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Renseignements généraux

Utilisation prévue

Le test Aptima® HIV-1 Quant Dx est un test d’amplification de I'acide nucléique in vitro congu
pour détecter et quantifier le virus de I'immunodéficience humaine de type 1 (VIH-1) a l'aide
du systéme Panther® entierement automatisé. Il est destiné a faciliter le diagnostic de
l'infection par le VIH-1 au moyen d’algorithmes de tests appropriés pour le VIH-1. La
présence de I'acide nucléique du VIH-1 dans le sérum ou le plasma de patients sans
anticorps combattant le VIH-1 témoigne d’une primo-infection ou d’une infection en phase
aigué.

Le test Aptima HIV-1 Quant Dx peut également étre utilisé en tant que test supplémentaire,
en cas de réactivité, pour confirmer l'infection d’'une personne dont les échantillons de
plasma ou de sérum sont réactifs, et ce, au moyen d’un test approuvé avec indication a titre
d’aide au diagnostic de linfection au VIH-1.

Le test Aptima HIV-1 Quant Dx est destiné a étre utilisé en association avec le tableau
cliniqgue et d’autres marqueurs biologiques pour déterminer le pronostic clinique et a servir
d’outil de suivi de I'effet d’un traitement antirétroviral par la mesure des variations de la
concentration en ARN du VIH-1 dans le plasma. Le test Aptima HIV-1 Quant Dx quantifie
'ARN du VIH-1 des groupes M, N et O sur une plage de 30 a 10 000 000 copies/mL. Une
unité internationale équivaut a 0,35 copie de 'ARN du VIH-1 pour la 3° norme internationale
de 'OMS sur le VIH-1 (sous-type B, code NIBSC : 10/152).

Ce test n’est pas destiné a étre utilisé comme test de dépistage du VIH-1 chez les donneurs.
Les performances de ce test n'ont pas été évaluées aux fins d’utilisation chez les femmes
enceintes et les enfants.

Résumé et explication du test

Des études épidémiologiques ont permis d’identifier le virus de I'immunodéficience humaine
de type 1 (VIH-1) en tant qu’agent étiologique du syndrome d’immunodéficience acquise
(SIDA) (1-7). Le VIH peut étre transmis par contact sexuel, exposition a du sang ou a des
produits sanguins infectés ou par une mére séropositive a son foetus (8). Dans les 3 4 6
semaines aprés avoir été exposées, les personnes infectées développent généralement un
bref syndrome aigu caractérisé par un état grippal et associé a une virémie élevée dans le
sang périphérique (9-12). Chez la plupart des personnes infectées, cette phase précoce est
suivie par une réponse immunologique spécifique contre le VIH et une baisse de la virémie
plasmatique, le plus souvent dans les 4 & 6 semaines aprés la survenue des symptomes
(13-14). A la suite de la séroconversion s'installe généralement une phase asymptomatique
cliniquement stable qui peut durer des années (15-17). Cette période asymptomatique se
caractérise par une virémie plasmatique faible mais persistante (18) ainsi qu’une déplétion
progressive en lymphocytes T CD4+. Cette déplétion aboutit 2 une immunodéficience grave,
des infections opportunistes multiples, des tumeurs malignes et le décés (19). Bien que le
taux de virus soit relativement faible dans le sang périphérique pendant la phase
asymptomatique de l'infection, il semblerait que la réplication et la clairance virales soient
des procédés dynamiques dans lesquels les forts taux de production du virus et d’'infection
des cellules CD4+ soient contrebalancés par des taux aussi élevés de clairance virale, de
cellules infectées qui meurent et de réapprovisionnement en cellules CD4+, ce qui conduit a
une stabilité relative de la virémie plasmatique et du nombre de cellules CD4+ (20-22).
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Des mesures quantitatives du VIH dans le sang périphérique ont montré qu’'un taux de virus
plus élevé peut étre corrélé a un risque accru de progression clinique de la maladie associée
au VIH, et gu'une réduction des taux de virus plasmatique peut étre associée a une
diminution du risque de progression clinique (23-25). Le taux de virus dans le sang
périphérique peut étre quantifié par un dosage de 'antigéne sérique VIH p24, par une culture
quantitative du VIH a partir du plasma ou par un dosage direct de 'ARN viral dans le plasma
au moyen d’une amplification de I'acide nucléique ou de technologies d’amplification du
signal (26-30).

Les techniques moléculaires comme I'amplification médiée par transcription (« transcription
mediated amplification », TMA) ont été largement utilisées pour amplifier les acides
nucléiques (31). La TMA utilise la capture de cibles spécifiques et 'amplification isotherme
pour détecter des acides nucléiques dans de nombreux agents pathogénes infectieux dont la
CT, la NG, le VPH, la trichomonase et le VIH/VHC/VHB aux fins de dépistage chez les
donneurs de sang (32).

Le test Aptima HIV-1 Quant Dx est basé sur la technique de la TMA et utilise plusieurs longues
amorces qui ciblent plusieurs régions du génome du VIH-1 afin de compenser le taux de
mutation élevé du VIH-1. Le test comprend des systémes d’amplification et de détection a
double cible, ciblant deux régions du génome du VIH-1 (pol et LTR) de fagon indépendante. Le
logiciel de test ne calcule pas la moyenne des signaux des deux systémes.

Le systéme a double cible du test Aptima est congu pour augmenter les chances de détecter et
de quantifier avec précision les échantillons.

Principes de la procédure

Le test Aptima HIV-1 Quant Dx comprend trois étapes principales, toutes réalisées dans un
méme tube dans le systeme Panther* : capture de la cible, amplification de la cible par
amplification médiée par la transcription (TMA) et détection des produits d’amplification
(amplicons) par sondes fluorescentes (torches moléculaires).

Pendant la capture de la cible, I'acide nucléique viral est isolé a partir des échantillons.
L’échantillon est traité par un détergent afin de solubiliser I'enveloppe virale, dénaturer les
protéines et libérer TARN génomique viral. Les oligonucléotides de capture s’hybrident a des
régions hautement conservées du génome du VIH-1, si celui-ci est présent dans I'échantillon
testé. La cible ainsi hybridée est ensuite capturée par des microparticules magnétiques qui
sont séparées du reste de I'échantillon par application d’'un champ magnétique. Plusieurs
étapes de lavage permettent d’enlever les composants non désirés du tube réactionnel.

L’amplification de la cible se fait par TMA, qui est une méthode d’amplification de I'acide
nucléique médiée par la transcription qui utilise deux enzymes, la transcriptase inverse MMLV
(virus de la leucémie murine de Moloney) et la polymérase de 'ARN T7. La transcriptase
inverse permet de générer une copie en ADN de la séquence cible (contenant une séquence
de promoteur pour la polymérase de 'ARN T7). La polymérase de 'ARN T7 produit de
multiples copies en ARN de I'amplicon a partir de la matrice en ADN. Le dosage Aptima HIV-
1 Quant Dx a recours a la méthode TMA pour amplifier deux régions de 'ARN du VIH-1 (pol et
LTR). Un signal indépendant est généré a partir de I'amplification de chacune des régions a
I'aide d’amorces spécifiques congues pour amplifier le VIH-1 de groupe M, N et O.
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La détection de 'amplicon se déroule en temps réel par I'hybridation spécifique sur
'amplicon de torches moléculaires en acide nucléique a simple brin présentes pendant la
phase d’amplification de chaque cible. Chaque torche moléculaire est munie d’un fluorophore
et d’'un suppresseur (« quencher »). Lorsque la torche moléculaire n’est pas hybridée a
I'amplicon, le suppresseur se trouve proche du fluorophore et empéche I'émission de
fluorescence. Lorsque la torche moléculaire s’hybride a I'amplicon, la distance entre le
suppresseur et le fluorophore augmente et un signal est émis a une longueur d’onde
spécifique aprés excitation par une source de lumiére L’intensité du signal fluorescent
augmente avec le nombre de torches moléculaires hybridées a I'amplicon. La durée
nécessaire pour que le signal fluorescent atteigne un seuil spécifique (« tTime ») est
proportionnelle a la concentration initiale en VIH-1. Chaque réaction comprend un calibrateur
interne/contréle interne (« internal control », IC) qui permet de détecter les différences
éventuelles de traitement, d’amplification et de détection des échantillons. La concentration
en VIH-1 d'un échantillon est ensuite calculée par le logiciel du systéme Panther en utilisant
les signaux obtenus (« «tTimes ») pour 'amplification de la pol et de la LTR. Grace a son
algorithme et a la comparaison aux renseignements de calibration enregistrés, le logiciel du
systeme Panther retourne un résultat unique, validé cliniquement pour chaque échantillon.

*Toutes les références au systéme Panther dans ce document s’appliquent au systéme Panther et au systéeme
Panther Fusion. Il n'y a aucun changement aux indications d’utilisation, d’étiquetage et de principes de
fonctionnement du test Aptima HIV-1 Quant Dx dans le systéme Panther a la suite de I'ajout du module
complémentaire Panther Fusion.
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Avertissements et précautions

A.
B.

C.

Pour diagnostic in vitro seulement.

Le test Aptima HIV-1 Quant Dx n’est pas destiné a étre utilisé pour le dépistage du
VIH-1 de donneurs de sang.

Afin de réduire le risque d’obtention de résultats non valides, lire attentivement
'ensemble de la notice du test et le Manuel de I'utilisateur du systéme Panther
(« Panther System Operator’'s Manual ») avant d’effectuer ce test.

Recommandations concernant les laboratoires

&;D.

MISE EN GARDE : Les contréles de ce test contiennent du plasma humain. Ce plasma
est négatif pour I'antigéne de surface de I'hépatite B (HBsAQ), les anticorps contre le
VHC, les anticorps contre le VIH-1 et le VIH-2 et I'antigéne du VIH lorsque les tests ont
effectués selon les méthodes approuvées par la Food and Drug Administration des
Etats-Unis. De plus, ce plasma est non réactif pour ’ARN du VHC et 'ARN du VIH-1
lorsque I'analyse se déroule sous forme de tests de détection de I'acide nucléique
approuves en utilisant des échantillons groupés. Tout produit dérivé du sang humain doit
étre considéré comme potentiellement infectieux et manipulé en appliquant les
précautions universelles (33-35).

Cette procédure ne doit étre réalisée que par des membres du personnel diment formés
a l'utilisation du test Aptima HIV-1 Quant Dx et a la manipulation de produits
potentiellement infectieux. En cas de projection, désinfecter immédiatement la zone
affectée en suivant les procédures appropriées de I'établissement.

N’utiliser que le matériel de laboratoire jetable fourni ou recommandé.

Prendre les précautions de laboratoire habituelles. Ne pas pipetter avec la bouche. Ne
pas manger, boire ou fumer dans les zones de travail désignées. Porter des gants
jetables sans poudre, des lunettes de protection et des blouses de laboratoire pour
manipuler les échantillons et les réactifs de la trousse. Bien se laver les mains aprés
avoir manipulé les échantillons et les réactifs de la trousse.

Les plans de travail, les pipettes et les autres matériels doivent étre réguliérement
décontaminés avec une solution d’hypochlorite de sodium de 2,5 % a 3,5 %
(0,35 M a 0,5 M).

Jeter tous les matériels ayant été au contact d’échantillons ou de réactifs selon la
réglementation en vigueur au niveau local et national (33-36). Nettoyer et désinfecter
soigneusement toutes les surfaces de travail.

Les contrbles contiennent de I'azoture de sodium comme agent de conservation. Ne pas
utiliser des tubes métalliques pour le transfert de réactifs. En cas d’élimination de
solutions contenant de I'azoture de sodium par le systeme d’évacuation des eaux usées,
veiller a les diluer et a faire couler d'importantes quantités d’eau en méme temps. |l est
conseillé de respecter ces précautions pour éviter toute accumulation de dépéts dans
des canalisations en métal, laquelle pourrait favoriser le développement de conditions
explosives.

Les bonnes pratiques générales pour les laboratoires de biologie moléculaire visent la
surveillance de I'environnement. La procédure suivante est suggérée pour surveiller
I'environnement d’un laboratoire.
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1. Se munir d’'un écouvillon a embout cotonné et le faire correspondre au tube d’aliquote
d’échantillon (« specimen aliquot tube », SAT) Aptima.

2. Etiqueter chaque SAT de maniére appropriée.

Remplir chaque SAT avec 1 mL de diluant d’échantillon Aptima.

4. Pour recueillir des échantillons a partir des surfaces, humidifier Iégérement un
écouvillon avec de I'eau désionisée exempte de nucléases.

5. Passer I'écouvillon sur la surface d’intérét en effectuant un mouvement vertical de
haut en bas. Faire tourner I'écouvillon d’environ un demi-tour pendant le geste.

6. Introduire immédiatement I'échantillon sur écouvillon dans le tube et le faire tournoyer
délicatement dans le diluant afin d’en extraire les matériels éventuellement prélevés.
Presser I'écouvillon contre le bord du tube de transport pour en extraire le maximum
de liquide. Jeter I'écouvillon et fermer le tube.

7. Répéter les mémes étapes pour les autres échantillons sur I'écouvillon.

8. Analyser I'écouvillon a l'aide d’'un test moléculaire.

W

Recommandations concernant les échantillons

L. Les échantillons peuvent étre infectieux. Respecter les précautions universelles (33-35)
lors de la réalisation de ce test. Des méthodes appropriées de manipulation et
d’élimination des déchets doivent étre établies selon la réglementation locale en vigueur
(36). Cette procédure ne doit étre réalisée que par des membres du personnel diment
formés a I'utilisation du test Aptima HIV-1 Quant Dx et a la manipulation de produits
infectieux.

M. Observer des conditions de conservation adéquates pendant le transport des échantillons
pour préserver leur intégrité. La stabilité des échantillons dans des conditions de
transport autres que celles recommandées n’a pas été évaluée.

N. Eviter toute contamination croisée lors des étapes de manipulation des échantillons.
Veiller tout particulierement a éviter toute contamination par diffusion d’aérosols lors du
débouchage ou de l'ouverture des échantillons. Les échantillons peuvent contenir des
taux d’organismes trés importants. Veiller a éviter tout contact entre les récipients
d’échantillons et a ne pas passer au-dessus d’un récipient ouvert en jetant le matériel
usagé. Changer de gants en cas de contact avec I'échantillon.

Recommandations concernant les tests

O. Les résultats quantitatifs du test Aptima HIV-1 Quant Dx ont été évalués sur du plasma.
Il ne faut pas utiliser du sérum pour I'obtention de résultats quantitatifs. Les résultats
qualitatifs ont été évalués sur du plasma et du sérum. L'utilisation de cette trousse de
test avec des échantillons autres que ceux qui sont spécifiquement approuvés pour
utilisation avec cette trousse peut entrainer des résultats inexacts.

P. Le test Aptima HIV-1 Quant Dx a été validé cliniquement a I'aide de I'algorithme du
logiciel du systéeme Panther. Le résultat validé a signaler est fourni par le logiciel du
systéme Panther dans I'écran Résultats (« Results ») et le rapport Résultats
(« Results »).

Q. Ne pas utiliser la trousse de réactifs, le calibrateur ou les contrdles aprés leur date de
péremption.
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R.

Ne pas échanger, mélanger ou combiner les réactifs de test provenant de trousses dont
le numéro de lot de référence est différent. Les liquides de test peuvent étre issus de lots
dont le numéro est différent. Les contrbles et le calibrateur peuvent étre issus de lots
dont le numéro est différent.

Eviter de contaminer les réactifs par des micro-organismes ou des nucléases.

Fermer et stocker tous les réactifs de test a la température indiquée. Les performances
du test peuvent étre affectées par l'utilisation de réactifs de test stockés dans des
conditions inappropriées. Pour de plus amples renseignements, consulter les sections
Conditions de conservation et manipulation des réactifset Procédure de test pour le
systéme Panther.

Ne pas combiner de réactifs de test ou de liquides de test sans avoir obtenu des
consignes spécifiques. Ne pas rajouter de réactif ou de liquide dans les flacons. Le
systeme Panther vérifie le niveau des réactifs.

Certains réactifs de cette trousse portent des étiquettes affichant des symboles de risque
et de sécurité.
Remarque : Pour obtenir des renseignements sur les mentions de danger et de mise en garde qui

pourraient étre associées a ces réactifs, consulter la bibliothéque des fiches de données de sécurité («
Safety Data Sheet Library ») a I'adresse www.hologicsds.com.
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@S

Controles de la trousse de CV de VIH
Azoture de sodium 0,2 %
Plasma humain 95-100 %

MISE EN GARDE

EUH 032 — Au contact d’un acide, dégage un gaz extrémement toxique.

H302 — Nocif en cas d’ingestion.

H312 — Nocif par contact cutané.

H402 — Nocif pour les organismes aquatiques.

H412 — Nocif pour les organismes aquatiques, entraine des effets néfastes a long terme.

P280 — Porter des gants/lunettes/vétements/couvre-visage de protection.

P301 + P312 - EN CAS D’INGESTION : Contacter immédiatement un CENTRE ANTIPOISON ou un
médecin en cas de malaise.

P321 — Traitement spécifique (voir les directives de premiers soins supplémentaires sur cette étiquette).
P362 + P364 — Enlever les vétements contaminés et les laver avant de les réutiliser.

P302 + P352 - EN CAS DE CONTACT AVEC LA PEAU : Laver abondamment avec de I'eau et du
savon.

P363 — Laver les vétements contaminés avant réutilisation.

P501 — Eliminer le contenu et le contenant conformément aux réglementations locales, régionales,

nationales et internationales.

Conditions de conservation et manipulation des réactifs

A. Le tableau suivant présente les conditions de conservation et de stabilité pour les

B.

réactifs, les contrbles et le calibrateur.

Conservation

Trousse ouverte (reconstituée)

Reactifs (non ouvert)
Stockage Stabilité
Réactif d’amplification qHIV-1 2°Cas°C
Solution de reconstitution de 'amplification qHIV-1 2°Cas°C 2°Cas8°C 30 jours®
Réactif enzymatique qHIV-1 2°Cas°C
Solution de reconstitution enzymatique qHIV-1 2°Cas°C 2°Cas8°C 30 jours®
Réactif-promoteur qHIV-1 2°Cas°C
Solution de reconstitution du promoteur qHIV-1 2°Cas°C 2°Cas8°C 30 jours®
Réactif de capture de cibles gHIV-1 2°Cas8°C 2°Cag8°C 30 jours®
A F o 2 o o A o Flacon a usage unique
gHIV-1 NC CONTROL — (Contréle négatif) -15°Ca-35°C 15°Ca30°C Utiliser dans les 20 heures
. P o 2 o o A o Flacon a usage unique
gHIV-1 LPC CONTROL + (Contrdle positif faible) -15°Ca-35°C 15°Ca30°C Utiliser dans les 20 heures
. - o 2 o o A o Flacon a usage unique
gHIV-1 HPC CONTROL + (Contrdle positif fort) -15°Ca-35°C 15°Ca30°C Utiliser dans les 20 heures
R R Flacon a usage unique
PCAL gHIV-1 (calibrateur positif) -15°Ca-35°C 15°C 430 °C ge uniq

Utiliser dans les 20 heures

#Une fois les réactifs enlevés du systéme Panther, ils doivent étre immédiatement remis a leur température d’entreposage

appropriée.

Jeter tous les réactifs reconstitués et le réactif de capture de cible (« target capture
reagent », TCR) non utilisés aprés 30 jours ou aprés la date de péremption du lot de
référence, selon la premiére échéance.

Test Aptima HIV-1 Quant Dx
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C. Les réactifs stockés dans le systéeme Panther sont stables pendant 72 heures. Les
réactifs peuvent étre chargés sur le systéeme Panther jusqu’a 5 fois. Le systéme Panther
enregistre le nombre de chargements des réactifs.

D. Aprés décongélation du calibrateur, la solution doit étre transparente; c.-a-d. elle ne doit
pas étre trouble ou contenir des précipités.

/A E. Le réactif-promoteur et le réactif-promoteur reconstitué sont photosensibles. Protéger ces
réactifs de la lumiére lors de leur conservation et pendant la préparation avant de les
utiliser.

Collecte et conservation des échantillons

Remarque : Manipuler tout échantillon comme s’il était susceptible de contenir des agents
potentiellement infectieux. Appliquer les précautions universelles.

Remarque : Veiller a éviter toute contamination croisée pendant les étapes de manipulation
des échantillons. Par exemple, veiller a ne pas passer au-dessus de tubes ouverts lors de
I’élimination de matériels usages.

Remarque : Seuls les tubes secondaires en plastique sont recommandés pour le stockage.

Des échantillons de sang total collectés dans les tubes en verre ou en plastique suivants
peuvent étre utilisés :

Pour les analyses quantitatives :

» Tubes contenant de 'EDTA ou des anticoagulants acide-citrate-dextrose (ACD) ou
» Tubes de préparation du plasma (« Plasma Preparation Tubes », PPT).

Pour les analyses qualitatives :

» Tubes contenant de 'EDTA ou des anticoagulants ACD ou

* Tubes PPT ou

» Tubes sérologiques ou

* Tubes de séparation du sérum (« serum separator tube », SST).

En cas d’utilisation de sérum, laisser se former le caillot avant de poursuivre.

A. Collecte des échantillons

Le sang total peut étre stocké entre 2 °C et 30 °C et doit étre centrifugé dans les

24 heures suivant la collecte de I'échantillon. Séparer le plasma ou le sérum des globules
rouges granulés en suivant les instructions du fabricant du tube utilisé. Le plasma ou le
sérum peut étre soit analysé directement par le systéme Panther dans le tube primaire, soit
transféré dans un tube secondaire. Le volume minimum de plasma ou de sérum pour des
tubes de collecte primaires est de 1 200 uL et de 700 pL pour les tubes secondaires, pour
obtenir un volume de réaction de 500 pL.
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Le tableau suivant précise les exigences de volume mort pour chaque type de tube
primaire et secondaire :

Tube (taille et type) Volume mort sur le systéme Panther
Tube d’aliquote d’échantillon (SAT) Aptima 0,2mL
12X 75 mm 0,5mL
13 x 100 mm 0,5mL
13 x 100 mm avec gel 0,3mL
16 x 100 mm avec gel 0,7 mL

Dans le cas ou le plasma ou le sérum n’est pas analysé immédiatement, il peut étre
conservé comme suit : S’il a été transféré dans un tube secondaire, le plasma peut étre
congelé a -20 °C ou a -70 °C, et le sérum peut étre congelé a -20 °C. Pour éviter tout
résultat erroné, ne pas congeler/décongeler I'échantillon plus de trois fois. Ne pas
congeler les échantillons dans des tubes EDTA ou ACD ni dans des tubes primaires de
collecte du sérum.

B. Conditions de conservation des échantillons
1. Echantillons de plasma EDTA et ACD

Les tubes primaires contenant du plasma centrifugé peuvent étre stockés entre 2 °C
et 30 °C jusqu’a 24 heures apres la collecte de I'échantillon (Figure 1, encadré
supérieur). Au-dela de 24 heures, le plasma peut étre stocké pendant une période
prolongée dans une des conditions de conservation suivantes (Figure 1, encadrés
inférieurs) :

+ Jusqu’a 3 jours dans le tube de collecte primaire entre 2 °C et 8 °C,
» Jusqu’a 5 jours dans le tube secondaire entre 2 °C et 8 °C ou
* Jusqu’a 90 jours dans le tube secondaire entre -20 °C et -70 °C.

Primaire

30 °c
2 °c~’¥

< 24 heures aprés le prélévement

N

I
N
Primaire Secondaire Secondaire
Fo ek
2 % 29 359 _g59¢
< 3 jours < 5jours < 90 jours

Figure 1. Conditions de conservation pour les tubes EDTA/ACD
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2. Echantillons PPT

Les tubes PPT contenant du plasma centrifugé peuvent étre stockés entre 2 °C et 30 °C
jusqu’a 24 heures apres la collecte de I'échantillon (Figure 2, encadré supérieur). Au-
dela de 24 heures, le plasma peut étre stocké pendant une période prolongée dans une
des conditions de conservation suivantes (Figure 2, encadrés inférieurs) :

* Jusqu’a 3 jours dans le tube PPT entre 2 °C et 8 °C,
» Jusqu’a 5 jours dans le tube secondaire entre 2 °C et 8 °C ou

* Jusqu’a 90 jours dans le tube PPT ou le tube secondaire entre
-20 °C et -70 °C.

Primaire

30°C
2°C

< 24 heures
aprés le prélévement

Primaire Secondary ||Primaire ou Secondaire
8°C 8°C -15°C -65 °C
1 od
2°C 2°C -35°C _85°C
< 3 jours < 5jours <90 jours

Figure 2. Conditions de conservation pour les tubes PPT

3. Echantillons dans des tubes sérologiques

Les tubes sérologiques contenant du sérum centrifugé peuvent étre stockés entre 2 °C
et 30 °C jusqu'a 24 heures aprés la collecte de I'échantillon (Figure 3, encadré
supérieur). Au-dela de 24 heures, le sérum peut étre stocké pendant une période
prolongée dans une des conditions de conservation suivantes (Figure 3, encadrés
inférieurs) :

* Jusqu’a 5 jours dans le tube sérologique entre 2 °C et 8 °C,
» Jusqu’a 5 jours dans le tube secondaire entre 2 °C et 8 °C ou
* Jusqu’a 90 jours dans le tube secondaire a -20 °C.

Serum

30 °C
ZOCJ’

< 24 heures
apres le prélévement

Figure 3. Conditions de conservation pour les tubes sérologiques

Primaire Tube

8°C
2°C

<5 jours

Secondaire Tube

8°C
2°C

< 5jours

Secondaire Tube

J’ -15°C
-35°C

<90 jours
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4. Echantillons dans des tubes SST

Les tubes SST contenant du sérum centrifugé peuvent étre stockés entre 2 °C et 30 °C
jusqu’a 24 heures apres la collecte de I'échantillon (Figure 4, encadré supérieur). Au-
dela de 24 heures, le sérum peut étre stocké pendant une période prolongée dans une
des conditions de conservation suivantes (Figure 4, encadrés inférieurs) :

* Jusqu’a 5 jours dans le tube SST entre 2 °C et 8 °C,
» Jusqu’a 5 jours dans le tube secondaire entre 2 °C et 8 °C ou
» Jusqu’a 90 jours dans le tube secondaire a -20 °C.

Primaire
30 °C
2°C
< 24 heures
apres le prélévement
Primaire Secondaire Secondaire
8°C 8°C /ﬂ/ -15°C
2°C 2°C -35°C

<5 jours < 5jours <90 jours

Figure 4. Conditions de conservation pour les tubes SST

C. Dilution d’échantillons de plasma

Un échantillon de plasma peut étre dilué dans le tube SAT ou le tube secondaire avant
d’étre testé sur le systéeme Panther. Pour de plus amples renseignements, consulte la
section Procédure de test pour le systeme Panther, étape E. 6 ci-dessous.

Remarque : Dans le cas ou un échantillon est dilué, il doit étre analysé immédiatement
apres la dilution. Ne pas congeler un échantillon dilué.

/N La dilution des échantillons de plasma ne peut étre effectuée que pour obtenir des
résultats quantitatifs. Ne pas diluer les échantillons de plasma pour obtenir des résultats
de diagnostic.

Echantillons placés a bord du systéme Panther

Les échantillons peuvent étre laissés sans bouchon a bord du systéeme Panther pendant un
maximum de 8 heures. Les échantillons peuvent étre enlevés du systéeme Panther et
analysés tant que la durée totale de leur séjour a bord du systéme Panther ne dépasse pas
8 heures avant le pipetage de I’échantillon par le systéme.

Transport des échantillons

Maintenir les conditions de conservation des échantillons telles que décrites dans la section
Collecte et conservation des échantillons.

Remarque : L’expédition des échantillons doit s’effectuer conformément aux
réglementations locales, nationales et internationales applicables en matiére de transport.
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Systéeme Panther

Les réactifs du systeme Panther® nécessaires pour le test Aptima HIV-1 Quant Dx sont
présentés ci-dessous. Les symboles d’identification des réactifs sont également indiqués a
c6té du nom du réactif.

Réactifs et matériel fournis
Trousse pour le test Aptima HIV-1 Quant Dx, 100 tests, n° de réf. PRD-03565 (1 trousse
de test, 1 trousse de calibration et 1 trousse de contrdles)

Il est possible de commander des contrbles et des calibrateurs supplémentaires séparément.
Voir les numéros de référence respectifs ci-dessous.

Trousse de test Aptima HIV-1 Quant Dx
(conserver entre 2 °C et 8 °C deés réception)

Symbole  Composant Quantiteé
A Réactif d’amplification qHIV-1 1 flacon
Acides nucléiques non infectieux séchés dans une solution tampon.
E Réactif enzymatique qHIV-1
Transcriptase inverse et polymérase d’ARN séchées dans une 1 flacon
solution tamponnée HEPES.
PRO Réactif-promoteur qHIV-1 1 flacon
Acides nucléiques non infectieux séchés dans une solution tampon.
AR Solution de reconstitution de I'amplification qHIV-1
Solution aqueuse contenant du glycérol et des agents de 1x7,2mL
conservation.
ER Solution de reconstitution enzymatique qHIV-1 1x5.8 ml
Solution tamponnée HEPES contenant un surfactant et du glycérol. ’
PROR Solution de reconstitution du promoteur qHIV-1
Solution aqueuse contenant du glycérol et des agents de 1x4,5mL
conservation.
TCR Réactif de capture de cibles qHIV-1
Acides nucléiques dans une solution saline tamponnée contenant des 1x72.0 mL
acides nucléiques non infectieux en phase solide et un calibrateur '
interne.
Collets de reconstitution 3
Fiche des codes a barres du lot de référence 1 fiche
Trousse de calibrateurs du test Aptima HIV-1 Quant Dx (n° de réf. PRD-03566)
(conserver entre -15 °C et -35 °C dés réception)
Symbole = Composant Quantité
PCAL Calibrateur positif qHIV-1 5x25mL

Transcrit dans solution tamponnée.

Etiquette a code a barres du calibrateur
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Trousse de contréles Aptima HIV-1 Quant Dx (n° de réf. PRD-03567)
(conserver entre -15 °C et -35 °C dés réception)

Symbole

Composant

Quantité

NC

Contréle négatif qHIV-1

Plasma humain défibriné négatif pour le VIH-1 contenant de la
gentamicine et de 'azoture de sodium a 0,2 % comme agents de
conservation.

5x1,5mL

LPC

Controéle positif faible qHIV-1

« Armored RNA » (ARN résistant aux nucléases) non infectieux du
VIH-1 dans du plasma humain défibriné contenant de la gentamicine
et de 'azoture de sodium a 0,2 % comme agents de conservation.

5x1,5mL

HPC

Contréle positif fort qHIV-1

« Armored RNA » (ARN résistant aux nucléases) non infectieux du
VIH-1 dans du plasma humain défibriné contenant de la gentamicine
et de l'azoture de sodium a 0,2 % comme agents de conservation.

5x1,5mL

Etiquette a code a barres des controles

Matériel requis mais disponible séparément

Remarque : Les numéros de références du matériel offert par Hologic sont indiqués, sauf
spécification contraire.

Matériel

Systéeme Panther

Trousse pour séries de tests du systéme Panther — tests en temps réel

seulement

La trousse de liquides de test Aptima (également connu comme « Trousse de liquides

Universel »)

N° de réf.

contient la solution de lavage Aptima, le tampon pour solution de désactivation Aptima et
le réactif huileux Aptima

Unités multi-tubes (« Multi-Tube Unit », MTU)
Assortiment de sacs pour déchets Panther
Couvercle pour contenant a déchets Panther

Trousse pour séries du systéme Panther

(lors de la réalisation de tests TMA en temps différé parallelement a des tests
TMA en temps réel)
contient des MTU, des sacs pour déchets, des couvercles pour contenant a déchets,
détection automatique et des liquides pour tests

Embouts, 1 000 yL conductifs, a détection de liquide

Eau de Javel, solution d’hypochlorite de sodium dosée de 5 % a 7 % —

0,7 M a 1,0 M)

Gants jetables sans poudre —

Bouchons de rechange pour flacons de réactif

Flacons de reconstitution de réactif d’amplication, enzymatique et promoteur

Flacon de TCR

PRD-03455 (5 000 tests)

303014 (1 000 tests)

104772-02
902731
504405
303096 (5 000 tests)

10612513 (Tecan)

CL0041 (100 bouchons)

CL0040 (100 bouchons)

Protection de paillasse de laboratoire a envers plastifié —
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Matériel

Lingettes absorbantes non pelucheuses

Pipette

Embouts

Des tubes de collecte primaires (ACD, EDTA, PPT, SST, sérum) des dimensions
suivantes peuvent étre utilisés :

13 mm x 100 mm
13 mm x 75 mm
16 mm x 100 mm

Centrifugeuse

Agitateur-mélangeur vortex

Matériel optionnel

Matériel

Des tubes secondaires des dimensions suivantes peuvent étre utilisés :

12 mm x 75 mm
13 mm x 100 mm
16 mm x 100 mm

Tubes d’aliquote d’échantillon Aptima (SAT) (100/paquet)

Bouchons pour tubes de transport (100/paquet)
Bouchons pour tubes SAT

Diluant d’échantillon Aptima

Trousse de diluant d’échantillon Aptima
contient du diluant, 100 SAT et 100 bouchons

Pipettes de transfert

Panels disponibles dans le commerce, par exemple :

panel VIH-1 de l'organisation Quality Control for Molecular Diagnostics (QCMD) ou
panel de suivi de la charge virale VIH du College of American Pathologists (CAP) ou
panels VIH ACCURUN de SeraCare

Ecouvillons & embout cotonné

Agitateur de tubes

Procédure de test pour le systéeme Panther

N° de réf.

N° de réf.

503762
504415

PRD-03503
PRD-03654

PRD-03488

Remarque : Consulter le Manuel de l'utilisateur du systeme Panther (« Panther System
Operator’s Manual ») pour de plus amples renseignements sur la procédure.

A. Préparation de la zone de travalil

1. Nettoyer les plans de travail sur lesquels les réactifs seront préparés. Essuyer les
plans de travail avec une solution d’hypochlorite de sodium de 2,5 % a 3,5 % (0,35 M
a 0,5 M). Laisser la solution d’hypochlorite de sodium en contact avec les surfaces
pendant au moins 1 minute, puis rincer avec de I'eau désionisée. Ne pas laisser
sécher la solution d’hypochlorite de sodium. Couvrir la surface de la paillasse sur
laquelle les réactifs et les échantillons seront préparés avec des protections de

paillasse de laboratoire absorbantes propres a envers plastifié.
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2. Nettoyer une surface de travail distincte pour la préparation des échantillons. Suivre
la procédure décrite ci-dessus (étape A.1).

3. Nettoyer toutes les pipettes. Suivre la procédure décrite ci-dessus (étape A.1).

B. Préparation du calibrateur et des controles

Laisser le calibrateur et les controles atteindre une température entre 15 °C et 30 °C
avant de poursuivre comme suit :

1. Enlever le calibrateur et les contrdles de leur lieu de conservation (entre -15 °C et
-35 °C) et les laisser atteindre une température entre 15 °C et 30 °C. Tout au long de
la décongélation, retourner délicatement chaque tube pour bien mélanger le contenu.
S’assurer que le contenu des tubes est entierement décongelé avant I'utilisation.

Option. Les tubes de calibrateur et des contréles peuvent étre mis dans un agitateur
de tubes afin de bien mélanger leur contenu. S’assurer que le contenu des tubes est
entiérement décongelé avant I'utilisation.

Remarque : Veiller a éviter toute formation excessive de mousse lorsque le
calibrateur et les contrbles sont inversés. La mousse compromet la détection de
niveaux par le systeme Panther.

2. Une fois le contenu des tubes décongelé, sécher I'extérieur des tubes avec une
lingette absorbante jetable, propre et sec.

3. Pour éviter les contaminations, ne pas ouvrir les tubes a ce moment.

C. Reconstitution des réactifs/Préparation d’'une nouvelle trousse

Remarque : La reconstitution des réactifs doit étre effectuée avant d’entreprendre toute
tdche sur le systeme Panther.

1. Pour préparer le réactif de capture de cibles (« Target Capture Reagent », TCR),
procéder comme suit :

a. Enlever le flacon de TCR de son lieu de conservation (2 °C a 8 °C). Vérifier la
correspondance entre le numéro de lot sur le flacon de TCR et le numéro de lot
sur la fiche de codes a barres du lot de référence.

b. Agiter immédiatement le flacon de TCR vigoureusement (10 fois). Laisser le
flacon de TCR se réchauffer pendant au moins 45 minutes pour atteindre une
température entre 15 °C et 30 °C. Pendant cette période, faire tournoyer et
retourner le flacon de TCR au moins toutes les 10 minutes.

Option. La préparation du flacon de TCR peut également s’effectuer a 'aide d’un
agitateur de tubes. Dans ce cas, procéder comme suit : Enlever le flacon de TCR
de son lieu de conservation (2 °C a 8 °C) et agiter immédiatement le flacon
vigoureusement (10 fois). Placer le flacon de TCR sur un agitateur de tubes et
laisser le flacon se réchauffer pendant au moins 45 minutes pour atteindre une
température entre 15 °C et 30 °C.

c. S’assurer que tout précipité a été dissous et que les particules magnétiques sont
bien en suspension avant I'utilisation.

2. Pour reconstituer les réactifs d’amplification, enzymatique et promoteur, procéder
comme suit :
a. Enlever les réactifs lyophilisés et les solutions de reconstitution correspondantes
de leur lieu de conservation (2 °C a 8 °C). Associer chaque solution de
reconstitution a son réactif lyophilisé.

b. S’assurer que la couleur de I'étiquette de la solution de reconstitution correspond
a celle du réactif lyophilisé. Vérifier les numéros de lot sur la fiche des codes a
barres du lot de référence pour s’assurer que les réactifs appropriés sont appariés
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f.

Vi.

Vii.

viii.

Ouvrir le flacon de réactif lyophilisé en enlevant la capsule métallique et le
bouchon en caoutchouc.

Insérer fermement I'extrémité a encoche du collet de reconstitution (noir) dans
le flacon (Figure 5, étape 1).

Ouvrir le flacon de solution de reconstitution correspondante et poser le
bouchon sur une surface de travail propre et recouverte.

Placer le flacon de solution de reconstitution sur une surface stable (p. ex.
une paillasse). Retourner ensuite le flacon de réactif lyophilisé au-dessus du
flacon de solution de reconstitution et fixer le collet solidement au flacon de la
solution de reconstitution (Figure 5, étape 2).

Retourner lentement les flacons assemblés (flacon fixé au flacon de solution)
pour que la solution puisse s’écouler dans le flacon en verre (Figure 5,
étape 3).

Soulever les flacons assemblés et les faire tournoyer pendant au moins

10 secondes (Figure 5, étape 4).

Attendre au moins 30 minutes pour que le réactif lyophilisé se dissolve dans
la solution.

Une fois le réactif lyophilisé dissous, faire tournoyer les flacons assemblés
pendant au moins 10 secondes puis faire balancer délicatement d’avant en
arriére la solution dans le flacon en verre pour le mélanger complétement.

Incliner lentement les flacons assemblés une autre fois pour permettre a la totalité
de la solution de s’écouler de nouveau dans le flacon de solution de reconstitution
(Figure 5, étape 5).

Enlever avec précaution le collet de reconstitution et le flacon en verre (Figure 5,
étape 6).

Reboucher la bouteille. Inscrire les initiales du technicien de laboratoire et la date

de

reconstitution sur I'étiquette (Figure 5, étape 7).

Jeter le collet de reconstitution et le flacon en verre (Figure 5, étape 8).

Mise en garde : Eviter la formation excessive de mousse durant la reconstitution des
réactifs. La mousse compromet la détection de niveaux par le systéme Panther.

/4 - ™y

H’1 m ™

3 )
i
h

g

Figure 5. Processus de reconstitution des réactifs
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D. Préparation des réactifs précédemment reconstitués

1.

2.

Enlever les réactifs précédemment reconstitués de leur lieu de conservation (2 °C a
8 °C).

Il faut laisser les réactifs d’amplification, enzymatique et promoteur précédemment
reconstitués et le flacon de TCR atteindre une température entre 15 °C et 30 °C
avant de commencer le test.

Pour le flacon de TCR précédemment préparé, effectuer I'étape C.1 ci-dessus avant
de le charger sur le systéeme.

Faire tournoyer et retourner les réactifs d’amplification, enzymatique et promoteur afin
de les mélanger complétement avant de les charger sur le systéme. Eviter la
formation excessive de mousse lors du retournement des réactifs.

Ne pas ajouter de réactif dans les flacons. Le systéme Panther reconnait et rejette
les flacons qui ont été remplis de nouveau.

E. Manipulation des échantillons

1.

S’assurer que les échantillons traités dans les tubes primaires ou des échantillons
non dilués dans les tubes secondaires ont été adéquatement entreposés selon la
procédure décrite dans la section « Collecte et conservation des échantillons » a la
page 9.

S’assurer que les échantillons congelés sont entierement décongelés. Mélanger les
échantillons décongelés dans I'agitateur-mélangeur vortex pendant 3 a 5 secondes
afin de les mélanger complétement.

Laisser les échantillons atteindre une température entre 15 °C et 30 °C avant de les
traiter. Pour de plus amples renseignements, consulter la section Echantillons placés
a bord du systéme Panther.

S’assurer que chaque tube de collecte primaire contient au moins 1 200 uL
d’échantillon ou que chaque tube SAT contient au moins 700 uL d’échantillon.
Consulter le tableau de la section « Collecte et conservation des échantillons » a la
page 9 pour connaitre les exigences relatives au volume mort pour chaque type de
tube primaire et secondaire. S'’il est nécessaire de diluer un échantillon, consulter
I'étape E.6 ci-dessous pour obtenir des renseignements supplémentaires.

Juste avant de charger les échantillons dans un portoir d’échantillons, centrifuger
chaque échantillon entre 1 000 et 3 000 g pendant 10 minutes. Ne pas enlever les
bouchons. La présence de bulles dans le tube empéche la détection du niveau par le
systéme Panther.

Consulter la section Préparation du systeme, étape F.2 ci-dessous pour obtenir des
renseignements concernant le chargement du portoir et le retrait des bouchons.

Diluer un échantillon de plasma a 1:3 dans le tube SAT ou a 1:100 dans un tube
secondaire.

Un échantillon de plasma peut étre dilué dans un tube secondaire pour étre testé sur
le systéeme Panther.

La dilution des échantillons de plasma ne peut étre effectuée que pour obtenir des
résultats quantitatifs. Ne pas diluer les échantillons de plasma pour obtenir des
résultats de diagnostic.

Remarque : Dans le cas ou un échantillon a été dilué, il doit étre analysé
immédiatement apres la dilution.

a. Dilution d’échantillons de faible volume

Le volume d’échantillons de plasma peut étre augmenté afin d’atteindre le volume
minimum requis (700 uL) a l'aide du diluant d’échantillon Aptima. Les échantillons
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contenant au moins 240 L de plasma peuvent étre dilués en ajoutant deux
volumes de diluant d’échantillon (1:3) comme suit :

i. Verser 240 pyL d’échantillon dans le tube SAT.

ii. Ajouter 480 uL de diluant d’échantillon Aptima.

iii. Fermer le tube.

iv. Retourner délicatement 5 fois pour bien mélanger.

Les échantillons dilués a 1:3 peuvent étre analysés a l'aide de I'option 1:3 du
systéme Panther (pour de plus amples renseignements, consulter le Manuel de
I'utilisateur du systéme Panther (« Panther System Operator’s Manual »). Le
logiciel prend automatiquement en compte le facteur de dilution et produit le
résultat correspondant. Ces échantillons sont signalés comme étant des
échantillons dilués.

Dilution d’échantillons a titre élevé

Si le résultat d’'un échantillon excéde la limite supérieure de quantification, il peut
étre dilué avec 99 volumes de diluant d’échantillon Aptima (1:100) comme suit :

i. Verser 30 uL d’échantillon dans le tube SAT ou le tube secondaire.
ii. Ajouter 2 970 pL de diluant d’échantillon Aptima.

iii. Fermer le tube.

iv. Retourner délicatement 5 fois pour bien mélanger.

Les échantillons dilués a 1:100 peuvent étre analysés a l'aide de I'option 1:100 du
systéme Panther (pour de plus amples renseignements, consulter le Manuel de
l'utilisateur du systéme Panther (« Panther System Operator’s Manual »). Le
logiciel prend automatiquement en compte le facteur de dilution et produit le
résultat correspondant. Ces échantillons sont signalés comme étant des
échantillons dilués.

Remarque : Pour les échantillons dilués avec des concentrations nettement
supérieures a la ULoQ, les résultats seront exprimés a l'aide de la notation
scientifique.

F. Préparation du systéme

1.

Configurer le systéme selon les instructions du Manuel de l'utilisateur du systéme
Panther (« Panther System Operator's Manual ») et de la section Remarques
concernant la procédure. Vérifier que des portoirs de réactifs et des adaptateurs pour
flacons de TCR de taille appropriée sont utilisés.

Charger les échantillons dans un portoir d’échantillons. Effectuer les étapes suivantes
pour chaque tube d’échantillon (échantillon et, s’il y a lieu, calibrateur et contrbles) :

a. Desserrer le bouchon d’'un des tubes d’échantillon sans I'enlever.

Remarque : Veiller tout particulierement a éviter toute contamination par diffusion
d’aérosols. Desserrer délicatement les bouchons des échantillons.

Charger le tube d’échantillon dans un portoir d’échantillons.
Répéter les étapes 2.a et 2.b pour chaque échantillon restant.

Une fois les échantillons chargés dans le portoir d’échantillons, retirer et jeter
chaque capuchon de tube d’échantillon dans un des portoirs d’échantillons. Pour
éviter toute contamination, ne pas passer les bouchons au-dessus d’autres
portoirs d’échantillons ou de tubes d’échantillons.
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e. S’ily a lieu, utiliser une pipette de transfert neuve jetable pour éliminer les bulles
et la mousse.

f. Une fois le dernier bouchon retiré, charger le portoir d’échantillons dans le
compartiment des échantillons.

Remarque : Si d’autres tests et types d’échantillons sont analysés en méme
temps, bien fixer en place le dispositif de rétention des échantillons avant de
charger le portoir d’échantillons dans le compartiment des échantillons.

g. Répéter les étapes 2.a a 2.f pour le portoir d’échantillons suivant.

Remarques concernant la procédure
A. Calibrateur et contréles

1. Le calibrateur gHIV-1 positif, les tubes de contréle gHIV-1 positif faible, de contréle
gHIV-1positif fort et de contréle gHIV-1 négatif peuvent étre chargés dans n’importe
quelle position dans le portoir d’échantillons et dans n’importe quelle rangée du
compartiment des échantillons du systéme Panther. Le pipetage des échantillons
commence quand l'une des deux conditions suivantes est satisfaite :

a. Le calibrateur et les contrdles sont en cours de traitement par le systéme.

b. Les résultats valides du calibrateur et des contrdles sont enregistrés sur le
systéme.

2. Une fois que le calibrateur et les tubes de contrbles ont été pipettés et sont traités
avec la trousse de réactifs Aptima HIV-1 Quant Dx, alors des échantillons peuvent
étre testés avec la trousse reconstituée y associée pendant un délai maximal de 24
heures, a moins que :

a. les résultats du calibrateur ou des contrdles soient non valides;
b. la trousse de réactifs de test associé soit retiré du systéme;
c. la trousse de réactifs de test ait dépassé les limites de stabilité.

3. Le calibrateur et chaque tube de contréle ne peuvent étre utilisés qu’une seule fois.
Les tentatives d'utiliser le tube plus d’'une fois peuvent entrainer des erreurs de
traitement.

B. Gants poudrés

Comme avec tout systéme de réactif, I'excés de poudre sur certains gants peut entrainer
la contamination des tubes ouverts. Il est recommandé de porter des gants sans poudre.
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Assurance de la qualité

Les résultats d’'une série de tests ou d’un échantillon peuvent étre invalidés par un technicien
si des problémes techniques, liés a 'appareil ou du fait du technicien sont observés et
consignés durant la réalisation du test. Dans ce cas, les échantillons doivent étre retestés.

Calibration du test

Afin de produire des résultats valides, il faut procéder a la calibration du test. Un seul
calibrateur positif est analysé en ftriplicat chaque fois qu’une trousse de réactifs est chargée
sur le systéme Panther®. Une fois établie, la calibration est valide pour un maximum de

24 heures. Le logiciel du systéme Panther avertit le technicien lorsqu'une calibration est
requise. Le technicien numérise un coefficient de calibration qui se trouve sur la fiche des
codes a barres du lot de référence fournie avec chaque trousse de réactifs.

Le logiciel du systeme Panther vérifie automatiquement les critéres d’acceptation du
calibrateur durant son traitement. Si moins de deux des réplicats du calibrateur sont valides,
alors la série de tests est invalidée automatiquement par le logiciel. Les échantillons d’une
série de tests invalidée doivent étre analysés a nouveau avec un calibrateur et des contréles
fraichement préparés.

Contréles négatifs et positifs

Afin d’obtenir des résultats valides, un jeu de contrdles du test doit étre analysé. Un réplicat
du contrble négatif, du controle positif faible et du contréle positif fort doit étre analysé
chaque fois qu'une trousse de réactifs est chargée sur le systéeme Panther. Une fois validés,
les contréles sont valables pendant 24 heures. Le logiciel du systéeme Panther avertit le
technicien lorsque des contrbles sont nécessaires.

Le logiciel du systéme Panther vérifie automatiquement les critéres d’acceptation des
contrdles durant de leur traitement. Afin d’obtenir des résultats valides, le résultat du controle
négatif doit étre « Non détecté », et les résultats des contrbles positifs doivent correspondre
a des parameétres prédéfinis (Cible LPC : ~ 3 logqg c/mL, cible HPC : ~ 5 log4g ¢/mL). Si un
résultat non valide est généré pour 'un des contrdles, alors le logiciel invalide
automatiquement la série de tests. Les échantillons d’une série de tests invalidée doivent
étre analysés a nouveau avec un calibrateur et des contrdles fraichement préparés.

Calibrateur interne/controle interne

Chaque échantillon contient un calibrateur interne/contrdle interne (Cl). Le logiciel du
systéme Panther vérifie automatiquement les critéres d’acceptation du CI durant le
traitement. Si un résultat du Cl est non valide, alors le logiciel invalide automatiquement le
résultat de I'échantillon. Chaque échantillon dont le résultat du Cl est non valide doit étre
analysé a nouveau afin d’obtenir un résultat valide. Le logiciel du systéme Panther est congu
pour vérifier avec précision les processus lorsque les procédures sont effectuées suivant les
instructions fournies dans la présente notice et le Manuel de I'utilisateur du systéme Panther
(« Panther System Operator’s Manual »).
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Interprétation des résultats

Remarque : Les résultats quantitatifs du test Aptima HIV-1 Quant Dx ont été évalués sur du
plasma. Il ne faut pas utiliser du sérum pour I'obtention de résultats quantitatifs. Les résultats
qualitatifs ont été évalués sur du plasma et du sérum.

Le systéme Panther® détermine automatiquement la concentration en ARN du VIH-1 dans
les échantillons et les contréles en comparant les résultats a une courbe de calibration. Les
concentrations en ARN du VIH-1 sont présentées en copies/mL et en logqy copies/mL.
L’interprétation des résultats est présentée dans le Tableau 1. Le test Aptima HIV-1 Quant Dx
dispose de systémes d’amplification et de détection a double cible, ciblant la pol et la LTR de
facon indépendante. Le résultat signalé par le systéme sera basé sur le systéme primaire, la
pol, a moins que la pol ne soit pas amplifiée. Dans ces cas, le systéme signalera le résultat
du systéme secondaire, la LTR.

Si la dilution 1:3 ou 1:100 est utilisée pour des échantillons dilués, le systtme Panther
calcule automatiquement la concentration en VIH-1 pour I'’échantillon non dilué en multipliant
les résultats obtenus avec la concentration diluée par le facteur de dilution, et les
échantillons dilués sont signalés comme étant dilués.

Remarque : Pour les échantillons dilués, les résultats indiqués comme « Non détecté » ou
« <30 détectés » peuvent étre générés en diluant un échantillon & une concentration
supérieure, mais proche de la limite de détection (« limit of détection », LoD) ou la limite
inférieure de quantification (« lower limit of quantification », LLoQ). Si aucun résultat
quantitatif n’est obtenu, il est recommandé de collecter un nouvel échantillon et de I'analyser
sans le diluer.

Le systéme Panther ne génére pas de résultats qualitatifs (c.-a-d. « réactifs » ou « non
réactifs ») a des fins diagnostiques. Le technicien doit interpréter la concentration en ARN du
VIH-1 rapportée pour en tirer un résultat qualitatif (Tableau 1). Les échantillons dont les
résultats sont signalés comme « non détectés » sont non réactifs pour 'ARN du VIH-1. Les
résultats d’échantillons signalés comme « <30 détectés » ou qui se situent au sein de la
plage linéaire, ou au-dessus, indiquent que de 'ARN du VIH-1 a été détecté et que ces
échantillons sont réactifs pour 'ARN du VIH-1.

Tableau 1: Interprétation des résultats

Résultat signalé du test Aptima

HIV-1 Quant Dx Interprétation de la concentration Interprétation qualitative a
_ ) en ARN du VIH-1 des fins diagnostiques®
Copies/mL? Valeur logq
Non détecté Non détecté  ARN du VIH-1 non détecté. Non réactif pour TARN du
VIH-1
<30 détectées <147 L’ARN du VIH-1 est détecté, mais posséde Réactif pour TARN du VIH-1

une concentration inférieure a la LLoQ.

30210000000 1,47a7,00 Laconcentrationen ARN du VIH-1 se situe Réactif pour ’ARN du VIH-1
dans la plage linéaire de 30 a
10 000 000 copies/mL.

>10 000 00 >7,00 La concentration en ARN du VIH-1 est Réactif pour 'ARN du VIH-1
supérieure a limite supérieure de
quantification (ULoQ).

Non valide’ Non valide’ ~ Une erreur est survenue lorsde la Non valide’
génération du résultat. L’échantillon doit étre
analysé de nouveau.
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Tableau 1: Interprétation des résultats

@ Le facteur de conversion pour transposer les copies en unités internationales (Ul) conformément & la 3° norme internationale pour
ARN du VIH-1 (10/152) est de 0,35 copie/Ul.
®Valeur arrondie & deux décimales.
° Aucune interprétation diagnostique ne doit étre formulée a partir d’'un résultat « non réactif » pour les échantillons dilués. Il faut alors
obtenir un nouvel échantillon non dilué et refaire le test.
4 Les résultats non valides sont affichés dans une police de couleur bleue.
Une fois que les résultats sont affichés a I'écran « Results » (Résultats), la valeur de
quantification de chaque cible est accessible a I'aide de la fonction « Sample Curve Report »
(Rapport de courbe d’échantillonnage) du logiciel du systéme Panther. Pour afficher les
valeurs et les courbes d’amplification, sélectionner « Sample ID » (ID de I'échantillon) pour
I'échantillon dans I'écran « Résultats » (« Results ») du logiciel du systeme Panther.
Sélectionner ensuite le bouton « Curve Data » (Données de la courbe). Une fenétre s’affiche
qui présente le « Sample Curve Report » (Rapport de la courbe d’échantillonnage), qui
comprend les profils de fluorescence et les valeurs de quantification de I'échantillon.

Remarque : Les données obtenues a partir du rapport sur la courbe d’échantillonnage
sont fournies a titre informatif seulement (p. ex. dépannage et vérification de la courbe).
Le résultat validé a signaler pour I'échantillon est fourni par le logiciel du systéme
Panther dans I'écran « Results » (Résultats) et le rapport intitulé « Results » (Résultats).

Remarque : Consulter le Manuel de ['utilisateur du systeme Panther pour obtenir des
instructions supplémentaires concernant le fonctionnement du systéme Panther.
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Limites

A. L'utilisation de ce test est limitée au personnel ayant été formé a la procédure. Le
non-respect des instructions figurant dans cette notice de test peut donner lieu a des
résultats erronés.

B. L’obtention de résultats fiables repose sur la collecte, le transport, le stockage et le
traitement appropriés des échantillons.

C. Ce test a été validé en tant que test quantitatif avec du plasma humain uniquement.
D. Ce test a été validé en tant que test qualitatif avec du plasma et du sérum humains.

E. Bien que rares, des mutations au sein des régions hautement conservées du génome
viral visées par les amorces et/ou les sondes du test Aptima HIV-1 Quant Dx peuvent
aboutir a une sous-quantification ou a une absence de détection du virus.
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Performances non clinigues

Limite de détection (LoD) au moyen de la 3° norme internationale de ’'OMS pour le
VIH-1

D’apreés le protocole EP17-A2 du CLSI (37), la limite de détection (LoD) est définie comme la
concentration en ARN du VIH-1 dont la probabilité de détection est égale ou supérieure a
95 %. La LoD a été déterminée en analysant des panels comprenant des dilutions selon la
3° norme internationale de 'OMS pour le VIH-1 (sous-type B, code NIBSC : 10/152) dans du
plasma et du sérum EDTA négatifs pour le VIH-1. Trente (30) réplicats de chaque dilution
ont été analysés sur 3 systemes Panther au moyen de 3 lots de réactifs, soit un total de
90 réplicats pour chaque dilution. Selon le protocole EP17-A2 du CLSI, les limites de
détection (LoD) ont été définies a partir des résultats pour le lot de réactifs avec la
concentration la plus élevée pour la limite de détection (LoD) estimée et sont présentées
dans le Tableau 2. Par analyse Probit, il a été déterminé que la LoD estimée a 95 % pour le
test Aptima HIV-1 Quant Dx était de 12 copies/mL (35 Ul/mL) dans le plasma et de 8,9
copies/mL (25 Ul/mL) dans le sérum (0,35 copie = 1 Ul).

Tableau 2: Limite de détection du test Aptima HIV-1 Quant Dx déterminée selon la 3° norme internationale de
I'OMS pour le VIH-1

Plasma Sérum

:gtn;::ig: Concgntration Concentration Concgntration Concentration

estimée (copies/mL) (Ul/mL) (copies/mL) (Ul/mL)
10 % 1,2 3,3 0,8 2,2
20 % 1,6 4,6 1,1 3.1
30 % 2,0 5,7 1,4 4,0
40 % 25 7,2 1,7 4,9
50 % 3.1 8,8 2,1 5,9
60 % 3,8 11 2,5 7,2
70 % 48 14 3.1 8,9
80 % 6,2 18 4,0 11
90 % 9,0 26 5,8 17
95 % 12,1 35 8,9 26

Limite de détection pour différents sous-types et groupes du VIH-1

Six panels positifs et 1 panel négatif ont été créés pour le VIH-1 de groupe M (sous-types A,
C, D, F, G, CRF01_AE, CRF02_AG) et les groupes N et O en ajoutant du virus VIH-1 cultivé
ou des échantillons cliniques positifs a du plasma et a du sérum humains EDTA négatifs

pour le VIH-1 (0 a 40 copies/mL). Trente (30) réplicats de chaque échantillon de panel ont
été analysés avec 2 lots lots de réactifs, soit un total de 60 réplicats par échantillon de panel.
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L’attribution de la concentration des échantillons cliniques ou des stocks de virus cultivés a
été déterminée a I'aide d’'un test comparatif. Une analyse Probit a été menée afin de générer
des limites de détection estimées a 50 % et a 95 %. Selon le protocole EP17-A2 du CLSI
(37), les LoD ont été définies en utilisant les résultats du lot de réactifs ayant la
concentration la plus élevée pour la limite de détection estimée définie comme LoD ainsi qu'il
est indiqué dans le Tableau 3.

Tableau 3: Limite de détection pour divers sous-types et groupes du VIH-1

Plasma Sérum
Sous-type/Groupe Limite de Concentration Concentration
détection estimée (copies/mL) (copies/mL)

50 % 3,0 52
A

95 % 12,3 15,7

50 % 1,8 4,8

CRFO01_AE
95 % 6,2 19,0
50 % 34 3,5
CRF02_AG

95 % 15,4 19,4

50 % 2,0 4,2
C

95 % 10,7 19,4

50 % 3,7 4,0
D

95 % 14,0 24,8

50 % 21 50
F

95 % 8,3 18,3

50 % 3,1 2,2
G

95 % 17,5 7.9

50 % 1,2 1,2
N

95 % 7,8 7,8

50 % 1,8 8,4
o

95 % 8,0 31,5
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Plage linéaire

La plage linéaire du test Aptima HIV-1 Quant Dx a été établie conformément au protocole
EPO06-A du CLSI (38) en analysant des panels comprenant un virus du VIH-1 de sous-type B
cultivé et dilué dans du plasma humain EDTA négatif pour le VIH-1. La concentration des
panels allait de 1,30 & 7,30 log4q copies/mL. Les tests ont été effectués sur sept systémes
Panther avec deux lots de réactifs. Comme illustré dans la Figure 6, la linéarité du test
Aptima HIV-1 Quant Dx a été démontrée sur 'ensemble de la plage de concentrations
testée.

8,00
7,00
R?=0,9994
5,00
4,00
3,00

2,00

Test Aptima HIV-1 Quant Dex (log,, copies/mL)

1,00

0,00
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00 8,00

Concentration cible (log,, copies/mL)

Figure 6. Linéarité du test Aptima HIV-1 Quant Dx
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Linéarité pour les sous-types et groupes de VIH-1

La linéarité de la réponse du test Aptima HIV-1 Quant Dx pour le groupe M (sous-types A,
B,C, D, F, G, H, CRFO1_AE) et les groupes N et O a été confirmée par I'analyse de panels
contenant du transcrit VIH-1 dilué dans un tampon a des concentrations allant de 2,00 a
6,70 log4, copies/mL. Les tests ont été effectués sur quatre systémes Panther en six séries.
La linéarité a été démontrée sur 'ensemble de la plage de concentrations testée (Figure 7).

8,00

7,00 * Sous-type A

6,00 Sous-type B

4 Sous-type C

5,00
x  Sous-type D

Sous-type AE

Test Aptima HIV-1 Quant Dex (log, , copies/mL)

4,00
Sous-type F
3,00
Sous-type G
2,00 Sous-type H
Groupe N
1,00
Groupe O

0,00
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00 8,00

Concentration cible (log,, copies/mL)

Figure 7. Linéarité pour le groupe M (sous-types A, B, C, D, F, G, H, CRF01_AE) et les groupes N et O
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Détermination de la imite inférieure de quantification au moyen de la 3° norme
internationale de ’'OMS pour le VIH-1

D’aprés le protocole EP17-A2 du CLSI (37), la limite inférieure de quantification (LLoQ) est
définie comme la concentration la plus faible a laquelle la quantification de 'ARN du VIH-1
est fiable d’aprés le calcul d’'une erreur.totale (ET). L’erreur totale a été calculée a l'aide du
modéle Westgard (ET = |biais| + 2 SD)*. Afin d’assurer I'exactitude et la précision des
mesures, I'ET du test Aptima HIV-1 Quant Dx était fixée a 1 logqg copies/m : (c.-a-d. qu’a la
LLoQ, la différence entre deux mesures de plus de 1 log4o copies/mL est statistiquement
significative).

La LLoQ a été déterminée en analysant des panels comprenant des dilutions de la 3° norme
internationale de I'OMS pour le VIH-1 (sous-type B, code NIBSC : 10/152) dans du plasma
humain EDTA négatif pour le VIH-1. Conformément au protocole EP17-A2 du CLSI, les tests
ont été effectués avec 3 lots de réactifs avec 30 réplicats pour chaque lot en 23 séries. Les
résultats sont présentés dans le Tableau 4. La LLoQ la plus élevée pour les 3 lots testés sur
le test Aptima HIV-1 Quant Dx selon la 3° norme internationale de 'OMS pour le VIH-1 était
de 15 copies/mL (1,17 log,, copie/mL) (Tableau 5).

*SD = standard deviation (écart-type)

Tableau 4: Détermination de la LLoQ du test Aptima HIV-1 Quant Dx au moyen de la 3° norme
internationale de 'OMS pour le VIH-1

Concentration Aptima HIV-1

r::::toilfs (Iogmc(:::zal?es/mL) (Iogﬁ‘:;“;ifgml_) (1og4o ciEieslmL) (Iog1o|5::)|i$elslmL) (Io:;:-, 22:;:;:?“”
1,15 1,05 0,37 0,10 0,84
1,24 0,94 0,35 0,30 1,00
1,42 1,37 0,33 0,05 0,71
! 1,54 1,47 0,22 0,07 0,50
1,94 1,98 0,13 0,04 0,30
2,42 2,45 0,07 0,03 0,17
1,15 0,50 0,33 0,65 1,31
1,24 0,80 0,44 0,45 1,33
1,42 0,93 0,37 0,49 1,24
2 1,54 1,17 0,31 0,38 0,99
1,94 1,75 0,21 0,19 0,62
2,42 2,28 0,21 0,14 0,55
1,15 0,88 0,41 0,26 1,09
1,24 0,98 0,35 0,27 0,97
1,42 1,15 0,34 0,27 0,96
3 1,54 1,35 0,37 0,20 0,93
1,94 1,84 0,17 0,11 0,44
2,42 2,37 0,11 0,05 0,27

SD = standard deviation (écart-type); ET = erreur totale
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Tableau 5: Résumé des LLoQ obtenues au moyen de la 3 norme internationale de 'OMS pour le VIH-1 (3 lots
de réactifs)

LLoQ LLoQ

Lot de réactifs (log4o copies/mL) (copies/mL)

1 0,94 8,7
2 1,17 15
3 0,98 9,5

Vérification de la LLoQ pour les sous-types et groupes de VIH-1

La LLoQ a été vérifiée pour les sous-types et groupes du VIH-1 conformément au protocole
EP17-A2 du CLSI (37). Des panels ont été créés pour le VIH-1 de groupe M (sous-types A,
B, C, D, F, G, CRF01_AE, CRF02_AG) et des groupes N et O en ajoutant des échantillons
cliniques naturellement infectés ou des isolats cliniques a du plasma humain groupé EDTA
négatif pour le VIH-1. Les tests comprenant un total de 30 réplicats par échantillon de panel.
Les données présentées dans le Tableau 6 indiquent la concentration la plus faible pour
chaque sous-type ou groupe pour laquelle I'ET était inférieure a 1 log,, copies/mL. Pour tous
les sous-types et groupes testés, la LLoQ la plus élevée était de 30 copies/mL; cette valeur
élevée a donc été retenue comme la LLoQ pour le test Aptima HIV-1 Quand Dx.

Tableau 6: Vérification de la LLOQ par sous-type ou groupe de VIH-1

Panel (co;iI;(;(/:mL)

Sous-type A 30
Sous-type CRF01_AE 10
Sous-type CRF02_AG 30
Sous-type B 10
Sous-type C 30
Sous-type D 15
Sous-type F 15
Sous-type G 30
Groupe N 10
Groupe O 15
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Précision
Afin d’évaluer la précision du test Aptima HIV-1 Quant Dx, un panel qui a été constitué en
ajoutant du VIH-1 de sous-type B cultivé a du plasma EDTA négatif pour le VIH-1 a été testé
par 3 techniciens avec 3 lots de trousses de réactifs sur 3 systémes Panther sur une période
de 20 jours (Tableau 7). Ce panel était composé de 1 échantillon négatif pour le VIH-1 et de
de 8 échantillons échantillons positifs pour le VIH-1. L’attribution de la concentration des
échantillons cliniques ou des stocks de virus cultivés a été déterminée a l'aide d’un test
comparatif.

Tableau 7: Précision du test Aptima HIV-1 Quant Dx

;
Nombre &, centration D’un ,appareil tecltjml:(r:lien D’unlota Inter- Intra-
] (Ii'e s Moyenne (logqo a autre a l’autre Iautre séries séries Total
P ides  copies/mL) oo SV sp &V ogp SV ogp V gp CV g OV
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
137 1,80 000 000 003 172 000 000 000 000 016 893 0716 9,10
157 2,37 000 000 005 208 001 03 008 333 015 619 017 7,34
160 2,47° 000 000 003 137 003 135 007 297 012 503 015 615
162 2,95 000 000 008 257 002 061 010 329 009 304 015 520
162 3,80 001 032 003 08 002 048 006 149 007 180 0710 253
159 4,93 000 000 002 037 004 077 005 110 004 071 008 156
162 5,69 000 000 002 027 004 066 003 058 007 129 009 158
162 6,71 000 000 001 022 004 052 004 060 005 078 008 1,113

CV = coefficient de variation, SD = standard deviation (écart-type)
“Cet échantillon du panel a été dilué a 1:3 dans du diluant d’échantillon et testé afin d’évaluer la précision pour I'échantillon dilué.

Remarque : La variabilité de certains facteurs peut étre numériquement négative, ce qui peut survenir si la variabilité due a ces
facteurs est trés minime. Lorsque cela se produit, le SD = 0 et le CV = 0 %. Au total, 162 réplicats ont été testés pour chaque panel,;
seuls les réplicats ayant une valeur numérique ont été analysés.

Substances endogénes et exogénes potentiellement interférentes

La susceptibilité du test Aptima HIV-1 Quant Dx aux interférentes générées par des taux
élevés de substances endogénes et de médicaments fréquemment prescrits chez les
personnes infectées par le VIH-1 a été évaluée. Des échantillons de plasma humain EDTA
négatifs pour le VIH-1 et des échantillons auxquels a été ajouté de 'ARN du VIH-1 a une
concentration de 3 log,, copies/mL ont été testés.

Aucune altération des performances du test Aptima HIV-1 Quant Dx n'a été observée en
présence d’albumine (90 mg/mL), d’hémoglobine (5 mg/mL), de triglycérides (30 mg/mL) ou
de bilirubine non conjuguée (0,2 mg/mL).

Aucune altération des performances du test Aptima HIV-1 Quant Dx n’a été observée en
présence des substances exogénes présentées dans le Tableau 8 a des concentrations d’au
moins trois fois la C,5¢ (Plasma humain).

Test Aptima HIV-1 Quant Dx 31 AW-18107-2201 Rév. 002



Performances non cliniques Aptima®

Tableau 8: Substances exogenes

Groupe de substances

R Substances exogénes testées
exogénes

Lopinavir, indinavir, saquinavir, ritonavir, mésylate de nelfinavir, darunavir,

1 amprénavir, atazanavir

2 Névirapine, éfavirenz, rilpivirine, clarithromycine, amphotéricine B

3 Fumar.ate de té’nofoyir disop'roxil,.adéfovir dipivoxil, ribavirine, enfuvirtide,
maraviroc, raltégravir, dolutégravir

4 Sulfate .d’abaca\./ir., diQanosine, zidovudine, lamivudine, stavudine, entecavir,
tébivudine, emtricitabine

5 Paroxétine HCI, fluoxétine, sertraline

6 Ganciclovir, valacyclovir, acyclovir, rifampicine/rifampicine, ethambutol

7 C.iproﬂoxa.cine, azithromycine, amoxicilline, céphalexine, ampicilline,
triméthoprime

8 Chlorhydrate de valganciclovir, bocéprevir, télaprevir, siméprevir, sofosbuvir

9 Interféron alpha-2B pégylé, interféron alpha-2a, interféron alpha-2b

10 Héparine, EDTA, citrate de sodium

1" Tipranavir

12 Isoniazide
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Les échantillons de plasma EDTA cliniques présentés dans le Tableau 9 et prélevés chez
des patients présentant des taux élevés de ces substances ou chez des patients souffrant de
maladies citées dans le tableau ont été analysés avec le test Aptima Test HIV-1 Quant Dx en
la présence et I'absence de 'ARN du VIH-1 a une concentration de 3 log,, copies/mL.
Aucune altération des performances n’a été observée.

Tableau 9: Types d’échantillon clinique testés

Types d’échantillon clinique

1 Facteur rhumatoide (FR)

2 Anticorps antinucléaires (AAN)

3 Anticorps anti-Jo-1 (JO-1)

4 Lupus érythémateux systémique (LES)
5 Polyarthrite rhumatoide (PR)

6 Sclérose en plaques (SEP)

7 Hyperglobulinémie

8 Alanine aminotransférase élevée (ALT)
9 Cirrhose alcoolique (AC)

10 Myélome multiple (MM)

1 Lipémique (lipides élevés)

12 Ictérique (bilirubine élevée)

13 Hémolysée (hémoglobine élevée)

14 Protéine albumine élevée

15 Anticorps anti-VHC

16 Anticorps anti-VHB

17 Anticorps anti-VIH-2

Performance avec des échantillons négatifs pour le VIH-1

La spécificité du test Aptima HIV-1 Quant Dx a été déterminée a I'aide de 120 échantillons
de plasma négatifs pour le VIH-1 frais et 510 échantillons de plasma négatifs pour le VIH-1
congelés. Selon les résultats de 'ensemble des 630 échantillons, ’ARN du VIH-1 n’a pas été
détecté (spécificité de 100 %; IC a 95 %). 99,4-100 %).

Tableau 10: Spécificité dans les échantillons de plasma

Plasma frais Plasma congelé Tous
Réplicats valides (n) 120 510 630
Non réactif 120 510 630
R 100 % 100 % 100 %
o
Spécificité (IC a 95 %) (97,0-100) (99,3-100) (99,4-100)
IC = intervalle de confiance
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Agents pathogénes potentiellement interférents

La réactivité croisée potentielle du test Aptima HIV-1 Quant Dx avec des agents pathogénes
(Tableau 11) a été évaluée en la présence ou I'absence de 'ARN du VIH-1 a 3 logy,
copies/mL dans du plasma humain négatif pour le VIH-1. Aucune altération des
performances du test n’a été observée en présence des agents pathogénes.

Tableau 11: Agents pathogenes testés pour la réactivité croisée

Pathogéne Concentration
Virus de I’hépatite A 100 000 PFU/mL?
Virus de I’hépatite B 100 000 UI/mL®
Virus de I’hépatite C 100 000 (Ul/mL)
Virus de I’hépatite G 100 000 copies/mL
Virus de I’herpés simplex 1 (VHS-1) 100 000 PFU/mL
Virus de I’herpés simplex 2 (VHS-2) 75 000 PFU/mL
Virus de I’herpés humain 6 100 000 copies/mL
Virus de I’herpés humain 8 42 000 PFU/mL
VIH-2 5500 PFU/mL
Virus T-lymphotropique humain (HTLV) 100 000 pv/mL*®
Virus du Nil occidental 100 000 copies/mL
Parvovirus B19 100 000 (Ul/mL)
Cytomégalovirus 100 000 copies/mL
Virus Epstein-Barr 100 000 copies/mL
Adénovirus de type 5 100 000 PFU/mL
Virus de la dengue 100 000 copies/mL
Influenza A 100 000 PFU/mL
Staphylococcus aureus 1 000 000 UFC/mL®
Propionibacterium acnes 1 000 000 UFC/mL
Staphylococcus epidermidis 1 000 000 UFC/mL
Neisseria gonorrhoeae 1 000 000 UFC/mL
Chlamydia trachomatis 300 000 IFU/mL®
Candida albicans 1 000 000 UFC/mL

#PFU/mL = unités de formation de plaques par mL.
PUl/mL = unités internationales par mL.

°pv/ml = particules virales par mL.

4UFC/mL = unités de formation de colonies par mL.
°IFU/mL = unités de formation d’inclusions par mL.
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Reproductibilité des échantillons cliniques

Trois (3) réplicats de 10 échantillons cliniques de plasma EDTA et 10 échantillons de sérum
ont été testés au moyen du test Aptima HIV-1 Quant Dx. La concentration moyenne et
I'écart-type (SD) sont présentés dans les Tableaux 12 et 13.

Tableau 12: Reproductibilité des échantillons cliniques de plasma

Plasma
Echantillon Concentration moyenne SD
(log4o copies/mL)
1 2,57 0,06
2 3,20 0,03
3 3,24 0,06
4 3,97 0,02
5 4,20 0,05
6 4,85 0,01
7 5,17 0,04
8 5,51 0,06
9 5,84 0,02
10 6,64 0,00
*SD = standard deviation (écart-type)
Tableau 13: Reproductibilité des échantillons cliniques de sérum
Sérum
Echantillon Concentration moyenne sD
(log,o copies/mL)
1 1,68 0,10
2 2,44 0,19
3 3,08 0,03
4 3,37 0,06
5 4,05 0,04
6 4,55 0,06
7 5,06 0,04
8 5,49 0,05
9 6,28 0,02
10 6,79 0,04

*SD = standard deviation (écart-type)
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Dilution d’échantillons a I’aide du diluant d’échantillon

Afin d’évaluer la dilution d’échantillons, un panel composé de 11 échantillons a des
concentrations couvrant 'ensemble de la plage linéaire du test Aptima HIV-1 Quant Dx et
composé de 2 échantillons dont la concentration était supérieure a la limite supérieure de
quantification (ULoQ) du test ont été analysés a I'état non dilué et dilué (1:3 ou 1:100 dans
du diluant d’échantillon) en ftriplicat (Tableau 14).

Tableau 14: Dilution d’échantillons

Concentration Concentration
non diluée rapportée
Dilution Différence
moyenne moyenne?®

(logqo copies/mL) (logqo copies/mL)

2,57 2,72 0,15

3,20 3,33 0,13

3,24 3,55 0,30

3,97 4,05 0,07

4,20 4,24 0,04

1:3 4,85 4,81 -0,04
5,17 5,08 -0,08

5,51 5,32 -0,19

5,84 5,94 0,10

6,64 6,66 0,02

2,46° 2,19 -0,27

1:100 >7,00 (7,16°) 7,48 0,32
1:100 >7,00 (7,40°° 7,39 -0,01

? La concentration rapportée est la valeur calculée par le systéme Panther aprés application du facteur de dilution.
® Echantillon enrichi.
° Tous les résultats > 7,00 log, copies/mL ont été estimés au moyen d’une analyse supplémentaire.

Contamination de transfert

Afin d’établir que le systéme Panther réduit au minimum le risque de résultats faussement
positifs par contamination de transfert, une étude analytique a plusieurs séries de tests a été
menée sur deux systémes Panther avec des échantillons enrichis. La contamination par
transfert a été évaluée au moyen d’échantillons a titre élevé enrichis en VIH-1 (7 log4,
copies/mL) répartis entre des échantillons négatifs pour le VIH-1 selon un motif en damier.
Les tests ont comporté un ensemble de cing séries. Le taux de contamination de transfert
global était de 0 % (n = 469).
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Performances cliniques

Validation de la quantification de la charge virale

La quantification de 'ARN du VIH-1 a été comparée entre le test Aptima HIV-1 Quant Dx
et un test de comparaison approuvé par la FDA. La comparaison comprenait I'analyse
d’échantillons de plasma EDTA cliniques (conservés frais ou congelés) et d’échantillons
préparés (échantillons de plasma clinique négatifs enrichis de virus cultivé). Chaque
échantillon a été testé en dublicat au moyen du test Aptima HIV-1 Quant Dx et du test
comparatif. Le test Aptima HIV-1 Quant Dx a été effectué dans 3 sites externes, et chaque
site a utilisé 3 lots de trousses de réactifs. Les tests comparatifs ont été effectués dans

1 laboratoire externe.

Les résultats de 628 échantillons (dans la plage linéaire des deux types de tests) ont été
analysés au moyen du modéle de régression de Deming. Parmi ces échantillons, 82 étaient
des échantillons cliniques conservés frais (jamais congelés) avant d’étre testés au moyen du
test Aptima HIV-1 Quant Dx et du test comparatif. La Figure 8 montre les résultats de
'analyse de régression de Deming (y = -0,03 + 1,04x).

7,51

7,04

2,51

Test Aptima HIV-1 Quant Dex (log,, copies/mL)

151 %" — y=-0,03 + 1,04x

LB L B m me an p o o on L i B m e o e e aw an
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Comparator Assay (log,,copies/mL)

Figure 8. Corrélation entre le test Aptima HIV-1 Quant Dx Assay et le test comparatif
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Etudes de spécificité clinique

Spécificité clinique dans les échantillons négatifs pour le VIH-1

Des échantillons de plasma EDTA négatifs pour le VIH-1 congelés antérieurement et
obtenus auprés de donneurs volontaires de sang total ont été analysés au moyen du test
Aptima HIV-1 Quant Dx. Les tests ont été effectués avec 3 lots de trousses de réactifs dans
3 sites externes. La spécificité clinique a été calculée comme le pourcentage d’échantillons
négatifs pour le VIH-1 affichant un résultat « non détecté ». Six cents (600) échantillons de
plasma négatifs pour le VIH-1 ont été testés, et 'TARN du VIH-1 n’a été détecté dans aucun
de ces 600 échantillons. La spécificité des échantillons de plasma négatifs était de 100 %
(600/600, IC 8 95 % : 99,4 % a 100 %).

Spécificité clinique dans la population a faible risque

Les échantillons congelés antérieurement et prélevés chez un groupe de personnes ayant,
pour la premiere fois, fait un don de sang, ainsi que chez un autre groupe ayant fait un don
de substances autres que du sang et présentant un faible risque d’infection par le VIH-1, ont
été testés au moyen du test Aptima HIV-1 Quant Dx. Les tests ont été effectués avec 1 lot
de trousses de réactifs dans 1 site externe. La spécificité clinique a été calculée en
comparant les résultats du test Aptima HIV-1 Quant Dx aux résultats d’'un test d’amplification
de l'acide nucléique (« nucleic acid amplification », NAT) homologué par la FDA.

Le Tableau 15 illustre la spécificité du test Aptima HIV-1 Quant Dx dans une population a
faible risque par type d’échantillon.

Tableau 15: Spécificité clinique du test Aptima HIV-1 Quant Dx dans une population a faible risque par type
d’échantillon.

Type d’échantilion n VP FP VN FN % de spécificité (IC a 95 %)°
Tous 911 4 3 902 2 99,7 (99,0, 99,9)
Sérum 304 1 2° 300 1 99,3 (97,6, 99,9)
Plasma 607 3 1 602 1 99,8 (99,1, 100)

IC = intervalle de confiance, FN = faux négatif, FP = faux positif, VN = vrai négatif, VP = vrai positif
?IC Clopper-Pearson

®Un (1) de 2 échantillons de sérum ayant obtenu un résultat faussement positif s’est avéré positif lorsque
ces échantillons ont été testés a I'aide d’'un immunodosage combiné de 4° génération d’antigénes/anticorps
du VIH-1/VIH-2, approuvé par la FDA.

Etudes de sensibilité clinique

Sensibilité clinique dans les échantillons positifs pour le VIH-1

Des échantillons positifs pour le VIH-1 congelés antérieurement ont été testés au moyen du
test Aptima HIV-1 Quant Dx. Les tests ont été effectués avec 2 lots de trousses de réactifs
dans 3 sites, dont 2 sites externes.
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Le Tableau 16 illustre la sensibilité du test Aptima HIV-1 Quant Dx dans des échantillons
positifs par type d’échantillon.

Tableau 16: Sensibilité clinique du test Aptima HIV-1 Quant Dx dans des échantillons positifs par type
d’échantillon.

Type d’échantillon n VP FN % de sensibilité (IC a 95 %)*
Tous 1572 1565 7 99,6 (99,1, 99,8)
Sérum 524 520 4 99,2 (98,1, 99,8)
Plasma 1048 1045 3 99,7 (99,2, 99,9)

IC = intervalle de confiance, FN = faux négatif, VP = vrai positif
?IC Clopper-Pearson

Sensibilité clinique dans la population a risque élevé

Des échantillons prélevés de maniére prospective auprés de personnes a risque élevé
d’infection par le VIH-1 ont été analysés a l'aide du test Aptima HIV-1 Quant Dx. Les tests
ont été effectués avec 1 lot de trousses de réactifs dans 3 sites, dont 2 sites externes. La
sensibilité clinique a été calculée en comparant les résultats du test Aptima HIV-1 Quant Dx
aux résultats d’'un test de NAT homologué par la FDA.

Parmi les 498 échantillons évaluables, 332 étaient des échantillons de plasma, et 166 étaient
des échantillons de sérum. La sensibilité clinique était de 100 % (1/1, IC 8 95 % : 20,7 % a
100 %) dans les échantillons de sérum. La sensibilité n’a pas pu étre évaluée dans les
échantillons de plasma puisqu’aucun échantillon ayant des résultats de dosage vrai positif ou
faux négatif n’a été observé.

Positivité dans les échantillons sérodiscordants

Des échantillons sérodiscordants (c.-a-d., réactifs a répétition sur un immunodosage initial du
VIH homologué par la FDA, et indéterminés ou négatifs sur un immunodosage
supplémentaire) qui ont été congelés antérieurement et obtenus auprés de donneurs de
sang et de donneurs de substances autres que du sang ont été analysés a l'aide du test
Aptima HIV-1 Quant Dx. Parmi les 473 échantillons évaluables, 76 ont été sélectionnés dans
des groupes de séroconversion. Les tests ont été effectués avec 2 lots de trousses de
réactifs dans 1 site interne. La positivité a été calculée pour les échantillons sérodiscordants
qui ont été analysés au moyen du test Aptima HIV-1 Quant Dx.
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Le Tableau 17 illustre la positivité suite au test Aptima HIV-1 Quant Dx dans des échantillons
sérodiscordants par groupe d’échantillons, type de test supplémentaire de VIH et résultat de

test supplémentaire de VIH.

Tableau 17: Positivité du test Aptima HIV-1 Quant Dx dans des échantillons sérodiscordants

Type de test
supplémentaire

% de positivité (n/N) IC a 95 %°

Résultat de test Absence de séroconversion

supplémentaire Groupe du panel

Séroconversion
Groupe du panel

3° génération 4° génération

4° génération

Immunochromatographique du VIH-1/2 Négatif S.0. 00005(2)/51;) 2;(1)005%33

Immunochromatographique du VIH-1/2 Indéterminé S.0. ;8075%10) ;8075%10)
VIH-112 Repide Negat so. 00100 @)
VIH-1/2 Rapide Indéterminé S.0. 88_(;5/253 S.0.
V-1 TW ou P Negait 04 (UZ39) T00(@ 100 (G5135)
HIV-1 TW ou I nstermine 00 O128) 100 1) 100 (10710

3° génération = immunodosage de troisiéme génération, 4° génération = immunodosage de quatrieme
génération, IC = intervalle de confiance, IFI =immunofluorescence indirecte, S.O. = sans objet,

TW = transfert Western.
¥Score de I'lC
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Etudes de reproductibilité

Reproductibilité dans les échantillons de plasma

La reproductibilité du test Aptiam HIV-1 Quant Dx dans les échantillons de plasma a été
évaluée dans 3 sites externes. Deux techniciens ont effectué des tests sur chaque site.
Chaque technicien a effectué 2 séries de tests par jour sur 3 jours, en utilisant 3 lots de
réactifs pour 'ensemble des tests. Chaque série comptait 3 réplicats de chaque échantillon
du panel.

La reproductibilité a été testée a I'aide d’échantillons du panel composés de plasma EDTA
négatif pour le VIH-1. Les échantillons positifs du panel ont été créés en ajoutant au plasma
négatif du virus cultivé (sous-type B du VIH-1) a des concentrations couvrant la plage
linéaire du test Aptima HIV-1 Quant Dx.

Le Tableau 18 illustre la reproductibilité et la précision des résultats de tests pour chaque
échantillon positif du panel entre les sites, entre les techniciens, entre les lots, entre les
jours, entre les séries de tests, au sein des séries de tests et dans I'ensemble. Quand seuls
les échantillons dont les résultats sont supérieurs a la limite inférieure de quantification
(LLoQ) ont été inclus (les échantillons dont les résultats sont inférieurs a la LLOQ ont été
exclus), le SD (écart-type) total était < 0,2 log4y copies/mL pour tous les échantillons du
panel. Lorsque tous les échantillons présentant un taux d’ARN du VIH-1 détectable ont été
inclus, les valeurs totales de du SD (écart-type) demeuraient inchangées, sauf pour
I'échantillon no 1 du panel qui a affiché un écart-type total de 0,3 log4y copies/mL.

Pour tous les échantillons du panel positifs pour le VIH-1, les valeurs de concordance étaient
de 100 %. Pour 'échantillon du panel négatif pour le VIH-1, 108 réplicats ont été testés, et
aucun ARN du VIH-1 n’a été détecté dans aucun des réplicats (concordance négative =
100 %, IC @ 95 % : 96,6 % a 100 %).

Tableau 18: Reproductibilité et précision du test Aptima HIV-1 Quant Dx Assay sur le systeme Panther pour
les échantillons de plasma positifs du panel

Entre les Entre les Entre les Entre les Dans une
Log moy. 1¢ sites techniciens Entre les lots jours séries série Total

Panel N* copieslmL SD %CV SD %CV SD %CV SD %CV SD %CV SD %CV SD %CV
107 179> 005 266 007 410 007 409 000 000 017 990 025 1462 032 1877
85° 1,84 007 351 000 000 002 097 000 000 006 307 017 898 019 10,17
108 2,94 008 274 000 000 000 000 004 149 000 000 011 369 014 4,83
108 384 007 175 000 000 000 000 004 095 004 098 006 162 011 275
108 494 008 152 000 000 003 057 003 050 005 101 006 1,118 0,11 230
108 571 007 126 000 000 001 022 005 085 004 077 007 123 012 2,11
108 671 005 080 000 000 002 032 003 043 007 1,03 006 085 011 1,65

1

|| |W|IN

CV = coefficient de variation, SD = standard deviation (écart-type)

?Nombre de résultats valides avec de 'ARN du VIH-1 détectable.

® Comprend 22 réplicats signalés comme <1,47 log4q copies/mL. Cet échantillon avait une valeur attribuée de 1,176 logqo copies/mL.
°Nombre de résultats valides dans la plage linéaire du test.

d Comprend un réplicat signalé comme >7 log4q copies/mL. Cet échantillon avait une valeur attribuée de 7,18 log4q copies/mL.

Remarque : La variabilité de certains facteurs peut étre numériquement négative, ce qui peut survenir si la variabilité due a ces
facteurs est extrémement minime (moins de 0,01). Dans ces cas, les valeurs du SD (écart-type) et du CV sont 0.
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Reproductibilité dans les échantillons de sérum

La reproductibilité du test Aptiam HIV-1 Quant Dx dans les échantillons de sérum a été
évaluée dans 3 sites externes. Deux techniciens ont effectué des tests sur chaque site.
Chaque technicien a effectué 1 série de tests par jour sur 5 jours, en utilisant 1 lot de
réactifs pour 'ensemble des tests. Chaque série comptait 3 réplicats de chaque échantillon
du panel.

La reproductibilité a été testée en utilisant des échantillons du panel préparés avec du sérum
négatif pour le VIH-1. Deux échantillons du panel positifs ont été créés en ajoutant a la
matrice sérique négative des concentrations de virus cultivé (sous-type B du VIH-1) avec
une LoD de 3X — 5X et de 10X.

Le Tableau 19 illustre la reproductibilité et la précision des résultats de tests pour chaque
échantillon positif du panel entre les sites, entre les techniciens, entre les jours, entre les
séries de tests, au sein des séries de tests et dans I'ensembile.

Pour tous les échantillons du panel positifs pour le VIH-1, les valeurs de concordance étaient
de 100 %. Pour I'échantillon du panel négatif pour le VIH-1, 90 réplicats ont été testés, et
aucun ARN du VIH-1 n’a été détecté dans 89 des 90 réplicats (concordance négative =
98,9 %, IC a 95 % : 94,0 % to 99,8 %).

Tableau 19: Reproductibilité et précision du test Aptima HIV-1 Quant Dx Assay sur le systeme Panther pour
les échantillons de sérum positifs du panel

Ent.re les Entrfa !es Er_ltre les Entr(_a les Dans une Total
Log moy. 1o sites techniciens jours séries série
Panel N copies/mL SsD %Cv SD %CVv SD %CV SD %CV SD %CV SD %CV
1 90 1,34 0,07 541 0,00 0,00 0,04 263 0,00 0,00 022 16,26 0,23 17,34
2 89 1,95 0,06 241 002 097 0,00 000 0,00 0,00 0,19 9,67 0,20 10,01
CV = coefficient de variation de la log normale, SD = standard deviation (écart-type) (log4g copies/mL)

Remarque : La variabilité par rapport a certains facteurs peut étre numériquement négative. Cela peut se produire si la variabilité due a
ces facteurs est tres faible. Dans ces cas, les valeurs du SD et du CV sont 0,00.
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