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Yleistietoja

Aiottu kaytto

Aptima HIV-1 Quant Dx Assay -analyysi on nukleiinihapon in vitro -monistuskoe, jolla
havaitaan ja kvantifioidaan ihmisen immuunikatoviruksen tyypin 1 (HIV-1) RNA-ryhmia M, N ja
O taysin automaattisen Panther™-jarjestelman avulla. Se on tarkoitettu kaytettavaksi apuna
HIV-1-tartunnan diagnoosissa, HIV-1-tartunnan varmistajana ja apuna HIV-1-tartunnan
saaneiden potilaiden kliinisessa hoidossa.

Aptima HIV-1 Quant Dx Assay -maaritystd voidaan kayttaa apuna HIV-1-tartunnan, mukaan
lukien akuutin tai primaaritartunnan, diagnoosissa. Akuutin tai primaarin HIV-1-infektion
osoittaa se, etta potilaiden plasmasta tai seerumista 16ytyy HIV-1-RNA:ta mutta ei HIV-1:n
vasta-aineita. Aptima HIV-1 Quant Dx Assayta voidaan kayttaa lisatestind naytteille, joilla on
toistuvia reaktiivisia tuloksia hyvaksytyissa HIV-immuunimaarityksissa. HIV-1-infektio on
varmistettu, jos nayte on reaktiivinen Aptima HIV-1 Quant Dx Assay -maarityksessa.

Aptima HIV-1 Quant Dx Assayta voidaan kayttaa myos HIV-1-tartunnan saaneiden
yksildiden taudin ennustetta varten yhdessa kliinisen presentaation ja joidenkin muiden
laboratoriomerkkiaineiden kanssa. Aptima HIV-1 Quant Dx Assayta voidaan kayttda apuna
antiretroviraalisen hoidon tehon seurannassa mittaamalla plasman HIV-1-RNA-pitoisuuden
muuttumista.

Kun Aptima HIV-1 Quant Dx Assayta kaytetdan apuna HIV-1-infektion diagnoosissa,
suorituskyky kvalitatiivisten tulosten osalta on vahvistettu sekd plasma- etta
seeruminaytteilld.” Kun sitd kaytetdan apuna antiretroviraalisen hoidon tehon seurannassa,
suorituskyky kvantitatiivisten tulosten osalta on vahvistettu vain plasmanaytteilla.
Kvantitatiivisiin tuloksiin ei saa kayttada seeruminaytteita.

Tama maaritys ei ole tarkoitettu veren- tai plasmanluovuttajien seulontakayttoon.

Testin yhteenveto ja kuvaus

Epidemiologisissa tutkimuksissa immuunikadon (hankinnaisen immuunivajavuuden eli AIDSin)
aiheuttajaksi tunnistettiin ihmisen tyypin 1 immuunikatovirus (HIV-1) (1-7). HIV voi valittya
seksuaaliteitse, altistuksessa infektoituneelle verelle tai verituotteille tai didista lapseen
tarttumalla (8). Kun HIV-altistuksesta on kulunut 3—6 viikkoa, tartunnan saaneet yksil6t
kehittavat yleensa lyhyen, akuutin oireyhtyman, jolle ovat tunnusomaisia flunssan kaltaiset
oireet ja johon liittyy runsas maara viremiaa aareisveressa (9-12). Useimmissa infektoituneissa
yksildissa tata varhaisvaihetta seuraa HIVille ominainen immuunivaste ja plasmaviremian
vaheneminen, tavallisesti 4—6 viikon kuluessa oireiden puhkeamisesta (13-14). Infektoituneilla
yksilGilla on serokonversion jalkeen vuorossa kliinisesti vakaa, oireeton vaihe, joka voi kestaa
vuosia (15-17). Oireettomalle jaksolle on ominaista keskeytymaton, lieva plasmaviremia (18) ja
CD4+-lymfosyyttien asteittainen kato. Tama kato johtaa vaikeaan immuunivajavuuteen, moniin
opportunistisiin infektioihin, maligniteetteihin ja kuolemaan (19). Vaikka &areisveren virusmaarat
ovat suhteellisen pienia infektion oireettoman vaiheen aikana, viruksen lisdantyminen ja
poistuma nayttavat olevan dynaamisia prosesseja, joissa virusten runsas valmistuminen ja
CD4+-solujen infektio ovat tasapainossa yhta runsaan viruspoistuman, infektoituneiden solujen
kuoleman ja CD4+-solujen tdydentymisen kanssa, minkd seurauksena seka plasmaviremian
ettd CD4+-solujen maarat ovat suhteellisen vakaita (20-22).
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HIVin kvantitatiiviset mittaukset aareisveresta ovat osoittaneet, ettd suuremmat virusmaarat
voivat korreloida HIViin liittyvan sairauden kliinisen etenemisen lisdantyneen riskin kanssa ja
ettd plasman virusmaarien vahenemiset voivat liittya kliinisen etenemisen alentuneeseen
riskiin (23-25). Adreisveren virusmaarat voidaan kvantitoida mittaamalla seerumin HIV-p24-
antigeeni, plasman HIVin kvantitatiivisella viljelylla tai mittaamalla virus-RNA suoraan
plasmasta kayttdmalla nukleiinihappomonistusta tai signaalimonistustekniikoita (26-30).

Talla hetkella HIV-1-infektion osoittaminen perustuu paaasiassa vasta-aineiden ja/tai p24-
antigeenin serologiseen testaukseen immuunimaarityksen avulla. US Centers for Disease Control
(Yhdysvaltain tartuntatautien valvontakeskukset) suosittelee akuuttien HIV-infektioiden diagnoosiin
vasta-aine- ja RNA-testia (31). Vaikka HIV-1-vasta-aine- ja p24-antigeenitestin herkkyys on
parantunut, tartunta-ajankohdan ja serologisilla merkkiaineilla havaitsemisajankohdan valilla on
yha window-jakso. Tama window-jakso riippuu kaytetyn serologisen testin herkkyydesta. Yhden
laskelman (32) mukaan 4. sukupolven p24-antigeeni- ja/tai vasta-ainemaaritykset voivat havaita
infektion, kun HIV-1-RNA-pitoisuus lisdantyy 14 000 kopioon ml:ssa. Aptima HIV-1 Quant Dx
Assayn toteamisraja on huomattavasti alempi kuin 14 000 kopiota/ml, ja se saattaa havaita
HIV-1:n aikaisemmin kuin HIV-immuunimaaritykset.

Molekyylitekniikoita, kuten TMA:ta (transcription mediated amplification), on kaytetty
laajasti nukleiinihappojen vahvistamiseen (31). TMA kayttda maarattya kohteen
sieppausta ja isotermistd monistusta nukleiinihappojen havaitsemiseen useissa
tarttuvissa patogeeneissa (32).

Aptima HIV-1 Quant Dx -analyysi kayttdd TMA:n kautta useita pitkia alukkeita, jotka
kohdistuvat useisiin HIV-1-genomin alueisiin kompensoidakseen suurta mutaationopeutta ja
useita mahdollisia mutaatioita kohdealueella.

Toimenpiteen periaatteet

Aptima HIV-1 Quant Dx Assay kasittda kolme tarkeaa vaihetta, jotka kaikki tapahtuvat
yhdessa ainoassa putkessa Panther Systemilla: kohteen poiminta, kohteen monistaminen
transkriptiovalitteisella monistuksella (transcription-mediated amplification, TMA) ja
monistustuotteiden (amplikonien) osoittaminen fluoresenssileimatuilla koettimilla (soihduilla).

Kohteen sieppauksen aikana viruksen nukleiinihapot eristetdan naytteista. Naytetta
kasitelldan puhdistusaineella, jotta viruksen kuori liukenee, proteiinit denaturoituvat ja
viruksen genomin RNA vapautuu. Siepatut oligonukleotidit hybridisoituvat testinaytteen
HIV-1-genomin hyvin konservoituneisiin alueisiin (jos sellaisia on). Sitten hybridisoitunut
kohde poimitaan magneettisille mikropartikkeleille, jotka erotetaan naytteesta
magneettikentdssa. Pesuvaiheissa reaktioputkesta poistuvat epdolennaiset ainesosat.

Kohteen vahvistus tapahtuu TMA:n kautta, joka on transkriptiovalitteinen nukleiinihapon
monistusmenetelma, joka hyédyntaa kahta entsyymia, MMLV:n (Moloney murine -
leukemiavirus) kadanteistranskriptaasia ja T7 RNA -polymeraasia. Kohdesekvenssin DNA-kopio
(joka sisaltda T7-RNA-polymeraasin promoottorisekvenssin) valmistetaan
kaanteistranskriptaasilla. T7-RNA-polymeraasi tuottaa DNA:n kopiotemplaatista useita RNA-
amplikonin kopioita. Aptima HIV-1 Quant Dx -analyysi kayttdéd TMA-menetelmaa vahvistamaan
kahta HIV-1 RNA -aluetta (pol ja LTR). Nama nimenomaiset alueet saadaan monistettua
erityisilla alukkeilla, jotka on tarkoitettu HIV-1:n ryhmien M, N ja O monistamiseksi. Alukkeen
muotoilu ja kohteeseen hakeutuminen kahdesta suunnasta takaa sen, etta HIV-1:n
havaitseminen ja kvantitointi on tarkka.
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Havaitsemiseen kaytetdan yksijuosteisia nukleiinihapposoihtuja, joita on lasna kohteen
monistamisen aikana ja jotka hybridisoituvat amplikoniin spesifisesti reaaliajassa. Jokaisessa
soihdussa on fluorofori ja sammutin. Kun soihtu ei ole amplikoniin hybridisoituneena,
sammutin on fluoroforin valittdmassa laheisyydessa ja vaimentaa fluoresenssin. Kun soihtu
sitoutuu amplikoniin, sammutin siirtyy kauemmaksi fluoroforista, ja soihtu emittoi tiettya
aallonpituutta olevan signaalin, kun sita viritetdan valonlahteella. Fluoresoiva signaali
voimistuu, kun yha useampi soihtu sitoutuu amplikoniin. Aika, joka fluoresenssisignaalilta
kuluu tietyn kynnysarvon saavuttamiseen, on verrannollinen HIV-1:n Iahtdpitoisuuteen.
Jokaisessa reaktiossa on sisainen kalibraattori / sisdinen kontrolli (internal control, IC), joka
tarkkailee naytteen kasittelyn, monistuksen ja detektoinnin vaihteluita. Naytteen pitoisuus
maaritetaan Panther System Softwarella (Panther-jarjestelman ohjelmistolla) kayttamalla
kunkin reaktion HIV-1- ja IC-signaaleja ja vertaamalla niitd kalibrointitietoihin.

Varoitukset ja varotoimet
A. In vitro -diagnostiseen kayttoon.

B. Jotta valttaisit epavalidien tulosten riskin, lue huolellisesti koko pakkausseloste ja Panther
System Operator's Manual (Panther Systemin kayttdopas) ennen maarityksen
suorittamista.

Laboratorioon liittyvaa

& C. HUOMIO: Taman maarityksen kontrollit sisdltavat ihmisen plasmaa. US Food and Drug
Administrationin (Yhdysvaltojen ladke- ja elintarvikeviraston) hyvaksymilla toimenpiteilla
testattaessa plasma on negatiivinen hepatiitti-B:n pinta-antigeenin (HBsAg:n), HCV:n
vasta-aineiden, HIV-1- ja HIV-2-vasta-aineiden ja HIV-antigeenin suhteen. Plasma ei
mydskaan ole HCV-RNA- eikd HIV-1-RNA-reaktiivinen, kun se testataan lisensoiduilla
nukleiinihappotesteilla kayttamalla yhdistettyja naytteitd. Kaikkia ihmisveresta peraisin
olevia materiaaleja taytyisi pitda potentiaalisina tartuntavaaran aiheuttajina ja niitd pitaisi
kasitella yleisten varotoimien mukaan (35-37).

D. Taman toimenpiteen saisi tehda vain henkildékunta, jolla on asianmukainen koulutus
Aptima HIV-1 Quant Dx Assayn kayttodn ja potentiaalisesti tartuntavaarallisten aineiden
kasittelyyn. Laikkymisen sattuessa desinfioi valitttmasti noudattaen asianmukaisia
tyopaikkakohtaisia toimenpiteita.

E. Kayta ainoastaan toimitettuja tai maariteltyja kertakayttdisia laboratoriovalineita.

F. Kéayta tavanomaisia laboratoriovarotoimia. Ala pipetoi suun avulla. Maaratyilla tydalueilla
ei saa sydda, juoda tai polttaa savukkeita. Kayta kertakayttoisia talkittomia kasineita,
silmasuojusta ja laboratoriotakkeja kasitellessasi naytteita ja pakkauksen reagensseja.
Pese kadet perusteellisesti naytteiden ja pakkauksen reagenssien kasittelyn jalkeen.

G. Tyotasot, pipetit ja muut valineet on dekontaminoitava saannodllisesti 2,5-3,5-prosenttisella
(0,35-0,5 M) natriumhypokloriittiliuoksella.

H. Havita kaikki materiaalit, jotka ovat olleet kosketuksessa naytteiden ja reagenssien
kanssa, noudattamalla paikallisia, valtion ja liittovaltion maarayksia (35-38). Puhdista ja
desinfioi kaikki tyotasot huolellisesti.
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Kontrollit sisaltavat sailytysaineena natriumatsidia. Ala kayta reagenssin siirtoon
metalliputkea. Jos natriumatsidiyhdisteita sisaltavia liuoksia kaadetaan putkistoon, ne
pitdisi laimentaa ja huuhtoa runsaalla maaralla juoksevaa vetta. Naita varotoimia
suositellaan, jotta voitaisiin valttda saostumien kertyminen metalliputkistoon, johon voi
muodostua rajahdysvaaralliset olosuhteet.

Molekyylilaboratorioiden hyviin normaalikaytantdihin kuuluu ymparisténseuranta.

Laboratorioymparistdon seurantaan ehdotetaan seuraavaa toimenpidetta.

1. Hanki vanupuikko ja parita Aptima-naytealikvoottiputken (SAT) kanssa.

2. Merkitse jokainen SAT asianmukaisesti.

3. Lisaa jokaiseen SAT:hen 1 ml Aptima-naytteenlaimenninta.

4. Pintanaytteiden keraamiseksi kostuta vanupuikko kevyesti deionisoidulla vedella, joka
ei sisdlla nukleaasia.

5. Pyyhi kohteena oleva pinta ylhaalta alaspain suuntautuvin pystyliikkein. Kun pyyhit
kohteena olevan paikan, kierra vanutuppoa noin puoli kierrosta.

6. Laita vanupuikkonayte valittdmasti putkeen ja pyorita vanupuikkoa kevyesti
laimenteessa mahdollisten siihen pyyhkiytyneiden materiaalien uuttamiseksi. Paina
vanupuikko siirtoputken kylkeen ottaaksesi mahdollisimman paljon nestettad. Havita
vanupuikko ja sulje putki.

7. Toista vaiheet jaljelle jaaneilld vanupuikkonaytteilla.

8. Testaa vanupuikko molekyylimaarityksella.

Naytteisiin liittyvaa

K.

N.

Naytteet saattavat olla tartuntavaarallisia. Noudata yleisia varotoimia (35-37) tata
maaritysta suorittaessasi. Oikeat kasittely- ja havitysmenetelmat taytyisi laatia paikallisten
maaraysten mukaan (38). Taman toimenpiteen saisi tehda vain henkildkunta, jolla on
asianmukainen koulutus Aptima HIV-1 Quant Dx Assayn kayttéon ja tartuntavaarallisten
materiaalien kasittelyyn.

Vain plasma, jossa on antikoagulantteja EDTA ja ACD, on arvioitu.

. Pida ylla oikeita sailytysolosuhteita ndytteen kuljetuksen aikana varmistaaksesi naytteen

koskemattomuuden. Naytteen stabiiliutta muissa kuin suositelluissa kuljetusolosuhteissa
ei ole arvioitu.

Valta ristikontaminaatiota naytteen kasittelyvaiheiden aikana. Ole erityisen huolellinen,
kun |6ysaat tai avaat naytteiden korkkeja, valttdaksesi aerosolien levidamisesta aiheutuvan
kontaminaation. Naytteet voivat sisaltda suuren maaran organismeja. Varmista, etta
naytesailiot eivat kosketa toisiaan, ja havitd kaytetyt materiaalit nostamatta niitd minkaan
sailion yli. Vaihda kasineet, jos ne joutuvat kosketuksiin naytteen kanssa.

Maaritykseen liittyvaa

O. Aptima HIV-1 Quant Dx -maarityksen kvantitatiiviset tulokset on arvioitu EDTA:ta ja

P.

ACD:ta sisaltavalla plasmalla. Seerumia ei pida kayttaa kvantitatiivisten tulosten
hankkimiseen. Kvalitatiivisten tulosten arviointiin on kaytetty sekd plasmaa ettd seerumia.

Ala kayta reagenssipakkausta, kalibraattoria tai kontrolleja viimeisen kayttopaivan jalkeen.
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Q.

Maaritysreagensseja, jotka kuuluvat eri master-erdnumeroilla merkittyihin pakkauksiin, ei
saa vaihtaa keskenaan, sekoittaa tai yhdistda. Maaritysnesteet voivat olla eri
eranumeroista. Kontrollit ja kalibraattori voivat olla eri eranumeroista.

Valta reagenssien mikrobi- ja nukleaasikontaminaatiota.

Sulje ja sailytd kaikki maaritysreagenssit maaritetyissa lampdtiloissa. Vaarin sailytettyjen
maaritysreagenssien kayttdé saattaa vaikuttaa maarityksen suorituskykyyn. Lisatietoa saat
kohdista Reagenssien séilytys- ja késittelyvaatimukset ja Panther System -testitoimenpide.

Ala yhdistéd mitaan maaritysreagenssia tai -nestetté ilman nimenomaista ohjetta. Ala lisaa
reagensseja tai nesteita vajaisiin sailiihin. Panther System (Panther-jarjestelma) verifioi
reagenssimaarat.

Jotkin tdman tarvikesarjan reagenssit on merkitty vaara- ja turvallisuussymbolein.

Huomautus: Vaarailmoitukset vastaavat EU:n k&yttéturvallisuustiedotteiden luokituksia. Aluekohtaisia
vaaraviestintétietoja on kohdan Safety Data Sheet Library (kdyttoturvallisuustiedotekirjasto) aluekohtaisessa
kéyttéturvallisuustiedotteessa, osoite www.hologicsds.com.

HIV VL Kit Controls
Natriumatsidi 0.2%
Human Serum 95-100%

Varoitus
“* H312 - Haitallista joutuessaan iholle
\ll H412 - Haitallista vesieliille, pitkdaikaisia haittavaikutuksia

P273 - Valtettava paastamistd ymparistoon
P280 - Kayta silmiensuojainta/kasvonsuojainta
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Reagenssien sailytys- ja kasittelyvaatimukset

A. Seuraavassa taulukossa esitetdan reagenssien, kontrollien ja kalibraattorin
sailytysolosuhteet ja stabiilius.

Avattu pakkaus (sekoitettu)

. Sailytys
Reagenssi yy
avaamattomana .
Sailytys Stabiilius
gHIV-1-monistusreagenssi 2°C-8°C
Liuo§ gHIV-1-monistusreagenssin 2°C_8°C 2°C_8°C 30 paivas®
sekoitukseen
gHIV-1-entsyymireagenssi 2°C-8°C
Liuos gHIV-1-entsyymin sekoitukseen 2°C-8°C 2°C-8°C 30 paivaa®
qHIV-1-promoottorireagenssi 2°C-8°C
Liuos qHIV-1-promoottorin sekoitukseen 2°C-8°C 2°C-8°C 30 paivaa®
gHIV-1-kohteenpoimintareagenssi 2°C-8°C 2°C-8°C 30 paivaa®
gHIV-1 NC CONTROL — (negatiivinen 15°C — 35 °C 15°C — 30 °C Kertakayttdinen ampulli
kontrolli) Kéayta 20 tunnin kuluessa
qHIy_-_1 _LPC CONTROL + (matala 15 °C — -35 °C 15°C — 30 °C K"ert"akayttom.en ampulli
positiivinen kontrolli) Kayta 20 tunnin kuluessa
qHIy_-_1 _HPC CONT_ROL + (korkea 15 °C — -35 °C 15°C — 30 °C Ifertlgkayttom_en ampulli
positiivinen kontrolli) Kayta 20 tunnin kuluessa
Kertakayttdinen ampulli

qHIV-1-PCAL (positiivinen kalibraattori) -15°C--35°C 15°C-30°C Y P

Kayta 20 tunnin kuluessa

2 Kun reagenssit poistetaan Panther Systemista, ne pitaisi valittdmasti palauttaa niille sopiviin sailytyslampétiloihin.

B. Havitd kaikki kayttamattémat sekoitetut reagenssit ja kohteen poimintareagenssi (target
capture reagent, TCR) 30 vuorokauden kuluttua tai Master-eran viimeisen kayttopaivan
jalkeen, kumpi tahansa tulee ensin.

C. Panther Systemiin ladatut reagenssit sailyvat stabiileina 72 tuntia. Reagenssit voidaan
ladata Panther System -jarjestelmaan korkeintaan 5 kertaa. Panther System rekisteroi
reagenssien kaikki latauskerrat.

D. Kun kalibraattori on sulatettu, liuoksen taytyy olla kirkas, toisin sanoen se ei ole samea
eika siinad ole saostumia.

/\ E. Promoottorireagenssi ja sekoitettu promoottorireagenssi ovat valoherkkia. Suojaa nama
reagenssit valolta sailytyksen ja kayttéénottovalmistelujen aikana.
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Naytteen keraaminen ja sailytys

Huomautus: Késittele kaikkia néytteitd kuin ne siséltaisivat potentiaalisesti tartuntavaarallisia
aineita. Noudata yleisiad varotoimia.

Huomautus: Muista vélttaé ristikontaminaatiota néytteen késittelyvaiheiden aikana. Hévité
kéytetty materiaali esimerkiksi kuljettamatta sitd avonaisten putkien yldpuolella.

Huomautus: Vain muovisia toissijaisia putkia suositellaan séilytettavéaksi.
Seuraaviin lasi- tai muoviputkiin kerattyja kokoverinaytteitd voidaan kayttaa:
Kvantitatiivisiin mittauksiin:
+ EDTA- tai ACD-antikoagulantteja (happositraattidekstroosiantikoagulantteja) sisaltavia
putkia tai
* Plasman valmisteluputkia (Plasma Preparation Tubes, PPT:ita)

Kvalitatiiviseen maaritykseen:

» EDTA- tai ACD-antikoagulantteja sisaltavia putkia tai

+ PPT:ita tai

* Seerumiputkia tai

* Seerumin erotusputkia (Serum Separator Tubes, SST:itd)

Anna hyytyman muodostua seerumissa, ennen kuin jatkat sen kasittelya.

A. Naytteen kerdéminen

Kokoveri voidaan sailyttdd 2 °C — 30 °C:ssa ja on sentrifugoitava 24 tunnin kuluessa
naytteen kerddmisesta. Erota plasma tai seerumi punaverisolupelletistd noudattamalla
valmistajan kyseiselle putkelle laatimia ohjeita. Plasma tai seerumi voidaan testata
Panther Systemissa ensisijaisessa putkessa tai siirtda toissijaiseen putkeen, kuten
Aptima-naytealikvoottiputkeen. 500 ul:n reaktiotilavuuden saamiseksi seerumin tai
plasman vahimmaistilavuus ensisijaisissa keruuputkissa on enintdan 1200 pl ja
toissijaisissa putkissa 700 pl. Seuraavassa taulukossa on eritelty kunkin ensisijaisen ja
toissijaisen putkityypin kuolleen tilavuuden vaatimukset.

Putki (koko ja tyyppi) Kuollut tilavuus Pantherissa
Aptima-naytealikvoottiputki (SAT) 0,2 mi
12x 75 mm 0,5ml
13 x 100 mm 0,5 ml
13 x 100 mm geelin kanssa 0,3 ml
16 x 100 mm geelin kanssa 0,7 ml

Jos plasmaa ja seerumia ei testata valittémasti, ne voidaan sailyttaa jaljempana
annettujen ohjeiden mukaisesti. Mikali plasma siirretdan toissijaiseen putkeen, se voidaan
pakastaa lampdtilassa -20 °C tai -70 °C, ja seerumi voidaan pakastaa lampdtilassa

-20 °C. Valta tuloksen heikentyminen tekemalld korkeintaan kolme jaadytys-
sulatuskierrosta. Ala jaadyta naytteitd EDTA-, ACD- tai seerumin primaarikerdysputkissa.
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B. Naytteiden sailytysolosuhteet
1. EDTA- ja ACD-plasmanaytteet

Sentrifugoitua plasmaa sisaltavia primaariputkia voidaan sailyttda 2 °C — 30 °C:ssa
korkeintaan 24 tunnin ajan naytteen keraamisesta (kuva 1, ylaruutu). 24 tunnin
kuluttua plasmaa voidaan sailyttaa pitempi ajanjakso yhdessa seuraavista
olosuhteista (kuva 1, alaruudut):

* Primaarikeraysputkessa 2 °C — 8 °C:ssa korkeintaan 3 vuorokautta,
+ Toissijaisessa putkessa 2 °C — 8 °C:ssa enintdan 5 paivan ajan tai

» Toissijaisessa putkessa -20 °C:ssa tai -70 °C:ssa enintdan 90 paivan ajan.

Ensisijainen

30°C
200*

< 24 tuntia keradmisen jélkeen

Ensisijainen Toissijainen Toissijainen
8°C g°C 15°C 65°C
| ek LA
2°C 2°C 35°C%  85°C
< 3 vuorokautta < 5 vuorokautta < 90 vuorokautta

Kuva 1. EDTA/ACD-putkien sdilytysehdot

2. PPT-naytteet

Sentrifugoitua plasmaa sisaltavat PPT:t voidaan sailyttda 2 °C — 30 °C:ssa korkeintaan
24 tunnin ajan naytteen keraamisen jalkeen (kuva 2, ylaruutu). 24 tunnin kuluttua
plasmaa voidaan sailyttda pitempi ajanjakso yhdessa seuraavista olosuhteista

(kuva 2, alaruudut):

*+ PPT:ssa 2 °C — 8 °C:ssa korkeintaan 3 vuorokautta,
» Toissijaisessa putkessa 2 °C — 8 °C:ssa enintdan 5 paivan ajan tai

* PPT-putkessa tai toissijaisessa putkessa -20 °C:ssa tai -70 °C:ssa enintaan 90
paivan ajan.
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Ensisijainen

30°C
2“CX

< 24 tuntia keraamisen jélkeen

Ensisijainen

8°C
2°C

< 3 vuorokautta

Toissijainen

8°C
2°C

< b vuorokautta

Ensisijainen tai
toissijainen
-15°C

-65°C
tai /ﬂ/
-35°C -85°C

< 90 vuorokautta

Kuva 2. PPT:iden séilytysolosuhteet

3. Seerumiputkinaytteet

Sentrifugoitua seerumia sisaltavia seerumiputkia voidaan sailyttda 2 °C — 30 °C:ssa

korkeintaan 24 tunnin ajan naytteen keraamisen jalkeen (kuva 3, ylaruutu). 24 tunnin
kuluttua seerumia voidaan sailyttaa pitempi ajanjakso yhdessa seuraavista olosuhteista
(kuva 3, alaruudut):

» Seerumiputkessa 2 °C — 8 °C:ssa korkeintaan 5 vuorokautta,

» Toissijaisessa putkessa 2 °C — 8 °C:ssa enintdan 5 paivan ajan tai

» Toissijaisessa putkessa -20 °C:ssa enintdan 7 paivan ajan.

Seerumiputki

30°C
2°C*

< 24 tuntia keraamisen jélkeen

Ensisijainen putki

8°C
2°C

< 5 vuorokautta

Toissijainen putki

8°C
2°C

< b vuorokautta

Toissijainen putki

-15°C
35°C

< 7 vuorokautta

Kuva 3. Seerumiputkien sdilytysolosuhteet

Aptima HIV-1 Quant Dx Assay
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4. SST-naytteet

Sentrifugoitua seerumia sisaltadvia SST:itd voidaan sailyttda 2 °C — 30 °C:ssa
korkeintaan 24 tunnin ajan naytteen kerdamisen jalkeen (kuva 4, ylaruutu). 24 tunnin
kuluttua seerumia voidaan sailyttda pitempi ajanjakso yhdessa seuraavista
olosuhteista (kuva 4, alaruudut):

+ SST:issa 2 °C — 8 °C:ssa korkeintaan 5 vuorokautta,
+ Toissijaisessa putkessa 2 °C — 8 °C:ssa enintdan 5 paivan ajan tai

» Toissijaisessa putkessa tai SST-putkessa -20 °C:ssa enintdan 7 paivan ajan.

Ensisijainen

30 °C
2°C

< 24 tuntia kerdémisen jélkeen

Ensisijainen Toissijainen Ensisijainen tai
toissijainen

8°C 8°C -15°C
2°C 2°C -35°C

< 5 vuorokautta < 5 vuorokautta < 7 vuorokautta

Kuva 4. SST:iden sdéilytysolosuhteet

C. Plasmanaytteiden laimentaminen

Plasmanayte voidaan laimentaa SAT:ssa tai toissijaisessa putkessa testattavaksi Panther
Systemissa. Katso lisatietoja kohdasta Panther System -testitoimenpide, vaihe E.6.

Huomautus: Laimennettu néyte pitéisi testata vélittdméasti laimennuksen jélkeen. Ala jaédytd laimennettua
néytetta.

/\ Plasmanéytteiden laimentamista saadaan kéyttéé vain kvantitatiivisia tuloksia varten. Alé laimenna
plasmandéytteité diagnostisia tuloksia varten.

Panther Systemiin ladatut naytteet

Naytteet voidaan jattdd Panther Systemiin korkit avattuina yhteensa korkeintaan 8 tunnin
ajaksi. Naytteet voidaan poistaa Panther Systemista, ja niitd voidaan testata niin kauan kuin
naytteen yhteenlaskettu laitteessaoloaika ennen sen pipetoimista Panther Systemilla ei ylita
8:aa tuntia.

Naytteiden kuljetus
Pida ylla kohdassa Néytteen kerddminen ja séilytys kuvattuja olosuhteita.

Huomautus: Néytteet téytyy kuljettaa soveltuvien kansallisten, kansainvélisten ja alueellisten
kuljetusméaérayksien mukaisesti.
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Panther System

Panther Systemiin tarkoitetut Aptima HIV-1 Quant Dx Assayn reagenssit on lueteltu
jaliempana. Reagenssin tunnistussymbolit on myds lueteltu reagenssin nimen vieressa.

Toimitetut reagenssit ja materiaalit

Huomautus: Katso tietoja reagensseihin mahdollisesti liittyvisté vaaroista ja
varoituslausekkeista kohdasta Safety Data Sheet Library (turvallisuustiedotekirjasto)
osoitteessa www.hologic.com/sds.

Aptima HIV-1 Quant Dx Assay -pakkaus, 100 testid, luettelonumero PRD-03000
(1 maarityslaatikko, 1 kalibraattoripakkaus ja 1 kontrollipakkaus)
Lisakalibraattoreita/-kontrolleja voidaan tilata erikseen. Katso vastaavat luettelo-numerot alla.

Aptima HIV-1 Quant Dx Assay -rasia
(sailyta [ampdétilassa 2 °C — 8 °C vastaanoton jalkeen)

Symboli Osa Maara
A qHIV-1-monistusreagenssi 1 ampull
Tartuntavaarattomat nukleiinihapot, kuivattu puskuriliuoksesta.
E qHIV-1-entsyymireagenssi
Kéénteistranskriptaasi ja RNA-polymeraasi, kuivattu HEPES- 1 ampulli
puskuriliuoksesta.
PRO qHIV-1-promoottorireagenssi 1 ampull
Tartuntavaarattomat nukleiinihapot, kuivattu puskuriliuoksesta.
AR Liuos qHIV-1-monistusreagenssin sekoitukseen 1x72ml
Glyserolia ja séiléntaaineita siséltavé vesiliuos. ’
ER Liuos qHIV-1-entsyymin sekoitukseen 1 %58 ml
HEPES-puskuroitu liuos, joka siséltaa surfaktanttia ja glyserolia. ’
PROR Liuos gHIV-1-promoottorin sekoitukseen 1x 45 ml
Glyserolia ja séilbntdaineita siséltavé vesiliuos. ’
TCR qHIV-1-kohteenpoimintareagenssi
Nukleiinihappoja puskuroidussa suolaliuoksessa, joka siséltda 1x72.0 ml
kiintedfaasisia, tartuntavaarattomia nukleiinihappoja ja siséisen ’
kalibraattorin.
Sekoituksessa kaytettavat pidikkeet 3
Master-eran viivakoodiarkki 1 arkki
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Aptima HIV-1 Quant Dx -kalibraattoripakkaus (Luettelonro PRD-03001)
(sailyta l[ampdtilassa -15 °C — -35 °C vastaanoton jalkeen)

Symboli Osa Maara

PCAL qHIV-1-positiivinen kalibraattori

S . ) 5x2,5ml
Transkriptoi puskuroidussa liuoksessa.
Kalibraattorin viivakooditarra —
Aptima HIV-1 Quant Dx Controls -pakkaus (Luettelonro PRD-03002)
(sailyta lampétilassa -15 °C — -35 °C vastaanoton jalkeen)
Symboli Osa Maara

NC qHIV-1-negatiivinen kontrolli
HIV-1-negatiivinen defibrinoitu ihmisen plasma, joka siséltaa 5x1,5ml
sdilbntéaineina gentamisiinia ja 0,2 % natriumatsidia.

LPC Heikosti qHIV-1-positiivinen kontrolli
Tartuntavaaraton HIV-1:n Armored RNA defibrinoidussa ihmisen

5x1,5ml
plasmassa, joka siséltdé séiléntdaineina gentamisiinia ja 0,2 % e
natriumatsidia.
HPC Vahvasti qHIV-1-positiivinen kontrolli
Tartuntavaaraton HIV-1:n Armored RNA defibrinoidussa ihmisen 5% 15ml

plasmassa, joka siséltééa séilbntdaineina gentamisiinia ja 0,2 %
natriumatsidia.

Kontrollin viivakoodietiketti —
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Tarvittavat materiaalit, jotka ovat saatavilla erikseen

Huomautus: Luetteloon on merkitty Hologicilta saatavien materiaalien luettelonumerot, ellei toisin mainita.
Materiaali Luettelonro

Panther System —
Pather Run Kit for Real Time Assays (vain reaaliaikaisia PRD-03455 (5000 testia)
maarityksia varten)

Aptima Assay -nestepakkaus (tunnetaan myds yleisnestepakkauksena) 303014 (1 000 testié)
siséltda Aptima-pesuliuoksen, Aptima-puskurin deaktivointinestetta varten
Ja Aptima-éljyreagenssin

Moniputkiyksikét (Multi-Tube Units, MTU:t) 104772-02
Panther-jtepussipakkaus 902731
Panther-jéteséilién kansi 504405

Tai, Pather System Run Kit 303096 (5000 testia)

(kun suoritetaan ei-reaaliaikaisia TMA-mé&érityksia rinnan reaaliaikaistan TMA-
médrityksien kanssa)
siséltdd moniputkiyksikkdjd (MTU), jatepusseja, jéteséilién kansia,
automaattinen tunnistus ja médritysnesteité

Karjet, 1 000 pl, johtavia, nesteen havaitsevia 10612513 (Tecan)
Valkaisuaine, 5—7-prosenttinen (0,7—1,0 M) natriumhypokloriittiliuos —

Kertakayttoiset talkittomat kasineet —

Ei-lapaistavat vaihtokorkit 103036A

Reagenssien vaihtokorkit

Monistus-, entsyymi- ja edistédjdreagenssin
sekoituspullot CL0041 (100 korkkia)
TCR-pullo CL0040 (100 korkkia)

Muovitaustaiset laboratorion tyopdydan paallysteet —
Nukkaamattomat pyyhkeet —
Pipetointilaite —
Karjet —

Ensisijaisen kerdysputken (ACD, EDTA, PPT, SST, Serum)
vaihtoehdot: —

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

Sentrifugi —

Vortex-sekoittaja —
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Valinnanvaraiset materiaalit

Materiaali

Luettelonro

Toissijaisen putken vaihtoehdot:
12 mm x 75 mm -
13 mm x 100 mm —
16 mm x 100 mm

Aptima-ndytealikvoottiputket (Specimen Aliquot Tubes, SAT:t) (100 kpl) 503762
Kuljetusputken korkki (100 kpl) 504415
SAT:n korkki
Aptima-naytteenlaimennin PRD-03003
Aptima-naytteenlaimenninpakkaus PRD-03478

siséltéé néytteenlaimentimen, 100 SAT:t4 ja 100 korkkia

Siirtopipetit

Kaupallisesti saatavissa olevat paneelit, esimerkiksi: —

HIV-1 Quality Control for Molecular Diagnosticsilta (QCMD) tai College of
American Pathologists (CAP) -HIV-viruspitoisuuden tutkimuspaneelista tai
SeraCare ACCURUN HIV -paneeleista

Puuvillapaallysteiset vanupuikot —

Keinusekoittaja —

Panther System -testitoimenpide

Huomautus: Katso lisétietoja menetelmésté tutustumalla Panther System Operator’s Manualiin (Panther
Systemin kéyttéoppaaseen).

A. Tydbalueen valmistelu

1.

2.

3.

Puhdista ty6tasot, joilla reagensseja valmistetaan. Pyyhi tydalueet 2,5-3,5-prosenttisella
(0,35-0,5 M) natriumhypokloriittiliuoksella. Anna natriumhypokloriittiliuoksen vaikuttaa
vahintdan 1 minuutin ajan, ja huuhtele pinnat sen jalkeen deionisoidulla (DI) vedella.
Natriumhypokloriittiliuoksen ei saa antaa kuivua. Peita laboratorion tyépdydan pinta,
jolla reagensseja ja naytteita valmistellaan, puhtailla, muovitaustaisilla ja imukykyisilla
laboratorion tydpoydan paallysteilla.

Puhdista erillinen ty6taso, jossa naytteet valmistetaan. Kayta edella kuvattua
toimenpidetta (vaihe A.1).

Puhdista kaikki pipetointilaitteet. Kéyta edella kuvattua toimenpidetta (vaihe A.1).

B. Kalibraattorin ja kontrollien valmistelu

Ennen kuin jatkat kalibraattorin ja kontrollien kasittelya, anna niiden 1ammeté 15 °C —
30 °C:seen seuraavasti:

1.

Ota kalibraattori ja kontrollit pois sailytyksesta (-15 °C — -35 °C) ja laita ne 15 °C —
30 °C:seen. Kaantele jokaista putkea varovasti ylosalaisin koko sulatuskasittelyn ajan
huolellista sekoittamista varten. Varmista ennen kayttéa, etta putken sisaltdé on taysin
sulanut.

Vaihtoehto. Kalibraattori- ja kontrolliputket voidaan laittaa keinusekoittajaan huolellista
sekoitusta varten. Varmista ennen kayttoa, etta putken sisaltd on taysin sulanut.
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Huomautus: Kun kdédnnét kalibraattoria ja kontrolleja ylbsalaisin, vélté liiallista
vaahdon muodostusta. Vaahto heikentdéa tason tunnistusta Panther System
-férjestelméssa.

2. Kun putken sisaltd on sulanut, kuivaa putken ulkopinta puhtaalla ja kuivalla
kertakayttopyyhkeella.

3. Saastumisen estamiseksi ala avaa putkia tassa vaiheessa.

C. Reagenssin sekoitus / Uuden pakkauksen valmistelu

Huomautus: Reagenssien sekoitus on suoritettava ennen minkddn muun tyén aloittamista Panther
Systemill&.

1. Valmista kohteenpoimintareagenssi (Target Capture Reagent, TCR) seuraavalla tavalla:
a. Ota TCR pois sailytyksesta (2 °C — 8 °C). Tarkista TCR-pulloon merkitty
eranumero ja varmista, etta se tdsmaa Master-eran viivakoodiarkkiin merkityn
eranumeron kanssa.

b. Ravista TCR-pulloa valittémasti voimakkaasti 10 kertaa. Anna TCR-pullon
[&mmeta 15 °C — 30 °C:ssa vahintdan 45 minuuttia. Pyorita ja kdantele TCR-
pulloa ylésalaisin tdna aikana vahintaan joka 10. minuutti.

Vaihtoehto. TCR-pullo voidaan valmistella keinusekoittajalla noudattamalla
seuraavia ohjeita: Ota TCR pois sailytyksesta (2 °C — 8 °C) ja ravista valittémasti
voimakkaasti 10 kertaa. Laita TCR-pullo keinusekoittajaan ja anna TCR:n lammeta
15 °C — 30 °C:ssa vahintdan 45 minuuttia.

c. Varmista ennen kayttoa, ettad kaikki saostumat ovat liuoksessa ja
magneettipartikkelit ovat suspendoituneet.

2. Sekoita monistus-, entsyymi- ja promoottorireagenssit seuraavalla tavalla:
a. Ota kylmakuivatut reagenssit ja vastaavat sekoitusnesteet pois sailytyksesta
(2 °C — 8 °C). Yhdista pareittain kukin sekoitusneste sen lyofilisoidun reagenssin
kanssa.

b. Varmista, ettd sekoitusnesteen ja kylmakuivatun reagenssin etikettivarit kayvat
yksiin. Tarkista erdnumerot Master-eran viivakoodiarkista varmistaaksesi, etta
asianmukaiset reagenssit on yhdistetty pareiksi.

i. Avaa kylmakuivattu reagenssiampulli poistamalla metallitiiviste ja kumitulppa.

ii. Tydénna sekoitukseen kaytettavan pidikkeen (musta) lovettu paa tiiviisti
ampulliin (kuva 5, vaihe 1).

iii. Avaa parina oleva sekoitusnestepullo ja aseta korkki puhtaalle, peitetylle
tyotasolle.

iv. Laita sekoitusnestepullo vakaalle tasolle (so. tydpdydalle). Kaanna
kylmakuivattua reagenssia sisaltdva ampulli ylésalaisin sekoitusnestepullon
paalle ja kiinnita pidike tiiviisti sekoitusnestepulloon (kuva 5, vaihe 2).

v. K&anna pulloyhdistelma (ampulli nestepulloon yhdistettyna) hitaasti yldsalaisin,
niin etta liuos valuu lasiampulliin (kuva 5, vaihe 3).

vi. Nosta pulloyhdistelma ja pydrita pulloyhdistelmaa vahintddn 10 sekunnin ajan
(kuva 5, vaihe 4).

vii. Odota vahintaan 30 minuutin ajan, niin ettd kylmakuivattu reagenssi siirtyy
liuokseen.
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viii. Kun kylmakuivattu reagenssi on siirtynyt liuokseen, sekoita huolellisesti
pyorittdmalla pulloyhdistelmaa vahintadan 10 sekuntia ja keinuttamalla sitten
lasiampullissa olevaa liuosta hieman edestakaisin.

c. Kallista pulloyhdistelmaa taas hitaasti, niin etta kaikki liuos valuu takaisin
sekoitusnestepulloon (kuva 5, vaihe 5).

d. Poista sekoituskaulus ja lasipullo (kuva 5, vaihe 6).

e. Laita korkki takaisin pulloon. Merkitse kayttajan nimikirjaimet ja sekoituspaiva
tarraan (kuva 5, vaihe 7).

f. Havita sekoituskaulus ja lasipullo (kuva 5, vaihe 8).

Varoitus: Kun sekoitat reagensseja, Vélta liiallista vaahdon muodostusta. Vaahto
heikentéé tason tunnistusta Panther System -jérjestelmé&ssa.

-\f4 ™

H’1 m ™

3 .
o
h

y/
g

Kuva 5. Reagenssien sekoitusmenetelmé

D. Aiemmin valmistettujen reagenssien valmistaminen reagenssiksi

1.
2.

3.

Ota ennalta valmistetut reagenssit pois sailytyksesta (2 °C — 8 °C).

Ennalta valmistettujen monistus-, entsyymi-, promootterireagenssien ja TCR:n
[@mpdtilan on oltava 15 — 30 °C ennen analyysin aloittamista.

Aiemmin valmistetulle TCR:lle taytyy suorittaa edella mainittu vaihe C.1 ennen sen
lataamista jarjestelmaan.

Pyorita ja liikuta monistus-, entsyymi- ja promoottorireagensseja ylésalaisin niiden
sekoittamiseksi huolellisesti ennen jarjestelmaan lataamista. Kun kdannat reagensseja
ylésalaisin, valta liiallista vaahdon muodostusta.

Ala lisda reagenssia vaijaisiin pulloihin. Panther System tunnistaa ja hylkaa liian taydet
pullot.

E. Naytteen kasittely

1.

2.

3.

Varmista, ettd ensisijaisissa putkissa prosessoidut naytteet tai toissijaisissa putkissa
olevat laimentamattomat naytteet on sailytetty asianmukaisesti kohdan Naytteen
keraaminen ja sailytys sivulla 8 ohjeiden mukaan.

Varmista, etta jaadytetyt naytteet ovat kauttaaltaan sulia. Sekoita sulaneet naytteet
huolellisesti vorteksoimalla niitd 3—-5 sekuntia.

Anna naytteiden lammeta 15 °C — 30 °C:seen ennen niiden kasittelya. Katso lisatietoa
kayttoon valmistetuista naytteista Panther Systemiin ladatut néytteet -kohdasta.
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4. Varmista, ettd kussakin ensisijaisessa keraysputkessa on enintdan 1200 pl naytetta
tai kussakin SAT:ssa vahintaan 700 ul naytettd. Kohdan Né&ytteen kerddminen sivulla
8 taulukossa on eritelty kunkin ensisijaisen ja toissijaisen putkityypin kuolleen
tilavuuden vaatimukset. Jos nayte on laimennettava, katso lisatietoa jaljempana
olevasta vaiheesta E.6.

5. Sentrifugoi jokaista naytetta 1 000-3 000 g:ssa 10 minuutin ajan juuri ennen
naytteiden lataamista naytetelineeseen. Ala ota pois korkkeja. Putkessa olevat kuplat
estavat Panther Systemin pinnantason havainnoinnin toiminnan.

Katso tietoa telineen lataamisesta ja korkkien poistamisesta jaliempana olevan
Jérjestelmén valmistelu -kohdan vaiheesta F.2.

6. Laimenna plasmanayte 1:3 SAT:ssa tai 1:100 toissijaisessa putkessa.

Plasmanayte voidaan laimentaa toissijaisessa putkessa testattavaksi Panther
Systemissa.

/\ Plasmanaytteitd laimennetaan vain kvantitatiivisia tuloksia varten. Al3 laimenna
plasmanaytteitd diagnostisia tuloksia varten.

Huomautus: Laimennettu néyte taytyy testata vélittémasti laimennuksen jalkeen.
a. Pienitilavuuksisten naytteiden laimentaminen

Plasmanaytteiden tilavuus voidaan lisata tarvittavaan vahimmaistilavuuteen
(700 pl) kayttamalla Aptima-naytteenlaimenninta. Naytteet, joissa on vahintaan
240 pl plasmaa, voidaan laimentaa kahdella osalla naytteenlaimenninta (1:3)
seuraavasti:

i. Laita 240 pyl naytetta SAT:hen.

ii. Lisaa 480 pl Aptima-naytteenlaimenninta.

iii. Sulje putki.

iv. Sekoita kaantamalla varovasti ylosalaisin 5 kertaa.

1:3-suhteessa laimennetut naytteet voidaan testata kayttamalla Panther Systemilla
1:3-vaihtoehtoa (katso lisatietoa Panther System Operator’s Manualista (Panther
Systemin kayttdoppaasta)). Ohjelma ilmoittaa automaattisesti laimentamattoman
tuloksen kayttamalla laimennuskerrointa. Nama naytteet merkitdan laimennetuiksi
naytteiksi.

b. Suuren tiitterin naytteiden laimentaminen

Jos naytteen tulos on suurempi kuin maaritysylaraja, se voidaan laimentaa
99 osalla Aptima-naytteenlaimenninta (1:100) seuraavasti:

i. Aseta 30 yl naytettd SAT-putkeen tai toissijaiseen putkeen.
ii. Lisda 2970 ul Aptima-naytteenlaimenninta.

iii. Sulje putki.

iv. Sekoita kaantamalla varovasti ylosalaisin 5 kertaa.

Naytteitd, joita on laimennettu 1:100, voidaan testata kayttamalla Panther-
jarjestelman 1:100-vaihtoehtoa (katso lisatietoja Panther-jéarjestelmén
kéyttboppaasta). Ohjelmisto ilmoittaa automaattisesti puhtaan tuloksen kayttamalla
laimennuskerrointa. Nama naytteet merkitdan laimennetuiksi naytteiksi.

Huomautus: Laimennettujen néytteiden, joiden siistit pitoisuudet ovat suurempia
kuin ULOQ), tulokset néaytetdédn kayttamalla kymmenpotenssimuotoa.
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Aptima” Panther System

F. Jarjestelman valmistelu

1. Laita jarjestelma kayttokuntoon Panther System Operator’s Manualissa (Panther
Systemin kayttdoppaassa) ja Toimenpiteeseen liittyvid huomautuksia -kohdassa
annettujen ohjeiden mukaisesti. Varmista, ettd kaytetdan sopivankokoisia
reagenssitelineita ja TCR-adaptereita.

2. Lataa naytteet naytetelineeseen. Suorita jokaiselle nayteputkelle (naytteelle ja
tarvittaessa kalibraattorille ja kontrolleille) seuraavat vaiheet:

a. Loysaa yhden nayteputken korkki, mutta ala viela ota sita pois.

Huomautus: Ole erityisen huolellinen vélttddksesi aerosolien levidmisesté
aiheutuvan kontaminaation. L6ys&é néytteiden korkit varovasti.

b. Lataa nayteputki naytetelineeseen.
c. Toista jokaisen jaljelle jaavan naytteen kohdalla vaiheet 2.a ja 2.b.

Kun naytteet on ladattu ndytetelineeseen, poista ja havitda yhden naytetelineen
kaikkien nayteputkien korkit. Kontaminaation valttdmiseksi ala kuljeta korkkia
minkdan muun naytetelineen tai nayteputken ylapuolella.

e. Kayta tarvittaessa uutta kertakayttoista siirtopipettia kuplien tai vaahdon
poistamiseen.

f.  Kun viimeinen korkki on poistettu, aseta nayteteline naytesyvennykseen.

Huomautus: Jos ajat samaan aikaan muita analyyseja ja néytetyyppejé, kiinnité
néytepidike ennen néytetelineen asettamista ndytesyvennykseen.

g. Toista seuraavalle naytetelineelle vaiheet 2.a-2.f.

Toimenpiteeseen liittyvia huomautuksia
A. Kalibraattori ja kontrollit

1. gHIV-1-positiivinen kalibraattori-, gHIV-1-alhainen positiivinen kontrolli-, gHIV-1-korkea
positiivinen kontrolli- ja gHIV-1-negatiivinen -kontrolliputket voidaan ladata Panther-
jarjestelman naytetelineessa ja naytetilakaistassa mihin tahansa paikkaan.
Potilasnaytteen pipetointi alkaa kun yksi seuraavista kahdesta ehdosta tayttyy:

a. Jarjestelma kasittelee kalibraattoria ja kontrolleja.
b. Kalibraattorin ja kontrollien validit tulokset rekisteréidaan jarjestelmaan.

2. Kun kalibraattori ja kontrolliputket on pipetoitu ja niitd kasitellddn Aptima HIV-1 Quant
Dx -maaritysreagenssipakkausta varten, naytteitd voidaan testata liittyvalla
sekoituspakkauksella enintdan 24 tunnin ajan, paitsi jos:

a. kalibraattorin tai kontrollin tulokset eivat ole valideja.
b. Niihin littyva maaritysreagenssitarvikesarja poistetaan jarjestelmasta.
c. Niihin liittyvd maaritysreagenssitarvikesarja on ylittdnyt stabiliteettirajoitukset.
3. Kalibraattori ja kaikki kontrolliputket ovat kertakayttdisid. Jos putkea yritetdan kayttaa
useammin kuin kerran, seurauksena voi olla kasittelyvirheita.
B. Kasinetalkki

Kuten muissakin reagenssijarjestelmissa, liikka talkki kdsineissa saattaa aiheuttaa
avattujen putkien kontaminaation. Suosittelemme talkittomia kasineita.
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Laadunvalvonta

Kayttaja saattaa mitatdida ajon tai nadytteen antaman tuloksen, jos maaritysta suoritettaessa
havaitaan tekniikkaan, kayttajaan tai laitteeseen liittyvia vaikeuksia ja ne dokumentoidaan.
Tassa tapauksessa naytteet taytyy testata uudelleen.

Maarityksen kalibrointi

Validien tulosten tuottamiseksi on suoritettava maarityksen kalibrointi. Yksi positiivinen
kalibraattori suoritetaan kolmena kappaleena aina, kun reagenssipakkaus ladataan Panther-
jarjestelmaan. Kalibrointi on voimassa 24 tuntia muodostamisen jalkeen. Panther Systemin
ohjelma muistuttaa kayttajaa kalibroinnin tarpeesta. Kayttaja 16ytaa kalibrointikertoimen
Master-eran viivakoodiarkista, joka sisaltyy jokaiseen reagenssipakkaukseen.

Kalibraattorin hyvaksynnan kriteerit verifioidaan automaattisesti Panther Systemin ohjelmalla
kasittelyn aikana. Ohjelma mitatdi ajon automaattisesti, jos kalibraattorin rinnakkaisnaytteista
alle kaksi on valideja. Mitatdidyn ajon naytteet on testattava uudelleen kayttamalla asken
valmistettua kalibraattoria ja asken valmistettuja kontrolleja.

Negatiiviset ja positiiviset kontrollit

Validien tulosten aikaansaamiseksi on testattava joukko maarityskontrolleja. Yksi negatiivisen,
alhaisen positiivisen kontrollin ja korkean positiivisen kontrollin moniste taytyy testata aina,
kun reagenssipakkaus ladataan Panther-jarjestelmaan. Kontrollit ovat voimassa 24 tuntia
muodostamisen jalkeen. Panther Systemin ohjelmisto muistuttaa kayttajaa kontrollien
tarpeesta.

Kasittelyn aikana Panther Systemin ohjelmisto verifioi automaattisesti kontrollien
hyvaksymiskriteerit. Validien tulosten luomiseksi negatiivisen kontrollin taytyy antaa Ei
havaittu -tulos, ja positiivisten kontrollien taytyy antaa ennalta maaritettyjen parametrien
mukaisia tuloksia. Jos jollakin kontrollilla on epavalidi tulos, ohjelmisto mitatéi ajon
automaattisesti. Mitatdidyn ajon naytteet on testattava uudelleen kayttamalla asken
valmistettua kalibraattoria ja asken valmistettuja kontrolleja.

Sisainen kalibraattori / Sisdinen kontrolli

Jokainen nayte sisaltda sisaisen kalibraattorin / sisdisen kontrollin (IC:n). Kasittelyn aikana
Panther System Software vahvistaa automaattisesti IC:n hyvaksymiskriteerit. Jos IC-tulos on
invalidi, naytteen tulos invalidoidaan. Jokainen epavalidin IC-tuloksen antanut nayte taytyy
testata uudelleen validin tuloksen saamiseksi.

Panther-jarjestelman ohjelmisto on suunniteltu verifioimaan prosesseja tarkasti, kun
menettelyt suoritetaan noudattamalla tdman pakkauksen lisédlehden ja Panther -jérjestelmén
kayttboppaan ohjeita.
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Tulosten tulkinta

Huomautus: Aptima HIV-1 Quant Dx Assayn kvantitatiiviset tulokset on arvioitu plasmalla. Seerumia ei pida
kayttad kvantitatiivisten tulosten hankkimiseen. Kvalitatiivisten tulosten arviointiin on kéytetty seké plasmaa ettéd
seerumia.

Panther System maarittda automaattisesti naytteiden ja kontrollien HIV-1-RNA-pitoisuuden
vertaamalla tuloksia kalibrointikdyraan. HIV-1-RNA-pitoisuudet ilmoitetaan yksikdssa
kopiota/ml ja logqg kopiota/ml. Tulosten tulkinta esitetddn kohdassa taulukko 1. Jos
laimennetuille naytteille kaytetaan 1:3- tai 1:100-laimennosta, Panther-jarjestelma laskee
automaattisesti HIV-1-pitoisuuden sekoittamattomalle naytteelle kertomalla pitoisuustulokset
laimennuskertoimella.

Huomautus: Laimennetuille néytteille voidaan tuottaa tuloksia "Ei havaittu” tai "<30 havaittu” laimentamalla néyte
ylld mainitulla pitoisuudella mutta ldhelle LOD- (toteamisraja) tai LLOQ-rajaa (mdérityksen alaraja). Jos
kvantitatiivista tulosta ei saada, on suositeltavaa kerété ja testata uusi, laimentamaton néyte.

Panther System ei tarjoa diagnostiikkakaytt6dn kvalitatiivista tulosta (so. "Reaktiivinen” tai
"Ei-reaktiivinen”). Kayttajan taytyy tulkita raportoitu HIV-1-RNA-pitoisuus kvalitatiiviseksi
tulokseksi (taulukko 1). Naytteet, joiden tulokseksi on luetteloitu “Ei havaittu”, eivat ole HIV-1-
RNA-reaktiivisia. Naytteet, joiden tulokseksi on luetteloitu "<30 havaittu”, tai naytteet, joiden
tulokset ovat lineaarisella alueella, tarkoittavat sita, ettd HIV-1-RNA havaittiin ja etta nama
naytteet ovat HIV-1-RNA-reaktiivisia.

Taulukko 1: Tulosten tulkinta

limoitettu Aptima HIV-1 Quant
Dx Assay -analyysin tulos Kayttajan diagnostinen

kvalitatiivinen tulkinta°©

HIV-1-RNA-pitoisuuden tulkinta
Kopiota/ml*  Logqg-arvo®

Ei havaittu Ei havaittu HIV-1-RNA:ta ei havaittu Ei HIV-1-RNA-reaktiivinen
<30 havaittu® <1,47 HIV-1 RNA havaitaan mutta alle LLOQ-tason. HIV-1-RNA-reaktiivinen
30 - 1,47-7,00 HIV-1-RNA-pitoisuus on lineaarisella alueella HIV-1-RNA-reaktiivinen
10 000 000 30— 10 000 000 kopiota/ml.
>10 000 000 >7,00 HIV-1-RNA-pitoisuus on suurempi kuin HIV-1-RNA-reaktiivinen

maaritysylaraja (ULOQ).

Epavalidi Epéavalidi®  Tuloksen tuottamisessa tapahtui virhe. Nayte Epévalidi
pitaisi testata uudelleen.

# Kansainvélisen HIV-1-RNA-standardin (3rd International Standard for HIV-1 RNA (10/152)) kopioiden muuntamiskerroin kansainvaliseksi
yksikoksi (IU:ksi) on 0,35 kopiota/IU.

® Arvo lyhennetaan kahteen desimaaliin.

¢ Diagnostinen tulkinta voidaan tehda joko seerumi- tai plasmanéytteista, joita ei ole laimennettu.

4 Invalidit tulokset naytetaan sinisella fontilla.

° Ohjelmiston alhaisin raportoima arvo on 30 kopiota/ml. Maérityksen korkein LoD-raja on 17,5 kopiota/ml alatyypin G osalta. Kaikkien
alatyyppien LoD-arvot on esitetty taulukossa 3. Maailman terveysjarjeston 3. kansainvalisen HIV-1 RNA -standardin (alatyyppi B) LoD on
12,1 kopiota/ml (katso taulukko 2).

Aptima HIV-1 Quant Dx Assay 21 AW-11853-1701 Rev. 008



Rajoitukset Aptima”

Rajoitukset

A. Taman maarityksen kayttd on rajoitettu henkilokuntaan, jolla on koulutus toimenpiteeseen.
Tassa pakkausselosteessa annettujen ohjeiden noudattamatta jattdminen saattaa johtaa
virheellisiin tuloksiin.

B. Tulosten luotettavuus riippuu naytteen asianmukaisesta kerayksesta, kuljetuksesta,
sdilytyksesta ja kasittelysta.

C. Tama maaritys on validoitu kaytettavaksi kvantitatiivisena maarityksena pelkastaan
ihmisen EDTA:ta ja ACD:ta siséaltavalla plasmalla.

D. Tama maaritys on validoitu kaytettavaksi kvalitatiivisena maarityksena ihmisen EDTA:ta ja
ACD:ta sisaltavalla plasmalla ja seerumilla.

E. Mutaatiot Aptima HIV-1 Quant Dx Assayn alukkeiden ja/tai koettimien kattamilla
virusgenomin erittain konservoituneilla alueilla, vaikkakin harvinaiset, voivat johtaa siihen,
etta virus ei kvantitoidu riittavasti tai sitd ei havaita.

Aptima HIV-1 Quant Dx Assay 22 AW-11853-1701 Rev. 008



Aptima”

Suorituskyky

Suorituskyky

Toteamisraja (LOD) kayttamalla WHO:n 3. kansainvalista HIV-1-standardia

Toteamisrajaksi (LOD:ksi) on maaritelty se HIV-1-RNA-pitoisuus, joka todetaan vahintaan
95 %:n todennakdisyydelld CLSI:n EP17-A2:n (39) mukaan. LOD méaaritettiin testaamalla
paneelit, jotka koostuivat kansainvalisen HIV-1-standardin (3 HIV-1 WHO International
Standard (alatyyppi B, NIBSC-koodi: 10/152)) laimennuksista HIV-1-negatiivisessa
plasmassa. Jokaisesta laimennoksesta ajettiin kolmekymmenta rinnakkaisnaytettd kolmella
Panther Systemilla kayttamalla kolme reagenssieraa jokaisen laimennoksen yhteensa 90
replikaattiin. CLSl:n EP17-A2:n mukaan LOD:ksi maaritetdan sen reagenssieran tulokset,
joka antaa ennakoidun toteamisrajan suurimmalla pitoisuudella, ja ne esitetdan taulukossa 2.
Probittianalyysissa Aptima HIV-1 Quant Dx Assayn LOD on 12 kopiota/ml (35 1U/ml;

0,35 kopiota = 1 1U).

Taulukko 2: Aptima HIV-1 Quant Dx Assayn toteamisraja HIV-1:n kansainvéliselld standardilla (3* HIV-1 WHO

International Standard)

Ennakoitutoteamisraja Pitoisuus (kopiota/ml)

10 % 1,2
20 % 1,6
30 % 2,0
40 % 2,5
50 % 3,1
60 % 3,8
70 % 4,8
80 % 6,2
90 % 9,0
95 % 12,1
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HIV-1:n eri alatyyppien ja ryhmien toteamisraja

HIV-1:n M-ryhmaa (alatyypit A, C, D, F, G, CRF01_AE, CRF02_AG) ja N- ja O-ryhmaa varten
valmistettiin seitseman paneelia lisdamalla HIV-1-negatiivisen ihmisen plasmaan joko viljeltya
HIV-1-virusta tai positiivisia kliinisia naytteitd (0—40 kopiota/ml). Jokaisesta paneelin jasenesta
testattiin 30 rinnakkaisnaytetta kahdella reagenssierallda, yhteensa 60 rinnakkaisnaytetta
paneelin jasentd kohti. Kliinisten nadytteiden tai viljeltyjen viruserien pitoisuuden maaraamiseen
kaytettiin vertailumaaritysta. 50 ja 95 %:n ennakoidut toteamisrajat tuotettiin probittianalyysilla.
CLSI:n EP17-A2:n (39) mukaan LOD:ksi maaritetddn sen reagenssieran tulokset, joka antaa
ennakoidun toteamisrajan suurimmalla pitoisuudella, ja ne esitetdan taulukossa 3.

Taulukko 3: HIV-1:n eri alatyyppien ja ryhmien toteamisraja

Alatyyppi/ Ennakoitu Pitoisuus
Ryhma toteamisraja (kopiota/ml)
50 % 3,0
A
95 % 12,3
50 % 1,8
CRFO01_AE
95 % 6,2
50 % 3,4
CRF02_AG
95 % 15,4
50 % 2,0
o
95 % 10,7
50 % 3,7
D
95 % 14,0
50 % 2,1
F
95 % 8,3
50 % 3,1
G
95 % 17,5
50 % 1,2
N
95 % 7,8
50 % 1,8
o
95 % 8,0
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Lineaarinen alue

Aptima HIV-1 Quant Dx Assayn lineaarinen alue vahvistettiin testaamalla paneelit, jotka
koostuivat HIV-1-negatiiviseen ihmisen plasmaan laimennetusta HIV-1-viruksen alatyypista B
CLSI:n EP06-A:n (40) mukaisesti. Paneelien pitoisuusalue oli 1,30-7,30 log kopiota/ml.
Testaus suoritettiin seitsemalla Panther Systemilla ja kahdella Aptima HIV-1 Quant Dx
Assayn reagenssieralld. Kuten kuvasta 6 voidaan nahda, Aptima HIV-1 Quant Dx Assay ol
lineaarinen koko testatulla alueella.

8,00
7,00
6,00
5,00
4,00
3,00

2,00

1,00

Aptima HIV-1 Quant Dx Assay (log kopiota/ml)

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

Tavoitepitoisuus (log kopiota/ml)

Kuva 6. Aptima HIV-1 Quant Dx Assayn lineaarisuus
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HIV-1:n alatyyppien ja ryhmien lineaarisuus

Aptima HIV-1 Quant Dx Assayn lineaarinen vaste ryhman M (alatyypit A, B, C, D, F, G, H,
CRFO01_AE) ja ryhmien N ja O suhteen varmistettiin testaamalla paneelit, jotka koostuivat
puskurilla pitoisuuksiin 2,00-6,70 log kopiota/ml laimennetusta HIV-1-transkriptista. Testaus
suoritettiin neljalla Panther Systemilla ja kuudella ajolla. Testattu alue osoittautui lineaariseksi

(kuva 7).

8,00
£ 700
] 2 * Alatyyppi A
g i
S 4 Alatyyppi B
g 6,00

A Alat iC

8’ yypp!
= * Alatyyppi D
% 5,00 .
3 . Alatyyppi AE
< 4,00 Alatyyppi F
wx b
o Alatyyppi G
IS
g 3,00 Alatyyppi H
o Ryhma N
3
= 2,00 Ryhma O
I
£
+= 1,00
o
<

0,00

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

Tavoitepitoisuus (log kopiota/ml)

Kuva 7. Ryhméidn M (alatyypit A, B, C, D, F, G, H, CRF01_AE) ja ryhmien N ja O lineaarisuus
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Suorituskyky

Maarityksen alaraja kayttamalla WHO:n 3. kansainvalista HIV-1-standardia

CLSI EP17-A2:n (39) mukaan maaritettynd maaritysalaraja (LLOQ) on pienin pitoisuus, jolla
HIV-1-RNA kvantitoidaan luotettavasti kokonaisvirheen (total error, TE) rajoissa. TE laskettiin
kayttamalla Westgardin mallia (TE = |harha| + 2 SD). Mittausten oikeellisuuden (accuracy) ja
tarkkuuden (precision) varmistamiseksi Aptima HIV-1 Quant Dx Assayn TE:ksi asetettiin
1 log kopiota/ml (so. LLOQ:lle kahden mittauksen suurempi ero kuin 1 log kopiota/ml on

tilastollisesti merkitseva).

LLOQ maaritettiin testaamalla paneelit, jotka koostuivat HIV-1-negatiiviseen plasmaan
laimennetuista HIV-1-standardin (3 HIV-1 WHO International Standard (alatyyppi B,
NIBSC-koodi: 10/152)) laimennoksista. Paneelit testattin CLSI:n EP17-A2:n mukaan kolmella
reagenssieralla kukin erd 30 rinnakkaisnaytteena 23 ajosta. Tulokset nakyvat taulukossa 4.
Kolmen Aptima HIV-1 Quant Dx -maarityksella testatun eran korkein LLoQ kaytettdessa
WHO:n 3. kansainvaista HIV-1-standardia on 15 kopiota/mL (1,17 log. kopiota/mL;

42,9 1U/mL) (taulukko 5).

Taulukko 4: Aptima HIV-1 Quant Dx Assayn LLOQ:n méérittdminen kansainvéliselld HIV-1-standardilla
(3 HIV-1 WHO International Standard)

Re:iz‘:éri‘ 7 ;(ig;:zns Alg::thl;\; 1 (log koS|:>Ii)otalmI) (log llrloa;ir:lxlml) (IoLga ilé:ti:)ut;rllrznl)
(log kopiota/ml) (log kopiota/ml)
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 = keskihajonta
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Taulukko 5: LLOQ:n yhteenveto kéytettdessé kansainvélistd HIV-1-standardia (3 HIV-1 WHO International
Standard) (3 reagenssierdd)

Reagenssiera LLC.’Q LI.'OQ
(log kopiota/ml) (kopiota/ml)
1 0,94 8,7
2 1,17 15
3 0,98 9,5

LLOQ:n verifiointi HIV-1:n alatyypeilla ja ryhmilla

LLOQ verifioitiin HIV-1:n alatyypeilla ja ryhmilla CLSI:n EP17-A2:n (39) mukaan. Paneelit
HIV-1:n ryhmalle M (alatyypit A, B, C, D, F, G, CRF01_AE, CRF02_AG) ja ryhmille N ja O
kullekin valmistettiin lisdamalla yhdistettyyn HIV-1-negatiiviseen ihmisen plasmaan joko
luonnollisesti infektoituneita kliinisia naytteita tai kliinisia isolaatteja. Testaus koostui yhteensa
30 rinnakkaisnaytteesta paneelin jasenta kohti. Taulukossa 6 esitetyt tiedot osoittavat jokaisen
alatyypin tai ryhman pienimman pitoisuuden, jolla TE:ta oli alle 1 log kopiota/ml. Kaikkien
testattujen alatyyppien ja ryhmien suurin LLOQ oli 30 kopiota/ml; siten tdma suurempi arvo
valittiin Aptima HIV-1 Quant Dx Assayn LLOQ:Ksi.

Taulukko 6: LLOQ:n verifiointi HIV-1- alatyypillé tai -ryhmélla

Paneeli LLOQ (kopiota/ml)
Alatyyppi A 30
Alatyyppi CRF01_AE 10
Alatyyppi CRF02_AG 30
Alatyyppi B 10
Alatyyppi C 30
Alatyyppi D 15
Alatyyppi F 15
Alatyyppi G 30
Ryhma N 10
Ryhma O 15
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Tarkkuus

Aptima HIV-1 Quant Dx Assayn tarkkuuden arvioimiseksi kolme kayttajaa testasi paneelin,
joka oli tehty lisdaamalla HIV-1-negatiiviseen plasmaan tietty maara viljeltya alatyypin B HIV-1-
virusta, kolmella reagenssieralla kolmella Panther Systemilla 20 vuorokauden aikana
(taulukko 7). Paneeli koostui yhdesta HIV-1-negatiivisesta paneelijasenesta ja kahdeksasta
HIV-1-positiivisesta paneelijasenesta. Kliinisten naytteiden tai viljeltyjen viruserien pitoisuuden
maaraamiseen kaytettiin vertailumaaritysta.

Taulukko 7: Aptima HIV-1 Quant Dx Assayn tarkkuus (precision)

Validien Instrumenttien  Kayttdjien Ajojen

et Kesk_im_'a'éréinen vilinen vilinen Erien vdlinen Ajojen vélinen sisiinen Kokonais

néytteiden (,og”:ff,’;fiﬂt’jm,) cv cv cv cv cv cv

lukumaara O ) S0 Sy SO g SP g SD (g
137 1,80 0,00 000 003 172 000 000 000 o000 0,16 893 0,16 9,10
157 2,37 0,00 000 005 208 001 036 008 333 015 6,19 017 7,34
160 2,47° 0,00 000 003 137 003 13 007 297 012 503 0,15 6,15
162 2,95 0,00 0,00 008 257 002 o061 010 329 009 304 0,5 520
162 3,80 0,01 032 003 o080 002 048 006 149 007 180 0,10 2,53
159 4,93 0,00 000 002 037 004 o077 005 110 004 0,71 0,08 1,56
162 5,69 0,00 000 002 027 004 o066 003 058 007 129 0,09 1,58
162 6,71 0,00 000 001 022 004 052 004 o060 005 0,78 008 1,13

CV = vaihtelukerroin, SD = keskihajonta

 Tata paneelin jasenta laimennettiin 1:3 naytteenlaimentimella ja testattiin laimennetun naytteen tarkkuuden arvioimiseksi.
Huomautus: Jos joistakin tekijoista johtuva vaihtelu on erittéin pieni, on mahdollista, ettad noista tekijoisté aiheutuva vaihtelu
saattaa olla numeerisesti negatiivinen. Kun nain tapahtuu, SD = 0 ja CV = 0 %. Jokaista paneelia kohti testattiin yhteensa
162 rinnakkaisnaytettd; vain numeroarvon saaneet rinnakkaisnaytteet analysoitiin.
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Potentiaalisesti hairitsevat aineet

Arvioitiin Aptima HIV-1 Quant Dx Assayn alttius endogeenisten aineiden lisdantyneille
maarille ja HIV-1-infektoituneille yksil6ille tavallisesti maarattyjen ladkkeiden aiheuttamalle
hairinnalle. Kokeessa testattiin HIV-1-negatiiviset ihmisen plasman naytteet ja naytteet, joihin
oli lisatty HIV-1-RNA:ta pitoisuudella 3 log kopiota/ml.

Aptima HIV-1 Quant Dx Assayn suorituskyvyssa ei havaittu hairiita, kun maaritys tehtiin
albumiinin (90 mg/ml), hemoglobiinin (5 mg/ml), triglyseridien (30 mg/ml) tai
konjugoimattoman bilirubiinin (0,2 mg/ml) lasnaollessa.

Aptima HIV-1 Quant Dx Assayn suorituskyvyssa ei havaittu hairiita, kun maaritys tehtiin
taulukossa 8 lueteltujen eksogeenisten aineiden lasnaollessa niiden pitoisuuden ollessa
vahintaan kolme kertaa C,5ks (ihmisen plasma).

Taulukko 8: Eksogeeniset aineet

Eksogeenisten
aineiden Testatut eksogeeniset aineet
yhdistelma

1 lopinaviiri, indinaviiri, sakinaviiri, ritonaviiri, nelfinaviirimesylaatti, darunaviiri,
amprenaviiri, atatsanaviiri

2 nevirapiini, efavirentsi, rilpiviriini, klaritromysiini, amfoterisiini B

3 tenofoviiri-disoproksiilifumaraatti, adefoviiridipivoksiili, ribaviriini, enfuvirtidi,
maraviroki, raltegraviiri, dolutegraviiri

4 abakaviirisulfaatti, didanosiini, tsidovudiini, lamivudiini, stavudiini, entekaviiri,
telbivudiini, emtrisitabiini

5 paroksetiini-HCI, fluoksetiini, sertraliini

6 gansikloviiri, valasykloviiri, asykloviiri, rifampin/rifampisiini, etambutoli

7 siprofloksasiini, atsitromysiini, amoksisilliini, sefaleksiini, ampisilliini,
trimetopriimi

8 valgansikloviirihydrokloridi, bosepreviiri, telapreviiri, simepreviiri, sofosbuviiri

9 pegyloitu interferoni-alfa-2b, interferoni-alfa-2a, interferoni-alfa-2b

10 hepariini, EDTA, natriumsitraatti

11 tipranaviiri

12 isoniatsidi
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Taulukossa 9 luetellut Kkliiniset plasmanaytteet potilailta, joilla on kohonnut maara maaritettyja
aineita, tai potilailta, joilla on lueteltuja sairauksia, testattiin Aptima HIV-1 Quant Dx Assaylla
niin, etta HIV-1-RNA:ta oli 3 log kopiota tai ilman sita. Suorituskyvyssa ei havaittu hairigita.

Taulukko 9: Testatut kliiniset ndytetyypit

Kliiniset naytetyypit

1 Reumatekija (RF)

2 Tumavasta-aine (ANA)

3 Jo-1-vasta-aine (JO-1)

4 Systeeminen lupus erythematosus (SLE)
5 Nivelreuma (RA)

6 Multippeli skleroosi (MS)

7 Hyperglobulinemia

8 Lisdantynyt alaniiniaminotransferaasi (ALT)
9 Alkoholikirroosi (AC)

10 Multippeli myelooma (MM)

1" Lipemia (suurentunut lipidipitoisuus)

12 Keltainen (suurentunut bilirubiinipitoisuus)
13 Hemolysoitunut (hemoglobiini koholla)

14 Suurentunut albumiiniproteiinin pitoisuus
15 HCV-vasta-aineet

16 HBV-vasta-aineet

17 HIV-2-vasta-aineet
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Spesifisyys

Aptima HIV-1 Quant Dx Assayn spesifisyys maaritettiin kayttamalla 120 tuoretta ja 510
jaadytettya HIV-1-negatiivista plasmanaytetta ja kayttamalla 120 tuoretta ja 510 jaadytettya
HIV-negatiivista seeruminaytettad. Yksikaan tulos ei ollut reaktiivinen (spesifisyys 100 %;

95 % Cl: 99,4-100 %).

Taulukko 10: Plasma- ja seeruminéytteiden spesifisyys

Tuore Jaadytetty Plasma Tuore Jaadytetty Seerumi
plasma plasma yhteensa seerumi seerumi yhteensa
Validit 120 510 630 120 510 630
rinnakkaisnaytteet (n)
Ei-reaktiivinen 120 510 630 120 510 630
Spesifisyys 100 % 100 % 100 % 100 % 100 % 100 %
(95 % ClI) (97,0-100) (99,3-100) (99,4-100) (97,0-100) (99,3-100)  (99,4-100)
Cl = luotettavuusvali
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Analyyttinen spesifisyys

Potentiaalinen ristireagoivuus patogeeneille (taulukko 11) arvioitiin Aptima HIV-1 Quant Dx
Assaylla niin, ettd HIV-1-RNA:ta oli HIV-1-negatiivisessa plasmassa 3 log kopiota/ml tai ilman
sitd. Patogeenien lasnaolo ei hairinnyt maarityksen suorituskykya.

Taulukko 11: Analyyttisen spesifisyyden testaus patogeeneilla

Patogeenit Pitoisuus
Hepatiitti A -virus 100 000 PFU/m?
Hepatiitti B -virus 100 000 IU/mlP°
Hepatiitti C -virus 100 000 1U/mI
Hepatiitti G -virus 100 000 kopiota/ml
Herpes simplex -virus 1 (HSV-1) 100 000 PFU/mlI
Herpes simplex -virus 2 (HSV-2) 75000 PFU/mI
Ihmisen herpesvirus 6 100 000 kopiota/ml
Ihmisen herpesvirus 8 42 000 PFU/ml
HIV-2 5500 PFU/mI

Ihmisen T-solu, lymfotrooppinen

virus (HTLV) 100 000 vp/ml°

Lansi-Niilin virus 100 000 kopiota/ml
Parvovirus B19 100 000 1U/mI
Sytomegalovirus 100 000 kopiota/ml
Epstein-Barrin virus 100 000 kopiota/ml
Tyypin 5 adenovirus 100 000 PFU/ml
Denguevirus 100 000 kopiota/ml
A-influenssavirus 100 000 PFU/ml
Staphylococcus aureus 1000000 CFU/mI
Propionibacterium acnes 1 000 000 CFU/mi
Staphylococcus epidermidis 1 000 000 CFU/mi
Neisseria gonorrhoeae 1 000 000 CFU/mI
Chlamydia trachomatis 300 000 IFU/ml°
Candida albicans 1000 000 CFU/mI

*PFU/ml = plakin muodostavaa yksikk6a ml:ssa.
°|U/ml = kansainvalista yksikk6a ml:ssa.

cvp/ml = viruspartikkelia ml:ssa.

¢CFU/ml = pesadkkeen muodostavaa yksikkoa ml:ssa.
°IFU/ml = inkluusion muodostavaa yksikkéa ml:ssa.
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Kliinisten naytteiden toistettavuus

Aptima HIV-1 Quant Dx Assaylla testattiin kolme rinnakkaisnaytettd kymmenesta kliinisesta
plasmanaytteesta. Taulukossa 12 esitetaan pitoisuuden keskiarvo ja keskihajonta.

Taulukko 12: Kliinisten néytteiden toistettavuus

Pitoisuuden
Nayte keskiarvo SD
(log kopiota/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
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Naytteen laimennus naytteenlaimentimella

Naytteen laimennuksen arvioimiseksi paneeli, joka koostui 11 naytteestd, joiden pitoisuudet
kattoivat Aptima HIV-1 Quant Dx Assayn lineaarisen alueen, ja joka koostui kahdesta
maaritysylarajan ylittavasta naytteesta, testattiin laimentamattomana ja laimennettuna (1:3 tai
1:100 naytteenlaimentimessa) kolmena rinnakkaisnaytteena (taulukko 13).

Taulukko 13: Néytteen laimennus

Laimentamattoman Raportoidun

Laimennos pitoisguden pitoisuuden Ero
keskiarvo keskiarvo®
(log kopiota/ml) (log kopiota/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

?limoitettu pitoisuus on arvo, jonka Panther-jarjestelma on ilmoittanut laimennuskertoimen
soveltamisen jalkeen.

*Nayte tunnetulla analyyttilisalla.

°Kaikki tulokset >7,00 log kopiota/ml arvioitiin lisdanalyysilla.
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Menetelman korrelaatio

Aptima HIV-1 Quant Dx Assay -maaritys arvioitiin CE-merkinnalld varustettua vertailumaaritysta
vasten testaamalla HIV-1-tartunnan saaneiden potilaiden laimentamattomat kliiniset
plasmanaytteet neljalld Panther System -jarjestelmalla kahdella reagenssieralla. Lineaariseen
regressioon kaytettiin yhteensa 342 jaadytettya ja 108 tuoretta plasmanaytetta, joiden tulokset
seka Aptima HIV-1 Quant Dx Assaylla ettd vertailumaarityksessa olivat kvantitoitavissa (kuva 8).
Naytteet sisalsivat HIV-1:n ryhman M (alatyypit A, B, C, D, F, G, H, CRF01_AE, CRF02_AG).

8,00 +

— y=1,02x - 0,07
R?=0,94

6,00 -

5,00 -

3,00 A

2,00 A g

Aptima HIV-1 Quant Dx Assay (log kopiota/ml)
N
8

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

Vertailumaéritys (log kopiota/ml)

Kuva 8. Aptima HIV-1 Quant Dx Assayn ja vertailumédérityksen vélinen korrelaatio
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Diagnostinen yhtapitavyys

Diagnostisen yhtapitavyyden arvioimiseksi HIV-positiivisten yksildiden naytteet testattiin

Aptima HIV-1 Quant Dx Assaylla ja CE-merkitylla kvalitatiivisella HIV-1-vertailumaarityksella:
414 naytteen tulokset olivat validit (taulukko 14). Kummankin maarityksen tulokset luokiteltiin
seuraavasti. Kaikki tulokset, jotka antoivat kvantitoitavan tai havaittavan tuloksen, luokiteltiin
"Havaituksi”. Kaikki tulokset, jossa kohdetta ei havaittu, luokiteltin "Kohdetta ei havaittu”.

Taulukko 14: Aptima HIV-1 Quant Dx Assayn ja vertailumaérityksen diagnostinen yhtépitdvyys

Aptima HIV-1 Quant Dx Assay

Havaittu Kohdetta ei havaittu
Havaittu 214 0
Vertailumaaritys Kohdetta ei o 200
havaittu

Naytteiden valinen kontaminaatio

Sen vahvistamiseksi, ettd Panther System minimoi naytteiden valisestd kontaminaatiosta
johtuvan vaarien positiivisten tulosten riskin, suoritettiin analyyttinen moniajotutkimus
kayttamalla kahdella Panther Systemilla paneeleja, joihin oli lisatty tunnettu maara analyyttia.
Naytteiden valinen kontaminaatio arvioitiin kayttamalla vakevia naytteitd, joihin oli lisatty
HIV-1:ta (7 log kopiota/ml), HIV-1-negatiivisten naytteiden joukkoon shakkilautakuvion tavoin

siroteltuina. Testaus suoritettiin viidessa ajossa. Naytteiden valisen kontaminaation
kokonaismaara oli 0 % (n = 469).
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Serokonversiopaneeli

Aptima HIV-1 Quant Dx Assaylla testattiin yhdeksantoista HIV-1-serokonversiopaneelieraa,
jotka sisalsivat 204 naytetta. HIV-1-RNA:n havaitsemista verrattiin p24-antigeenitesteilla ja
HIV-1/2-vasta-ainetesteilla havaitsemiseen. Taulukossa 15 on lueteltu, montako vuorokautta
kului, ennen kuin p24-antigeenitesteissa, anti-HIV-1/2-vasta-ainetesteissa ja Aptima HIV-1
Quant Dx Assaylla saatiin ensimmainen reaktiivinen tulos. Aptima HIV-1 Quant Dx -analyysi
havaitsi HIV-1 RNA:ta keskimaarin 5,58 ja 11,16 paivaa ennen p24-antigeeni- ja

anti-HIV 1/2 -vasta-ainetesteja.

Taulukko 15: Serokonversiopaneelitietojen yhteenveto

Erot vuorokausissa ensimmaiseen

Reaktiivisten paneelijasenten Vuorokautta ensimmaiseen reaktiiviseen tulokseen
Testattui lukuméara reaktiiviseen tulokseen (verinédytteen ottopaivan
estattujen erusteella
Paneelin  paneelija- P )
tunnus senten . . Vlfor?kautt.a Vlfor?kautt.a
lukuméara  APHMA o0 AntiHIva2e  APEMA Ly o4 AntiHIVA2. | 2iKaisempi aikaisempi
HIV-1 anticeeni  vasta-aine HIV-1 antigeeni  vasta-aine havaitseminen  havaitseminen
QuantDx ™9 QuantDx "¢ kuin HIV-p24-  kuin anti-HIV-1/2-
antigeenilla vasta-aineella
6248 7 3 2 1 14 18 25 4 11
6243 10 6 3 2 18 25 32 7 14
6247 9 4 4 1 21 21 30 0 9
9016 10 3 2 0 27 30 34° 3 7
9018 11 5 3 2 21 28 32 7 11
9020 22 5 4 1 83 87 97 4 14
9021 17 5 4 1 43 47 57 4 14
9022 9 3 2 1 23 25 32 2 9
9023 22 5 3 0 71 78 85° 7 14
9030 16 5 3 1 40 47 54 7 14
9034 13 4 3 1 41 46 53 5 12
9089 6 5 3 2 7 16 20 9 13
12008 13 7 4 4 21 28 33 7 12
PRB962 6 4 2 0 7 14 172 7 10
PRB963 7 4 2 0 9 17 212 8 12
PRB966 10 5 3 2 35 44 48 9 13
PRB974° 4 3 2 1 7 9 16 2 9
PRB975° 5 3 1 0 7 14 142 7 7
PRB978° 7 3 1 0 26 33 332 7 7
Keskiarvo 5,58 11,16
Kokonais 204 82 51 20
Mediaani 7 12

*Yksikaan taman paneelin verinayte ei ollut reaktiivinen anti-HIV-1/2-vasta-aineelle. "Vuorokautta ensimmaiseen reaktiiviseen tulokseen”
lasketaan verindytteen viimeisimman ottopaivan perusteella.

Anti-HIV-1/2-vasta-ainetestaus saatiin valmiiksi Abbott Anti-HIV 1/2 -testilla seuraavilla poikkeuksilla:

*Paneelit PRB974, PRB975 ja PRB978 testattiin Siemens Anti-HIV 1/2 -testilla.

HIV-1-p24-antigeenitestaus saatiin valmiiksi Coulter HIV-1 p24 Ag -testilla seuraavilla poikkeuksilla:

*Paneelit PRB974, PRB975 ja PRB978 testattiin BioMerieux p24 Ag -testilla.
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Seerumin ja plasman vastaavuustutkimus

Vastaavuuden arvioimiseksi yhteen sovitetut seerumi- ja plasmaerat (25 HIV-1-positiivista ja
25 HIV-1-negatiivista) ja 40 naytetta, joihin oli lisatty tunnettu maara viljeltya HIV-1:ta

(50—1 000 000 kopiota ml:ssa HIV-1-negatiivista plasmaa ja seerumia), testattiin Aptima
HIV-1 Quant Dx Assay -maarityksella. Negatiivinen yhdenmukaisuus oli 100,0 %

(95 % CI: 97,0-100,0 %). Positiivinen yhdenmukaisuus oli 98,4 % (95 % CI: 95,4-99,5 %).
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