/pL), Mucin [bovine submaxillary gland
type I-S (1% w/v)], Whole blood (1% v/v).
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FINALITA USO
Il test di amplificazione del DNA Alethia Pertussis, eseguito sul lettore Alethia, & un esame diagnostico in vitro qualitativo per il rilevamento diretto di Bordetella pertussis in campioni umani
prelevati con tamponi nasofaringei ottenuti da pazienti con sospetta infezione del tratto respiratorio da Bordetella pertussis.

Il test Alethia Pertussis utilizza la tecnologia LAMP (loop-mediated isothermal DNA amplification, amplificazione isotermica del DNA loop-mediata) per il rilevamento di B. pertussis
identificando la sequenza di inserzione 1S481 del genoma di B. pertussis. La sequenza di inserzione 1S481 puo essere individuata anche in B. holmesii e in alcuni ceppi di B. bronchiseptica.
L’infezione respiratoria da B. pertussis, B. holmesii o B. bronchiseptica pud produrre risultati positivi nei test di rilevazione di IS481. L’infezione da B. holmesii pud causare un quadro clinico
simile a quello da B. pertussis e sono state segnalate epidemie miste che coinvolgono entrambe le infezioni da B. pertussis e B. holmesii. Qualora si rendesse necessario differenziare
B. holmesii e B. pertussis, andrebbero effettuati ulteriori test. Nell'uomo, la B. Bronchiseptica & una causa di infezione rara. Quando i fattori clinici suggeriscono che la B. Pertussis potrebbe
non essere la causa dell'infezione respiratoria, dovrebbero essere eseguite indagini cliniche appropriate in base alle linee guida pubblicate.

Risultati negativi al test di amplificazione del DNA Alethia Pertussis non precludono I'infezione da Bordetella pertussis e risultati positivi non escludono una co-infezione con altri agenti
patogeni del tratto respiratorio. | risultati del test Alethia Pertussis devono essere utilizzati congiuntamente alle informazioni ottenute durante la valutazione clinica del paziente come ausilio
nella diagnosi di infezione respiratoria da B. Pertussis e non devono essere usati quale unica base per il trattamento o per altre decisioni relative alla gestione del paziente.

Il test Alethia Pertussis & inteso per I'utilizo in ospedale, laboratori statali o centri di riferimento. |l dispositivo non & inteso per 'uso come “point-of-care”.

SOMMARIO E SPIEGAZIONE DEL TEST
Il test di amplificazione del DNA Alethia Pertussis si basa sulla tecnologia LAMP.".2 || test ha come bersaglio una sequenza di 198 paia di basi (bp) del genoma di Bordetella pertussis che
si trova in una regione della sequenza di inserzione 1S481.

L’amplificazione loop-mediata utilizza primer specificamente disegnati per fornire 'amplificazione isotermica specifica e continua del DNA. Un sottoprodotto di questa amplificazione ¢ il
magnesio pirofosfato, che forma un precipitato bianco che rende torbida la soluzione di reazione. Le caratteristiche di assorbanza della soluzione di reazione vengono monitorate
dall'incubatore/lettore Alethia Meridian. Le variazioni nelle caratteristiche di assorbanza della soluzione di reazione creata dalla precipitazione del magnesio pirofosfato indicano la presenza
del DNA bersaglio. L'assenza del DNA bersaglio non determina un cambiamento significativo nell'assorbanza del campione.

Il kit Alethia Pertussis include il Reagente di Controllo/Controllo Negativo Alethia Pertussis, i Dispositivi Test Alethia Pertussis, il Tampone di Reazione Alethia Pertussis e I'olio minerale.
Il Reagente di Controllo/Controllo Negativo del test Alethia utilizzato per la diluizione e la preparazione del campione, & una soluzione tampone contenente E. Coli trattato con formalina
che ospita il DNA di Staphylococcus aureus. |l Dispositivo Test Alethia Pertussis contiene un granulo liofilizzato in ognuna delle due camere: una camera TEST con primer specifici per
1S481 e una camera CONTROLLO con primer specifici per S. Aureus. 1l DNA di S. Aureus nel Reagente di Controllo/Controllo Negativo del test e i primer specifici per S. Aureus nella
camera di CONTROLLO funzionano come controllo interno per il test. Nella preparazione del campione, il campione del paziente viene aggiunto al Reagente di Controllo/Controllo Negativo
del test. L’aggiunta del campione alla provetta del Reagente di Controllo/Controllo Negativo del test combina il campione di DNA con il DNA di controllo di S. Aureus e consente
I'elaborazione parallela del DNA bersaglio e del DNA di Controllo attraverso la sua amplificazione e rilevamento. Il controllo interno monitora l'inibizione dell’amplificazione, la prestazione
del reagente analitico e I'efficacia dell’elaborazione del campione. La sequenza bersaglio di S. Aureus deve essere amplificata e rilevata nella reazione finale, altrimenti il test & considerato
invalido e i risultati del paziente non vengono refertati.

Il lettore Alethia monitora le variazioni nelle caratteristiche di assorbanza misurando la trasmissione della luce attraverso le soluzioni di reazione contenute nelle camere Test e Controllo.
La trasmissione della luce viene controllata all'inizio dell'esecuzione dell’analisi (Signaliitai, Si) nonché alla fine (Signalnai, St). Il lettore Alethia calcola la variazione nella trasmissione della
luce fra la fine e I'inizio dell'analisi (S+:Si) e confronta il rapporto con un valore stabilito di cut-off.

| valori stabiliti di cut-off per la camera TEST sono utilizzati per refertare i risultati del campione. | rapporti St:Sidella camera TEST inferiori al’'82% sono refertati come “POSITIVI”; i rapporti
St:Sidella camera TEST superiori o pari al’82% sono refertati come “NEGATIVI”. [ valori numerici non sono riportati.

| valori stabiliti di cut-off per la camera CONTROLLO sono utilizzati per determinare la validita. | rapporti St:Sidella camera CONTROLLO inferiori al 90% sono considerati validi e consentono
di refertare i risultati della camera TEST (POSITIVO, NEGATIVO). | rapporti S:Sidella camera CONTROLLO superiori o pari al 90% sono considerati non validi e impediscono di refertare
i risultati della camera TEST. Le reazioni della camera CONTROLLO non valide sono riportate come “NON VALIDE”. [ valori numerici non sono riportati.

Per la reazione della camera CONTROLLO valgono criteri di cut-off piu rigorosi per garantire che I'amplificazione non sia inibita, i reagenti reagiscano come previsto e I'elaborazione del
campione avvenga correttamente.

PRINCIPI BIOLOGICI

Bordetella pertussis &€ un agente patogeno umano responsabile esclusivamente per la malattia respiratoria endemica della tosse convulsa (pertosse); una malattia notificata pubblicamente
che ha colpito piu di 200,000 persone al mondo nel 2012. La tosse convulsa € attualmente la sola malattia negli Stati Uniti che mostra una tendenza all'incremento di casi riportati e
morbilita sostanziale nonostante la disponibilita di un vaccino.? | Centri per la prevenzione e il controllo delle malattie (CDC) degli Stati Uniti hanno riportato circa 48,300 casi di pertosse
nel 2012, una media di 15,4 casi per 100.000 persone negli Stati Uniti.* | recenti focolai hanno indicato un calo di immunita nei bambini dopo aver ricevuto I'ultima dose di richiamo del
vaccino acellulare, tenendo conto della sensibilita all'infezione da pertosse nella popolazione sia vaccinata che non vaccinata di bambini di eta compresa tra 7 e 11 anni.> ¢

| focolai di pertosse sono particolarmente difficili da controllare in quanto le prime fasi della malattia sono simili ad altre infezioni respiratorie e i pazienti possono rimanere altamente infettivi
fino a 5 settimane dall’inizio dei sintomi.3

La pertosse, inoltre, non viene ufficialmente diagnosticata fino alla presenza della caratteristica tosse convulsa, che si manifesta almeno 2 settimane dalla comparsa dei sintomi.> La
diagnosi clinica della pertosse puo essere eseguita usando test in coltura, test sierologici o test di amplificazione dell’acido nucleico (NAAT). | test in coltura sono altamente specifici ma
la sensibilita & bassa, per ottenere i risultati possono essere necessari fino a 7 giorni e le cellule vitali richieste per la coltura diminuiscono con il progredire della malattia (dopo 2 settimane
dalla comparsa dei sintomi).” | test NAAT invece possono fornire rapidamente i risultati del test e non richiedono batteri vitali. Il test di amplificazione degli acidi nucleici per B. Pertussis €
piu sensibile durante le prime tre settimane di tosse poiché il DNA batterico & presente nel rinofaringe. La quantita di batteri presenti nel rinofaringe diminuisce drasticamente dopo la
quarta settimana di tosse, aumentando la possibilita di ottenere falsi-negativi durante le fasi avanzate dell'infezione.? Inoltre, solo i pazienti sintomatici con tosse dovrebbero essere testati
con i test NAAT per prevenire risultati falsi positivi da contatti diretti asintomatici.? | test sierologici possono essere usati solo per diagnosticare la malattia nelle ultime fasi, circa 2-8
settimane dopo l'inizio della tosse.



REAGENTI/MATERIALI FORNITI
Il numero massimo di analisi eseguibili con questo kit é indicato sulla confezione esterna.

1.

arw

Reagente di Controllo/Controllo Negativo Alethia Pertussis (articolo #2806-02): soluzione tampone Tris contenente E. Coli trattato con formalina che ospita all'interno un
plasmide contenente un segmento del genoma di S. Aureus e sodio azide (0,09%) come conservante. Il Reagente di Controllo/Controllo Negativo del test svolge il ruolo di controllo
interno durante i test su pazienti e di controllo negativo esterno durante i test routinari di controllo qualita.

Dispositivo Test Alethia Pertussis (articolo #2820): dispositivo a due camere contenente i reagenti di amplificazione liofilizzati (DNA polimerasi, deossinucleotidi trifosfato) e i
primer specifici per IS481 (camera TEST) o i primer di controllo (camera CONTROLLO).

Tampone di Reazione Alethia Pertussis (articolo #2811-02): soluzione tampone Tris-EDTA contenente sodio azide (0,09%) come conservante.

Olio minerale (articolo #14298-01) (bottiglia con tappo contagocce)

Reagente di Pretrattamento Alethia (articolo #1411) (per procedura di trattamento facoltativo del campione): reagente liofilizzato contenente agente neutralizzante e sodio
azide (0,1%) come conservante. Ogni fiala contiene reagente sufficiente per il trattamento di 50 campioni.

MATERIALI FORNITI SEPARATAMENTE
Kit di controllo esterno Alethia Pertussis, numero di catalogo: 479930

MATERIALI NON FORNITI

1. Guanti in lattice monouso, senza talco

2. Puntali per pipetta privi di Dnasi/Rnasi e resistenti alla contaminazione da aerosol

3.  Sistema di prelievo e trasporto dei campioni
Tamponi nasofaringei: poliestere (capacita minima 18 pL, ad es. Puritan Medical Products, n. Di catalogo 25-801D 50); Rayon (capacita minima 31 yL, ad es. Puritan Medical
Products, n. Di catalogo 25-801R 50); oppure Nylon Floccato (capacita minima 69 uL, ad es. Copan, n. Di catalogo 503CS01 o il tampone n. Di catalogo 482C).

Terreno di trasporto non nutritivo: liquido Amies, senza carbone; oppure liquido Stuart (volume massimo: 1,2 Ml in tampone/spugna)
Sistema di raccolta: Copan Liquido Amies Elution Swab (Eswab™) Sistema di Raccolta e Trasporto (Copan n. Di catalogo 482C)

4. Acqua deionizzata

5 Provette per microcentrifuga

STRUMENTI NON FORNITI

1 Blocco termostatico a secco di 12 mm in grado di arrivare a 95 C

2 Termometro digitale con registrazione della temperatura max/min (es., termometro impermeabile a prova d’urto Traceable® Lollipop™)

3.  Vortex

4.  Timer

5 Micropipetta in grado di dispensare 50 M

6 Pipetta in grado di dispensare 2,5 MI

7 Attrezzatura da taglio (per es., forbici, cesoie, forbici di sicurezza)

8 Lettore Alethia, Meridian Bioscience, Inc. Numero di catalogo: 610189

PRECAUZIONI

1. Tutti i reagenti sono esclusivamente per uso diagnostico in vitro.

2. Non scambiare il Reagente di Controllo/Controllo Negativo del test o i Dispositivi Test tra i lotti. || Tampone di Reazione, il Reagente di Pretrattamento e I'olio minerale sono
intercambiabili, a patto che non siano ancora scaduti quando vengono utilizzati.

3. Seguire il livello di biosicurezza 2 e le buone pratiche di laboratorio durante I'esecuzione dei test.® Trattare tutti i campioni e i dispositivi di analisi usati come capaci di trasmettere
agenti infettivi. Non mangiare, bere o fumare in aree in cui vengono manipolati i campioni o i reagenti del kit.

4. Indossare guanti monouso per la manipolazione dei campioni e subito dopo lavarsi a fondo le mani.

5. Applicare i programmi di controllo qualita per i laboratori di analisi molecolari che comprendano impiego e manutenzione adeguati dell’apparecchiatura.’®

6. Il Dispositivo Test Alethia Pertussis contiene reagenti liofilizzati. La busta protettiva non deve essere aperta fino a quando non si & pronti a eseguire I'analisi.

7. Il Dispositivo Test Alethia Pertussis comprende un sistema di chiusura progettato per prevenire la contaminazione dell’area di analisi con il prodotto di amplificazione. NON utilizzare
Dispositivi Test con sistemi di chiusura danneggiati.

8.  Smaltire i Dispositivi Test Alethia subito dopo I'uso, lasciando chiusa la linguetta del dispositivo. NON aprire il Dispositivo Test dopo l'uso. L’apertura del dispositivo dopo
I'amplificazione potrebbe comportare la contaminazione dell’area di analisi con il prodotto di amplificazione.

9. Una preparazione impropria del campione, un reagente deteriorato, un guasto dello strumento o un errore del controllo interno potrebbero invalidare i risultati del test. In questi casi,
il risultato non valido pud essere corretto ripetendo il test. La nasofaringe di alcuni pazienti contiene un inibitore biologico che pud causare anche un risultato non valido. In questi
casi, linibitore causera il ripetersi di risultati non validi a meno che il campione non venga trattato per rimuovere l'agente interferente. (Vedere la sezione su
TRATTAMENTO/PRETRATTAMENTO FACOLTATIVO DEL CAMPIONE per la modalita di trattamento).

10. Le regolamentazioni locali, statali, e regionali per la notifica di malattie soggette a notifica obbligatoria sono continuamente aggiornati e includono un certo numero di organismi al fine
di garantire la sorveglianza ed il controllo delle epidemie.2 b Inoltre, il CDC (Centri per il Controllo delle Malattie USA) raccomanda che quando un patogeno reponsabile di una mallatia
soggetta a notifica, viene rilevato mediante un metodo diagnostico non basato sulla coltura, il laboratorio deve facilitare I'ottenimento e 'isolamento del materiale clinico per il
successivo invio agli appropriati laboratori di sanita pubblica, a quindi facilitare la rilevazione dell’epidemia e le investigazioni epidemiologiche. | laboratori hanno la responsabilita di
seguire le loro normative statali e/o locali e dovrebbero consultare i propri laboratori di sanita pubblica e/o le linee guida per I'isolamento e la presentazione di campioni clinici.

a. Sintesi delle Malattie soggette a Notifica. Negli USA MMWR
http://www.cdc.gov/mmwr/PDF/wk/mm6153.pdf; In Italia http://www.simi.iss.it/normativa.htm

b.  Analisi CIFOR dell’Autorita Giudiziaria di Stato.
http://www.cifor.us/documents/CIFORAnalysisStatelL egalAuthorities.pdf

11. Qualsiasi incidente grave verificatosi in relazione al dispositivo deve essere segnalato a Meridian Bioscience, Inc., 3471 River Hills Drive, Cincinnati, Ohio 45244 USA o al Centro di
assistenza tecnica al numero 1-800-343-3858 e all’autorita competente dello Stato membro dell’'UE in cui si trovano il medico e/o il paziente.

12. IMPORTANTE: per ulteriori informazioni sulla sicurezza e sui pericoli, consultare la SDS.

DICHIARAZIONI DI PERICOLO E PRUDENZA

avvertenza

Pericolo

indicazioni di pericolo

H302 - Nocivo se ingerito

H334 — Puo provocare sintomi allergici o asmatici o difficolta respiratorie se inalato

Contiene Proteinase, streptomyces griseus

Consigli di Prudenza — UE (§28, 1272/2008)

P261 — Evitare di respirare la polvere/ i fumi/ i gas/ la nebbia/ i vapori/ gli aerosol.

. P284 - Quando la ventilazione del locale ¢ insufficiente indossare un apparecchio di protezione respiratoria.
Alethia Pretreatment Reagent P304 + P340 - IN CASO DI INALAZIONE: trasportare I'infortunato all’aria aperta e mantenerlo a riposo in posizione che
favorisca la respirazione.

P342 + P311 - In caso di sintomi respiratori: contattare un CENTRO ANTIVELENI o un medico



http://www.cifor.us/documents/CIFORAnalysisStateLegalAuthorities.pdf
http://www.simi.iss.it/normativa.htm
http://www.cdc.gov/mmwr/PDF/wk/mm6153.pdf

STABILITA E CONSERVAZIONE
La data di scadenza ¢ riportata sull’etichetta del kit. Conservare il kit a 2-30 C.

PREPARAZIONE DEI REAGENTI
Assicurarsi che i reagenti del kit siano a temperatura ambiente (21-30 C) prima dell'uso. Si potrebbero ottenere risultati non corretti se i reagenti non vengono portati a temperatura
ambiente prima dell’'uso.

RACCOLTA E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI
Tipo di campione: tamponi nasofaringei

Raccolta del campione: il prelievo dei campioni nasofaringei deve essere eseguito in conformita con le procedure della struttura sanitaria per la raccolta di campioni clinici per I'infezione
da Bordetella pertussis. | campioni nasofaringei devono essere prelevati con i tipi di tamponi adatti (ad es. poliestere, nylon floccato o rayon).

Mettere i tamponi nel terreno di trasporto non nutritivo (ad es. liquido di Amies, senza carbone, oppure liquido di Stuart o terreno Copan eSwab) oppure conservarli senza conservante in
una provetta sterile senza terreno.

| campioni senza conservante o i campioni conservati in un terreno di trasporto dovrebbero essere analizzati il prima possibile, ma possono rimanere a temperatura ambiente (21-30 C)
per un massimo di 5 giorni o refrigerati (2-8 C) per un massimo di 7 giorni prima dell’analisi. Non congelare i campioni.

PREPARAZIONE DEI CAMPIONI:
NOTA: assicurarsi che il lettore Alethia sia acceso e che siano state completate le necessarie verifiche del funzionamento prima di dare inizio alla PREPARAZIONE DEI CAMPIONI.
Consultare il Manuale dell’Operatore del lettore Alethia per ulteriori informazioni sulla configurazione e sul funzionamento dello strumento.
NOTA: La strumentazione di laboratorio utilizzata per la manipolazione dei tamponi (es. forbici, cesoie, forbici di sicurezza, pinze, pinzette), deve essere trattata con un detergente che
distrugga gli acidi nucleici (es. candeggina al 10%) prima di ogni utilizzo. La strumentazione deve essere completamente asciutta prima di manipolare i tamponi.
1. Preparazione del campione
a.  Tamponi (rayon, nylon o floccato):
i. Inserire il tampone con il campione in una provetta del Tampone di Reazione etichettata. Rompere I'asta del tampone per far si che il campione entri nella provetta. Eluire
il campione miscelandolo su vortex per
45-60 secondi. | campioni eluiti possono essere conservati a temperatura ambiente (21-30 C) per un massimo di 48 ore oppure refrigerati (2-8 C) per un
massimo di 7 giorni prima dell’analisi.
ii. Aggiungere 50 pL di campione eluito alla provetta di Reagente di Controllo/Controllo Negativo etichettata e richiuderla.
iii. Ripetere i passaggi della PREPARAZIONE DEL CAMPIONE per tutti i campioni da esaminare.
b.  Terreno ESwab: il terreno all'interno del tubo di raccolta del Sistema ESwab contiene il campione eluito del paziente.
i. Agitare la provetta ESwab contenente il tampone del campione per almeno dieci secondi per eluire il campione.
ii. Trasferire 25 pL del terreno in una provetta di Reagente di Controllo/Controllo Negativo etichettata e richiuderla. (Non trasferire questo materiale nella provetta del
Tampone di Reazione. Va direttamente nella provetta di Reagente di Controllo/Controllo Negativo)
iii. Ripetere i passaggi di PREPARAZIONE DEL CAMPIONE per tutti i campioni di terreno ESwab da esaminare
2. Miscelare su vortex ciascuna provetta di Reagente di Controllo/Controllo Negativo contenente il campione eluito per circa 10 secondi.
3. Riscaldare ciascuna provetta con la miscela di campione/controllo in un blocco termostatico a secco a 95 + 5 C per 10 + 2 minuti. Monitorare la fase del trattamento termico con il
termometro digitale e il timer.
4. Rimuovere ciascuna provetta di campione/controllo dal blocco termostatico a secco. | campioni sottoposti a trattamento termico possono essere tenuti a temperatura ambiente
(21-30 C) fino a 15 minuti prima dell’analisi.
5. Miscelare su vortex per circa 10 secondi.

PROCEDURA DEL TEST

NOTA: E possibile analizzare un massimo di 10 campioni in un singolo ciclo del lettore Alethia.

1. Per ciascun campione estrarre 1 Dispositivo Test Alethia Pertussis dalla busta protettiva. Aprire con attenzione il dispositivo, sollevando il fermo, tenendo le camere in maniera tale
che il reagente liofilizzato non fuoriesca all'apertura. Porre il dispositivo su di una superficie piana o in un portaprovette idoneo.

2. Usando una micropipetta, trasferire prima 50 pL del campione trattato termicamente nella camera del TEST (Sinistra/microsfera bianca), poi trasferire 50 yL del campione trattato
termicamente nella camera del CONTROLLO (Destra/microsfera gialla) del Dispositivo Test Alethia. Fare attenzione a non introdurre aria nella miscela di reazione. Non miscelare
la soluzione di reazione con la pipetta.

3. Aggiungere 1 goccia di olio minerale alla camera TEST e alla camera CONTROLLO. Chiudere il Dispositivo Test Alethia assicurando bene la linguetta di chiusura.

4. Picchiettare il dispositivo sul bancone o agitarlo per rimuovere le bolle d’aria. Esaminare attentamente il Dispositivo Test per verificare la dissoluzione del granulo di controllo/test e
per escludere la presenza di bolle d’aria residue nella provetta e di liquido nella parte superiore del dispositivo. Se si nota la presenza di granuli non disciolti, bolle d’aria o liquido
nella parte superiore del dispositivo, picchiettare il dispositivo sul bancone e ripetere I'ispezione visiva. L'amplificazione e il rilevamento devono iniziare entro 15 minuti.

5. Inserire il Dispositivo Test Alethia nello strumento Alethia e iniziare la reazione di amplificazione e il rilevamento. | risultati saranno visualizzati alla conclusione del ciclo.



INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI

ID campione Risultato riportato Interpretazione
POSITIVO Campione non trattato o pretrattato: Il campione contiene il DNA bersaglio 1S481 di B. pertussis?
NEGATIVO Campione non trattato o pretrattato: Nessun DNA di B. pertussis rilevato.

Campione non trattato: Nessun risultato refertabile. Ripetere il test utilizzando un campione trattato/eluito
con il Reagente di Pretrattamento.

Campione del paziente Campione del paziente con (_affetto inibitorio, prep_arazione del campione non corretta, deterioramento del reagente,
NON VALIDO guasto dello strumento o fallimento del controllo interno.

Campione pretrattato: Nessun risultato riportabile. Non ritrattare campioni gia trattati con il Reagente

di Pretrattamento. | campioni INVALIDI pretrattati possono essere ritestati, se desiderato, e devono essere

riportati come INVALIDI se il re-test genera lo stesso risultato. | campioni che producono risultati INVALIDI

prima e dopo il pretrattamento devono essere riportato come INVALIDI.

POSITIVO Risultato di controllo positivo valido. Reagenti attivi al momento dell'uso, corretto funzionamento del lettore

Alethia.

Risultato del controllo non corretto. Come prima opzione per identificare la causa del fallimento ripetere i test

NEGATIVO di controllo. Se il fallimento dei test di controllo dovesse ripetersi, contattare il Servizio di Assistenza tecnica

Meridian (negli USA 001-800-343-3858) o il Distributore Locale, (in ltalia +390331433636).

Controllo positivo Nessun risultato refertabile. Ripetere I'intero ciclo di analisi usando i campioni originali. Se il controllo

ripetuto risulta essere INVALIDO, contattare il Servizio di Assistenza tecnica Meridian (negli USA 001-800-343-

3858) o il Distributore Locale, (in ltalia +390331433636).

NON VALIDO
Preparazione del campione non corretta, deterioramento del reagente, guasto dello strumento o fallimento del
controllo interno.
Risultato del controllo non corretto. Come prima opzione per identificare la causa del fallimento ripetere i test
POSITIVO di controllo. Se il fallimento dei test di controllo dovesse ripetersi, contattare il Servizio di Assistenza tecnica
Meridian (negli USA 001-800-343-3858) o il Distributore Locale, (in ltalia +390331433636).
Risultato del controllo negativo valido. Reagenti reattivi al momento dell’'uso, corretto funzionamento del lettore
NEGATIVO Alethia
Controllo negativo Nessun risultato refertabile. Ripetere I'intero ciclo di analisi usando i campioni originali. Se il controllo
ripetuto risulta essere INVALIDO, contattare il Servizio di Assistenza tecnica Meridian (negli USA 001-800-343-
NON VALIDO 3858) o il Distributore Locale, (in ltalia +390331433636).
Preparazione del campione non corretta, deterioramento del reagente, guasto dello strumento o fallimento del
controllo interno.
Nessun Dispositivo Test Alethia nel pozzetto del lettore Alethia.
POZZETTO VUOTO NESSUNO OPPURE

Il Dispositivo Test Alethia presente € compromesso a causa di un errore nella preparazione del campione,
dispositivo sporco o non correttamente posizionato. Ripetere il test utilizzando il campione originale.
a|S481 si trova in molteplici copie in B. pertussis (da 50 a 238 copie/genoma), in B. holmesii (da 8 a 10 copie/genoma) e meno frequentemente in B. bronchiseptica.

Pretrattamento/Trattamento opzionale del campione per eliminare gli inibitori della reazione.
Il seguente metodo pud essere utilizzato per rimuovere I'attivita inibitoria delle sostanze biologiche nel campione di un paziente.

Preparazione del Reagente di Pretrattamento
1. Ricostituire il Reagente di Pretrattamento liofilizzato aggiungendo 2,5 mL di acqua deionizzata al flacone. Richiudere il flacone.
2. Lasciar riposare il Reagente di Pretrattamento ricostituito a 21-30 C per 30 minuti, quindi mescolare delicatamente per evitare la formazione di schiuma.
3.  Conservare il Reagente di Pretrattamento ricostituito in uno dei due modi:
a. Conservare il Reagente di Pretrattamento ricostituito nel suo flacone originale a 2-8 C per un massimo di un mese. Etichettare il flacone con la sua nuova data di scadenza,
oppure
b.  Trasferire immediatamente 0,1 mL o aliquote maggiori del reagente ricostituito in provette per microcentrifuga etichettate, richiudere saldamente e congelare in congelatore a
<-20 C. Le aliquote congelate sono stabili alla scadenza originale del materiale liofilizzato. Scongelare ciascuna aliquota congelata non piu di una volta prima dell’'uso. Le
aliquote scongelate possono essere conservate a 2-8 C per una settimana al massimo.
4. Riscaldare il Reagente di Pretrattamento ricostituito a 21-30 C prima dell'uso. Agitare delicatamente per evitare la formazione di schiuma. Non utilizzare la soluzione del Reagente
di Pretrattamento se appare torbida.

Trattamento dei campioni preparati precedentemente per essere riesaminati:
1a. Tamponi (rayon, nylon o floccati):

i. Aggiungere 50 pL di Reagente di Pretrattamento ricostituito alla provetta del Tampone di Reazione contenente il campione del paziente (residuo della PREPARAZIONE DEL
CAMPIONE passo 1.a.i.) e miscelare il contenuto su vortex per 10-15 secondi. Il campione trattato non deve essere conservato oltre il periodo di tempo stabilito per il campione
eluito descritto al punto 1 della sezione PREPARAZIONE DEL CAMPIONE di cui sopra.

ii. Trasferire 50 pL del terreno in una provetta del Reagente di Controllo/Controllo Negativo del test e tapparla.

1b. Terreno ESwab:

i. Trasferire 500 pL di terreno ESwab inoculato con il campione del paziente (dalla provetta di raccolta ESwab) in una provetta vuota.

ii. Aggiungere 50 pL di Reagente di Pretrattamento ricostituito alla provetta e miscelare il contenuto su vortex per 10-15 secondi. Il campione trattato non deve essere conservato
oltre il periodo di tempo stabilito per il campione eluito descritto al punto 1 della sezione PREPARAZIONE DEL CAMPIONE di cui sopra.

iii.  Trasferire 25 L del terreno in una provetta del Reagente di Controllo/Controllo Negativo del test etichettata e tapparla.

2. Terminare i passaggi 2-5 della sezione PREPARAZIONE DEL CAMPIONE e procedere con il test.

Pretrattamento dei campioni non testati:
1a. Tamponi (rayon, nylon o floccati):
i. Aggiungere 50 pL di Reagente di Pretrattamento ricostituito a una provetta del Tampone di Reazione etichettata.
ii. Inserire il tampone con il campione nella provetta del Tampone di Reazione. Rompere I'asta del tampone per far si che il campione entri nella provetta. Eluire il campione
miscelandolo su vortex per 45-60 secondi. Il campione trattato ed eluito pud essere conservato a temperatura ambiente (21-30 C) per un massimo di 48 ore o in frigorifero
(2-8 C) per un massimo di 7 giorni prima del test.
iii.  Trasferire 50 pL del terreno in una provetta del Reagente di Controllo/Controllo Negativo del test etichettata e tapparla.
1b. Terreno ESwab:
i. Miscelare su vortex la provetta ESwab contenente il tampone con il campione per un minimo di 10 secondi per eluire il campione.
ii. Trasferire 500 pL di terreno ESwab inoculato con il campione del paziente in una provetta vuota.
iii.  Aggiungere 50 pL di Reagente di Pretrattamento ricostituito alla provetta e miscelare il contenuto su vortex per 10-15 secondi. Il campione trattato non deve essere conservato
oltre il periodo di tempo stabilito per il campione eluito descritto al punto 1 della sezione PREPARAZIONE DEL CAMPIONE di cui sopra.
iv.  Trasferire 25 L del terreno in una provetta del Reagente di Controllo/Controllo Negativo del test etichettata e tapparla.
2.  Terminare i passaggi 2-5 della sezione PREPARAZIONE DEL CAMPIONE e procedere con il test.



CONTROLLO QUALITA

Il test va eseguito conformemente ai requisiti stabiliti dai competenti enti locali, regionali, nazionali o dagli enti di accreditamento.

1. Ogni dispositivo contiene una camera di controllo interno che verifica I'eventuale inibizione dell’amplificazione e I'efficacia dei reagenti e dell’analisi del campione.

2. La fase di trattamento termico viene monitorata con un termometro esterno e con un timer. Utilizzare la registrazione della temperatura max/min del termometro per garantire il
mantenimento di una temperatura di 95 + 5 C. Usare il timer per garantire che la durata del trattamento termico sia di 10 + 2 minuti.

3. La buona pratica di laboratorio raccomanda I'uso di materiali di controllo. Gli operatori devono attenersi alle appropriate linee guida federali, statali e locali riguardanti I'analisi dei
controlli di qualita esterni.

4. | reagenti di controllo esterni Alethia Pertussis sono forniti separatamente (n. di catalogo 479930). Si raccomanda di verificare la reattivita di ciascun nuovo lotto e di ogni nuova
spedizione di Alethia Pertussis al momento della ricezione o prima dell'uso. | test di controllo esterni vanno eseguiti successivamente, in conformita con le appropriate linee guida
federali, statali e locali. Il kit del test Alethia Pertussis non va utilizzato per I'analisi dei pazienti se i controlli esterni non producono i risultati corretti.

5. E necessario utilizzare un dispositivo differente per ciascun reagente di controllo esterno.

VALORI ATTESI
L’incidenza complessiva di B. pertussis come rilevata dal test Alethia Pertussis in esemplari non selezionati raccolti prospetticamente e retrospettivamente (tutti quelli pervenuti) durante il
periodo di questo studio & stata dell’8,2% (57/692).

LIMITAZIONI DELLA PROCEDURA
1. Il test Alethia Pertussis ha come bersaglio la sequenza di inserzione 1S481 del genoma di Bordetella. La sequenza di inserzione 1S481 & presente in B. pertussis, B. holmesii e in
alcuni ceppi di B. bronchiseptica.

2. Questo prodotto puod essere usato solo con lo strumento Alethia.

3. Il test per il rilevamento del DNA di Alethia Pertussis € un test qualitativo e non fornisce valori quantitativi o informazioni relative alla carica dell’organismo.

4. Questo dispositivo non & stato valutato per il monitoraggio del trattamento delle infezioni da B. pertussis.

5. Questo test non & stato valutato per campioni diversi da quelli prelevati con tamponi nasofaringei, per soggetti immunocompromessi o per pazienti non sospetti di infezione da B.
pertussis.

6. | risultati di questo test devono essere correlati con 'anamnesi, i dati epidemiologici e qualsiasi altro dato a disposizione del medico.

7. La prevalenza di B. pertussis influenzera i valori predittivi positivi e negativi per il test.

8. La B. parapertussis, che causa una malattia simile alla pertosse, non viene rilevata dal test del DNA Alethia Pertussis. La malattia causata da B. parapertussis &€ generalmente piu

lieve della malattia causata da B. pertussis perché i batteri non producono la tossina della pertosse.

9. Le infezioni del tratto respiratorio possono essere causate da B. pertussis come pure da altri patogeni. | risultati positivi non precludono co-infezioni da parte di altri patogeni del tratto
respiratorio. | risultati positivi non precludono co-infezioni da parte di altri patogeni del tratto respiratorio. Risultati falsi-negativi per B. pertussis sono piu probabili se i pazienti vengono
testati tardivamente nel corso della malattia (piu di due settimane dopo I'insorgenza della sintomatologia), a causa della riduzione del DNA della Bordetella. Risultati falsi-negativi
possono aumentare anche nei pazienti trattati con terapia antibiotica.

10. La contaminazione ambientale di una stanza d’esame da parte di un paziente precedente o una recente somministrazione di vaccinazione di pertosse puo causare falsi-positivi.

11. Il rilevamento dell’acido nucleico dipende dall'adeguatezza delle procedure di prelievo, manipolazione, trasporto, conservazione e preparazione dei campioni. Il mancato rispetto
della procedura appropriata per ciascuna di queste fasi pud portare a risultati errati.

12. Gli acidi nucleici degli organismi possono persistere in vivo indipendentemente dalla vitalita degli organismi stessi. |l test Alethia Pertussis non distingue tra organismi vitali e non
vitali.

13.  Come per tutti i test diagnostici molecolari, (A) i risultati falsi negativi possono verificarsi in presenza di inibitori, errori tecnici, scambio di campioni o basso numero di organismi nel
campione clinico, (B) i risultati falsi positivi possono verificarsi in presenza di contaminazione crociata da parte degli organismi bersaglio, dei rispettivi acidi nucleici o del prodotto di
amplificazione nonché da segnali aspecifici.

14. L’acido acetilsalicilico, che si trova nell’aspirina, ha prodotto risultati non validi quando analizzato a concentrazioni superiori a 5 mg/mL durante I'analisi dei replicati per il limite di
rilevazione per il ceppo BAA-589 di B. pertussis.

PRESTAZIONI SPECIFICHE

Il test di amplificazione del DNA Alethia Pertussis € stato valutato da dicembre 2012 a luglio 2013 da laboratori di analisi cliniche indipendenti che rappresentano regioni geograficamente
distinte in tutti gli Stati Uniti. Un totale di 729 campioni qualificati prelevati con tamponi nasofaringei (NP), raccolti da pazienti con sospetta infezione da B. pertussis sono stati valutati con
il dispositivo di analisi per determinare le caratteristiche prestazionali. | campioni erano rimanenze di campioni deidentificati precedentemente inviati per analisi di routine su B. pertussis.
| campioni biologici inclusi nella valutazione delle prestazioni erano campioni prospettici (mai congelati) e retrospettivi (congelati prima dell’analisi con Alethia). La popolazione retrospettiva
includeva campioni non selezionati (tutti i partecipanti) e selezionati.

Le prestazioni del test Alethia Pertussis sono state confrontate con un metodo di riferimento composito che includeva due test in real-time PCR validati dal produttore (PCR1 e PCR2),
aventi come bersaglio la sequenza di inserzione 1S481, seguiti da sequenziamento bidirezionale degli ampliconi dei campioni positivi alla PCR.

| protocolli di analisi PCR1 e PCR2 includevano 40 cicli di amplificazione. |l sequenziamento bidirezionale & stato effettuato per tutti i campioni che hanno prodotto ampliconi prima della
fine del ciclo di amplificazione 40. | campioni sono stati considerati positivi quando i risultati del sequenziamento bidirezionale da uno qualunque dei test comparatori PCR ha confermato
la presenza degli ampliconi di B. pertussis. | campioni sono stati considerati negativi quando nessun test comparatore PCR ha prodotto ampliconi alla fine del ciclo di amplificazione 40.

Sono stati analizzati un totale di 508 campioni prospettici (69,7%) e 221 campioni retrospettici (30,3%). Sono stati ottenuti 13 risultati invalidi (1,8%); due campioni sono rimasti invalidi
dopo aver ripetuto I'analisi. Due campioni prospettici e due retrospettici hanno prodotto risultati indeterminati con test di confronto per PCR. La Tabella 1 riassume le caratteristiche
prestazionali del test Alethia.

Tabella 1. Prestazioni del test Alethia

Campioni positivi Campioni negativi
Descrizione dei — — Risultati
campioni Alethia rispetto a PPA 95% CI Alethia rispetto a NPA 95% CI invalidi®
test di confronto test di confronto
Metodo comparatore composito: Tutti i pervenuti
Prospettico 39/45 86,7% 73,8 -93,7% 447/459 97,4% 95,5 - 98,5% 2(13)
Retrospettivo 4/4 100,0% 51,0 - 100,0% 176/178 98,9% 96,0 — 99,7% 0
TOTALE: 43/49 87,8% 75,8 —94,3% 623/637 97,8% 96,3 - 98,7% 2(13)
Metodo comparatore composito: Campioni selezionati
Retrospettivo 19/21 90,5% 71,1-97,3% 14/16 87,5% 64,0 — 96,5% 0

a Rispetto al metodo comparatore composito, con Alethia otto campioni hanno prodotto falsi-negativi. Sei degli otto campioni hanno prodotto livelli rilevabili di DNA tra 35 e 40 cicli di
amplificazione del test comparatore e sono stati confermati positivi con il sequenziamento bidirezionale. Tre di questi sei campioni hanno dato risultati positivi in uno solo dei due test
comparatori PCR/sequenziamento.

b 11/13 campioni invalidi iniziali hanno prodotto risultati validi alla ripetizione dell’analisi.

| falsi-negativi rilevati con il test Alethia sono stati valutati individualmente a conclusione dell’analisi clinica. | valori soglia del ciclo (Cycle threshold, Ct) prodotti durante I'analisi del test
comparatore erano superiori a 35 per uno o entrambi i test PCR/sequenziamento bidirezionale per sei degli otto campioni valutati. Alti valori Ct nei test PCR possono indicare che sono
presenti bassi livelli di DNA.8 | falsi-negativi con il test Alethia e i dati corrispondenti del comparatore composito sono indicati nella Tabella 2.



Tabella 2. Campioni Falsi-negativi con il test Alethia, Risultati dei test comparatori

PCR1 PCR2
Nome del campione Stato del campione Risulta_to del Risulta_to del
Valore Ct sequenziamento Valore Ct sequenziamento

bidirezionale bidirezionale
1-19 Prospettico 34,90 + 33,85 +
1-29 Prospettico Negativo N/A 37,69 +
1-259 Prospettico 34,07 + 35,09 +

1-269 Prospettico 35,72 + Negativo N/A

1-275 Prospettico Negativo N/A 39,13 +
3-33 Prospettico 39,28 + 35,80 +
4-710 Retrospettivo 36,87 + 36,06 +
4-712 Retrospettivo 37,44 + 38,41 +

Le caratteristiche prestazionali del test Alethia sono state valutate in relazione al Centro di analisi cliniche. La tabella 3 mostra le caratteristiche prestazionali per Centro di analisi cliniche.

Tabella 3. Prestazioni del test Alethia per Centro di analisi cliniche

Campioni positivi Campioni negativi
Descrizione dei — — Risultati
campioni Alethl_a rispetto a PPA 95% CI Alethl_a rispetto a NPA 95% CI invalidi®
test di confronto test di confronto
Metodo comparatore composito: Tutti i pervenuti

Laboratorio 1 35/40 87,5% 73,9 - 94,5% 440/450 97,8% 96,0 — 98,8% 2(13)

Laboratorio 2 4/4 100,0% 51,0 - 100,0% 67/69 97,1% 90,0 - 99,2% 0(2)

Laboratorio 3 0/1 0,0% 0,0 -79,3% 77 100,0% 64,6 — 100,0% 0(0)

Laboratorio 4 4/4 100,0% 51,0 - 100,0% 109/111 98,2% 93,7 - 99,5% 0(0)

Metodo comparatore composito: Campioni selezionati
Laboratorio 1 15/15 100,0% 79,6% - 100,0% 6/8 75,0% 40,9 - 92,9% 0(0)
Laboratorio 4 4/6 66,7% 30,0 - 90,3% 8/8 100,0% 67,6 — 100,0% 0(0)

Sono stati condotti studi clinici con multipli tamponi nasofaringei e diversi tipi di tampone di reazione per eluizione. | tamponi di reazione analizzati durante gli studi clinici comprendevano
0,85 % di soluzione salina (=30 oppure 4,1%), Tris EDTA (n=8 oppure 1,1%) e acqua per indagini molecolari (n= 687 oppure 94,2%). Tutti i tamponi di reazione sono stati usati in volumi
di 0,5 mL. Sono stati eseguiti studi analitici con 0,85% di soluzione salina, Tris EDTA, tampone fosfato salino (PBS) ed acqua per indagini molecolari. Gli studi analitici hanno stabilito
I'equivalenza tra tutti i tipi di tampone di reazione per eluizione.

Le informazioni relative all’eta erano note per 723 (99,2%) pazienti i cui campioni sono stati sottoposti ad analisi. L’eta dei pazienti andava da 1 mese a 88 anni. 38 (5,2%) avevano meno
di 1 anno, 13 (1,8%) tra 1 e 2 anni, 296 (40,6%) tra 2 e 12 anni, 157 (21,5%) tra 12 e 21 anni, 190 (26,0%) avevano piu di 21 ma meno di 65 anni e i restanti 29 (4,0%) pazienti avevano
piu di 65 anni.

La popolazione dello studio includeva 413 pazienti di sesso femminile (56,7%) e 308 pazienti di sesso maschile (42,2%). Per 8 (1,1%) pazienti partecipanti allo studio non era noto il sesso.
Non si prevedono differenze nelle prestazioni del test Alethia Pertussis in base al sesso del paziente.

Studi con Reagente di Pretrattamento

L’'uso del Reagente di Pretrattamento, & stato valutato mediante studi esterni condotti da aprile a giugno 2015 presso quattro siti di studio selezionati, con campioni di pazienti sintomatici
raccolti in maniera prospettica. Dei 164 campioni raccolti per questo studio, 145 rispondevano ai criteri dello studio. La maggior parte dei campioni inviati ai siti di studio & stata raccolta
con tamponi con punta in rayon; un campione € stato raccolto con un tampone in nylon floccato e tre campioni con un tampone in poliestere. La maggior parte dei campioni & stata
analizzata lo stesso giorno della raccolta. | campioni raccolti sono stati analizzati immediatamente dopo la raccolta, prima utilizzando il metodo di analisi comparativo dei tamponi, con la
ripetizione di tutti i risultati invalidi. A seguito dell’analisi con il metodo di comparazione gli stessi campioni sono stati quindi trattati con il Reagente di Pretrattamento e analizzati dopo
pretrattamento con tutti i risultati invalidi ritestati. Tutta le analisi di comparatore, invalidi e pretrattamento sono state completate entro 24 ore. Dei 19 campioni che hanno prodotto risultati
invalidi - mediante il metodo di comparazione - 15 hanno confermato I'invalidita alla ripetizione del test, tre sono risultati negativi e uno positivo alla ripetizione. A seguito dell’aggiunta del
Reagente di Pretrattamento,dei 19 campioni che inizialmente avevano dato un risultato invalido,17 sono risultati negativi e due positivi. Sei campioni che avevano dato un risultato valido
con il metodo comparatore hanno invece prodotto un risultato invalido a seguito del trattamento con il Reagente di Pretrattamento. |dati sono presentati nella tabella 4.

Tabella 4. Confronto tra metodi: Reagente di Pretrattamento versus metodo di comparazione (senza Reagente di Pretrattamento)
% di concordanza nei siti di studio (campioni in concordanzaltotale analizzati)

Sito 1 Sito 2* Sito 3 Sito 4 Totale
PPA 87,5% (6/7) 0% (0/0) 100% (2/2) 100% (6/6) 93,3% (14/15)
(IC: 48,7-97,4%) (IC: 34,2-100%) (IC: 61,8-100%) (IC: 70,2-98,8%)
NPA 94,3% (50/53) 93,3% (14/15) 100% (15/15) 100% (26/26) 96,3% (105/109)

(IC: 84,6-98,1%) (IC: 70,2-98,8%) (IC: 79,6-100%) (IC: 87,1-100%) (IC: 90,9-98,6%)

Tasso di Invalidita
iniziale senza Reagente
di Pretrattamento
Tasso di Invalidita
iniziale con Reagente di
Pretrattamento

* |l dato del Sito 2 rappresenta solo il dato del primo passaggio dato che questo sito non ha ritestato i campioni INVALIDI non trattati, come richiesto dalle Istruzioni per I'uso, prima di
trattare tali campioni INVALIDI con il Reagente di Pretrattamento. Tutti gli altri siti hanno ripetuto i campioni risultati INVALIDI prima di pretrattare i campioni.

1,6% (1/63) 0% (0/16) 37,0% (10/27) 20,5% (8/39) 13,1% (19/145)

4,8% (3/63) 6,25% (1/16) 3,7% (1/27) 2,6% (1/39) 4,1% (6/145)

SENSIBILITA ANALITICA
La sensibilita analitica o limite di rilevazione per il test Alethia Pertussis & stata determinata per il ceppo ATCC BAA-589, Tahoma | di B. pertussis.

Il limite di rilevazione ¢ stato determinato usando 60 replicati per il ceppo ATCC BAA-589 di B. pertussis e una probabilita stabilita (es. 95% dove 57/60 repliche sono positive) di ottenere
risposte positive. L’analisi della sensibilita analitica & sintetizzata di seguito.

Descrizione del ceppo B. pertussis
ATCC BAA-589 (Tahoma I)

CFU/mL
3265

CFU/Test
1,48




REATTIVITA ANALISI

| seguenti ceppi di B. pertussis sono stati analizzati e hanno prodotto reazioni positive a 3.265 CFU/mL o 1,48 CFU/Test con Alethia Pertussis: ATCC 12743; ATCC 8478; ATCC 8467;
ATCC 9797; ATCC 53894; ATCC 10380; ATCC 12742; e A639. | seguenti ceppi di B. pertussis sono stati analizzati e hanno prodotto reazioni positive a 3,500 CFU/mL o 1,59 CFU/test
con Alethia Pertussis: ATCC 51445 e ATCC BAA-1335.

RIPRODUCIBILITA

Gli studi di riproducibilita sono stati eseguiti in tre dei quattro laboratori partecipanti a cui sono stati forniti pannelli di 10 campioni codificati in cieco. | campioni sono stati ordinati casualmente
all'interno di ciascun pannello per mascherare le identita dei campioni. | pannelli includevano campioni artificiali prodotti come campioni positivi moderati (1,31 x 104 CFU/mL oppure 6
CFU/test), campioni bassi positivi (4,89 x 103 CFU/mL oppure 2 CFU/test); e campioni alti negativi (8,2 CFU/mL oppure 0,004 CFU/test). Il pannello comprendeva anche un campione
negativo, un controllo positivo e un controllo negativo. L’analisi & stata condotta da diversi operatori in ciascun laboratorio lo stesso giorno (variabilita intra-analisi) per cinque giorni
(variabilita inter-analisi). In questo studio sono stati utilizzati tre lotti del test Alethia Pertussis e sei strumenti Alethia. | controlli positivi e negativi sono stati testati ogni giorno di analisi. |
risultati sono mostrati nella tabella seguente:

Tipo di campione Laboratorio 1 Laboratorio 2 Laboratorio 4 Totale
Percentuale di concordanza Percentuale di concordanza Percentuale di concordanza Percentuale di concordanza

Positivo moderato 30/30 100,0% 30/30 100,0% 30/30 100,0% 90/90 100,0%
Positivo basso 27/30 90,0% 29/30 96,7% 30/30 100,0% 86/90 95,6%
Negativo alto 26/30 86,7% 23/30 76,7% 29/30 96,7% 78/90 86,7%
Negativo 10/10 100,0% 9/10 90,0% 10/10 100,0% 29/30 96,7%
Controllo negativo 10/10 100,0% 10/10 100,0% 10/10 100,0% 30/30 100,0%
Controllo positivo 10/10 100,0% 10/10 100,0% 10/10 100,0% 30/30 100,0%

CROSS-REATTIVITA

Gli studi di reattivita crociata sono stati eseguiti con campioni positivi e negativi ottenuti da lavaggio nasale inoculati con organismi batterici o fungini a una concentrazione finale di 1,0 x
108 CFU/mL o virus a un minimo di 1,0 x 105 TCIDso/mL. Nessuno dei seguenti organismi ha reagito con Alethia Pertussis: Acinetobacter baumannii, Acinetobacter calcoaceticus,
Acinetobacter Iwoffii, Actinomyces odontolyticus, Arcanobacterium haemolyticum, Bacillus subtilis, Bacteroides fragilis, Bordetella avium, Bordetella hinzii, Bordetella parapertussis,
Bordetella petrii, Bordetella trematum, Burkholderia cepacia, Candida albicans, Candida glabrata, Chlamydia pneumoniae, Chlamydia trachomatis, Citrobacter freundii, Clostridium difficile,
Corynebacterium diphtheriae, Corynebacterium pseudodiphtheriticum, Enterobacter cloacae, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Escherichia coli (ESBL), Fusobacterium nucleatum,
Haemophilus influenzae, Haemophilus parainfluenzae, Klebsiella oxytoca, Klebsiella pneumoniae (KPC), Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus plantarum, Legionella jordanis, Legionella
longbeachae, Legionella micdadei, Legionella pneumophila, Listeria monocytogenes, Moraxella catarrhalis, Mycobacterium tuberculosis, Mycoplasma genitalium, Mycoplasma hominis,
Mycoplasma pneumoniae, Neisseria cinerea, Neisseria elongata, Neisseria gonorrhoeae, Neisseria meningitidis, Nocardia asteroides, Peptostreptococcus anaerobius, Proteus mirabilis,
Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, Serratia liquefaciens, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Stenotrophomonas maltophilia,
Streptococcus anginosus (Gruppo F), Streptococcus bovis (Gruppo D), Streptococcus canis (Gruppo G), Streptococcus dysgalactiae ssp. dysgalactiae, Streptococcus dysgalactiae ssp.
Equisimilis, Streptococcus intermedius, Streptococcus mitis, Streptococcus mutans, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Streptococcus salivarius, Streptococcus suis,
Ureaplasma urealyticum, Adenovirus, Coronavirus, Coxsackievirus, Cytomegalovirus, Epstein Barr Virus, Herpes Simplex Virus 1, Herpes Simplex Virus 2, Metapneumovirus umano,
Influenza A, Influenza B, virus del morbillo, virus degli orecchioni, virus della parainfluenza 1, virus della parainfluenza 2, virus della parainfluenza 3, virus sinciziale respiratorio A, virus
sinciziale respiratorio B, Rhinovirus.

Il ceppo 4617 di B. bronchiseptica e B. holmesii sono stati analizzati a 1,0 x 108 CFU/mL e hanno reagito con il test Alethia Pertussis.

Nel corso dell’analisi originale di campioni contenenti B. hinzii, H. parainfluenzae e M. genitalium si sono osservati risultati non attesi. Una replica di campione negativo su tre contenenti
B. hinzii ha prodotto un falso-positivo che non & stato confermato con ulteriori test (20/20 repliche). Tre repliche di campione negativo su tre contenenti H. parainfluenzae hanno prodotto
risultati falsi-positivi che non sono stati confermati con ulteriori test (20/20 repliche). Tre repliche di campione positivo su tre di B. pertussis hanno prodotto risultati invalidi che non sono
stati confermati con ulteriori test (10/10 repliche). Tre repliche di campione positivo su tre contenenti M. genitalium hanno prodotto risultati invalidi che non sono stati confermati con ulteriori
test (10/10 repliche). Poiché ripetute analisi utilizzando un aumentato numero di repliche non hanno confermato i risultati originali, B. hinzii, H. parainfluenzae e M. genitalium non sono
considerati cross reattivi o interferenti con il test Alethia Pertussis.

ANALISI DI SOSTANZE INTERFERENTI

Le seguenti sostanze chimiche, alle specifiche concentrazioni saturate di solvente/diluente, non interferiscono con i risultati dei test: acetaminofene (10 mg/mL), Advil® [ibuprofene (10
mg/mL)], spray nasale decongestionante Afrin® [ossimetazolina cloridrato (0,0005% w/v)], albuterolo solfato [salbutamolo solfato (1% w/v)], aspirina (5mg/mL), compresse per sintomi
influenzali/raffreddore Coricidin® HBP [acetaminofene (3,26 mg/mL), clorfeniramina maleato (0,02 mg/mL)], difenidramina HCI (0,25 mg/mL), eritromicina (2% w/v), mupirocina (2% w/v),
gel petroleo [petrolato bianco (1% w/v)], sciroppo per congestione toracica/tosse DM Robitussin® [dexometrorfano HBr (0,1 mg/mL), guaifenesina (1,0 mg/mL)], sufedrina PE [fenilefrina
HCI (0,3 mg/mL)], spray nasale salino [cloruro di sodio (0,0065% w/v)], tabacco senza fumo (da fiuto) (1% w/v), tobramicina (0,6 mg/mL), Vicks® VapoRub® [canfora (0,48% w/v), olio di
eucalipto (0,12% w/v), mentolo (0,26% w/v)].

Nel corso dell’analisi originale di campioni artificiali di B. pertussis I'ibuprofene (10 mg/mL) ha prodotto risultati invalidi (3/6 repliche). Tutte le analisi ripetute hanno prodotto risultati positivi
(10/10 repliche). Poiché i risultati originali non sono stati confermati, I'ibuprofene (10 mg/mL) non & considerato una sostanza interferente.

L’aspirina ha interferito con il test Alethia Pertussis a concentrazioni superiori a 5 mg/mL.

Le seguenti sostanze biologiche, alle specifiche concentrazioni saturate di solvente/diluente, non interferiscono con i risultati del test: DNA umano (200 ng/uL), mucina [ghiandola
sottomascellare bovina tipo I-S (1% w/v)], sangue intero (1% v/v).
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BUT DE LA METHODE
Le test d’'amplification ADN Alethia Pertussis, réalisé sur I'lncubateur/Lecteur Alethia est un test qualitatif de diagnostic in vitro pour la détection directe de Bordetella pertussis chez 'lHomme
sur des écouvillonnages nasopharyngés, recueillis chez des patients suspectés d’infection des voies respiratoires due a Bordetella pertussis.

Le test Alethia Pertussis utilise la technologie d’amplification génique isotherme de I’ADN (LAMP) pour détecter B. pertussis en ciblant la séquence d’insertion 1IS481 du génome de B.
pertussis. La séquence d’insertion 1IS481 peut également étre retrouvée dans B. holmesii et certaines souches de B. bronchiseptica. Les infections respiratoire a B. pertussis, B. holmesii
ou B. bronchiseptica peuvent donner des résultats positifs vis-a-vis de la 1S481. L'’infection a B. holmesii peut causer une maladie clinique similaire a celle a B. pertussis, et des épidémies
mixtes impliquant a la fois des infections a B. pertussis et a B. holmesii ont été rapportées. Des tests supplémentaires doivent étre effectués si nécessaire pour différencier B. holmesii et
B. pertussis. B. bronchiseptica est une rare cause d’infection chez 'lhomme. Quand des facteurs cliniques suggérent que I'infection respiratoire n’est pas provoquée par B. pertussis,
d’autres investigations cliniquement pertinentes peuvent étre réalisées conformément aux recommandations publiées.

Des résultats négatifs aux tests d’amplification ADN par la technique Alethia Pertussis n’empéchent pas l'infection a B. pertussis et des résultats positifs n’excluent pas une co-infection a
d’autres pathogénes respiratoires. Les résultats du test Alethia Pertussis doivent étre utilisés conjointement avec les informations obtenues lors de I'évaluation clinique du patient, pour
appuyer le diagnostic d’'une infection a B. pertussis, et ne doivent pas étre utilisés comme seule base du traitement ou pour d’autres décisions relatives a la prise en charge du patient.

Le test Alethia Pertussis est uniquement prévu pour étre utilisé dans les laboratoires hospitaliers, de référence, régionaux, privés ou publics. Le dispositif n’est pas destiné a une utilisation
dans les unités de soins ou les lieux d’intervention.

RESUME ET EXPLICATION DU TEST
Le test d’amplification de 'ADN Alethia Pertussis est basé sur la technologie d’amplification génique isotherme (LAMP).". 2 Le test cible une séquence de 198 paires de bases (pb) du
génome de Bordetella pertussis qui se trouvent dans une région de la séquence d’insertion 1S481.

L’amplification génique isotherme (LAMP) utilise des amorces spécialement congues pour obtenir une amplification de 'ADN spécifique, continue et isotherme. Le pyrophosphate de
magnésium est un produit secondaire de cette amplification, et forme un précipité blanc qui trouble la solution de réaction. Les caractéristiques d’absorbance de la solution de réaction
sont lues par I'Incubateur/Lecteur Alethia de Meridian. La présence de I'ADN cible est signalée par la modification des caractéristiques d’absorbance de la solution de réaction en raison
de la précipitation du pyrophosphate de magnésium. En I'absence de '’ADN cible, aucune modification significative de I'absorbance de I'échantillon n’est observée.

Le kit Alethia Pertussis inclut le réactif de Controle de dosage/Controle Négatif Alethia Pertussis, les dispositifs de test Alethia Pertussis, le tampon d’échantillon Alethia Pertussis et de
I'huile minérale. Le Contrdle de dosage/Controle Négatif Alethia , utilisé pour la dilution et la préparation de I'échantillon, est une solution tamponnée Tris contenant des E. coli traités au
formol, et porteurs d’ADN de Staphylococcus aureus. Le dispositif de test Alethia Pertussis contient une bille de réactif d’amplification lyophilisé dans chacun des deux puits: un puits TEST
comprenant des amorces spécifiques a 1S481 et un puits CONTROLE comprenant des amorces spécifiques a S. aureus. L'ADN de S. aureus du Contréle de dosage/Controle Négatif et
les amorces spécifiques & S. aureus dans le puits CONTROLE jouent le réle de contrdle interne du test. Lors de la préparation des échantillons, un échantillon du patient est ajouté au
réactif de Controle de dosage/Contrdle Négatif. L’ajout de I'échantillon au réactif de Contrdle de dosage/Contréle Négatif combine 'ADN de I'échantillon avec S. aureus et permet de traiter
en paralléle 'ADN cible et '’ADN de contréle amplification et détection. Le contréle interne permet de déceler un probléme d’inhibition de I'amplification et I'efficacité des réactifs du test ou
du traitement des échantillons. La séquence du contréle S. aureus doit étre amplifiée et détectée dans la réaction finale; dans le cas contraire, le test est considéré comme étant non valide
et les résultats du patient ne peuvent pas étre rapportés.

L’instrument Alethia suit les modifications des caractéristiques d’absorbance en mesurant la transmission de la lumiére a travers les solutions de réaction de test et de contréle. La
transmission de la lumiére est contr6lée au début (Signalinita, Si) et a la fin (Signalfina, St) de I'exécution du test. L'instrument Alethia calcule la variation de la transmission de la lumiere
entre le début et la fin de I'exécution du test (S+:Si) et il compare le rapport & une valeur seuil prédéfinie.

Des valeurs seuil prédéfinies pour le puits TEST sont utilisées pour présenter les résultats des échantillons. Les rapports St:S; inférieurs a 82 % dans le puits TEST sont présentés en
résultat « POSITIF »; les rapports St:Sisupérieurs ou égaux a 82 % dans le puits TEST sont présentés en résultat « NEGATIF ». Les valeurs numériques ne sont pas présentées.

Des valeurs seuil prédéfinies pour le puits CONTROLE sont utilisées pour confirmer la validité du test. Les rapports S¢:Siinférieurs & 90 % dans le puits QONTROLE sont considérés
comme valides et conduisent au rendu des résultats du puits TEST (POSITIF, NEGATIF). Les rapports Si:Sisupérieurs ou égaux a 90 % dans le puits CONTROLE sont considérés comme
non valides et empéchent le rendu des résultats pour le puits TEST. Les puits CONTROLE non valides entrainent un résultat patient « NON VALIDE ». Les valeurs numériques ne sont
pas présentées.

Des critéres d’exclusion plus sévéres sont appliqués & la réaction du puits CONTROLE pour s’assurer que 'amplification n’est pas inhibée, que les réactifs fonctionnent comme prévu et
que I'échantillon a été traité de maniere appropriée.

PRINCIPE DU TEST

B. pertussis est un agent pathogéne humain exclusif, responsable d’'une maladie respiratoire endémique, la coqueluche; il s’agit d'une maladie a déclaration obligatoire dans certains pays
qui a touché plus de 200,000 personnes dans le monde en 2012. Aux Etats-Unis, la coqueluche est actuellement la seule maladie qui affiche une tendance a 'augmentation des cas
déclarés et une morbidité substantielle en dépit de la disponibilité d’'un vaccin.® Les Centers for Disease Control (CDC) des Etats-Unis ont enregistré environ 48,300 cas de coqueluche en
2012, soit une moyenne de 15,4 cas pour 100,000 habitants.# Des épidémies récentes de coqueluche ont indiqué que I'immunité des enfants diminuait progressivement aprés avoir regu

la derniére dose de rappel du vaccin acellulaire, rendant les populations pédiatriques agées de 7 a 11 ans, vaccinées comme non vaccinées, sensibles a une infection par la coqueluche.5
6

Les épidémies de coqueluche sont particulierement difficiles a contrdler, car les stades précoces de la maladie ressemblent a ceux d’autres maladies respiratoires alors que les patients
restent hautement infectieux jusqu’a 5 semaines aprés I'apparition des symptomes.3 De plus, le diagnostic de coqueluche ne peut étre retenu définitivement qu’en présence de la toux
coquelucheuse caractéristique ( « chant du coq ») qui apparait environ 2 semaines apres le début des symptémes.3 Le diagnostic clinique de la coqueluche peut s’appuyer sur des cultures,
une sérologie ou des tests d’amplification de I'acide nucléique. Bien que la culture soit hautement spécifique, sa sensibilité est faible, I'obtention des résultats peut demander jusqu’a 7
jours, et le nombre de cellules viables nécessaires pour une culture diminue au fur et @ mesure de I'évolution de la maladie (a partir de 2 semaines aprés I'apparition des symptémes).”
Contrairement aux cultures, les tests d’amplification de I'acide nucléique peuvent fournir des résultats rapides et ne nécessitent pas de bactéries viables. Le test d’amplification de I'acide
nucléique pour B. pertussis est plus sensible au cours des trois premieres semaines de toux, car 'ADN bactérien est présent dans le nasopharynx. La quantité de bactéries présentes
dans le nasopharynx diminue spectaculairement aprés la quatrieme semaine de toux, ce qui rend la probabilité d’obtenir des résultats faussement négatifs plus élevée au cours des derniers
stades de l'infection.8 De plus, seuls les patients symptomatiques ayant une toux devraient étre testés par amplification de I'acide nucléique afin d’éviter des résultats faux-positifs liés a
des contacts de proches asymptomatiques.® La sérologie ne peut étre utilisée pour le diagnostic qu’aux stades tardifs de la maladie, environ 2 & 8 semaines aprés I'apparition de la toux.



MATERIEL FOURNI
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Controle de dosage/Controle Négatif Alethia Pertussis (article # 2806-02): Solution tampon Tris contenant des cellules d’E. coli traitées au formol, abritant un plasmide contenant
un segment du génome de S. aureus et de I'azide de sodium

(0,09 %) en tant que conservateur. Le réactif de Contréle de dosage/Contréle Négatif fonctionne en tant que test de contrdle lors du test du patient et comme contréle négatif externe
lors des tests de contrdle de la qualité de routine.

Dispositif de test Alethia Pertussis (article #2820): dispositif a8 deux puits contenant les réactifs d’amplification lyophilisés (ADN polymérase, désoxynucléotide triphosphates), soit
des amorces spécifiques de I'1S481 (puits TEST), soit des amorces de contrdle (puits CONTROLE).

Tampon pour échantillon d’Alethia Pertussis (article #2811-02): solution tampon Tris-EDTA contenant de I'azide de sodium (0,09 %) en tant que conservateur.

Huile minérale (article #14298-01) (flacon avec embout compte-gouttes).

Réactif de prétraitement Alethia (article #1411) (pour la procédure facultative de traitement d’échantillons): Réactif lyophilisé contenant un agent neutralisant et de I'azide de
sodium (0,1 %) comme agent conservateur. Chaque flacon contient assez de réactif pour traiter 50 échantillons.

MATERIEL FOURNI SEPAREMENT
Kit de contréle externe Alethia Pertussis, numéro de catalogue: 479930

MATERIEL NON FOURNI

1.
2.
3.

4.
5

E
1.

2
3.
4.
5
6
7
8

Gants jetables en latex, non poudrés

Embouts de pipettes résistant aux aérosols, sans ADNase/ARNase

Systéme de prélevement et de transport des échantillons

Ecouvillons nasopharyngés: Polyester (capacité minimale 18 uL, par exemple le produit Puritan Medical, référence catalogue 25-801D 50); Rayonne (capacité minimale 31 uL, par
exemple le produit Puritan Medical, référence catalogue 25-801R 50); ou Nylon Floqué (capacité minimale 69 uL, par exemple, Copan 503CS01 ou I'écouvillon du catalogue 482C).
Milieu de transport non nutritif: Liquide Amies, sans charbon; ou Liquide Stuart (volume maximum: 1,2 mL dans le tampon/I'’éponge)

Systéme de collecte: écouvillon avec liquide de transport Amies (ESwab™) de Copan (catalogue Copan 482C)

Eau désionisée

Tubes de microcentrifugation

QUIPEMENT NON FOURNI

Bain sec, pouvant atteindre 95 C, et accueillir des tubes de 12 mm de diamétre

Thermomeétre numérique avec mémoire de température maximale/minimale (par ex., thermométre étanche/antichoc Traceable® Lollipop™)
Agitateur-mélangeur Vortex

Minuteur

Micropipette pouvant distribuer 50 pL

Pipette de contenance 2,5 mL

Equipements de coupe (par exemple, ciseaux, cisailles @ main, pinces coupantes de sécurité)

Incubateur/Lecteur Alethia, Meridian Bioscience, Inc. Numéro de référence: 610189

PRECAUTIONS D’EMPLOI

1.
2.

w

No ok~

I

1.

12.

Tous les réactifs sont pour un usage diagnostique in vitro.
Ne pas mélanger Controle de dosage/Contrdle Négatif ou les dispositifs de test appartenant a des lots différents. Le tampon de réaction, le réactif de prétraitement et I'huile minérale
sont interchangeables a condition de se trouver dans les limites de la date de péremption au moment de leur utilisation.
Suivre les consignes de sécurité biologique de niveau 2 et les bonnes pratiques de laboratoire pendant les tests.® Traiter tous les spécimens et tous les dispositifs de test comme
s’ils étaient susceptibles de transmettre des agents infectieux. Ne pas manger, boire ou fumer dans les espaces ou les échantillons ou les réactifs du kit sont manipulés.
Porter des gants jetables lors de la manipulation des échantillons. Se laver minutieusement les mains aprés la manipulation.
Les programmes de contrdle de la qualité pour les laboratoires d’analyses moléculaires, y compris la bonne utilisation et I'entretien de I'équipement, doivent étre suivis."®
Le dispositif de test Alethia Pertussis contient des réactifs lyophilisés. Ne pas retirer la pochette de protection avant d’étre prét a effectuer le test.
Le dispositif de test Alethia Pertussis est muni d’un loquet congu pour éviter la contamination de la zone de test avec le produit d’amplification. NE PAS utiliser les dispositifs de test
dont le loquet est endommagé.
Jeter les dispositifs de test Alethia immédiatement aprés le traitement en laissant le loquet bien en place. Ne PAS ouvrir le dispositif de test apres le traitement. L’ouverture du
dispositif aprés I'amplification peut contaminer la zone de test avec les produits d’amplification.
Des résultats de test non valides peuvent étre dus a une mauvaise préparation des échantillons, a la défaillance du réactif, a la défaillance des instruments ou a la défaillance du
contrdle interne. Dans ces cas, le résultat non valide peut étre corrigé en répétant le test. Le nasopharynx de certains patients contient un inhibiteur biologique qui sera également
a l'origine d’un résultat non valide. Dans ces cas, I'inhibiteur induira a plusieurs reprises des résultats non valides, @ moins que I'échantillon ne soit traité pour éliminer I'interférence.
(Voir la section sur le TRAITEMENT/PRETRAITEMENT FACULTATIF DES ECHANTILLONS pour la méthode de traitement.)
Le dispositf local, national et/ou fédéral de notifications des maladies a déclaration obligatoire est continuellement mis a jour et comprend un certain nombre de mesures de surveillance
et de contrdle des épidémies. De plus, le centre pour le contréle et la prévention des maladies (Centers for Disease Control, CDC) recommande que lorsque des agents pathogénes
de maladies a déclaration obligatoire sont détectés par un test de diagnostic indépendant de la culture, le laboratoire devrait soumettre soit des isolats et/ou les échantillons cliniques
au laboratoire de santé publique assigné afin d’aider a la détection des épidémies et aux enquétes épidémiologiques. Les laboratoires sont responsables de suivre les réglementations
nationales et/ou locales et devraient consulter leurs laboratoires de référence et/ou de santé publique de I'Etat pour connaitre la marche a suivre quant a la soumission des cultures
et/ou échantillons cliniques.
a. Résumé des maladies notifiables aux Etats-Unis. MMWR

http://www.cdc.gov/mmwr/PDF/wk/mm6153.pdf
b. Les infections alimentaires aux Etats Unis; CIFOR Analysis of State Legal Authorities.

http://www.cifor.us/documents/CIFORAnalysisStatelL egalAuthorities.pdf
Tout incident grave lié au dispositif doit étre signalé a Meridian Bioscience, Inc., 3471 River Hills Drive, Cincinnati, Ohio 45244, Etats-Unis, ou au Centre de service clientéle au 1-
800-343-3858 ainsi qu’a l'autorité compétente de I'Etat membre de I'UE ol le du clinicien et/ou le patient sont établis.
IMPORTANT : Voir la fiche de sécurité pour des informations supplémentaires concernant la sécurité et les dangers.

DANGER ET MISES EN GARDE

mention d'avertissement

Danger

mentions de danger

H302 - Nocif en cas d'ingestion

H334 - Peut provoquer des symptémes allergiques ou d'asthme ou des difficultés respiratoires par inhalation
Contient Proteinase, streptomyces griseus

Conseils de prudence - UE (par 28, 1272/2008)

P261 - Eviter de respirer les poussiéres/ fumées/ gaz/ brouillards/ vapeurs/ aérosols.

Alethia Pretreatment Reagent P284 - Quando la ventilazione del locale & insufficiente indossare un apparecchio di protezione respiratoria.
P304 + P340 - IN CASO DI INALAZIONE: trasportare I'infortunato all’aria aperta e mantenerlo a riposo in posizione che
favorisca la respirazione.

P342 + P311 - In caso di sintomi respiratori: contattare un CENTRO ANTIVELENI o un medico.



http://www.cifor.us/documents/CIFORAnalysisStateLegalAuthorities.pdf
http://www.cdc.gov/mmwr/PDF/wk/mm6153.pd

DUREE DE CONSERVATION ET STOCKAGE
La date d’expiration figure sur I'étiquette du kit. Conserver le kit @ une température comprise entre 2 C et 30 C.

PREPARATION DES REACTIFS
S’assurer que les réactifs du kit sont a la température ambiante (21 C a 30 C) avant leur emploi. On pourrait obtenir des résultats incorrects si les réactifs ne sont pas amenés a la
température ambiante avant I'emploi.

PRELEVEMENT ET PREPARATION DES ECHANTILLONS
Type d’échantillon: Ecouvillons nasopharyngés

Prélevement des échantillons: Le prélevement des échantillons nasopharyngés sur écouvillon doit étre effectué selon les procédures de I'établissement concernant le recueil des
spécimens en cas d’infection par Bordetella pertussis. Les échantillons nasopharyngés sur écouvillon doivent étre recueillis avec les écouvillons de types appropiriés (par ex., en coton,
mousse, nylon floqué, polyester ou rayonne).

Placer les écouvillons dans un milieu de transport non nutritif (par exemple Liquide Amies, sans charbon, Liquide Stuart ou le milieu ESwab de Copan) ou conserver les échantillons sans
conservateurs dans un tube stérile ne contenant aucun milieu.

Les échantillons sans conservateur ou les échantillons conservés dans un milieu de transport doivent étre traités le plus rapidement possible, mais ils peuvent étre maintenus a température
ambiante (21 C a 30 C) pendant une période pouvant atteindre 5 jours ou réfrigérés (2 C a 8 C) pendant une période pouvant atteindre 7 jours avant d’étre testés. Ne pas congeler les
échantillons.

PREPARATION DES ECHANTILLONS:
REMARQUE: s’assurer que l'instrument Alethia est sous tension et que la vérification de ses performances a été effectuée avant le commencement de la PREPARATION DES
ECHANTILLONS. Consulter le manuel de I'utilisateur du lecteur Alethia pour obtenir de plus amples renseignements sur I'installation et le fonctionnement de I'appareil.
REMARQUE: I'’équipement de laboratoire utilisé pour couper les écouvillons (par ex., ciseaux, cisailles, pinces coupantes de sécurité) doit étre traité avec un agent de nettoyage de grade
moléculaire (par ex., 10 % d’une solution javelisée) avant chaque utilisation. L’équipement doit étre entierement sec avant de couper les écouvillons.
1. Préparation des échantillons

a. Ecouvillons (rayonne, nylon ou floqués):

i. Placer I'écouvillon dans un tube étiqueté contenant un tampon pour échantillon. Couper la tige de I'écouvillon pour permettre a I’échantillon de tenir dans le tube. Eluer
I’échantillon en le passant au vortex pendant 45 a 60 secondes. Les échantillons élués peuvent étre maintenus a température ambiante (21 C a 30 C) pendant une
période pouvant atteindre 48 heures ou réfrigérés (2 C a 8 C) pendant une période pouvant atteindre 7 jours avant d’étre testés.

ii. Ajouter 50 pL d’échantillon élué a un tube étiqueté de Contréle de dosage/Contrdle Négatif et boucher le tube.

ii. Répéter les étapes de PREPARATION DES ECHANTILLONS pour tous les échantillons sur écouvillon a traiter.

b. Produit ESwab: le milieu a I'intérieur du tube du systéme de collecte ESwab contient I'échantillon élué du patient.

i. Mélanger au vortex le tube ESwab contenant I'écouvillonnage pendant 10 secondes au moins pour optimiser I'élution de I'échantillon.

ii. Transférer 25 pL du milieu dans un tube de Contrdle de dosage/Contréle Négatif étiqueté et fermer (ne pas transférer ce milieu au tube de tampon pour échantillon. Il va
directement au tube de Contrdle de dosage/Controle Négatif).

ii. Répéter les étapes de PREPARATION DES ECHANTILLONS pour tous les échantillons ESwab qui doivent &tre traités.

2. Mélanger au Vortex chaque tube de Contréle de dosage/Contréle Négatif contenant un échantillon élué pendant approximativement 10 secondes.

3.  Chauffer chaque mélange échantillon/contréle dans un bain sec/bloc chauffant a 95 + 5 C pendant 10 + 2 minutes. Surveiller I'étape de traitement thermique a I'aide d’'un thermometre
numérique et d’'un minuteur.

4. Retirer chaque tube d’échantillon/de contrdle du bain sec/ bloc chauffant. Les échantillons ayant été traités thermiquement peuvent étre conservés a température ambiante (entre
21 C et 30 C) pendant un maximum de 15 minutes avant d’étre analysés.

5. Mélanger vortex pendant environ 10 secondes.

PROCEDURE DE TEST

REMARQUE: L’Incubateur/Lecteur Alethia peut traiter un maximum de 10 dispositifs de test par série.

1. Retirer un (1) dispositif de test Alethia Pertussis de sa pochette de protection pour chaque échantillon. Ouvrir le dispositif avec précaution en soulevant le loquet et en tenant les puits
de sorte que le réactif lyophilisé ne tombe pas au moment de I'ouverture.. Placer le dispositif sur une surface plane ou dans un portoir pouvant accueillir le dispositif.

2. Alaide d'une micropipette, transférer 50 uL d’échantillon traité thermiquement dans le puits TEST (gauche / bille blanche), puis transférer 50 uL d’échantillon traité thermiquement
dans le puits CONTROLE (droite / bille jaune) du dispositif de test Alethia. Veiller & ne pas introduire d'air dans le mélange réactionnel. Ne pas mélanger les mélanges réactionnels
a la pipette.

3. Ajouter 1 goutte d’huile minérale dans, a la fois, le puits TEST et le puits CONTROLE. Fermer le dispositif de test Alethia et verrouiller en rabattant le loquet.

4.  Tapoter le dispositif sur la paillasse ou mélanger pour éliminer les bulles d’air. Observer soigneusement la réhydratation de la bille de contrdle/test du dispositif et vérifier 'absence
de bulles d’air dans le puits et de liquide dans les bouchons du dispositif. En cas de billes non dissoutes, de bulles d’air ou de liquide dans les bouchons, tapoter le dispositif sur la
paillasse et répéter 'examen visuel. L’amplification et la détection doivent commencer dans les 15 minutes.

5. Insérer chaque dispositif de test Alethia dans le lecteur Alethia et lancer la réaction d’amplification et la détection. Les résultats seront affichés a la fin de I'exécution du test.



INTERPRETATION DES RESULTATS

ID échantillon Résultats indiqués Interprétation
POSITIF Echantillon pré-traité ou non-traité: L'échantillon contient la séquence cible 1IS481 de 'ADN de B. pertussis.2
NEGATIF Echantillon pré-traité ou non-traité: Aucun ADN de B. pertussis détecté.

Echantillon non-traité: Résultat non exploitable. Répéter le test en utilisant un échantillon traité/élué
avec le réactif de prétraitement.

i Spécimen de patient inhibiteur, mauvaise préparation des échantillons, échec du réactif, panne de I'instrument
Echantillon de patient ou échec du contrdle interne.

NON VALIDE
Echantillon pré-traité: pas de rendu du résultat: NE PAS re-traiter des échantillons déja traités avec le
réactif de pré-traitement.

Les échantillons pré-traités non valides ne sont pas re-testés. lls peuvent toutefois étre re-testés si souhaité et
doivent étre reportés comme non valide si le résultat du test répété est non valide. Les échantillons qui
produisent des résultats non valides avant ET aprés pré-traitement doivent étre reportés comme non valide.
Résultat de contréle positif valide. Réactifs actifs au moment de I'utilisation, fonctionnement correct de du
lecteur Alethia.

Résultat de contréle non valide. La pr