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Informacién general

Introduccion

Uso

Este prospecto tiene como finalidad proporcionar informaciéon complementaria al prospecto
del ensayo Aptima HIV-1 Quant Dx Assay (AW-11853). Este documento ofrece
explicaciones, advertencias y precauciones, e instrucciones relativas a la preparacion

y la prueba de muestras de gotas de sangre seca (Dried Blood Spot, DBS) para la
supervision de la carga viral (CV) de VIH-1 y el diagnéstico precoz en la infancia con la
ayuda del Aptima HIV-1 Quant Dx Assay. Para las advertencias y precauciones generales,
asi como la preparacién de reactivos en el Aptima HIV-1 Quant Dx Assay, consulte el
documento AW-11853.

indicado

El Aptima HIV-1 Quant Dx Assay es una prueba de amplificacién de acidos nucleicos in vitro
para la deteccién y cuantificacion de los grupos M, N y O del ARN del virus de la
inmunodeficiencia humana de tipo 1 (VIH-1) en el sistema Panther~ totalmente automatico.
Esta indicado para utilizarse como ayuda en el diagnéstico de infecciones por el VIH-1,
para confirmar la infeccién por VIH-1 y como ayuda en el tratamiento clinico de pacientes
infectados por el VIH-1.

Adicionalmente, el Aptima HIV-1 Quant Dx Assay puede utilizarse como ayuda en el
diagnéstico de la infeccion primaria o aguda por el VIH-1. La presencia de ARN del VIH-1 en
el plasma, el suero o la sangre de pacientes sin anticuerpos contra el VIH-1 es indicativo de
infeccién primaria o aguda por el VIH-1. El Aptima HIV-1 Quant Dx Assay puede usarse
como prueba complementaria para muestras que tienen resultados reactivos repetidos con
inmunoensayos aprobados para el VIH. Si la muestra es reactiva en el Aptima HIV-1 Quant
Dx Assay, se confirma la infeccién por el VIH-1.

Teniendo en cuenta la presentacion clinica y otros marcadores de laboratorio, el Aptima
HIV-1 Quant Dx Assay puede igualmente usarse para establecer un prondstico para los
pacientes infectados por el VIH-1. El Aptima HIV-1 Quant Dx Assay también puede utilizarse
como ayuda en el diagndstico precoz en la infancia de infeccién por el VIH-1 en bebés
menores de 18 meses a partir de muestras de DBS. El Aptima HIV-1 Quant Dx Assay puede
utilizarse como ayuda en la supervisiéon del efecto del tratamiento antirretroviral mediante la
medicién de los cambios en las concentraciones de ARN del VIH-1 en muestras de plasma
y de gotas de sangre seca.

Cuando el Aptima HIV-1 Quant Dx Assay se usa como ayuda en el diagnéstico de infeccion
por el VIH-1, el rendimiento de los resultados cualitativos se establece tanto en las muestras
de plasma y de suero como en las muestras de DBS en bebés menores de 18 meses.
Cuando se usa como ayuda para supervisar el efecto del tratamiento antirretroviral, el
rendimiento de los resultados cuantitativos se establece solo con las muestras de plasma
y de gotas de sangre seca. Las muestras de suero no deben usarse para la obtencion de
resultados cuantitativos.

Este ensayo no esta destinado para su uso en el cribado de donantes de sangre o de
plasma.
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Resumen y explicaciéon de la prueba para las muestras de DBS

Las muestras de DBS pueden usarse para supervisar la carga viral y para detectar la falta
de respuesta viroldgica con un valor de corte de 1000 copias/mL. (1) Las muestras de DBS
también pueden utilizarse como ayuda en el diagnéstico precoz en la infancia de infeccién
por el VIH-1 en bebés menores de 18 meses. (2).

Debido a que los bebés infectados por el VIH estan expuestos a un alto riesgo de muerte
durante el primer afio de vida, el inicio oportuno del tratamiento antirretroviral reduce la
morbilidad y la mortalidad de manera significativa. Las pruebas serolégicas para el
diagnéstico precoz en la infancia de la infeccion por el VIH no son recomendables debido
a que los anticuerpos IgG maternos que cruzaron la barrera placentaria podrian estar
presentes hasta los 18 meses y dar lugar a resultados positivos falsos en las pruebas

de anticuerpos contra el VIH. Para el diagndstico de la infeccion por el VIH-1 en bebés
menores de 18 meses se requieren ensayos que detecten componentes de este virus,
como el ARN del VIH-1 o el antigeno p24 del VIH-1. Para los menores de 18 meses, la
OMS recomienda utilizar pruebas virologicas, por ejemplo, ensayos para detectar el ADN del
VIH-1, el ARN del VIH-1 o el antigeno p24 del VIH-1. Cuando se usa un método basado en
la deteccion de ARN del VIH, el tipo de muestra recomendado para el diagnédstico precoz en
la infancia es la muestra de gotas de sangre seca. (2,3)

Advertencias y precauciones

Nota: La comunicacion sobre peligros refleja las clasificaciones de las fichas de seguridad
(SDS) de la UE. Para ver la ficha de seguridad especifica de su pais, consulte la Biblioteca
de fichas de datos de seguridad (SDS) en www.hologicsds.com.

A. Para uso diagndstico in vitro.

B. Para reducir el riesgo de obtener resultados no validos, lea atentamente el prospecto
completo y el Manual del usuario del Panther System antes de realizar este ensayo.

Informacion sobre las muestras de DBS

C. Las muestras pueden ser infecciosas. Adopte las precauciones universales (4, 5, 6) al
realizar este ensayo. Deben establecerse métodos correctos de manipulacion y
eliminaciéon de material segun la normativa local.(6) Este procedimiento solamente debe
realizarlo personal formado adecuadamente en el uso del Aptima HIV-1 Quant Dx Assay
y en la manipulacién de material infeccioso.

D. Mantenga las condiciones de almacenamiento apropiadas durante el envio de muestras
para garantizar su integridad. No se ha evaluado la estabilidad de las muestras en
condiciones de envio distintas a las recomendadas.

E. Evite la contaminacion cruzada durante los pasos de manipulacion de muestras. Tenga
especial cuidado para evitar la contaminacién por la difusién de aerosoles al aflojar o
destapar los tubos de muestras y al procesar muestras de DBS. Las muestras pueden
contener concentraciones extremadamente altas de organismos. Asegurese de que los
recipientes de muestras no entren en contacto unos con otros y deseche los materiales
usados sin pasarlos por encima de los recipientes abiertos. Cambiese los guantes si
entran en contacto con la muestra.
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F. La recopilacién y manipulacién de sangre venosa (EDTA) y sangre obtenida por puncién
digital o puncién del talén para la preparacion de las muestras de sangre seca, asi como
la manipulacién de las tarjetas de papel secante con muestras de DBS, debe hacerse
de acuerdo con las directrices locales relativas a la prevencién de infecciones por
patdogenos de transmisién hematica.

G. Se recomienda preparar al menos tres gotas de sangre seca en cada tarjeta de papel
secante.

H. La preparacion, secado, almacenamiento y manipulacion inapropiados de las muestras
de DBS pueden ocasionar resultados erréoneos en las pruebas.

I. Asegurese de que las tarjetas de papel secante con muestras de DBS estén
completamente secas antes de almacenarlas en bolsas con cierre de cremallera (tipo zip
lock) con secante. Si las muestras de DBS no estan totalmente secas, su estabilidad
puede reducirse y producir resultados erréneos.

J. Asegurese de que las tarjetas de papel secante con muestras de DBS sin utilizar se
almacenan y se manipulan conforme a las instrucciones del fabricante de dicha tarjeta.

K. Para obtener informacién adicional sobre la preparacién y la manipulacion de muestras
de DBS, consulte las instrucciones del fabricante de tarjetas de papel secante con
muestras de DBS.

L. Para evitar la contaminacién por arrastre, asegurese de que las herramientas utilizadas
para cortar y manipular los circulos que contienen la sangre seca se descontaminen
antes y después de entrar en contacto con la muestra.

M. Utilice unicamente el tampdn de extraccion Aptima DBS para la extraccion de muestras
de DBS. No use el diluyente de muestras Aptima ni otros tampones para extraer
muestras de gotas de sangre seca.

N. Para conocer advertencias y precauciones adicionales para laboratorios, consulte el
prospecto del Aptima HIV-1 Quant Dx Assay (AW-11853).

Informacioén sobre los ensayos

O. Los resultados cuantitativos del ensayo Aptima HIV-1 Quant Dx se han evaluado con
muestras de DBS y plasma. No debe usarse suero para obtener resultados cuantitativos.
Se han evaluado los resultados cualitativos de muestras de plasma, suero y DBS. No
utilice el kit de reactivos, el calibrador ni los controles después de la fecha de caducidad.

P. No utilice las tarjetas de papel secante con muestras de DBS después de la fecha de
caducidad especificada por el fabricante. No intercambie, no mezcle ni combine reactivos
de ensayo de kits con numeros de lotes maestros diferentes. Los liquidos del ensayo
pueden ser de numeros de lote diferentes. Los controles y el calibrador pueden ser de
numeros de lote diferentes.

Evite la contaminacion microbiana y por nucleasas de los reactivos.
R. Tape y conserve todos los reactivos del ensayo a las temperaturas indicadas. El uso de

reactivos conservados incorrectamente pueden afectar a la eficacia del ensayo. Consulte
Procedimiento de la prueba del Panther System para obtener mas informacion.
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S. No combine ningun reactivo ni liquido del ensayo sin instrucciones especificas. No llene
hasta arriba los frascos de reactivos o liquidos. El Panther System verifica los niveles de
reactivo.

T. Para obtener informacion de la comunicacién sobre peligros, consulte el prospecto del
Aptima HIV-1 Quant Dx Assay (AW-11853).

Recogida y almacenamiento de muestras de DBS

Nota: Manipule todas las muestras como si contuvieran agentes posiblemente infecciosos.
Respete las precauciones universales.

Nota: Tenga cuidado para evitar la contaminacion cruzada durante los pasos de
manipulacion de las muestras. Por ejemplo, deseche el material usado sin hacerlo pasar
sobre tubos abiertos.

Pueden utilizarse muestras de sangre completa recogidas en EDTA o de sangre capilar
obtenida mediante puncion dactilar o del talon.

A. Recogida y preparacion de muestras de DBS

* La sangre completa recogida en los tubos adecuados puede almacenarse durante un
maximo de 24 horas a una temperatura entre 2 °C y 30 °C antes de afadirla a las
tarjetas de papel secante con muestras de DBS. Antes de afadir la sangre a la tarjeta
de papel secante con la muestra de DBS, mézclela bien. Pueden extraerse muestras
de sangre capilar mediante puncion dactilar o del taléon segun el procedimiento
estandar y la practica local.

» Anada aproximadamente 70 ul de sangre completa en el centro de los circulos de
12 mm (media pulgada) de las tarjetas Ahlstrom/Munktel TFN o equivalentes (por
ejemplo, Whatman 903). Si se utiliza sangre obtenida mediante puncién dactilar o del
talén, afiada unas 3-5 gotas (aproximadamente 70 pl) a cada circulo, asegurandose de
que se sature toda la superficie del circulo (ambos lados de la tarjeta de papel secante
con la muestra de DBS).

* Deje secar al aire las tarjetas de papel secante con muestras de DBS a temperatura
ambiente (de 15 °C a 30 °C) durante un periodo de 4 a 24 horas. Asegurese de que
las tarjetas de papel secante con muestras de DBS se mantengan lejos de la luz solar
directa, que no se toquen entre si y que estén completamente secas antes de
proceder al envasado, almacenamiento y envio.

Nota: Las muestras de DBS preparadas con poca sangre, secadas de forma
insuficiente o con una manipulacion o almacenamiento inadecuado de las tarjetas de
papel secante con muestras de DBS pueden dar lugar a resultados erréneos en las
pruebas.

B. Muestras de DBS

Durante un maximo de 24 horas después de la recogida de la muestra, los tubos de
recogida primarios que contienen la sangre completa pueden almacenarse a una
temperatura entre 2 °C y 30 °C, antes de preparar la muestra de DBS (Figura 1, cuadro
superior).

Las muestras de DBS preparadas pueden almacenarse bajo una de las condiciones
siguientes (Figura 1, cuadros inferiores):

+ tarjeta de papel secante con muestra de DBS a una temperatura entre 2 °C y 30 °C
durante un maximo de 12 semanas a humedad ambiente, o
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« tarjeta de papel secante con muestra de DBS a una temperatura entre -15 °C y -35 °C
durante un maximo de 12 semanas, o

+ tarjeta de papel secante con muestra de DBS a una temperatura de 40 °C durante un
maximo de 2 semanas a 85 % de humedad.

Antes del analisis, las muestras de DBS extraidas en tubos de alicuotas de muestras
(SAT) pueden almacenarse entre 15 °C y 30 °C durante un maximo de 24 horas.

Sangre completa

30°C
2°C *

< 24 horas

DBS

30°C
2°C

<12 semanas

DBS

/ﬂ/ -15°C
-35°C

<12 semanas

DBS

/ﬂ/ 40°C

<2 semanas a
85 % de humedad

DBS extraidas

/ﬂ/ 30°C
15°C

Hasta 24 horas antes

de la prueba

Figura 1. Condiciones de almacenamiento de las muestras de DBS
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Muestras conservadas en el Panther System

Las muestras de DBS extraidas pueden dejarse sin tapar en el Panther System durante un
total de 8 horas. Las muestras pueden retirarse del Panther System y analizarse siempre
que el tiempo total transcurrido en el instrumento no supere las 8 horas antes de que el
Panther System pipetee la muestra.

Transporte de muestras
Mantenga las condiciones de conservacion de las muestras como se describe en Recogida y
almacenamiento de muestras de DBS.

Nota: Las muestras deben enviarse respetando las normativas de transporte regional,
nacional e internacional aplicables.
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Panther System

Los reactivos del ensayo Aptima HIV-1 Quant Dx para su uso en el Panther System se
proporcionan en el prospecto del Aptima HIV-1 Quant Dx Assay (AW-11853).

Material necesario que debe adquirirse por separado para muestras de DBS

Nota: A menos que se indique lo contrario, los materiales comercializados por Hologic
aparecen en la lista con su referencia.

Material N.° de cat.
Tampdn de extraccion Aptima DBS (100 mL) PRD-04772
Tubos de alicuotas de muestras (SAT) Aptima (paquete de 100) 503762
Tapdn de tubo de transporte (paquete de 100) 504415

Tapon para SAT

Tarjetas de papel secante con muestras de DBS disponibles en el mercado: —
Tarjetas Ahlstrom/Munktel TFN o equivalentes (p. ej., Whatman 903)

Tijeras, pinzas u otras herramientas para liberar la gota de sangre seca de la —
tarjeta de papel secante con la muestra de DBS.

Puntas, conductoras de 1000 uL, para deteccion de liquido 10612513 (Tecan)
Lejia, solucion de hipoclorito de sodio del 5 al 7 % (0,7 M a 1,0 M) —
Guantes desechables sin talco —

Tapones de repuesto para reactivos

Frascos de reconstitucién de reactivos de amplificacion,
enzimatico y promotor CL0041 (100 tapones)
Frasco de TCR CL0040 (100 tapones)

Cubiertas de bancos de laboratorio con revestimiento de plastico —
Pafos sin pelusa —
Pipeteador —
Puntas —
Opciones para el tubo de recogida primario (ACD, EDTA, PPT):

13 mm x 100 mm —
13mm x 75 mm —
16 mm % 100 mm —

Centrifuga —
Balancin para tubos —

DBS Supplement to the Aptima HIV-1 Quant Dx Assay 8 AW-18108-301 Rev. 002



Aptima"" Procedimiento de la prueba del Panther System

Procedimiento de la prueba del Panther System

A. Extraccion de muestras de DBS

1. Deje que las muestras alcancen una temperatura entre 15 °C y 30 °C antes de
procesarlas.

2. Anada 1 mL del tampén de extraccion de muestras de DBS al tubo de alicuotas
de muestras (SAT).

3. Con una herramienta descontaminada (p. €j., punta de pipeta, pinza o tijera),
transfiera la muestra de DBS al tubo de alicuotas de muestras que contiene el
tampén de extraccién de muestras de DBS. Cada muestra de DBS debe tener
aproximadamente 12 mm de diametro.

Nota: En el caso de tarjetas de papel secante con muestras de DBS no perforadas,
asegurese de que la muestra de DBS se adhiere al lateral del tubo de alicuotas de
muestras.

4. Cierre los tubos de alicuotas de muestras (SAT) que contienen el tampdn de
extraccion de DBS y la muestra de DBS por completo con las tapas de los tubos de
transporte.

5. Balancee suavemente a temperatura ambiente durante 30 minutos. Asegurese de
que el tampon de extraccion de DBS lave por completo la muestra de DBS durante
el balanceo. Evite que se forme demasiada espuma.

Nota: Las muestras de DBS extraidas en el tubo de alicuotas de muestras (SAT)
pueden almacenarse durante un maximo de 24 horas a una temperatura entre 15 °C
y 30 °C antes del andlisis.

6. Antes de la carga en el Panther System, centrifugue el tubo de alicuotas de muestras
que contiene las muestras de DBS extraidas durante 2 minutos a 3000 g.

7. Cargue el tubo de alicuotas de muestras que contiene la muestra de DBS en el
Panther System (las muestras de DBS extraidas pueden conservarse en el Panther
System durante un maximo de 8 horas).

Nota: Para evitar la contaminacion por arrastre, asegurese de que las herramientas
utilizadas para la preparacién y la manipulacién de muestras se descontaminen entre
varias muestras.

Nota: Las 8 horas de tiempo en el instrumento no se agregan al periodo de
almacenamiento de 24 horas tras la extraccion.
B. Preparacién del sistema para muestras de DBS

1. Prepare el sistema siguiendo las instrucciones del Manual del usuario del Panther
System.

2. Cargue la gradilla de muestras.

Aplique el factor de conversion de gota de sangre seca a los pedidos de pruebas
de ensayo para muestras de DBS.
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Para aplicar el factor de conversién de gota de sangre seca a una gradilla completa
de muestras de DBS:

a. Enlapantalla Carga de gradillas de muestras, seleccione Aplicar dilucién a todo.

Se abrira la ventana Factor de dilucioén.

Sample ID

Negative C

Positive Calj
605

0329-

10
u |
12

13 § 0329-

Sample Rack Loading

Low Positive Control - Lot
691898
High Positive Control -
Lot 000360

qHIV-1 (1)

QHIV-1 (1)

Select Dilution Factor

Status

605 Dilution Factor

Selected

L

Dilution Factor

1:100

Custom

Dried Blood Spot Conversion Factor

4 Total Records

DiL2

DIL1

DILC

Dilution Flag

14

15 §

0329-SR1-14

0329-5R1-15

qHIV-1

gHIV-1

Accept Rack l Sample Details/Edit ' STAT All '
. gag %

EKoperator

3/29/2017 11:00:21

Figura 2. Ventana Factor de dilucién en Ila pantalla Carga de gradillas de muestras

b. Seleccione Factor de conversion de gota de sangre seca.

c. Seleccione Aceptar.

Se abre una ventana Establecer factor de dilucién para gradilla.

d. Seleccione Si para aplicar el indicador de Factor de conversion de gota de sangre
seca a la gradilla completa de muestras de DBS.
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Para aplicar el Factor de conversién de gota de sangre seca a un Unico pedido
de pruebas (por ejemplo, la tercera muestra de la gradilla, consulte la ilustracién
siguiente):

a. Enla pantalla Detalles de la muestra, seleccione el pedido de pruebas que se va a
procesar y seleccione Aplicar dilucion.

Se abre la ventana Factor de dilucion.

- JaJo
Admin Help Logoff

)
Ready j
Y sample Position: 3
| Sample 1D: )329-5R2-3
F Type: § on
| Test Orders
- Assay STAT
= Select Dilution Factor
gHIV-1 No
Selected Dilution Factor Dilution Flag
1:100 D2
il
Custom DILC | ‘
e: Dried Blood Spot Conversion Factor DBS |
| 1Total Records 4 Total Records =

&~

| idFSwmple:’Dﬁ\ STAT T-:-::ramer?l Add Test Order l| DeleigliE O

EKoperator ; = ’ il
Figura 3. Ventana Factor de dilucién en la pantalla Detalles de la muestra

b. Seleccione Factor de conversion de gota de sangre seca.

c. Seleccione Aceptar para aplicar el indicador de Factor de conversién de gota de
sangre seca a todos los pedidos de pruebas seleccionados.

Si es necesario, es posible eliminar el factor de conversion de gota de sangre seca de
los pedidos de pruebas antes de que comience el procesamiento.

Para eliminar el factor de conversion de gota de sangre seca de una gradilla completa:

1.

En la pantalla Compartimiento de gradillas de muestras, haga doble clic en la gradilla
de interés.

Se abrira la pantalla Carga de gradillas de muestras para la gradilla seleccionada.

Seleccione Aplicar dilucion a todo.

En la ventana Factor de dilucién, anule la seleccion de Factor de conversion de
gota de sangre seca.
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4.

Seleccione Aceptar.
Se abre una ventana Establecer factor de dilucion para gradilla.

Seleccione Si para eliminar el factor de conversion de gota de sangre seca de una
gradilla completa.

Para eliminar los pedidos de pruebas de ensayo de factor de conversion de gota de
sangre seca:

1.

En la pantalla Compartimento de gradillas de muestras, haga doble clic en la gradilla
cargada que incluye las muestras de interés.

Se abrira la pantalla Carga de gradillas de muestras para la gradilla de muestras
seleccionada.

En la pantalla Carga de gradillas de muestras, haga doble clic en la muestra de
interés.

Se abrira la pantalla Detalles de la muestra con los pedidos de pruebas actuales para
la muestra seleccionada.

Seleccione el pedido de pruebas de interés en el panel Pedidos de pruebas.
Seleccione Aplicar dilucion.

En la ventana Factor de dilucién, anule la seleccion de Factor de conversion de
gota de sangre seca.

Seleccione Aceptar para eliminar el factor de conversion de gota de sangre seca
para el pedido de pruebas.

Notas de procedimiento para calibradores y controles

Para las muestras de DBS, no se proporcionan controles positivos y negativos de DBS.
Las muestras de DBS requieren los mismos calibradores y controles utilizados para las
muestras de suero y plasma. Consulte AW-11853.
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Control de calidad

Los usuarios pueden invalidar resultados de ciclos o muestras si observan y documentan
dificultades técnicas o relacionadas con el usuario o el instrumento durante la realizacion del
ensayo. En este caso, es necesario volver a analizar las muestras.

Calibraciéon del ensayo

Las muestras de DBS requieren los mismos calibradores utilizados para las muestras de
suero y plasma. Consulte AW-11853.

Controles negativo y positivo

Las muestras de DBS requieren los mismos controles utilizados para las muestras de suero
y plasma. Consulte AW-11853.

Calibrador interno/control interno

Cada muestra contiene un calibrador interno/control interno (Internal Control, IC). Consulte
AW-11853.
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Interpretaciéon de los resultados para DBS

El Panther System determina automaticamente la concentracién de ARN del VIH-1 en
muestras y controles comparando los resultados con una curva de calibracion. Para
muestras de DBS analizadas, el Panther System informa automaticamente las copias/mL
y el valor log4g copias/mL de ARN del VIH-1 en funcion del factor de conversion de DBS.
La conversion logaritmica para el limite de deteccion (LdD) de DBS de 883 copias/mL es
2,95 log copias/mL. La interpretacion de la carga viral de los resultados se indica en la
Tabla 1.

El Panther System no ofrece un resultado cualitativo (es decir, «reactivo» o «no reactivo»)
para uso diagnostico (diagndstico precoz en la infancia). El usuario debe interpretar la
concentracion de ARN del VIH-1 notificada para generar un resultado cualitativo (consulte
la Tabla 2). Las muestras con resultados indicados de «no detectado» son arreactivas para
ARN del VIH-1. Las muestras con resultados de «<883 detectados» o muestras con
resultados dentro del rango lineal indican que se detecté ARN del VIH-1 vy, por lo tanto,
que las muestras son reactivas para ARN del VIH-1. Las muestras con resultados de
<1900 copias/mL se deben volver a analizar para confirmar la reactividad para el diagndstico
de VIH.

Tabla 1: Interpretacién de los resultados para muestras de DBS con carga viral

Resultado notificado del Aptima HIV-1 Quant Dx

Assay Interpretacion de la concentracion de ARN del
Copias/mL Valor Logqp * VIR-1
No detectado No detectado ARN del VIH-1 no detectado.
<883 detectados <2,95 Se detecta ARN del VIH-1, pero a un nivel

inferior al limite inferior de cuantificacion
para DBS (LIdC de DBS 883 copias/mL)

De 883 a 10 000 000 De 2,95 a 7,00 La concentracion de ARN del VIH-1 esta dentro
del rango lineal del ensayo para DBS
(de 883 copias/mL a 10 000 000).

>10 000 000 >7,00 La concentracion de ARN del VIH-1 esta por
encima del limite superior de cuantificacion
(LSdC).
No valido® No valido® Hubo un error en la generacion del resultado.

Es necesario volver a analizar la muestra.

?El valor se muestra con dos digitos decimales.
b .
.~ Los resultados no validos se muestran en caracteres azules.
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Interpretacion de los resultados para DBS

Tabla 2: Interpretacion de los resultados para muestras de DBS de diagnéstico

Resultado notificado del Aptima HIV-1 Quant Dx Assay Interpretacién cualitativa diagnéstica del
Copias/ml Valor Logqg * usuario

No detectado

No detectado ARN del VIH-1 no detectado.

<883 detectados o

<2,950de 2,95a 3,28
De 883 a 1900

Volver a analizar para confirmar los resultados de
diagnéstico reactivo. Solo los positivos

confirmados se consideran reactivos.”

De 1901 a 10 000 000 De 3,28 a 7,00 Reactivo para ARN del VIH-1
>10 000 000 >7,00 Reactivo para ARN del VIH-1
No valido® No valido®

Hubo un error en la generacion del resultado.
Es necesario volver a analizar la muestra.

?El valor se muestra con dos digitos decimales.

b Organizacion Mundial de la Salud, Documento normativo. Julio de 2018. Actualizacién de los tratamientos antirretrovirales para el
tratamiento y la prevencion de la infeccion por VIH y actualizacion del diagnéstico precoz en la infancia. Tratamiento del VIH: directrices
provisionales. Ginebra, Suiza.

¢ Los resultados no validos se muestran en caracteres azules.
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Limitaciones

A. El uso de este ensayo esta limitado al personal con la debida formacién para realizar el
procedimiento. El incumplimiento de las instrucciones indicadas en este prospecto puede
producir resultados equivocos.

B. Asegurese de que este ensayo se utilice con Panther System Software versiéon 6.2
0 posterior.

C. Las distintas metodologias de prueba pueden ofrecer distintos valores registrados.
Para disminuir el riesgo de malinterpretar los resultados al pasar a un nuevo ensayo,
se recomienda la validacién de las nuevas metodologias para establecer diferencias
en los resultados notificados y que dichas diferencias se tengan en cuenta.

D. La recogida, el transporte, el almacenamiento y el procesamiento de las muestras
inadecuadas puede dar lugar a resultados imprecisos.

E. Este ensayo se ha validado para su utilizacion con tarjetas Ahlstrom/Munktel TFN
y Whatman 903 DBS. Aseglrese de que las tarjetas DBS se validen para satisfacer
los requisitos especificos del laboratorio.

F. Asegurese de que las tarjetas DBS se manipulen y se almacenen siguiendo las
instrucciones del fabricante.
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Rendimiento de DBS

Limite de detecciéon (LdD) utilizando el Tercer Patrén Internacional para
VIH-1 de la OMS

El limite de deteccion (LdD) se define como la concentracion de RNA del VIH-1 que se
detecta con una probabilidad del 95 % o superior segun el documento EP17-A2 del CLSI
(7). El LdD se determind analizando paneles que consistian en disoluciones del Tercer
Patron Internacional para VIH-1 de la OMS (subtipo B, codigo NIBSC: 10/152) en sangre
completa negativa para VIH-1. Se ejecutaron treinta réplicas de cada diluciéon en tres
sistemas Panther con tres lotes de reactivo para un total de 90 réplicas por dilucion. Segun
CLSI EP17-A2, los resultados del lote de reactivos con la mayor concentracion para el limite
de deteccioén previsto se definen como LdD y se muestran en la Tabla 3. A través del
analisis Probit, el LdD para el Aptima HIV-1 Quant Dx Assay es 873,88 copias/mL (intervalo
de confianza del 95 % 653,98-1311 copias/mL) o 2496,8 Ul/mL (intervalo de confianza del
95 % 1868,5-3745,72 Ul/mL, 0,35 copias = 1 Ul).

Tabla 3: LdD del Aptima HIV-1 Quant Dx Assay con DBS utilizando el Tercer Patrén Internacional para VIH-1 de
la OMS

Limite de deteccion previsto Conce_ntracién Concentracion
(copias/mL) (Ul/mL)
10 % 49,21 140,60
20 % 75,61 216,01
30 % 103,05 294,42
40 % 134,26 383,60
50 % 171,93 491,22
60 % 220,17 629,04
70 % 286,86 819,58
80 % 390,97 1117,05
90 % 600,69 1716,24
95 % 873,88 2496,80
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Rango lineal

El rango lineal del Aptima HIV-1 Quant Dx assay se establecié analizando paneles que
consistian en el virus VIH-1 cultivado subtipo B diluido en sangre completa negativa para
VIH-1 segun el documento EP06-A del CLSI (8). Las concentraciones de los paneles fueron
de 2,70 a 7,60 log copias/mL. Las pruebas se realizaron en cuatro sistemas Panther con
dos lotes de reactivo de ensayo Aptima HIV-1 Quant Dx. Como se muestra en Figura 4, el
Aptima HCV Quant Dx Assay demostro linealidad en todo el rango analizado.

6.00 -

5.00 A R*=0.999
4.00 4

3.00 e

2.00

1.00

Concentracién del VIH recuperado (log copias/mL)
A Y

0.00
000 100 200 300 400 500 6.00 700 800

Concentracion del VIH diana {log copias/mL)

Figura 4. Linealidad del Aptima HIV-1 Quant Dx Assay con DBS
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Limite inferior de cuantificacion utilizando el Tercer Patron Internacional para VIH-1
de la OMS

El limite inferior de cuantificacién (LIdC) es 883 copias/mL. El LIdC se establecié tal y como
se describe en el documento EP-17-A2 del CLSI para satisfacer los requisitos del LIdC de
reactividad >95 % y un error total de <1 log copias/mL.

Tabla 4: Determinacion del limite inferior de cuantificacion (LIdC) con tipo de muestra DBS utilizando el Tercer
Patrén Internacional para VIH-1 de la OMS con tres lotes de reactivos

Concentracion Aptima HIV-1
diana Quant Dx
(log copias/mL) (log copias/mL)

TE Westgard
DE | Sesgo | calcula%o

(log copias/mL) (log copias/mL) (log copias/mL)

Lote de %
reactivo positivo

90 % 2,78 2,61 0,60 0,17 1,37
93 % 2,85 2,66 0,54 0,18 1,26
1 93 % 2,90 2,83 0,40 0,07 0,87
97 % 2,95 2,90 0,18 0,06 0,43
100 % 3,00 2,98 0,22 0,02 0,46
100 % 3,08 3,03 0,22 0,05 0,48
93 % 2,78 2,57 0,59 0,20 1,38
97 % 2,85 2,76 0,44 0,09 0,97
9 93 % 2,90 2,66 0,54 0,24 1,32
97 % 2,95 2,79 0,47 0,17 1,10
97 % 3,00 2,78 0,46 0,22 1,15
97 % 3,08 2,91 0,37 0,17 0,91
100 % 2,78 2,80 0,52 0,02 1,05
100 % 2,85 2,83 0,36 0,01 0,74
3 100 % 2,90 2,89 0,36 0,02 0,74
100 % 2,95 2,94 0,50 0,02 1,01
100 % 3,00 2,95 0,23 0,05 0,51
97 % 3,08 3,07 0,16 0,01 0,33

Tabla 5: Resumen del LIdC

Lote de reactivo LIo!C L_IdC
(log copias/mL) (copias/mL)

1 2,90 787

2 2,91 817

3 2,95 883

Precision
Para evaluar la precision del Aptima HIV-1 Quant Dx assay, se creé un panel enriqueciendo
el virus VIH-1 cultivado subtipo B en sangre completa negativa para VIH-1. Tres usuarios
probaron los paneles con tres lotes de reactivos en tres Panther Systems durante 20 dias
(consulte la Tabla 6). El panel consistia en una muestra negativa del panel de VIH-1 y cinco
muestras positivas del panel de VIH-1. La asignacion de la concentracién de muestras
clinicas o reserva de virus cultivados se determind probando el tipo de muestra DBS en el
ensayo Aptima HIV-1 Quant Dx.
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Tabla 6: Precision del Aptima HIV-1 Quant Dx Assay con DBS

Numerode Concentracion Engre instrumentos Entre usuarios Entre E_ntre Intraciclo Total
réplicas media (log lotes ciclos
validas copias/mL) DE DE DE DE DE DE
79 3,45 0,00 0,00 0,07 0,00 0,20 0,21
81 3,94 0,00 0,00 0,07 0,08 0,13 0,13
81 4,81 0,01 0,01 0,01 0,07 0,07 0,07
81 5,89 0,00 0,03 0,01 0,07 0,05 0,05
81 6,72 0,00 0,02 0,02 0,06 0,05 0,05

DE=desviacion estandar

Nota: La variabilidad de algunos factores puede ser numéricamente negativa. Esto puede ser el caso si la variabilidad debida a
dichos factores es muy pequefia. Cuando esto sucede, DE = 0. Las réplicas totales probadas para cada nimero de panel fueron 81;
solo se usaron réplicas con resultados cuantificables para evaluar la precision.

Sustancias potencialmente interferentes

La susceptibilidad del Aptima HIV-1 Quant Dx Assay a las interferencias causadas por altos
niveles de hemoglobina y ADN humano se evalu6 analizando muestras de DBS preparadas
con sangre completa en ausencia del VIH-1 y en presencia de 3,42 y 4,7 log copias/mL
del VIH-1. No se observé ninguna interferencia en el rendimiento en presencia de
hemoglobina (5 mg/mL) y ADN humano genémico (2 pg/mL).

La sensibilidad del Aptima HIV-1 Quant Dx Assay a interferencias también fue evaluada para
muestras de plasma y no se observo ninguna interferencia en el rendimiento en presencia
de sustancias endogenas y exogenas. Para ver la lista completa de las sustancias
potencialmente interferentes que fueron evaluadas para muestras de plasma, consulte

el prospecto del Aptima HIV-1 Quant Dx Assay (AW-11853).

Especificidad

La especificidad del Aptima HIV-1 Quant Dx Assay se determind mediante el analisis de
muestras de DBS preparadas con sangre de 500 donantes no infectados por el VIH-1

en tres lotes de reactivos. La especificidad del ensayo para las muestras de DBS fue del
99,6 % (intervalo de confianza del 95 %, del 98,6 % al 99,9 %).

Especificidad analitica

La posible reactividad cruzada del Aptima HIV-1 Quant Dx Assay con patdgenos presentes
en sangre completa fue evaluada mediante el analisis de muestras de DBS preparadas con
sangre completa a las que se anadieron 1e6 células/mL de cada organismo en ausencia del
VIH-1 y en presencia de 3,42 y 4,7 log copias/mL del VIH-1. No se observé interferencia en
el rendimiento en analisis de muestras de DBS que contenian Leishmania major,
Trypanosoma gambiense, Babesia microti Gray, Plasmodium falciparum y Toxoplasma gondii
en presencia y ausencia del VIH-1.

La reactividad cruzada del Aptima HIV-1 Quant Dx Assay también fue evaluada para
muestras de plasma y no se observd ninguna interferencia en el rendimiento en presencia
de patégenos. Para ver la lista completa de los patégenos que fueron evaluados para
muestras de plasma, consulte el prospecto del Aptima HIV-1 Quant Dx Assay (AW-11853).
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Rendimiento clinico

Acuerdo diagnéstico para el diagnéstico precoz en la infancia

Para evaluar el acuerdo diagnéstico, se prepararon muestras de DBS con sangre obtenida
por puncion digital o puncién del talon de bebés de edades < 18 meses nacidos de madres
infectadas por el VIH-1 en Kenia, Africa. Se analizé una sola muestra de DBS de cada bebé
con el Aptima HIV-1 Quant Dx Assay y con otro ensayo cualitativo comparativo para el VIH-
1 aprobado por la CE. Como se muestra en la Tabla 7, 1975 muestras tuvieron resultados
validos en ambos ensayos. Para el ensayo cualitativo comparativo aprobado por la CE,
todas las muestras que presentaron resultados reactivos fueron analizadas nuevamente y
solo los resultados reactivos confirmados se clasificaron en la categoria de “Detectado”. Los
resultados de todas las muestras arreactivas se categorizaron como “Diana no detectada”.
Para el ensayo Aptima, los resultados del ensayo interpretados como equivocos (consultar
la Tabla 2) fueron analizados nuevamente. El acuerdo diagndstico para el diagndstico precoz
en la infancia entre los dos ensayos fue del 99,6 %.

Tabla 7: Acuerdo diagnéstico entre el Aptima VIH-1 Quant Dx Assay y el ensayo comparativo

Ensayo comparativo aprobado por la CE

Diana no detectada Detectado
Diana no detectada 1888 4
Aptima HIV-1
Quant Dx Assay Detectado 3 80

Correlacion de métodos

El rendimiento del Aptima HIV-1 Quant Dx Assay para las muestras de DBS se evalu6
mediante comparacién de los resultados obtenidos de las muestras de DBS y los resultados
obtenidos de las muestras de plasma con el ensayo Aptima. En este estudio participaron
258 pacientes infectados por el VIH-1 provenientes de cinco centros de recoleccion en
Kenia, Africa. Para cada paciente se prepararon muestras de DBS con sangre capilar
(puncion dactilar) y sangre venosa. También se obtuvo plasma del mismo paciente.

Todos los ensayos Aptima realizados en las muestras de DBS y de plasma se llevaron a
cabo con un lote de reactivos. Los resultados cuantitativos de las muestras de cada tipo
fueron analizados con regresion lineal mediante el método de minimos cuadrados como se
muestra en las Figuras 5,6y 7.
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Figura 5. Correlaciéon entre las muestras de DBS de sangre capilar (puncién digital) y las muestras
de plasma
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Figura 6. Correlacion entre las muestras de DBS de sangre venosa y las muestras de plasma
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La concordancia entre los resultados obtenidos con las muestras de DBS y las muestras de
plasma también fue evaluada con un umbral de 1000 copias/mL. (Tablas 8 y 9). Las
concordancias positiva y negativa entre los resultados de las muestras de DBS de sangre
capilar (puncién dactilar) y las muestras de plasma fueron del 92,95 % y el 93,14 %
respectivamente. Las concordancias positiva y negativa entre los resultados de las muestras
de DBS de sangre venosa y las muestras de plasma fueron del 96,15 % y el 90,20 %
respectivamente. Las concordancias positiva y negativa entre los resultados de las muestras
de DBS de sangre venosa y las muestras de sangre capilar (puncion dactilar) fueron del
91,25 % y el 93,88 % respectivamente. La concordancia total entre los resultados para el
VIH-1 obtenidos con plasma y los resultados para el VIH-1 obtenidos con la DBS de sangre
capilar (puncion digital) y DBS de sangre venosa fue del 93,02 % y el 93,80 %
respectivamente.

Tabla 8: Concordancia entre las muestras de DBS de sangre capilar (puncién digital) y las muestras de
plasma en el Aptima HIV-1 Quant Dx Assay

Aptima, plasma

<1000 >1000
Aptima <1000 95 11
DBS de sangre capilar 7 145

(puncion digital) >1000

Tabla 9: Concordancia entre las muestras de DBS de sangre venosa y las muestras de plasma en el
Aptima HIV-1 Quant Dx Assay

Aptima, plasma

<1000 >1000
Aptima <1000 92 6
DBS de sangre
venosa >1000 10 150

Tabla 10: Concordancia entre las muestras de DBS de sangre venosa y las muestras de sangre capilar
(puncién digital) en el Aptima HIV-1 Quant Dx Assay

Aptima, DBS de sangre venosa

<1000 >1000
Aptima <1000 92 14
DBS de sangre capilar 6
(puncion digital) >1000 146
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