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Aptima® Allgemeine Informationen

Allgemeine Informationen

Verwendungszweck

Der Aptima® HIV-1 Quant Dx Assay ist ein In-vitro-Nukleinsaure-Amplifikationstest fir den Nachweis
und die Quantifizierung der RNA-Gruppen M, N und O des humanen Immundefizienz-Virus

Typ 1 (HIV-1) auf dem vollautomatischen Panther™ System. Er ist bei Patienten zur Verwendung
als Hilfsmittel bei der Diagnose einer HIV-1-Infektion zur Bestatigung dieser Infektion und als
Hilfsmittel beim klinischen Management von Patienten mit HIV-1-Infektion bestimmt.

Der Aptima HIV-1 Quant Dx Assay kann als Hilfsmittel bei der Diagnose einer HIV-1-Infektion
verwendet werden, einschliellich akuter oder primarer Infektionen. Eine akute oder primare
HIV-1-Infektion ist durch die Gegenwart von HIV-1-RNA im Plasma oder Serum von Patienten ohne
Antikérper gegen HIV-1 gekennzeichnet. Liefern zugelassene HIV-Immunassays bei einer

Probe wiederholt reaktive Ergebnisse, kann der Aptima HIV-1 Quant Dx Assay als erganzender
Test verwendet werden. Ist das Ergebnis des Aptima HIV-1 Quant Dx Assays reaktiv, gilt die
HIV-1-Infektion als bestatigt.

Bei Personen mit HIV-1-Infektion kann der Aptima HIV-1 Quant Dx Assay aulRerdem im
Zusammenhang mit anderen Labormarkern und dem klinischen Bild zur Beurteilung der
Erkrankungsprogression dienen. Der Aptima HIV-1 Quant Dx Assay kann die Uberwachung der
Wirkung einer antiretroviralen Therapie unterstiitzen. Dazu werden die Anderungen der HIV-1-RNA-
Konzentration im Plasma gemessen.

Soll der Aptima HIV-1 Quant Dx Assay die Diagnose einer HIV-1-Infektion unterstitzen, dienen
Plasma- und Serumproben der Ermittlung qualitativer Ergebnisse.* Soll der Aptima HIV-1 Quant Dx
Assay die Uberwachung einer antiretroviralen Therapie unterstiitzen, kommen nur Plasmaproben
zur Ermittlung von quantitativen Ergebnissen in Frage. Serumproben durfen nicht zur Ermittlung von
quantitativen Ergebnissen verwendet werden.

Dieser Assay ist nicht fiir das Screening von Blut- oder Plasmaspendern vorgesehen.

* Mit dem Aptima HIV-1 Quant Dx Assay kénnen auch Trockenblutproben (DBS) durchgefiihrt werden. Eine vollstdndige
Beschreibung des vorgesehenen Verwendungszwecks und Angaben zu Trockenblutproben finden Sie in der
DBS-Zusatzinformation zur Packungsbeilage des Aptima HIV-1 Quant Dx Assays.

Zusammenfassung und Testerklarung

In epidemiologischen Studien wurde festgestellt, dass das Humane Immundefizienz-Virus

Typ 1 (HIV-1) der atiologische Erreger des erworbenen Immundefekt-Syndroms (AIDS) ist (1-7).
HIV kann durch Sexualkontakt, den Kontakt mit infiziertem Blut oder Blutprodukten oder Uber die
Mutter-Kind-Ubertragung (ibertragen werden (8). Infizierte Personen entwickeln gewdhnlich
innerhalb von 3 bis 6 Wochen nach der HIV-Exposition ein kurzes, akutes Syndrom, das durch
grippedhnliche Symptome gekennzeichnet ist und mit einer hohen Virdmie im peripheren Blut in
Verbindung steht (9-12). Bei den meisten infizierten Personen folgt nach dieser Phase, gewdhnlich
innerhalb von 4 bis 6 Wochen nach Einsetzen der Symptome, eine HIV-spezifische Immunreaktion
und eine Abnahme der Viramie im Plasma (13-14). Nach der Serokonversion gehen infizierte
Personen typischerweise in eine klinisch stabile, asymptomatische Phase Uber, die Uber Jahre
anhalten kann (15-17). Die asymptomatische Phase ist gekennzeichnet durch eine anhaltend
niedrige Viramie im Plasma (18) und eine graduelle Depletion der CD4+ T-Lymphozyten. Diese
Depiletion fiihrt zu einer schweren Immundefizienz, mehreren opportunistischen Infektionen,
Malignomen und zum Tod (19). Obwohl die Konzentration der Viren im peripheren Blut wahrend der
asymptomatischen Phase der Infektion verhaltnismaRig niedrig ist, scheinen die Virusvermehrung
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und -beseitigung dynamische Prozesse zu sein, bei denen hohe Raten der Virusproduktion

und Infektion von CD4+ Zellen durch ebenso hohe Raten der Virusbeseitigung, des Absterbens
infizierter Zellen und des Nachschubs an CD4+ Zellen ausgeglichen werden, was zu einer relativ
stabilen Konzentration der Viramie im Plasma sowie der CD4+ Zellen fuhrt (20-22).

Quantitative HIV-Messungen im peripheren Blut haben gezeigt, dass hdhere Viruskonzentrationen
mit einem erhdhten Risiko fir eine klinische Progression HIV-bedingter Erkrankungen in Verbindung
gebracht werden kdénnen, und dass Abnahmen der Viruskonzentrationen im Plasma mit einem
verringerten Risiko flr eine klinische Progression in Verbindung gebracht werden kénnen (23-25).
Die Quantifizierung der Viruskonzentrationen im peripheren Blut kann durch die Messung des
HIV-p24-Antigens im Serum, die Quantifizierung einer HIV-Kultur aus Plasma oder die direkte
Messung viraler RNA im Plasma mittels Nukleinsaure- oder Signal-Amplifikationstechnologien
quantifiziert werden (26-30).

Molekulare Techniken wie die transkriptionsvermittelte Amplifikation (TMA) werden haufig zur
Amplifikation von Nukleinsauren eingesetzt (31). Die TMA nutzt das spezifische Target-Capture und
die isotherme Amplifikation zur Bestimmung von Nukleinsauren bei vielen Infektionskrankheiten,
einschlieRlich CT, NG, HPV, TV und HIV/HCV/HBV fir das Testen von Blutspendern (32).

Mithilfe der TMA nutzt der Aptima HIV-1 Quant Dx Assay mehrere lange Primer, die auf
verschiedene Regionen des HIV-1-Genoms abzielen, um die hohe Mutationsrate von HIV-1

zu kompensieren. Der Assay umfasst Amplifikations- und Detektionssysteme fir zwei Targets,
die unabhangig auf zwei Regionen des HIV-1-Genoms abzielen (pol und LTR). Die Signale aus
den beiden Systemen werden von der Assay-Software nicht gemittelt.

Das Aptima System flir zwei Targets ist darauf ausgelegt, die Wahrscheinlichkeit fiir prazise
Nachweise und Quantifizierungen von Proben zu erhdhen.

Verfahrensprinzipien

Der Aptima HIV-1 Quant Dx Assay umfasst drei Hauptschritte, die alle in einem einzigen
Roéhrchen auf dem Panther System stattfinden: Target Capture, Target-Amplifikation durch
transkriptionsvermittelte Amplifikation (TMA) und Detektion der Amplifikationsprodukte
(Amplikons) mithilfe von fluoreszenzmarkierten Sonden (Torches).

Beim Target-Capture werden virale Nukleinsduren von den Proben isoliert. Die Patientenprobe
wird mit einem Detergens behandelt, um die Virushille zu solubilisieren, Proteine zu
denaturieren und die genomische Virus-RNA freizusetzen. Capture-Oligonukleotide hybridisieren
an hoch konservierte Regionen des ggf. in der Testprobe vorhandenen HIV-1-Genoms.

Das hybridisierte Target wird anschlieRend an magnetische Mikropartikel gebunden, die dann
in einem Magnetfeld von der Patientenprobe getrennt werden. Irrelevante Bestandteile werden
durch Waschschritte aus dem Reaktionsrohrchen entfernt.

Die Target-Amplifikation findet durch TMA statt, eine transkriptionsvermittelte
Nukleinsdureamplifikationsmethode, bei der zwei Enzyme, die reverse Transkriptase des MMLV
(Moloney murines Leukamievirus) und die T7-RNA-Polymerase zum Einsatz kommen.

Die reverse Transkriptase erzeugt eine DNA-Kopie (mit einer Promotorsequenz fir die
T7-RNA-Polymerase) der Targetsequenz. T7-RNA-Polymerase produziert mehrere Kopien

des RNA-Amplikons vom Template der DNA-Kopie. Der Aptima HIV-1 Quant Dx Assay
verwendet die TMA-Methode zur Amplifikation von zwei Regionen in der HIV-1-RNA (pol und
LTR). Durch die Amplifikation jeder Region mithilfe spezieller Primer, die auf die Amplifikation
der HIV-1-Gruppen M, N und O ausgelegt sind, wird ein unabhangiges Signal generiert.
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Die Detektion wird erreicht, indem einzelstrangige Nukleinsdure-Sonden verwendet werden, die
wahrend der Amplifikation jedes Targets vorhanden sind und spezifisch und in Echtzeit an die
Amplikons hybridisieren. Jede Sonde hat ein Fluorophor und einen Quencher. Wenn die Sonde
nicht mit dem Amplikon hybridisiert, befindet sich der Quencher nahe bei dem Fluorophor und
unterdrickt die Fluoreszenz. Bindet die Sonde jedoch an das Amplikon, ist der Abstand zwischen
Quencher und Fluorophor grofier, sodass dieses bei Anregung mit einer Lichtquelle ein Signal mit
einer bestimmten Wellenlange abgibt. Je mehr Fackeln an Amplikons hybridisieren, desto starker ist
das erzeugte Fluoreszenzsignal. Der Zeitraum, der verstreicht, bis das Fluoreszenzsignal jedes
Targets einen bestimmten Schwellenwert (,tTime®) erreicht hat, ist zur HIV-1-Ausgangskonzentration
proportional. Jede Reaktion hat einen internen Kalibrator/eine interne Kontrolle (Internal Control, IC)
zur Uberprifung auf potenzielle Schwankungen bei der Probenbearbeitung, Amplifikation und
Detektion. Anschlielend wird die Konzentration einer Probe mit den tTimes-Werten flr die pol- und
LTR-Amplifikation von der Panther System Software berechnet. Die Panther System Software gibt
durch ihren Algorithmus und den Vergleich mit gespeicherten Kalibrierungsdaten fiir jede Probe ein
einziges, klinisch validiertes Ergebnis aus.

Zusammenfassung von Sicherheit und Leistung

Die SSP (Zusammenfassung von Sicherheit und Leistung, Summary of Safety and Performance)
ist in der Europaischen Datenbank flr Medizinprodukte (Eudamed) verfugbar und dort mit den
Geratekennungen (Basis UDI-DI) verknupft. Die SSP fir den Aptima HIV-1 Quant Dx Assay
finden sie unter der grundlegenden eindeutigen Geratekennung (Basic Unique Device ldentifier,
BUDI): 54200455DIAGAPTHIV1XB

Warnhinweise und VorsichtsmaBnahmen
A. Zur Verwendung als In-vitro-Diagnostikum.

B. Fir den professionellen Einsatz.

C. Der Aptima HIV-1 Quant Dx Assay ist nicht fur die Verwendung als Screening-Test auf das
Vorhandensein von HIV-1 im Blut von Spendern bestimmt.

D. Zur Verringerung des Risikos ungtiltiger Ergebnisse missen Packungsbeilage und Panther/
Panther Fusion™ System Operator's Manual (Bedienungsanleitung fir das Panther/Panther
Fusion System) vollstdndig durchgelesen werden, bevor dieser Assay durchgefuhrt wird.

Laborbezogen

E. @ACHTUNG: Die Kontrollen fiir diesen Assay enthalten Humanplasma. In von der US-
amerikanischen Food and Drug Administration (FDA) zugelassenen Verfahren ist das Plasma
negativ getestet auf Hepatitis B-Oberflachenantigen (HBsAg), Antikérper gegen HCV,
Antikorper gegen HIV-1 und HIV-2 und HIV-Antigen. Das Plasma ist auRerdem bei Testung
mit zugelassenen Nukleinsauretests von Probenpools nicht-reaktiv auf HCV-RNA und HIV-1-
RNA. Alle aus Humanblut stammenden Materialien sind als potenziell infektidés zu betrachten
und mit den allgemeinen VorsichtsmalRnahmen zu behandeln (33-35).

F. Dieses Verfahren sollte nur von Personen durchgefiihrt werden, die in der Anwendung des
Aptima HIV-1 Quant Dx Assays und in der Handhabung potenziell infektiosen Materials
entsprechend geschult sind. Bei Materialverschuttung sind die betroffenen Flachen unter
Einhaltung entsprechender vor Ort glltiger Verfahren sofort zu desinfizieren.

G. Nur die im Lieferumfang enthaltenen oder angegebenen Einweg-Laborprodukte verwenden.
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H.

Die normalen VorsichtsmaRnahmen im Labor ergreifen. Nicht mit dem Mund pipettieren.
In den ausgewiesenen Arbeitsbereichen nicht essen, trinken oder rauchen. Ungepuderte
Einweghandschuhe, Augenschutz und Laborkittel beim Umgang mit Proben und
Kitreagenzien tragen. Nach der Handhabung von Proben und Kitreagenzien die Hande
grindlich waschen.

Arbeitsflachen, Pipetten und andere Gerate missen regelmafig mit einer 2,5%igen
bis 3,5%igen (0,35 M bis 0,5 M) Natriumhypochloritldsung dekontaminiert werden.

Material, das in Kontakt mit Patientenproben und Reagenzien gelangt ist, nach den regionalen
Vorschriften entsorgen (33-36). Alle Arbeitsflachen griindlich reinigen und desinfizieren.

Die Kontrollen enthalten Natriumazid als Konservierungsmittel. Fir den Reagenzientransfer
keine Metallrdhrchen verwenden. Wenn Lésungen mit Natriumazidverbindungen in ein
Rohrsystem entsorgt werden, sind sie zu verdiinnen und mit reichlich flieRendem
Leitungswasser hinunterzusplilen. Diese Vorsichtsmaflnahmen werden empfohlen, um
Ablagerungen in Metall-Abflussrohren zu vermeiden, die eine Explosionsgefahr bilden kénnen.

Zu der guten Standardpraxis fur Molekularbiologie-Laboratorien gehort auch die Uberwachung
der Laborumgebung. Zur Uberwachung der Laborumgebung wird folgende Vorgehensweise
empfohlen.

1. Einen Tupfer mit Wattespitze und ein Aptima® Probenaliquotréhrchen (Specimen
Aliquot Tube, SAT) bereitlegen.

Jedes SAT entsprechend beschriften.
Jedes SAT mit 1 ml Aptima® Probenverdiinner flllen.

4. Zur Erfassung der Oberflachenproben einen Tupfer leicht mit nukleasefreiem
entionisiertem Wasser befeuchten.

5. Den Probenentnahmetupfer auf der betreffenden Oberflache in einer vertikalen
Bewegung von oben nach unten fihren. Wahrend der Probengewinnung den
Probenentnahmetupfer etwa eine halbe Drehung drehen.

6. Die Tupferprobe sofort in das Réhrchen geben und im Verdiinner vorsichtig schwenken,
um maglicherweise auf dem Tupfer vorhandenes Material zu extrahieren. Den Tupfer
an der Seite des Transportréhrchens ausdriicken, um so viel Flissigkeit wie moglich
zu extrahieren. Den Tupfer entsorgen und das Réhrchen mit der Kappe verschliel3en.

7. Die Schritte mit den verbleibenden Tupferproben wiederholen.
Die Tupferprobe mit dem molekularen Assay testen.

Probenbezogen

M. Patientenproben kdnnen infektids sein. Bei der Durchfihrung dieses Assay sind die

allgemein glltigen Vorsichtsmaflinahmen (33-35) zu befolgen. Entsprechend den vor Ort
geltenden Bestimmungen sind angemessene Handhabungs- und Entsorgungsmethoden
festzulegen (36). Dieses Verfahren sollte nur von Personen durchgefiihrt werden, die in
der Anwendung des Aptima HIV-1 Quant Dx Assays und in der Handhabung infektiosen
Materials entsprechend geschult sind.

Um die Probenintegritat zu wahren, missen wahrend des Probenversands die
ordnungsgemalien Lagerungsbedingungen aufrechterhalten werden. Die Probenstabilitat
unter anderen Versandbedingungen als den hier empfohlenen wurde nicht untersucht.
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0.

Kreuzkontamination wahrend der Probenhandhabungsschritte vermeiden. Insbesondere
ist darauf zu achten, beim Losen oder Entfernen von Kappen von Patientenproben eine
Kontamination durch Verbreitung von Aerosolen zu vermeiden. Die Proben kénnen sehr
hohe Konzentrationen von Organismen aufweisen. Es ist sicherzustellen, dass die
Probenbehalter nicht miteinander in Berihrung kommen. Benutzte Materialien durfen nicht
Uber offene Behalter hinweg entsorgt werden. Die Handschuhe wechseln, wenn diese mit
Proben in Kontakt kommen.

Assaybezogen

P.

Die quantitativen Ergebnisse des Aptima HIV-1 Quant Dx Assays wurden mit Plasma
evaluiert. Serum darf nicht zur Ermittlung von quantitativen Ergebnissen verwendet werden.
Qualitative Ergebnisse wurden mit Plasma und Serum evaluiert. Die Verwendung dieses
Test-Kits mit anderen Patientenproben als den fiir die Verwendung mit diesem Test
spezifisch empfohlenen Patientenproben kann zu ungenauen Testergebnissen fihren.

Der Aptima HIV-1 Quant Dx Assay wurde mit dem Algorithmus der Panther System Software
klinisch validiert. Das zu meldende validierte Ergebnis wird von der Panther System Software
auf dem Bildschirm ,Ergebnisse” und im Ergebnisbericht bereitgestellt.

Das Reagenzien-Kit, den Kalibrator oder die Kontrollen nicht nach Ablauf des Verfallsdatums
verwenden.

Assay-Reagenzien aus Kits mit verschiedenen Hauptchargennummern nicht austauschen,
vermischen oder kombinieren. Assay-Flussigkeiten dirfen verschiedene Chargennummern
aufweisen. Kontrollen und Kalibratoren durfen verschiedene Chargennummern aufweisen.

Eine Kontamination der Reagenzien mit Mikroben oder Nuklease ist zu vermeiden.

Alle Assay-Reagenzien verschliellen und bei den angegebenen Temperaturen lagern.
Die Assay-Leistung kann durch Verwendung von falsch gelagerten Assay-Reagenzien
beeintrachtigt werden. Siehe Lagerungs- und Handhabungsbedingungen fiir Reagenzien
und Optionale Materialien fir weitere Informationen.

Assay-Reagenzien oder Flussigkeiten nur auf ausdrickliche Anweisung miteinander
kombinieren. Reagenzien und FlUssigkeiten nicht nachflillen. Das Panther System Uberprift
die Reagenzien-Fillstande.

Einige Reagenzien in diesem Kit sind mit Gefahrenhinweisen versehen.

Hinweis: Die Gefahrenkommunikation spiegelt die Einstufung der EU Sicherheitsdatenblétter
(SDS) wider. Informationen zu spezifischen Gefahrenhinweisen fiir Ihre Region sind im
regionsspezifischen SDS in der Sicherheitsdatenblatt-Sammlung unter www.hologicsds.com
zu finden. Weitere Informationen zu anderen Symbolen finden Sie in der Symbollegende auf
www. hologic.com/package-inserts.

Gefahreninformationen fiir Europa

— Amplification Reagent
Magnesiumchlorid 60-65 %

H412 - Schadlich fiir Wasserorganismen, mit langfristiger Wirkung.
P273 - Freisetzung in die Umwelt vermeiden.
P501 - Inhalt/Behalter einer zugelassenen Einrichtung zur Abfallentsorgung zufiihren.
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— Enzyme Reagent
HEPES 1-5 %
Triton X-100 1-5 %

H412 - Schadlich fur Wasserorganismen, mit langfristiger Wirkung.

P273 - Freisetzung in die Umwelt vermeiden.

P501 - Inhalt/Behalter einer zugelassenen Einrichtung zur Abfallentsorgung zufiihren.
— Enzyme Reconstitution Reagent

Glycerin 20-25 %

Triton X-100 5-10 %
HEPES 1-5%

H412 - Schadlich fiir Wasserorganismen, mit langfristiger Wirkung.
P273 - Freisetzung in die Umwelt vermeiden.
P501 - Inhalt/Behalter einer zugelassenen Einrichtung zur Abfallentsorgung zufiihren.

— Promoter Reagent
Magnesiumchlorid 60-65 %

H412 - Schadlich fur Wasserorganismen, mit langfristiger Wirkung.
P273 - Freisetzung in die Umwelt vermeiden.
P501 - Inhalt/Behalter einer zugelassenen Einrichtung zur Abfallentsorgung zufiihren.

— Target Capture Reagent
HEPES 15-20 %
Lauryl Sulfate Lithium Salt 5-10 %
Lithiumhydroxid-Monohydrat 1-5 %
Bernsteinsdure 1-5 %

H412 - Schadlich fur Wasserorganismen, mit langfristiger Wirkung.

P273 - Freisetzung in die Umwelt vermeiden.

P501 - Inhalt/Behalter einer zugelassenen Einrichtung zur Abfallentsorgung zufiihren.
HIV VL Kit Controls

Humanserum/Humanplasma 95-100 %
Natriumazid <1 %

GEFAHR
H300 - Lebensgefahr bei Verschlucken.

H410 - Sehr giftig fur Wasserorganismen mit langfristiger Wirkung.
% P264 - Nach Gebrauch Gesicht, Hande und exponierte Haut griindlich waschen.
P273 - Freisetzung in die Umwelt vermeiden.
P301 + P310 - BEI VERSCHLUCKEN: Sofort GIFTINFORMATIONSZENTRUM oder Arzt anrufen.
P321 - Besondere Behandlung (siehe ergdnzende Anweisungen zur Ersten Hilfe auf diesem
Kennzeichnungsetikett).
P330 - Mund ausspdilen.
P391 - Verschittete Mengen aufnehmen.
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— HIV VL Kit Calibrators

Bernsteinsaure 1-5 %

P273 - Freisetzung in die Umwelt vermeiden.

4-(2-Hydroxyethyl)piprazin-1-ylethansulfonsédure 15-20 %
Lauryl Sulfate Lithium Salt 5-10 %
Lithiumhydroxid-Monohydrat 1-5 %

H412 - Schadlich fiir Wasserorganismen, mit langfristiger Wirkung.

P501 - Inhalt/Behalter einer zugelassenen Einrichtung zur Abfallentsorgung zufiihren.

Lagerungs- und Handhabungsbedingungen fiir Reagenzien

A. Die folgende Tabelle zeigt die Lagerungsbedingungen und die Stabilitat der Reagenzien,

der Kontrollen und des Kalibrators.

Lagerung im

Offenes Kit (rekonstituiert)

Reagenz ungeoffneten
Zustand Lagerung Stabilitat
qHIV-1-Amplifikationsreagenz 2°Cbis 8 °C
gHIV-1-Amplifikationsrekonstitutionslésung 2°Cbis8°C 2°Cbis8°C 30 Tage?
qHIV-1-Enzymreagenz 2°Cbis 8 °C
qHIV-1-Enzymrekonstitutionslésung 2°Cbis 8 °C 2°Cbis 8 °C 30 Tage?
qHIV-1-Promotorreagenz 2°Cbis8°C
qHIV-1-Promotorrekonstitutionslésung 2°Cbis 8 °C 2°Cbis 8 °C 30 Tage?
qHIV-1-Target Capture-Reagenz 2°Cbhis8°C 2°Cbhis8°C 30 Tage?

gHIV-1 NC CONTROL — (Negative Kontrolle)

—15 °C bis =35 °C

15 °C bis 30 °C

Flaschchen flr den
Einmalgebrauch
Innerhalb von 20 Stunden
verwenden

gHIV-1 LPC CONTROL + (Schwach positive
Kontrolle)

—15°C bis =35 °C

15 °C bis 30 °C

Flaschchen fir den
Einmalgebrauch
Innerhalb von 20 Stunden
verwenden

gHIV-1 HPC CONTROL + (Stark positive
Kontrolle)

—15 °C bis =35 °C

15 °C bis 30 °C

Flaschchen fir den
Einmalgebrauch
Innerhalb von 20 Stunden
verwenden

gHIV-1-PCAL (Positivkalibrator)

—15 °C bis =35 °C

15 °C bis 30 °C

Flaschchen fiir den
Einmalgebrauch
Innerhalb von 20 Stunden
verwenden

@ Wenn Reagenzien aus dem Panther System genommen werden, sind sie sofort wieder bei ihren jeweiligen

Lagerungstemperaturen aufzubewahren.
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B. Alle unbenutzten rekonstituierten Reagenzien und das Target Capture-Reagenz
(Target Capture Reagent, TCR) nach 30 Tagen oder nach Ablauf des Verfallsdatums
der Hauptcharge (das friihere Datum ist ausschlaggebend) entsorgen.

C. Im Panther System gelagerte Reagenzien sind im Gerat 72 Stunden stabil. Reagenzien
kénnen bis zu 8 Mal auf das Panther System geladen werden. Das Laden von Reagenzien
wird jedes Mal im Panther System-Protokoll vermerkt.

D. Nach dem Auftauen des Kalibrators muss die Losung klar sein, d. h., keine Triibungen
oder Prazipitate aufweisen.

E. ADas Promotorreagenz und das rekonstituierte Promotorreagenz sind lichtempfindlich.
Diese Reagenzien sind lichtgeschitzt zu lagern und fir die Anwendung vorzubereiten.
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Probenentnahme und -lagerung

Hinweis: Alle Patientenproben sind als potenziell infektibs zu handhaben. Es sind allgemeine
VorsichtsmalBnahmen zu treffen.

Hinweis: Achten Sie bei den Schritten, die eine Handhabung von Proben erfordern, darauf, eine
Kreuzkontamination zu vermeiden. Benutztes Material ist beispielsweise so zu entsorgen, dass
es nicht lber gedffnete Réhrchen gefiihrt wird.

Hinweis: Nur sekundédre Réhrchen aus Plastik werden fiir die Lagerung empfohlen.

Es konnen in die folgenden Glas- oder Kunststoffrohrchen entnommene Vollblutproben
verwendet werden:

Fur quantitative Messungen:

» Rohrchen, die EDTA oder Acid-Citrate-Dextrose (ACD)-Antikoagulanzien enthalten, oder
» Plasmapraparationsrohrchen (PPTs).

Fur die qualitative Bestimmung:

* Roéhrchen mit EDTA oder ACD-Antikoagulanzien oder
* PPTs oder

+ Serumrdhrchen oder

* Serumtrennréhrchen (SSTs).

Bei Serum ist vor der Weiterverarbeitung die Koagelbildung abzuwarten.

A. Probenentnahme

Vollblut kann bei 2 °C bis 30 °C gelagert werden und ist innerhalb von 24 Stunden nach
der Probenentnahme zu zentrifugieren. Plasma oder Serum unter Einhaltung der
Herstelleranweisungen fiir das jeweils verwendete Réhrchen vom Erythrozytenpellet trennen.
Plasma oder Serum kann in einem primaren Rohrchen auf dem Panther System getestet
oder in ein sekundares Réhrchen Uberfihrt werden. Um 500 ul Reaktionsvolumen zu
erhalten, betragt das Serum- oder Plasmamindestvolumen fiir primare Enthahmeréhrchen
bis zu 1200 ul; flr sekundare Réhrchen betragt das Mindestvolumen 700 pl. In der folgenden
Tabelle sind die Anforderungen an das Totvolumen fiir jeden primaren und sekundaren
Réhrchentyp angegeben:

Rohrchen (GroRe und Typ) Totvolumen auf dem

Panther System
Aptima Probenaliquotrohrchen (Sample Aliquot Tube; SAT) 0,2ml
12 x 75 mm 0,5 mi
13 x 100 mm 0,5 mi
13 x 100 mm mit Gel 0,3 mi
16 x 100 mm mit Gel 0,7 mi

Wird der Test nicht sofort durchgeflihrt, kénnen Plasma und Serum gemafl den
nachstehenden Spezifikationen gelagert werden. In ein sekundares Rohrchen Uberfiihrtes
Plasma kann bei -20 °C oder -70 °C eingefroren werden. Serum kann bei -20 °C eingefroren
werden. Die Proben sollten héchstens dreimal eingefroren und wieder aufgetaut werden, um
eine Beeintrachtigung des Ergebnisses zu vermeiden. Patientenproben nicht in Edetinsaure-,
ACD- oder primaren Serumentnahmerdhrchen einfrieren.
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B. Bedingungen fir die Lagerung von Patientenproben
1. Edetinsaure- und ACD-Plasmaproben

Die primaren Entnahmeréhrchen mit zentrifugiertem Plasma kénnen nach der
Probenentnahme fir bis zu 24 Stunden bei 2 °C bis 30 °C aufbewahrt werden (Abbildung 1,
oberer Kasten). Nach 24 Stunden kann Plasma unter einer der folgenden Bedingungen fur
einen langeren Zeitraum aufbewahrt werden (Abbildung 1, untere Kasten):

* Im primaren Enthahmerdhrchen bis zu 3 Tage lang bei 2 °C bis 8 °C,

* im sekundaren Roéhrchen bis zu 5 Tage lang bei 2 °C bis 8 °C oder

* im sekundaren Roéhrchen bis zu 90 Tage lang bei -20 °C oder -70 °C.

Primar

o
e d

£ 24 Elunden rach
ger Sammiung

=

. _',.-"f
",
.

Primar Sekundar Sekundar
B BC Tt B8
f ODER ,l
> *C et au
< 5 Tage < £ Tage = o] Tags

Abb. 1. Bedingungen fiir die Lagerung von Edetinsédure-/ACD-R6hrchen

2. PPT-Patientenproben

PPTs mit zentrifugiertem Plasma kdnnen nach der Probenentnahme flr bis zu
24 Stunden bei 2 °C bis 30 °C aufbewahrt werden (Abbildung 2, oberer Kasten).
Nach 24 Stunden kann Plasma unter einer der folgenden Bedingungen flir einen
langeren Zeitraum aufbewahrt werden (Abbildung 2, untere Ké&sten):

* Im PPT bis zu 3 Tage lang bei 2 °C bis 8°C,

* im sekundaren Roéhrchen bis zu 5 Tage lang bei 2 °C bis 8 °C oder

* im PPT oder sekundaren Réhrchen bis zu 90 Tage lang bei -20 °C bis -70 °C.

Primar
WG

2°C
=24 Shunden nach

ger Sammiung
Primar Sekundar Primar oder Sekundar
. o 18"G Lo
8c B'C r odar i/
e e s’ ssc”
=5 Tage ~ =5Tage < 00 Tage

Abb. 2. Bedingungen fiir die Lagerung von PPTs
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3. Patientenproben in Serumréhrchen
Die Serumréhrchen mit zentrifugiertem Serum kdénnen nach der Probenentnahme fiir
bis zu 24 Stunden bei 2 °C bis 30 °C aufbewahrt werden (Abbildung 3, oberer Kasten).
Nach 24 Stunden kann Serum unter einer der folgenden Bedingungen flir einen langeren
Zeitraum aufbewahrt werden (Abbildung 3, untere Kasten):
* Im Serumréhrchen bis zu 5 Tage bei -2 °C bis -8 °C,
* im sekundaren Roéhrchen bis zu 5 Tage lang bei 2 °C bis 8 °C oder

* im sekundaren Réhrchen bis zu 90 Tage lang bei -20 °C.

Serum

30°C
2°C

= 24 Slunden nach

der Sammiung
Priméares Sekundires Sekundares
Rdhrchen Rdhrchen Réhrchen
A7 || d™ || A
2°C 2°C 3G
= 5 Tage = 5 Tage = 90 Tage

Abb. 3. Bedingungen fiir die Lagerung von Serumréhrchen

4. SST-Patientenproben
Die SSTs mit zentrifugiertem Serum kénnen nach der Probenentnahme fir bis
zu 24 Stunden bei 2 °C bis 30 °C aufbewahrt werden (Abbildung 4, oberer Kasten).
Nach 24 Stunden kann Serum unter einer der folgenden Bedingungen flr einen langeren
Zeitraum aufbewahrt werden (Abbildung 4, untere Kasten):
* Im SST bis zu 5 Tage lang bei 2 °C bis 8 °C oder
* im sekundaren Roéhrchen bis zu 5 Tage lang bei 2 °C bis 8 °C oder

* im sekundaren Réhrchen bis zu 90 Tage lang bei -20 °C.

Primar

300
o

=324 Shunden nach

der Sammiung
Primar Sekundar Sekundar
&c e /ﬂf 185G
o (e
=5 Tage =5 Tage = 50 Tage

Abb. 4. Bedingungen fiir die Lagerung von SSTs
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C. Verdinnung von Plasmaproben

Hinweis: Eine Plasmaprobe kann fiir die Analyse auf dem Panther System im SAT oder
sekundéren Réhrchen verdiinnt werden. Flr weitere Informationen siehe Testverfahren mit
dem Panther System, Schritt E.4.

Hinweis: Wenn eine Patientenprobe verdiinnt wird, sollte sie sofort nach der Verdiinnung
analysiert werden. Eine verdiinnte Patientenprobe nicht einfrieren.

& Hinweis: Eine Verdiinnung von Plasmaproben darf nur flir quantitative Ergebnisse
angewendet werden. Fiir diagnostische Ergebnisse dlirfen Plasmaproben nicht verdiinnt
werden.

Proben im Panther System

Proben kénnen bis zu 8 Stunden lang unverschlossen im Panther System aufbewahrt werden.
Solange die Gesamtverweildauer auf dem System vor dem Pipettieren der Probe durch das
Panther System 8 Stunden nicht Ubersteigt, konnen die Proben wieder aus dem Panther System
genommen und getestet werden.

Transport von Patientenproben

Die unter Probenentnahme und -lagerung beschriebenen Lagerbedingungen flir Proben missen
eingehalten werden.

Hinweis: Ein Versand der Patientenproben muss in Ubereinstimmung mit geltenden nationalen,
internationalen und regionalen Frachtbestimmungen erfolgen.
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Panther System

Nachstehend sind die Reagenzien flr den Aptima HIV-1 Quant Dx Assay fir das Panther System
gelistet. Die Symbole zur Identifikation der Reagenzien sind neben dem Reagenznamen angegeben.

Im Lieferumfang enthaltene Reagenzien und Materialien
Aptima HIV-1 Quant Dx Assay-Kit

100 Tests (1 Assay-Kit, 1 Kalibrator-Kit und 1 Kontrollen-Kit) (Kat. Nr. PRD-03000)

Weitere Kalibratoren und Kontrollen kénnen separat bestellt werden. Siehe die entsprechenden
Katalognummern unten.

Aptima HIV-1 Quant Dx Assay-Kit
(Lagerung bei 2 °C bis 8 °C nach Empfang)

Symbol Komponente Menge
A qHIV-1-Amplifikationsreagenz 1 Flaschchen
Nicht-infektiése Nukleinsduren, getrocknet, in gepufferter Lésung.
E qHIV-1-Enzymreagenz
Reverse Transkriptase und RNA-Polymerase, getrocknet, in HEPES- 1 Flaschchen
gepufferter Lésung.
PRO gHIV-1-Promotorreagenz 1 Flaschchen
Nicht-infektiése Nukleinsduren, getrocknet, in gepufferter Lésung.
AR qHIV-1-Amplifikationsrekonstitutionslosung 1x72ml
Waéssrige Lésung mit Glycerin und Konservierungsmitteln. '
ER gqHIV-1-Enzymrekonstitutionslésung 1x58mi
HEPES-gepufferte Lésung mit oberflachenaktiver Substanz und Glycerin. '
PROR qHIV-1-Promotorrekonstitutionslosung 1x45ml
Waéssrige Lésung mit Glycerin und Konservierungsmitteln. '
TCR qHIV-1-Target-Capture-Reagenz
Nukleinsduren in einer gepufferten Salzl6sung mit nicht-infektiésen 1x72,0ml
Nukleinsduren in der Festphase und einem internen Kalibrator.
Rekonstitutionsverbindungsstiicke 3
Barcode-Blatt fur Hauptcharge 1 Blatt

Aptima HIV-1 Quant Dx Assay 15
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Aptima HIV-1 Quant Dx-Kalibrator-Kit (Kat. Nr. PRD-03001)
(Lagerung bei —15 °C bis —35 °C nach Empfang)

Symbol Komponente Menge
PCAL qHIV-1-Positivkalibrator 525 ml
Transkript in gepufferter Lésung. '
Barcode-Etikett des Kalibrators —
Aptima HIV-1 Quant Dx-Kontrollen-Kit (Kat. Nr. PRD-03002)
(Lagerung bei —15 °C bis —35 °C nach Empfang)
Symbol Komponente Menge
NC qHIV-1-Negativkontrolle
HIV-1-negatives defibriniertes Humanplasma mit Gentamicin und 0,2 % 5x1,5ml
Natriumazid als Konservierungsmittel.
LPC  gHIV-1 Schwach positive Kontrolle
Nicht-infektibse HIV-1-Armored RNA in defibriniertem Humanplasma mit 5x1,5ml
Gentamicin und 0,2 % Natriumazid als Konservierungsmittel.
HPC qHIV-1 Stark positive Kontrolle
Nicht-infektiése HIV-1-Armored RNA in defibriniertem Humanplasma mit 5x1,5ml

Gentamicin und 0,2 % Natriumazid als Konservierungsmittel.

Barcode-Etikett der Kontrolle

Aptima HIV-1 Quant Dx Assay 16
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Erforderliche, jedoch nicht im Lieferumfang enthaltene Materialien

Hinweis: Die von Hologic erhéltlichen Materialien sind mit der Katalognummer aufgefiihrt,

sofern nicht anders angegeben.

Material

Panther System

Panther Fusion System

Panther System Continuous Fluids and Waste (Panther Plus)
Aptima® HIV-1 Quant Dx Kalibrator-Kit

Aptima® HIV-1 Quant Dx Kontrollen-Kit

Panther™ Durchlaufkit fir Echtzeitassays (nur fir Echtzeitassays)

Aptima® Assay-Fliissigkeitskit (auch als Universalfliissigkeitskit bezeichnet)
enthélt Aptima® Waschl6sung, Aptima® Puffer fiir Deaktivierungsfliissigkeit
und Aptima® Olreagenz

Multi-R6hrchen-Einheiten (MTU)
Panther™ Entsorgungsbeutel-Kit
Panther™ Abfallabdeckung

Oder Panther™ System-Durchlaufkit
(wenn Nicht-Echtzeit-TMA-Assays parallel zu Echtzeit-TMA-Assays
durchgefiihrt werden) enthéalt MTUs, Abfallbeutel,
Abfallbehélterabdeckungen, Auto-Detektions- und Assay-Fliissigkeiten

Spitzen, 1000 pl, gefiltert, leitfahig, zur Flissigkeitsstandmessung und
Einwegmaterial
Nicht alle Produkte sind in allen Regionen verfiigbar. Wenden Sie sich an
Ihren Vertreter, um regionsspezifische Informationen zu erhalten

Chlorbleiche, 5% bis 8,25% (0,7 M bis 1,16 M) Natriumhypochloritidsung
Ungepuderte Einweghandschuhe

Ersatzkappen fur Reagenzien
Rekonstitutionsflaschen fiir Amplifikations-, Enzym- und Promotorreagenz
TCR-Flasche

Labortischunterlagen mit Kunststoffriickseite
Fusselfreie Tlcher

Pipette

Spitzen

Optionen fiir primare Entnahmerdhrchen (EDTA, ACD, PPT, SST, Serum):
13 mm x 100 mm
13mm x 75 mm
16 mm x 100 mm

Zentrifuge

Vortexmischer

Kat. Nr.

303095
PRD-04172

PRD-06067

PRD-03001

PRD-03002

PRD-03455 (5000 Tests)
303014 (1000 Tests)

104772-02
902731
504405
303096 (5000 Tests)

901121 (10612513 Tecan)
903031 (10612513 Tecan)
MME-04134 (30180117 Tecan)
MME-04128

CLO0041 (100 Kappen)
CL0040 (100 Kappen)
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Optionale Materialien

Material

Optionen fiir sekundare Rohrchen:
12mmx 75 mm
13 mm x 100 mm
16 mm x 100 mm

Aptima Probenaliquotréhrchen (Specimen Aliquot Tubes, SAT) (100 St.)

Kappe fur Transportrohrchen (100 St.)
Kappe fiir SAT

Aptima Probenverdinner

Aptima Probenverdinner-Kit
enthélt Probenverdiinner, 100 SATs und 100 Kappen

Transferpipetten

Handelsubliche Panels, z. B:
HIV-1 von Quality Control for Molecular Diagnostics (QCMD) oder
Panel des College of American Pathologists (CAP) zur Erhebung
der HIV-Viruslast oder
SeraCare ACCURUN HIV-Panels

Wattestabchen
Wippschuttler fir Réhrchen

Testverfahren mit dem Panther System

Kat. Nr.

FAB-18184
504415

PRD-03003
PRD-03478

PRD-03488

Hinweis: Néahere Verfahrensinformationen finden Sie im Panther/Panther Fusion System
Operator's Manual (Bedienungsanleitung fiir das Panther/Panther Fusion System).

A. Vorbereitung des Arbeitsbereichs

1. Die Arbeitsflachen reinigen, auf denen die Reagenzien vorbereitet werden.
Wischen Sie die Arbeitsflachen mit einer 2,5%igen bis 3,5%igen (0,35 M bis 0,5 M)
Natriumhypochloritldsung ab. Die Natriumhypochloritidsung mindestens 1 Minute auf
den Flachen einwirken lassen und diese Flachen anschlieliend mit entionisiertem
Wasser abspilen. Die Natriumhypochloritiésung darf nicht antrocknen. Decken Sie
die Arbeitsflache, auf der die Reagenzien und Proben vorbereitet werden, mit sauberen,
absorbierenden Labortischunterlagen mit Kunststoffunterschicht ab.

2. Eine separate Arbeitsflache, auf der die Proben vorbereitet werden, reinigen.

Wie vorstehend (Schritt A.1) beschrieben vorgehen.

3. Alle Pipetten reinigen. Wie vorstehend (Schritt A.1) beschrieben vorgehen.
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B. Vorbereitung von Kalibrator und Kontrollen

Lassen Sie den Kalibrator und die Kontrollen vor der Verarbeitung eine Temperatur von
15 °C bis 30 °C annehmen, indem Sie folgenderweise vorgehen:

1. Nehmen Sie den Kalibrator und die Kontrollen aus der Lagerung (-15 °C bis -35 °C)
und bringen Sie sie auf eine Temperatur von 15 °C bis 30 °C. Drehen Sie jedes
Roéhrchen wahrend des gesamten Auftauprozesses behutsam um, um den Inhalt
grindlich zu mischen. Darauf achten, dass der Réhrcheninhalt vor dem Gebrauch
vollstandig aufgetaut ist.

Option. Die Réhrchen mit dem Kalibrator und den Kontrollen kénnen auf einer
geeigneten Schwenkvorrichtung platziert werden, um ihren Inhalt griindlich zu mischen.
Darauf achten, dass der Roéhrcheninhalt vor dem Gebrauch vollstindig aufgetaut ist.

Hinweis: Beim Umdrehen des Kalibrators und der Kontrollen ist starke Schaumbildung
zu vermeiden. Schaum beeintrdchtigt die Fiillstandsmessung im Panther System.

2. Wenn der Rohrcheninhalt aufgetaut ist, trocknen Sie das Réhrchen auf’en mit einem
sauberen, trockenen Einwegtuch ab.

3. Zur Verhinderung einer Kontamination sollten Sie die Réhrchen zu diesem Zeitpunkt
nicht 6ffnen.

C. Reagenzrekonstitution/Vorbereitung eines neuen Kits

Hinweis: Die Reagenzrekonstitution sollte vor Beginn von Arbeiten mit dem Panther System
durchgefiihrt werden.

1. Fur die Vorbereitung von Target Capture-Reagenz (TCR) wie folgt vorgehen:

a. Nehmen Sie das TCR aus der Lagerung (2 °C bis 8 °C). Uberprifen Sie die
Chargennummer auf der TCR-Flasche, um sicherzustellen, dass sie mit der
Chargennummer auf dem Hauptchargen-Barcodeblatt tbereinstimmt.

b. Schitteln Sie die TCR-Flasche sofort kraftig 10 Mal. Lassen Sie die TCR-Flasche
mindestens 45 Minuten bei 15 °C bis 30 °C erwarmen. Wahrend dieser Zeit sollten
Sie das TCR-Flaschchen mindestens alle 10 Minuten schwenken und umdrehen.

Option. Das TCR-Flaschchen kann auf einer geeigneten Schwenkvorrichtung
folgenderweise vorbereitet werden: Nehmen Sie das TCR aus der Lagerung
(2 °C bis 8 °C) und schutteln Sie es sofort kraftig 10 Mal. Platzieren Sie die
TCR-Flasche auf einer geeigneten Schwenkvorrichtung und lassen Sie sie
mindestens 45 Minuten bei 15 °C bis 30 °C erwarmen.

c. Vergewissern Sie sich vor dem Gebrauch, dass alle Prazipitate geldst und
die Magnetpartikel suspendiert sind.

2. Zum Rekonstituieren von Amplifikations-, Enzym- und Promotorreagenzien gehen
Sie folgenderweise vor:

a. Nehmen Sie die gefriergetrockneten Reagenzien und die entsprechenden
Rekonstitutionslésungen aus der Lagerung (2 °C bis 8 °C). Paaren Sie jede
Rekonstitutionslésung mit ihrem gefriergetrockneten Reagenz.

b. Vergewissern Sie sich, dass das Etikett der Rekonstitutionslésung und das des
gefriergetrockneten Reagenzes dieselbe Farbe aufweisen. Die Chargennummern
auf dem Hauptchargen-Barcodeblatt kontrollieren, um sicherzustellen, dass die
richtigen Reagenzien miteinander gepaart werden.
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Vi.

Vii.

viii.

Zum Offnen des Flaschchens mit dem gefriergetrockneten Reagenz die
Metallversiegelung und den Gummistopfen entfernen.

Fihren Sie das gekerbte Ende des Rekonstitutionsverbindungsstiicks (schwarz)
fest in das Flaschchen ein (Abbildung 5, Schritt 1).

ii. Offnen Sie die Flasche mit der entsprechenden Rekonstitutionslésung und legen

Sie den Verschluss auf eine saubere, abgedeckte Arbeitsflache.

Die Flasche mit der Rekonstitutionsldsung auf eine stabile Flache stellen (z. B.
den Labortisch). Drehen Sie dann das Flaschchen mit dem gefriergetrockneten
Reagenz Uber dem Flaschchen mit der Rekonstitutionslésung um und befestigen
Sie das Verbindungsstlick an dem Flaschchen mit Rekonstitutionslésung
(Abbildung 5, Schritt 2).

Drehen Sie die zusammengefiigten Flaschen (Flaschchen verbunden mit
Lésungsmittelflaschchen) langsam um, damit die Lésung in das Glasflaschchen
flieBen kann (Abbildung 5, Schritt 3).

Schwenken Sie die zusammengefugten Flaschen mindestens 10 Sekunden
lang (Abbildung 5, Schritt 4).

Warten Sie mindestens 30 Minuten, damit das gefriergetrocknete Reagenz
in Lédsung gehen kann.

Nachdem das gefriergetrocknete Reagenz in Lésung gegangen ist, die
zusammengefligten Flaschen mindestens 10 Sekunden lang schwenken
und anschlieRend die Lésung grindlich mischen, indem das Glasflaschchen
leicht nach vorne und hinten gekippt wird.

Drehen Sie die zusammengefiigten Flaschen dann wieder langsam um, damit die
Lésung wieder komplett zurtick in die Flasche mit der Rekonstitutionsldsung flieRen
kann (Abbildung 5, Schritt 5).

Entfernen Sie vorsichtig das Rekonstitutionsverbindungsstiick und Glasflaschchen
(Abbildung 5, Schritt 6).

VerschlieRen Sie die Flasche wieder. Schreiben Sie die Initialen des Anwenders
und das Rekonstitutionsdatum auf das Etikett (Abbildung 5, Schritt 7).

Entsorgen Sie das Rekonstitutionsverbindungsstiick und Glasflaschchen (Abbildung 5,
Schritt 8).

Warnung: Bei der Rekonstitution von Reagenzien (iberméallige Schaumbildung vermeiden.
Schaum beeintrachtigt die Flllstandsmessung im Panther System.

5

y 2
74 tﬂ

Abb. 5. Rekonstitution von Reagenzien
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D. Reagenzienvorbereitung fir bereits angesetzte Reagenzien

1. Nehmen Sie die bereits angesetzten Reagenzien aus der Lagerung (2 °C bis 8 °C).

2. Bereits vorbereitete Amplifikations-, Enzym-, Promotor- und TC-Reagenzien muiissen
vor Beginn des Assays auf eine Temperatur von 15 °C bis 30 °C gebracht werden.

3. Bei bereits angesetztem TCR fuhren Sie vor dem Laden auf das System den Schritt C.1
oben durch.

4. Vor dem Laden auf das System missen Amplifikations-, Enzym- und Promotorreagenzien
zum grundlichen Mischen geschwenkt und umgedreht werden. Beim Umdrehen von
Reagenzien Ubermalige Schaumbildung vermeiden.

Option: Die bereits vorbereiteten Reagenzien kdnnen auf einer geeigneten
Schwenkvorrichtung folgenderweise vorbereitet werden: Nehmen Sie die Reagenzien
aus der Lagerung (2 °C bis 8 °C). Platzieren Sie die Reagenzien auf einer geeigneten
Schwenkvorrichtung und lassen Sie sie mindestens 30 Minuten bei 15 °C bis 30 °C
erwarmen.

5. Reagenzflaschen nicht nachfiillen. Das Panther System erkennt Flaschen, die nachgefiillt
wurden, und nimmt sie nicht an.

E. Probenhandhabung

1. Es ist sicherzustellen, dass verarbeitete Proben in primaren Réhrchen oder unverdinnte
Proben in sekundaren Réhrchen gemal Probenentnahme und -lagerung ordnungsgemaf
gelagert wurden.

2. Vergewissern Sie sich, dass gefrorene Patientenproben ganz aufgetaut sind. Mischen
Sie die aufgetauten Patientenproben griindlich 3 bis 5 Sekunden auf dem Vortexer.

3. Bringen Sie die Patientenproben vor der Verarbeitung auf eine Temperatur von 15 °C
bis 30 °C. Siehe Proben im Panther System flir zusatzliche Informationen zu im System
gelagerten Proben.

4. Stellen Sie sicher, dass alle primaren Entnahmeréhrchen bis zu 1200 pl Probe oder alle
SAT mindestens 700 ul Probe enthalten. In der unter Probenentnahme und -lagerung
aufgeflihrten Tabelle sind die Anforderungen an das Totvolumen fiir jeden Typ Primar-
und Sekundarréhrchen zu finden. Falls eine Verdinnung der Patientenprobe erforderlich
ist, siehe Schritt E.5 unten flir zusatzliche Informationen.

5. Verdinnen Sie eine Plasmaprobe 1:3 im SAT oder 1:100 in einem sekundaren Réhrchen.

Eine Plasmaprobe kann fiir die Analyse auf dem Panther System in einem sekundaren
Roéhrchen verdinnt werden.

A Hinweis: Eine Verdiinnung von Plasmaproben darf nur fiir quantitative Ergebnisse angewendet
werden. Fiir diagnostische Ergebnisse diirfen Plasmaproben nicht verdiinnt werden.

Hinweis: Wenn eine Patientenprobe verdiinnt wird, muss sie sofort nach der Verdiinnung
analysiert werden.

a. Verdlinnung von Proben, die in kleinen Volumen vorliegen

Das Volumen von Plasmaproben kann mit dem Aptima Probenverdinner auf das
erforderliche Mindestvolumen (700 ul) erhht werden. Patientenproben mit
mindestens 240 pl Plasma kdénnen mit zwei Teilen Probenverdinner (1:3)
folgenderweise verdinnt werden:

i. Geben Sie 240 ul Patientenprobe in das SAT.

ii. Geben Sie 480 ul Aptima Probenverdiinner hinzu.

iii. Verschlielen Sie das Rohrchen.

iv. Zum Mischen des Inhalts das Réhrchen vorsichtig fiinfmal invertieren.
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Patientenproben, die 1:3 verdiinnt worden sind, kénnen mit der 1:3-Option auf dem
Panther System getestet werden (weitere Informationen finden Sie in Panther/Panther
Fusion System Operator's Manual [Bedienungsanleitung fiir das Panther/Panther
Fusion System]). Die Software gibt automatisch das Ergebnis fir die unverdinnte
Probe ab, indem sie den Verdinnungsfaktor anwendet. Solche Patientenproben
werden als verdinnte Patientenproben gekennzeichnet.

b. Verdinnung von Hochtiter-Proben

Liegt das Ergebnis einer Patientenprobe Uber der oberen Quantifizierungsgrenze,
kann sie mit 99 Teilen des Aptima Probenverdinners (1:100) folgenderweise verdinnt
werden:

i. Geben Sie 30 ul der Patientenprobe in das SAT oder ein sekundares Rohrchen.

ii. Geben Sie 2970 ul Aptima Probenverdiinner hinzu.
iii. VerschlieRen Sie das Réhrchen.
iv. Zum Mischen des Inhalts das Réhrchen vorsichtig fiinfmal invertieren.

Patientenproben, die 1:100 verdiinnt worden sind, kdnnen mit der 1:100-Option auf
dem Panther System getestet werden (weitere Informationen finden Sie in Panther/
Panther Fusion System Operator's Manual [Bedienungsanleitung fir das Panther/
Panther Fusion System]). Die Software gibt automatisch das Ergebnis fir die
unverdinnte Probe ab, indem sie den Verdinnungsfaktor anwendet. Solche
Patientenproben werden als verdiinnte Patientenproben gekennzeichnet.

Hinweis: Die Ergebnisse fiir verdiinnte Proben mit unverdiinnten Konzentrationen
oberhalb der ULoQ werden in wissenschaftlicher Notation angegeben.

6. Zentrifugieren Sie jede Patientenprobe unmittelbar vor dem Laden in einen
Probenstander 10 Minuten bei 1000 bis 3000 g. Die Kappen nicht abnehmen. Luftblasen
im Rohrchen kénnen die Flllstandsmessung des Panther Systems stéren.

Siehe Vorbereitung des Systems Schritt F.2 unten flr Informationen zum Laden des Standers
und zum Abnehmen der Deckel.
F. Vorbereitung des Systems

1. Richten Sie das System entsprechend den Anweisungen in der Panther/Panther Fusion
System Operator's Manual (Bedienungsanleitung fiir das Panther/Panther Fusion
System) und den Verfahrenshinweise ein. Achten Sie darauf, dass Reagenzienstander
und TCR-Adapter geeigneter GréRe verwendet werden.

2. Die Proben in den Probensténder laden. Flhren Sie fur jedes Probenrdhrchen
(Patientenproben und ggf. Kalibrator und Kontrollen) die folgenden Schritte durch:

a. Die Kappe eines Probenréhrchens I6sen, aber noch nicht abnehmen.

Hinweis: Besonders darauf achten, eine Kontamination durch Aerosolausbreitung zu
vermeiden. Die Kappen der Proben vorsichtig I6sen.

b. Das Probenrdéhrchen in den Probenstander laden.
Wiederholen Sie die Schritte a und b fir jede verbleibende Probe.

d. Wenn die Proben in den Probenstander geladen sind, nehmen Sie die Kappe von
jedem Probenréhrchen ab und entsorgen Sie sie in einen Probenstander. Zur
Vermeidung von Kontamination die Kappen nicht liber einen Probenstander oder tber
Probenrdéhrchen fuhren.
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e. Verwenden Sie ggf. eine neue Einwegtransferpipette, um etwaige Luft- oder
Schaumblaschen zu entfernen.

f.  Wenn die letzte Kappe entfernt wurde, den Probenstander in ein Probenfach laden.

Hinweis: Sichern Sie bei gleichzeitiger Analyse anderer Assays und Probentypen den
Probenhalter, bevor Sie den Probenstiander in ein Probenfach laden.

g. Wiederholen Sie die Schritte a bis f fir den nachsten Probenstander.

Verfahrenshinweise

A. Kalibrator und Kontrollen

1.

Der qHIV-1-Positivkalibrator sowie die Réhrchen mit der schwach positiven, der stark
positiven und der negativen qHIV-1-Kontrolle kénnen in jede Position im Probenstander
und in jede Probenfach-Bahn auf dem Panther System geladen werden. Die Pipettierung
der Proben beginnt, wenn eine der folgenden beiden Bedingungen erfiillt ist:

a. Der Kalibrator und die Kontrollen werden derzeit vom System verarbeitet.

b. Giiltige Ergebnisse fiir die Kalibratoren und Kontrollen werden auf dem System
registriert.

Sobald die Kalibrator- und alle Kontrollenréhrchen pipettiert worden sind und mit dem
Aptima HIV-1 Quant Dx Assayreagenzien-Kit verarbeitet werden, kdnnen bis zu

24 Stunden lang Patientenproben mit dem zugehérigen rekonstituierten Kit getestet
werden, es sei denn:

a. Die Kalibrator- oder Kontrollenergebnisse sind ungliltig.
b. Das zugehdrige Assay-Reagenzien-Kit aus dem System genommen wird.
c. Die Haltbarkeit des zugehorigen Assayreagenzienkits Uberschritten ist.

Das Kalibrator- und alle Kontrollenréhrchen kénnen einmal verwendet werden. Wenn
versucht wird, mehr als einmal aus dem Rdohrchen zu pipettieren, kann es zu
Verarbeitungsfehlern kommen.

B. Handschuhpuder

Wie in jedem Reagenzsystem kann Ubermafiger Puder auf manchen Handschuhen eine
Kontamination geodffneter R6hrchen verursachen. Es werden ungepuderte Handschuhe
empfohlen.
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Ein Lauf- oder Patientenprobenergebnis kann von einem Anwender fir ungultig erklart werden,
wenn wahrend der Durchfihrung des Assays technische, anwender- oder geratebezogene
Probleme aufgetreten sind und dokumentiert wurden. In diesem Fall missen die Proben erneut
getestet werden.

Assay-Kalibrierung

Zur Erzeugung gultiger Ergebnisse muss eine Assay-Kalibrierung durchgefiihrt worden sein.
Ein einzelner Positivkalibrator wird jedes Mal, wenn ein Reagenzien-Kit auf das Panther System
geladen wird, dreimal analysiert. Sobald festgelegt, ist die Kalibrierung bis zu 24 Stunden giltig.
Der Anwender wird von der Software auf dem Panther System darauf aufmerksam gemacht,
wenn eine Kalibrierung erforderlich ist. Der Anwender scannt einen Kalibrierungskoeffizienten,
der auf dem jedem Reagenzien-Kit beiliegenden Master-Lot-Barcodeblatt angegeben ist.

Wahrend der Verarbeitung werden die Annahmekriterien flr den Kalibrator von der Software auf
dem Panther System automatisch verifiziert. Wenn weniger als zwei Kalibratorreplikate giiltig sind,
erklart die Software den Lauf automatisch fir unglltig. Proben eines flir ungiltig erklarten Laufs
sind mit einem frisch vorbereiteten Kalibrator und frisch vorbereiteten Kontrollen erneut zu testen.

Negativ- und Positivkontrollen

Zur Erzeugung giltiger Ergebnisse muss ein Satz von Assay-Kontrollen getestet werden.

Ein Replikat der Negativkontrolle, der schwach positiven Kontrolle und der stark positiven
Kontrolle muss jedes Mal, wenn ein Reagenzien-Kit auf das Panther System geladen wird,
getestet werden. Sobald festgelegt, sind die Kontrollen bis zu 24 Stunden glltig. Der Anwender
wird von der Software auf dem Panther System darauf aufmerksam gemacht, wenn Kontrollen
erforderlich sind.

Wahrend der Verarbeitung werden Kriterien fir die Annahme der Kontrollen von der Software
auf dem Panther System automatisch verifiziert. Zur Erzeugung gultiger Ergebnisse muss die
Negativkontrolle ein Ergebnis ,Nicht nachgewiesen® liefern und die Ergebnisse der
Positivkontrollen mussen innerhalb vordefinierter Parameter liegen (LPC-Ziel: ~ 3 Log,q Kopien/ml,
HPC-Ziel: ~ 5 Log,o Kopien/ml). Wenn das Ergebnis fir eine der Kontrollen ungultig ist, erklart
die Software den Lauf automatisch fir ungultig. Proben eines fiir unglltig erklarten Laufs sind
mit einem frisch vorbereiteten Kalibrator und frisch vorbereiteten Kontrollen erneut zu testen.

Interner Kalibrator/Interne Kontrolle

Jede Probe enthalt einen internen Kalibrator/eine interne Kontrolle (IC). Wahrend der
Verarbeitung werden IC-Annahmekriterien von der Software auf dem Panther System automatisch
verifiziert. Wenn ein IC-Ergebnis ungiiltig ist, wird das Probenergebnis fir ungultig erklart.

Jede Probe mit ungtltigem IC-Ergebnis muss erneut getestet werden, um ein glltiges Ergebnis
zu erhalten. Die Panther System Software verifiziert alle Prozesse genau, wenn gemal den
Anweisungen in dieser Packungsbeilage und in der Panther/Panther Fusion System Operator’s
Manual (Bedienungsanleitung flir das Panther/Panther Fusion System) verfahren wird.
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Interpretation der Ergebnisse

Hinweis: Die quantitativen Ergebnisse des Aptima HIV-1 Quant Dx Assays wurden mit Plasma
evaluiert. Serum darf nicht zur Ermittlung von quantitativen Ergebnissen verwendet werden.
Qualitative Ergebnisse wurden mit Plasma und Serum evaluiert.

Das Panther System bestimmt die Konzentration der HIV-1-RNA in Patientenproben und Kontrollen
automatisch, indem es die Ergebnisse mit einer Kalibrierungskurve vergleicht. HIV-1-RNA-
Konzentrationen werden in Kopien/ml und log,, Kopien/ml angegeben. Die Ergebnisauswertung
wird in Tabelle 1 bereitgestellt. Der Aptima HIV-1 Quant Dx Assay umfasst Amplifikations- und
Detektionssysteme fiir zwei Targets, die unabhangig auf pol und LTR abzielen. Das vom System
gemeldete Ergebnis basiert auf dem primaren System pol, sofern pol nicht amplifiziert wird.

In diesen Fallen meldet das System das Ergebnis Uber das sekundare System, LTR.

Wenn eine 1:3- oder 1:100-Verdiinnung fiir verdiinnte Patientenproben verwendet wurde, berechnet
das Panther System automatisch die HIV-1-Konzentration flr die unverdlinnte Patientenprobe,
indem die verdinnte Konzentration mit dem Verdunnungsfaktor multipliziert wird. Verdinnte Proben
werden entsprechend gekennzeichnet.

Hinweis: Bei verdiinnten Patientenproben kénnen Ergebnisse wie ,Nicht nachgewiesen“ oder

»,<30 nachgewiesen* erhalten werden, indem eine Patientenprobe mit einer Konzentration (iber, aber
nahe der LoD (Limit of Detection, Nachweisgrenze) bzw. der LLoQ (Lower Limit of Quantitation,
untere Qualifizierungsgrenze) verdiinnt wird. Es wird empfohlen, eine andere unverdiinnte
Patientenprobe zu entnehmen und zu testen, wenn kein quantitatives Ergebnis erhalten wird.

Das Panther System liefert kein qualitatives Ergebnis (d. h. ,Reaktiv* oder ,Nicht-reaktiv®) fir die
diagnostische Anwendung. Der Anwender muss die angegebene HIV-1-RNA-Konzentration selbst
qualitativ interpretieren (Tabelle 1). Bei Patientenproben mit dem Ergebnis ,Nicht nachgewiesen*
kann keine HIV-1-RNA nachgewiesen werden. Ist das Ergebnis einer Patientenprobe

»<30 nachgewiesen® oder liegt es im linearen Bereich oder dartber, wurde HIV-1-RNA
nachgewiesen und die betroffenen Proben sind HIV-1-RNA-reaktiv.

Tabelle 1: Ergebnisinterpretation

Ausgegebenes Ergebnis des

Aptima HIV-1 Quant DX Assays HIV-1-RNA-Konzentration Diagnostische qualitative
- Auswertung Auswertung des Anwenders®
Kopien/ml? Logq, Wert?
Nicht Nicht Keine HIV-1-RNA festgestellt. Beziiglich HIV-1-RNA nicht-reaktiv
nachgewiesen nachgewiesen

Es wird HIV-1-RNA nachgewiesen, aber unterhalb der
<30 nachgewiesen <1,47 unteren Quantifizierungsgrenze (Lower Limit of HIV-1-RNA-reaktiv
Quantitation, LLoQ).

Die HIV-1-RNA-Konzentration liegt im linearen
Bereich von 30 bis 10.000.000 Kopien/ml.

Die HIV-1-RNA-Konzentration liegt tiber der

30 bis 10.000.000 1,47 bis 7,00 HIV-1-RNA-reaktiv

>10.000.000 >7,00 oberen Quantifizierungsgrenze HIV-1-RNA-reaktiv
(ULoQ, Upper Limit of Quantification).
Ungiltig® Ungiltig® Bei der Bestimmung ist ein Fehler aufgetreten. Die Ungiltig®

Patientenprobe sollte noch einmal getestet werden.

aDer Umrechnungsfaktor fiir Kopien in Internationale Einheiten (IE) fir den 3. internationalen Standard fiir HIV-1-RNA (10/152) ist
0,35 Kopien/IE.

b Wert ist auf zwei Dezimalstellen gekuirzt.

¢ Eine diagnostische Auswertung sollte nicht ausgehend von einem ,nicht-reaktiv‘-Ergebnis fir Patientenproben erfolgen, die verdinnt
wurden. Eine neue, unverdiinnte Probe nehmen und erneut testen.

dUngliltige Ergebnisse werden in blauer Schrift angezeigt.
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Sobald die Ergebnisse auf dem Bildschirm ,Ergebnisse” verfliigbar sind, kann der
Quantifizierungswert fir jedes Target mithilfe der Probenkurvenberichtfunktion in der Panther
System Software beurteilt werden. Wahlen Sie zum Anzeigen der Werte und
Amplifikationskurven auf dem Bildschirm ,Ergebnisse” der Panther System Software die Proben-
ID fUr die Probe aus. Wahlen Sie anschlieBend die Schaltflache ,Kurvendaten® aus. Es wird ein
Fenster mit dem Probenkurvenbericht gedffnet, das Fluoreszenzprofile und Quantifizierungswerte
fur die Probe enthalt.

Hinweis: Die aus dem Probenkurvenbericht entnommenen Daten werden nur zu
Informationszwecken bereitgestellt (z. B. Fehlersuche und Verifizierung von Kurven).

Das zu meldende validierte Ergebnis fiir die Probe wird von der Panther System Software
auf dem Bildschirm ,Ergebnisse” und im Ergebnisbericht bereitgestellt.

Hinweis: Im Panther/Panther Fusion System Operator's Manual (Bedienungsanleitung
flir das Panther/Panther Fusion System) finden Sie zusétzliche Anweisungen zur Bedienung
des Panther Systems.

Die Annahmekriterien fur jede der Aptima HIV-1 Quant Dx Assaykontrollen sind in Tabelle 2
aufgeflihrt.

Hinweis: Der unten aufgefiihrte Riickgewinnungsbereich verschiebt sich je nach dem
zugewiesenen Wert der jeweiligen Charge. Siehe die zugewiesene Konzentration auf
dem Barcode-Blatt der Kontrolle, das jeder Kontrollen-Verpackung beigelegt ist.

Tabelle 2: Annahmekriterien fiir den Riickgewinnungsbereich fiir den Aptima HIV-1 Quant Dx Assay

Komponente Riickgewinnungsbereich fiir giiltige Laufe
Negativkontrolle K.A.
Schwach positive Kontrolle +/- 0,5 log4gKopien/ml
Stark positive Kontrolle +/- 0,5 log4gKopien/ml
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Einschrankungen

A.

Dieser Assay darf nur von geschulten Mitarbeitern durchgefihrt werden, die im Verfahren
unterwiesen wurden. Eine Nichtbefolgung der Anweisungen in dieser Packungsbeilage kann
fehlerhafte Ergebnisse zur Folge haben.

. Zuverlassige Ergebnisse hangen von der korrekten Entnahme, dem Transport, der Lagerung

und der Verarbeitung der Patientenproben ab.

Dieser Assay wurde fir die Verwendung als quantitativer Assay ausschliel3lich mit EDTA-
und ACD-Humanplasma beurteilt.

Dieser Assay wurde fir die Verwendung als qualitativer Assay mit EDTA- und ACD-
Humanplasma und -serum beurteilt.

. Es besteht die seltene Mdglichkeit, dass Mutationen in den hoch konservierten Regionen

des Virusgenoms, in denen die Primer und/oder Sonden im Aptima HIV-1 Quant Assay
binden, daflir sorgen, dass das Virus zu gering quantifiziert oder tberhaupt nicht
nachgewiesen wird.

Dieser Assay wurde nicht fur die Verwendung bei Patienten beurteilt, die sich lentiviralen
vektorbasierten Therapien, wie der CAR-T-Zelltherapie, unterziehen. Potenziell iberlappende
Regionen des Virusgenoms, in denen die Primer und/oder Sonden im Aptima HIV-1 Quant
Assay binden, kénnen zu Amplifikation von lentiviralen Vektoren fiihren, die in lentiviralen
vektorbasierten Therapien verwendet werden.
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Analytische Leistung

Nachweisgrenze bei Verwendung des 3. internationalen WHO-Standards fur HIV-1

Die Nachweisgrenze (LoD, Limit of Detection) ist definiert als die HIV-1-RNA-Konzentration,

die gemafy CLSI EP17-A2 (37) mit einer Wahrscheinlichkeit von mindestens 95 % nachgewiesen
wird. Die LoD wurde durch Testen einer Reihe von Verdinnungspanels des 3. internationalen
WHO-Standards fur HIV-1 (Subtyp B, NIBSC-Code: 10/152) in HIV-1-negativem EDTA-Plasma
und -serum bestimmt. Es wurden 30 Replikate jeder Verdinnung in drei Panther Systemen mit
drei Reagenzchargen analysiert, d. h. fiir jede Verdlinnung insgesamt 90 Replikate. GemaR CLSI
EP17-A2 wurden die LoDs anhand der Ergebnisse der Reagenzcharge mit der hochsten
Konzentration fiir die vorhergesagte Nachweisgrenze festgelegt und sind in Tabelle 3 dargestellt.
Die Probit-Analyse fir den Aptima HIV-1 Quant Dx Assay ergab eine 95-%ige vorhergesagte
Nachweisgrenze fur die LoD von 12 Kopien/ml (35 IE/ml) in Plasma und 8,9 Kopien/ml (25 IE/ml)
in Serum (0,35 Kopien=1 |E).

Tabelle 3: Nachweisgrenze des Aptima HIV-1 Quant Dx Assays mit dem 3. internationalen WHO-Standard fiir HIV-1

Plasma Serum
Vorhergesagte Konzentration Konzentration Konzentration Konzentration
Nachweisgrenze (Kopien/ml) (IE/ml) (Kopien/ml) (IE/ml)
10 % 1,2 3,3 0,8 2,2
20 % 1,6 4,6 1,1 3.1
30 % 2,0 57 1,4 4,0
40 % 2,5 7,2 1,7 4,9
50 % 3,1 8,8 2,1 5,9
60 % 3,8 11 2,5 7,2
70 % 4,8 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
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Nachweisgrenze bei HIV-1-Subtypen und -Gruppen

Fir die HIV-1-Gruppe M (Subtypen A, C, D, F, G, CRF01_AE, CRF02_AG) und die Gruppen N
und O wurden sechs positive Panel und ein negatives Panel erstellt, indem HIV-1-negatives
EDTA-Humanplasma und Serum mit kultiviertem HIV-1-Virus oder positiven klinischen
Patientenproben versetzt wurden (0 bis 40 Kopien/ml). Jede Panelprobe wurde in 30 Replikaten
mit zwei Reagenzchargen fur insgesamt 60 Replikate pro Panelprobe getestet. Die Bestimmung
der Konzentration von klinischen Patientenproben oder kultivierten Virusstammen wurde Uber
einen Vergleichsassay bestimmt. Zur Aufstellung der vorhergesagten 50-%- und 95-%-
Nachweisgrenzen wurde eine Probit-Analyse durchgefihrt. Gemafly CLSI EP17-A2 (37) wurden
die LoDs anhand der Ergebnisse der Reagenzcharge mit der héchsten Konzentration fur

die vorhergesagte Nachweisgrenze festgelegt, die als LoD definiert ist (siehe Tabelle 4).

Tabelle 4: Nachweisgrenze bei HIV-1-Subtypen und -Gruppen

Plasma Serum
Subtyp/Gruppe Vorhergesagte Konzentration Konzentration
Nachweisgrenze (Kopien/ml) (Kopien/ml)

50 % 3,0 4,0
A

95 % 11,5 14,5

50 % 1,5 4,5

CRFO01_AE
95 % 4,5 15,7
50 % 3,8 4,3
CRF02_AG

95 % 15,1 14,3

50 % 2,0 4.1
C

95 % 9,8 16,7

50 % 4,2 3,7
D

95 % 13,8 15,2

50 % 24 4,9
F

95 % 8,9 15,0

50 % 3,5 2,5
G

95 % 15,7 6,5

50 % 1,4 2,1
N

95 % 6,1 59

50 % 1,9 6,5
(0]

95 % 6,5 27,2
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Linearer Bereich

Der lineare Bereich des Aptima HIV-1 Quant Dx Assays wurde gemafl® CLSI EP06-A
anhand einer Reihe von Testpanels ermittelt. Dazu wurde kultiviertes HIV-1-Virus (Subtyp B)
in HIV-1-negativem EDTA-Humanplasma verdunnt (38). Die Konzentration der Panels lag im
Bereich von 1,30 bis 7,30 log,q Kopien/ml. Die Tests erfolgten auf sieben Panther Systemen
mit zwei Reagenzchargen. Der Aptima HIV-1 Quant Dx Assay ergab im gesamten getesteten
Bereich lineare Ergebnisse (siehe Abbildung 6).
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Abb. 6. Linearitit des Aptima HIV-1 Quant Dx Assays
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Linearitat bei HIV-1-Subtypen und -Gruppen
Das lineare Ansprechen des Aptima HIV-1 Quant Dx Assays in Gruppe M (Subtypen A, B, C, D,

F’ G’

H, CRFO1_AE) und in Gruppe N und O wurde durch das Testen von Panels bestatigt, die

aus HIV-1-Transkript bestanden, das in Pufferkonzentrationen von 2,00 bis 6,70 log,, Kopien/ml
verdinnt wurde. Die Tests erfolgten auf vier Panther Systemen und Uber sechs Laufe. Im
gesamten getesteten Bereich wurde Linearitat nachgewiesen (Abbildung 7).

Aptima HIV-1 Quant Dx Assay (log,, Kopien/ml)
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7. Linearitédt in Gruppe M (Subtypen A, B, C, D, F, G, H, CRF01_AE) und Gruppen N und O
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Ermittlung der unteren Quantifizierungsgrenze mit dem 3. internationalen
WHO-Standard fiir HIV-1

Die untere Quantifizierungsgrenze (LLoQ) ist definiert als die niedrigste Konzentration, bei der HIV-
1-RNA innerhalb eines Gesamtfehlers zuverlassig gemal CLSI EP17-A2 quantifiziert werden kann
(37). Der Gesamtfehler wurde unter Verwendung des Westgard-Modells berechnet (Gesamtfehler =
|Bias| + 2 SD). Zur Gewahrleistung der Genauigkeit und Prazision der Messungen wurde flr den
Gesamtfehler des Aptima HIV-1 Quant Dx Assays 1 logyo Kopien/ml festgelegt (d. h. an der LLoQ
ist der Unterschied zwischen zwei Messungen von mehr als 1 logyo Kopien/ml statistisch signifikant).

Die LLoQ wurde durch Testen einer Reihe von Verdinnungspanels des 3. internationalen WHO-
Standards fiur HIV-1 (Subtyp B, NIBSC-Code: 10/152) in HIV-1-negativem EDTA-Plasma bestimmt.
Gemal CLSI EP17-A2 wurden die Panels mit drei Reagenzchargen in 30 Replikaten fir jede
Charge aus 23 Laufen getestet. Die Ergebnisse sind in Tabelle 5 dargestellt. Die hochste LLoQ
far die drei auf dem Aptima HIV-1 Quant Dx Assay mit dem 3. internationalen WHO-Standard

fir HIV-1 getesteten Chargen betragt 15 Kopien/ml (1,17 log,, Kopien/ml) (Tabelle 6).

Tabelle 5: Ermittlung der LLoQ des Aptima HIV-1 Quant Dx Assays mit dem 3. internationalen WHO-Standard
fir HIV-1

Reagenz Kon.l;aerr?t?:\-tion AthLr:th[:\:1 Sb. [Bias] Berechneter TE
charge (logo Kopien/ml) (logyo Kopien/ml) (logqo Kopien/ml) (logig Kopien/ml) (log4q Kopien/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=Standardabweichung TE=Gesamtfehler.
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Tabelle 6: Zusammenfassung der LLoQ unter Verwendung des 3. internationalen WHO-Standards fiir HIV-1
(3 Reagenzchargen)

LLoQ LLoQ
Reagenzcharge (jog,, Kopien/ml) (Kopien/ml)
1 0,94 8,7
2 1,17 15
3 0,98 9,5

Verifizierung der LLoQ bei HIV-1-Subtypen und -Gruppen

Die LLoQ bei HIV-1-Subtypen und Gruppen wurde gemall CLSI EP17-A2 tberprift (37).

Es wurden Panels fiir jede HIV-1-Gruppe M (Subtypen A, B, C, D, F, G, CRF01_AE, CRF02_AG)
und Gruppe N und O hergestellt, indem gepooltes HIV-1-negatives EDTA-Humanplasma mit
natlrlich infizierten klinischen Proben oder mit klinischen Isolaten versetzt wurde. Die Tests
bestanden aus insgesamt 30 Replikaten pro Panelprobe. Die Daten in Tabelle 7 zeigen die
niedrigste Konzentration fiir jeden Subtyp oder jede Gruppe, fir den bzw. die der Gesamtfehler
weniger als 1 log,, Kopien/ml betrug. Die hochste LLoQ fiir alle getesteten Subtypen und
Gruppen war 30 Kopien/ml; daher wurde dieser héhere Wert als LLoQ flr den Aptima HIV-1
Quant Dx Assay ausgewahlt (Tabelle 7).

Tabelle 7: Verifizierung der LLoQ nach HIV-1-Subtyp oder -Gruppe

Panel- (Kol;)li-:r?/ml)
Subtyp A 30
Subtyp CRFO01_AE 10
Subtyp CRF02_AG 30
Subtyp B 10
Subtyp C 30
Subtyp D 15
Subtyp F 15
Subtyp G 30
Gruppe N 10
Gruppe O 15
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Prazision

Zur Beurteilung der Prazision des Aptima HIV-1 Quant Dx Assays wurde ein Panel, das durch
Versetzen von HIV-1-negativem EDTA-Plasma mit HIV-1-Subtyp B-Virus erstellt wurde, von drei
Anwendern mit drei Reagenzchargen auf drei Panther Systemen Uber 20 Tage getestet
(Tabelle 8). Das Panel umfasste eine HIV-1-negative und acht HIV-1-positive Panelproben.

Die Bestimmung der Konzentration von klinischen Patientenproben oder kultivierten
Virusstammen wurde Uber einen Vergleichsassay bestimmt.

Tabelle 8: Prézision des Aptima HIV-1 Quant Dx Assays

Vergleich Vergleich Vergleich Vergleich Yergleich
Anzahl der Mittlere Gerite Anwender Chargen Laufe innerhalb Gesamt
gultigen Konzentration eines Laufs

Replikate (log4g Kopien/mil) SD (\:/:() SD (\:/I; SD (Vo/:() SD (\i/lo() SD (\:/S SD (Vo/:()
137 1,80 0,00 o000 003 172 000 000 000 000 0,6 893 0,6 9,10
157 2,37 0,00 000 005 208 001 036 008 333 015 6,19 0,247 7,34
160 2,472 0,00 o000 003 137 003 13 007 297 0,12 503 0,15 6,15
162 2,95 0,00 000 008 257 002 061 010 329 0,09 304 0,5 520
162 3,80 0,01 0,32 003 08 002 048 006 149 007 180 010 253
159 4,93 0,00 o000 002 037 004 077 005 1,170 0,04 0,71 0,08 1,56
162 5,69 0,00 000 002 027 004 066 003 058 007 129 0,09 158
162 6,71 0,00 000 001 022 004 052 004 060 005 0,78 0,08 1,13

VK=Variationskoeffizient, SD=Standardabweichung.

@ Diese Panelprobe wurde 1:3 mit Probenverdiinner verdiinnt und zur Evaluierung der Prazision mit der verdiinnten

Probe getestet.

Hinweis: Die Variabilitdt von einigen Faktoren kann numerisch negativ sein. Das kann auftreten, wenn die durch diese Faktoren
bedingte Variabilitét sehr klein ist. In diesem Fall gilt SD = 0 und VK = 0 %. Die Gesamtanzahl der getesteten Replikate betrug
162 fiir jedes Panel; es wurden nur Replikate mit einem numerischen Wert analysiert.
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Endogene und Exogene Stoffe mit moglicher beeintrachtigender Wirkung

Es wurde die Anfalligkeit des Aptima HIV-1 Quant Dx Assays gegentber Interferenzen durch
erhdhte Konzentrationen endogener Stoffe und von Wirkstoffen, die HIV-1-Infizierten haufig
verordnet werden, evaluiert. Es wurden HIV-1-negative EDTA-Humanplasmaproben und Proben,
die mit HIV-1 bis zu einer Konzentration von 3 log,, Kopien/ml HIV-1-RNA versetzt wurden,
getestet.

Bei Vorhandensein von Albumin (90 mg/ml), Hamoglobin (5 mg/ml), Triglyzeriden (30 mg/ml)
oder unkonjugiertem Bilirubin (0,2 mg/ml) wurde keine Beeintrachtigung der Leistung des Aptima
HIV-1 Quant Dx Assays festgestellt.

Bei Vorhandensein der in Tabelle 9 gelisteten exogenen Stoffe in Konzentrationen vom
mindestens Dreifachen der C,,, (Humanplasma) wurde keine Beeintrachtigung der Leistung
des Aptima HIV-1 Quant Dx Assays festgestellt.

Tabelle 9: Exogene Stoffe

Pool von

exogenen Stoffen Getestete exogene Stoffe

Lopinavir, Indinavir, Saquinavir, Ritonavir, Nelfinavirmesylat, Darunavir, Amprenauvir,

1 Atazanavir

2 Nevirapin, Efavirenz, Rilpivirin, Clarithromycin, Amphotericin B
Tenofovirdisoproxilfumarat, Adefovirdipivoxil, Ribavirin, Enfuvirtid, Maraviroc, Raltegravir,

3 Dolutegravir
Abacavirsulfat, Didanosin, Zidovudin, Lamivudin, Stavudin, Entecavir, Telbivudin,

4 Emtricitabin

5 Paroxetin-HCI, Fluoxetin, Sertralin

6 Ganciclovir, Valacyclovir, Acyclovir, Rifampin/Rifampicin, Ethambutol

7 Ciprofloxacin, Azithromycin, Amoxicillin, Cephalexin, Ampicillin, Trimethoprim

8 Valganciclovir (als HCI), Boceprevir, Telaprevir, Simeprevir, Sofosbuvir

9 Pegyliertes Interferon alpha-2b, Interferon alpha-2a, Interferon alpha-2b

10 Heparin, EDTA, Natriumcitrat

11 Tipranavir

12 Isoniazid
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Es wurden die in Tabelle 10 gelisteten klinischen EDTA-Plasmaproben von Patienten mit
erhdhten Konzentrationen definierter Stoffe oder von Patienten mit den gelisteten Krankheiten
mit dem Aptima HIV-1 Quant Dx Assay mit und ohne Vorhandensein von 3 log,, Kopien HIV-1-
RNA getestet. Es wurde keine Beeintrachtigung der Leistung beobachtet.

Tabelle 10: Getestete Typen klinischer Patientenproben

Typen klinischer Patientenproben

1 Rheumafaktor (RF)

2 Antinukledre Antikdrper (ANA)

3 Anti-Jo-1-Antikorper (JO-1)

4 Systemischer Lupus erythematodes (SLE)
5 Rheumatische Arthritis (RA)

6 Multiple Sklerose (MS)

7 Hyperglobulinamie

8 Erhéhte Alaninaminotransferase (ALT)
9 Alkoholbedingte Zirrhose (AC)

10 Multiples Myelom (MM)

1" Lipamisch (erhéhte Lipide)

12 Ikterisch (erhdhtes Bilirubin)

13 Hamolysiert (erhdhtes Hamoglobin)
14 Erhohtes Proteinalbumin

15 HCV-Antikorper

16 HBV-Antikdrper

17 HIV-2-Antikorper
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Leistung mit HIV-1-negativen Patientenproben

Die Spezifitat des Aptima HIV-1 Quant Dx Assays wurde unter Verwendung von 120 frischen
und 510 gefrorenen HIV-1-negativen EDTA-Plasmaproben ermittelt. In keiner der 630 Proben
wurde HIV-1-RNA nachgewiesen (Spezifitat von 100 %; (95-%-KIl) 99,4-100 %) (Tabelle 11).

Tabelle 11: Spezifitét in Plasmaproben

Frisches Plasma Gefrorenes Plasma Alle
Giiltige Replikate (n) 120 510 630
Nicht-reaktiv 120 510 630
s 100 % 100 % 100 %
Spezifitat (35 %-KI) (97,0-100) (99,3-100) (99,4-100)

Kl=Konfidenzintervall

Mikrobielle Kontaminanten mit moglicher beeintrachtigender Wirkung

Die mdgliche Kreuzreaktivitat des Aptima HIV-1 Quant Dx Assays mit Erregern (Tabelle 12)
wurde bei Vorhandensein oder Abwesenheit von 3 log,, Kopien/ml HIV-1-RNA in HIV-1-
negativem EDTA-Humanplasma beurteilt. Es wurde keine Beeintrachtigung der Assay-Leistung
bei Vorhandensein der Erreger beobachtet.
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Tabelle 12: Auf Kreuzreaktivitét getestete Erreger

Erreger Konzentration
Hepatitis-A-Virus 100.000 PBE/ml?
Hepatitis-B-Virus 100.000 IE/mIP
Hepatitis-C-Virus 100.000 IE/ml
Hepatitis-G-Virus 100.000 Kopien/ml
Herpes-simplex-Virus Typ 1 (HSV-1) 100.000 PBE/mlI
Herpes-simplex-Virus Typ 2 (HSV-2) 75.000 PBE/mlI
Humanes Herpesvirus 6 100.000 Kopien/ml
Humanes Herpesvirus 8 42.000 PBE/mI
HIV-2 5.500 PBE/mI
Humanes T-Zell-lymphotropes Virus (HTLV) 100.000 vp/mlc
West-Nil-Virus 100.000 Kopien/ml
Parvovirus B19 100.000 IE/mI
Cytomegalovirus 100.000 Kopien/ml
Epstein-Barr-Virus 100.000 Kopien/ml
Adenovirus Typ 5 100.000 PBE/mlI
Dengue-Virus 100.000 Kopien/ml
Influenza-A-Virus 100.000 PBE/ml
Staphylococcus aureus 1.000.000 KBE/mi¢
Propionibacterium acnes 1.000.000 KBE/ml
Staphylococcus epidermidis 1.000.000 KBE/mlI
Neisseria gonorrhoeae 1.000.000 KBE/ml
Chlamydia trachomatis 300.000 IFU/mle
Candida albicans 1.000.000 KBE/ml

a PBE/ml = Plaque-bildende Einheiten pro ml.

b |E/ml = Internationale Einheiten pro ml.

¢vp/ml = Viruspartikel pro ml.

4 KBE/ml = Kolonie-bildende Einheiten pro ml.

¢ |FU/ml = Einschlusskdrper-bildende Einheiten pro ml.
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Wiederholbarkeit bei klinischen Patientenproben

Es wurden 10 klinische EDTA-Plasmaproben und 10 Serumproben in drei Replikaten mit dem

Aptima HIV-1 Quant Dx Assay getestet. Die Durchschnittskonzentration und
Standardabweichung (SD) sind in Tabelle 13 und Tabelle 14 dargestellt.

Tabelle 13: Wiederholbarkeit bei klinischen Plasmaproben

Plasma

Patientenprobe Durchschnittskonzentration

(log4¢ Kopien/ml) SD
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 = Standardabweichung
Tabelle 14: Wiederholbarkeit bei klinischen Serumproben
Serum
Patientenprobe Durchschnittskonzentration sD
(log4o Kopien/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 = Standardabweichung
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Probenverdinnung mit Probenverdiinner

Zur Evaluierung der Probenverdinnung wurde ein Panel, das aus 11 Proben mit
Konzentrationen im linearen Bereich des Aptima HIV-1 Quant Dx Assays bestand und
das zwei Proben oberhalb der ULoQ des Assays umfasste, dreifach in unverdiinnter und
verdinnter (1:3 oder 1:100 in Probenverdinner) Form getestet (Tabelle 15).

Tabelle 15: Probenverdiinnung

Mittlere unverdiinnte

Mittlere angegebene

Verdiinnung Konzentration Konzentration? Differenz
(log4o Kopien/ml) (log4o Kopien/ml)

2,57 2,72 0,15

3,20 3,33 0,13

3,24 3,565 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

a Die angegebene Konzentration ist der nach Anwendung des Verdinnungsfaktors vom Panther System

angegebene Wert.
b Versetzte Patientenprobe.

¢ Alle Ergebnisse >7,00 log,, Kopien/ml wurden in einer weiteren Analyse geschatzt.

Verschleppung

Um nachzuweisen, dass das Panther System das Risiko falsch positiver Ergebnisse infolge
von Kontamination durch Verschleppung auf ein Mindestmal} beschrankt, wurde eine
Analysestudie Uber mehrere Laufe mit gespikten Panels auf zwei Panther Systemen
durchgefihrt. Die Beurteilung der Verschleppung erfolgte anhand von hochtitrigen,

mit HIV-1 versetzten Proben (7 log,, Kopien/ml), die im Schachbrettmuster zwischen
HIV-1-negativen Proben verteilt waren. Zur Testung wurden flinf Laufe durchgefihrt.

Die Gesamtverschleppungsrate betrug 0 % (n=469).
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Serokonversionspanel

Es wurden 19 HIV-1-Serokonversionspanels bestehend aus 204 Proben mit dem Aptima HIV-1
Quant Dx Assay getestet. Der Nachweis von HIV-1-RNA wurde mit dem Nachweis mit p24-
Antigentests und mit HIV-1/2-Antikorpertests verglichen. Die Anzahl der Tage bis zum ersten
reaktiven Ergebnis mit p24-Antigentests, Anti-HIV-1/2-Antikérpertests und dem Aptima HIV-1
Quant Dx Assay sind in Tabelle 16 gelistet. Der Aptima HIV-1 Quant Dx Assay wies HIV-1-
RNA durchschnittlich 5,58 Tage vor dem p24-Antigentest bzw. 11,16 Tage vor dem Anti-HIV-1/2-
Antikorpertest nach.

Tabelle 16: Zusammenfassung der Daten mit Serokonversionspanel

Unterschied bzgl. der Tage

Anzahl der reaktiven Panelproben Tage bis zum erstfan reaktiven bis zur.n ersten reaktiven
Ergebnis Ergebnis (ausgehend vom
Anzahl der Datum der Blutentnahme)
Panel-ID Pga(:lteelitf;s:n Aptima Fritherer Friiherer
AptimaHIV-1 HIV-p24- Anti-HIV-1/2-  HIV-1  HIV-p24- Anti-HIV-1/2- Naﬁ::,"i’;;‘_"'s s e
Quant Dx  Antigen Antikorper Q;e)\(nt Antigen  Antikoérper Antigen in Antikérper in
Tagen Tagen
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 30 343 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 78 852 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
PRB974P 4 3 2 1 7 9 16 2 9
PRBO75P 5 3 1 0 7 14 142 7 7
PRB978P 7 3 1 0 26 33 332 7 7
Gesamt 204 82 51 20 Witte wert 528 e

@ Alle Blutproben in diesem Panel waren nicht-reaktiv fir den Anti-HIV-1/2-Antikdrper. Als Basis flr die , Tage bis zum ersten
reaktiven Ergebnis® wurde der letzte Blutentnahmetag verwendet.

Der Anti-HIV-1/2- Antikdrpertest wurde durchgefiihrt mit Abbot Anti-HIV 1/2, mit folgenden Ausnahmen:

b Die Panels PRB974, PRB975 und PRB978 wurden mit dem Siemens Anti-HIV-1/2-Test getestet.

Der HIV-1 p24-Anitgentest wurde durchgefiihrt mit Coulter HIV-1 p24 Ag, mit den folgenden Ausnahmen:

b Die Panels PRB974, PRB975 und PRB978 wurden mit dem BioMerieux p24 Ag Test getestet.
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Studie zur Serum- und Plasma-Aquivalenz

Zur Beurteilung der Aquivalenz wurden zusammengehérige Serum und Plasmasétze (25 HIV-1-
positive und 25 HIV-1-negative) und 40 Proben, die mit kultiviertem HIV-1 versetzt waren (50 bis
1.000.000 Kopien/ml in HIV-1-negativem Plasma und Serum), mit dem Aptima HIV-1 Quant Dx
Assay getestet. Die negative Ubereinstimmung betrug 100,0 % (95 %-KI: 97,0 %—100,0 %).

Die positive Ubereinstimmung betrug 98,4 % (95 %-Kl: 95,4%—-99,5%).

Reproduzierbarkeitsstudien

Reproduzierbarkeit in Plasmaproben

Die Reproduzierbarkeit des Aptima HIV-1 Quant Dx Assays in Plasmaproben wurde an drei
externen Standorten beurteilt. Zwei Anwender fiihrten den Test an jedem Standort durch.
Jeder Anwender fiihrte drei Tage lang zwei Laufe pro Tag unter Verwendung von drei
Reagenzchargen im Testverlauf durch. Fir jeden Lauf gab es 3 Replikate jeder Panelprobe.

Die Reproduzierbarkeit wurde mit Panelproben getestet, die aus HIV-1-negativem EDTA-Plasma
bestanden. Die positiven Panelproben wurden erstellt, indem das negative Plasma mit
kultiviertem Virus (HIV-1-Subtyp B) in Konzentrationen im linearen Bereich des Aptima HIV-1
Quant Dx Assays versetzt wurde.

Tabelle 17 zeigt die Reproduzierbarkeit und Prazision der Assayergebnisse fir jede positive
Panelprobe zwischen Standorten, zwischen Anwendern, zwischen Chargen, zwischen Tagen,
zwischen Laufen, innerhalb von Laufen und insgesamt. Unter Einbezug von ausschliellich
Proben mit Ergebnissen oberhalb der unteren Quantifizierungsgrenze (LLoQ) (Proben mit
Ergebnissen unterhalb der LLoQ wurden ausgeschlossen) betrug die Gesamt-SD

< 0,2 logyo Kopien/ml fur alle Panelproben. Unter Einbezug aller Proben mit nachweisbarer
HIV-1-RNA blieben die Gesamt-SD-Werte unverandert mit Ausnahme von Panelprobe 1, die
eine Gesamt-SD von 0,3 log,q Kopien/ml aufwies.

Die Ubereinstimmungswerte lagen fir alle HIV-1-positiven Panelproben bei 100 %. Fir die
HIV-1-negative Panelprobe wurden 108 Replikate getestet und in allen 108 Replikaten wurde
keine HIV-1-RNA nachgewiesen (negative Ubereinstimmung = 100 %, 95 % Score-KI: 96,6 %
bis 100 %).
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Tabelle 17: Reproduzierbarkeit und Prézision des Aptima HIV-1 Quant Dx Assays auf dem Panther System
in positiven Plasma-Panelproben

Zwischen Zwischen Zwischen Zwischen Zwischen Innerhalb eines Gesamt
Mittelwert Standorten Anwendern Chargen Tagen Laufen Laufes
Logqo
Kopien/ml
Panel- N2 SD % VK SD % VK SD % VK SD % VK SD % VK SD % VK SD % VK
107 1,71° 0,05 2,66 0,07 4,10 0,07 4,09 0,00 0,00 0,17 9,90 0,25 14,62 0,32 18,77
1
85¢ 1,84 0,07 3,51 0,00 0,00 0,02 0,97 0,00 0,00 0,06 3,07 0,17 8,98 0,19 10,17
2 108 2,94 0,08 2,74 0,00 0,00 0,00 0,00 0,04 1,49 0,00 0,00 0,11 3,69 0,14 4,83
3 108 3,84 0,07 1,75 0,00 0,00 0,00 0,00 0,04 0,95 0,04 0,98 0,06 1,62 0,11 2,75
4 108 4,94 0,08 1,52 0,00 0,00 0,03 0,57 0,03 0,50 0,05 1,01 0,06 1,18 0,11 2,30
5 108 5,71 0,07 1,26 0,00 0,00 0,01 0,22 0,05 0,85 0,04 0,77 0,07 1,23 0,12 2,11
6 1084 6,71 0,05 0,80 0,00 0,00 0,02 0,32 0,03 0,43 0,07 1,03 0,06 0,85 0,11 1,65

VK=Variationskoeffizient, SD=Standardabweichung

@ Anzahl der gliltigen Testergebnisse mit nachweisbarer HIV-1-RNA.

b Umfasst 22 Replikate, die als <1,47 log,, Kopien/ml gemeldet wurden. Diese Probe hat einen zugewiesenen Wert von
1,176 log4, Kopien/ml.

¢ Anzahl der giiltigen Ergebnisse innerhalb des linearen Bereichs des Assays.

dUmfasst ein Replikat, das als >7 log,, Kopien/ml gemeldet wurde. Diese Probe hat einen zugewiesenen Wert von
7,18 log,o Kopien/ml.

Hinweis: Die Variabilitdt von einigen Faktoren kann numerisch negativ sein. Das kann auftreten, wenn die durch diese
Faktoren bedingte Variabilitat sehr klein ist (weniger als 0,01). In diesen Féllen gelten SD und VK gleich 0.
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Reproduzierbarkeit in Serumproben

Die Reproduzierbarkeit des Aptima HIV-1 Quant Dx Assays in Serumproben wurde an drei
externen Standorten beurteilt. Zwei Anwender fiihrten den Test an jedem Standort durch.

Jeder Anwender fiihrte im Rahmen des Tests 5 Tage lang 1 Lauf pro Tag mit 1 Reagenzcharge
aus. Fir jeden Lauf gab es 3 Replikate jeder Panelprobe.

Die Reproduzierbarkeit wurde mit Panelproben getestet, die mit HIV-1-negativem Serum
vorbereitet wurden. Es wurden zwei positive Panelproben erstellt, indem die negative Serum-
Matrix mit drei- bis funffachen und zehnfachen LoD-Konzentrationen des kultivierten Virus
(HIV-1-Subtyp B) versetzt wurde.

Tabelle 18 zeigt die Reproduzierbarkeit und Prazision der Assayergebnisse fir jede positive
Panelprobe zwischen Standorten, zwischen Anwendern, zwischen Tagen, zwischen Laufen,
innerhalb von Laufen und insgesamt.

Die Ubereinstimmungswerte lagen fir alle HIV-1-positiven Panelproben bei 100 %. Fir die
HIV-1-negative Panelprobe wurden 90 Replikate getestet und in allen 89/90 Replikaten wurde
keine HIV-1-RNA nachgewiesen (negative Ubereinstimmung = 98,9 %, 95 % Score-Kl: 94,0 %
bis 99,8 %).

Tabelle 18: Reproduzierbarkeit und Prézision des Aptima HIV-1 Quant Dx Assays auf dem Panther System
in positiven Serum-Panelproben

Log,, Kopien/ Zwischen Zwischen Zwischen Zwischen Innerhalb Gesamt
mlim Standorten  Anwendern Tagen Laufen eines Laufes
Panel- N Durchschnitt "sp o, vk SD %VK SD %VK SD %VK SD %VK SD %VK
1 90 1,34 0,07 541 0,00 0,00 0,04 263 0,00 0,00 0,22 16,26 0,23 17,34
2 89 1,95 0,05 241 0,02 0,97 0,00 0,00 0,00 0,00 019 9,67 0,20 10,01

VK=log-normaler Variationskoeffizient, SD=Standardabweichung (log,, Kopien/ml).

Hinweis: Die Variabilitét von einigen Faktoren kann numerisch negativ sein. Dies kann auftreten, wenn die Variabilitét aufgrund
solcher Faktoren sehr gering ist. In diesen Féllen gelten SD und VK gleich 0,00.
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Klinische Leistungsdaten

Validierung der Viruslast-Quantifizierung

Die Quantifizierung von HIV-1-RNA wurde zwischen dem Aptima HIV-1 Quant Dx Assay und
einem Vergleichsassay verglichen. Die Studie umfasste Tests von klinischen EDTA-
Plasmaproben (frisch oder gefroren gelagert) und kiinstlichen Proben (mit kultiviertem Virus
versetzte, negative klinische Plasmaproben). Jede Probe wurde zweimal mit dem Aptima HIV-1
Quant Dx Assay und dem Vergleichsassay getestet. Die Tests mit dem Aptima HIV-1 Quant Dx
Assay wurden an drei externen Standorten durchgefihrt und an jedem Standort wurden drei
Reagenzien-Kit-Chargen verwendet; die Tests mit dem Vergleichsassay wurden in einem
externen Labor durchgefihrt.

Es wurden 628 zusammengehorige Probensets (innerhalb des linearen Bereichs beider Assays)
mit dem Aptima HIV-1 Quant Dx Assay und dem Vergleichsassay getestet, die aus den Proben
von 484 aufgenommenen Probanden und 144 kinstlichen Proben erstellt wurden. Abb. 8 zeigt
die Ergebnisse der Deming-Regression (y = -0,03 + 1,04x).
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4,5
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3,5

3,0

Aptima HIV-1 Quant Dx Assay (log,, Kopien/ml)
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Abb. 8. Korrelation zwischen dem Aptima HIV-1 Quant Dx Assay und einem Vergleichsassay
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Studien zur klinischen Spezifitat

Klinische Spezifitat bei HIV-1-negativen Proben

Zuvor eingefrorene HIV-1-negative EDTA-Plasmaproben, die freiwilligen Vollblutspendern
entnommen wurden, wurden mit dem Aptima HIV-1 Quant Dx Assay getestet. Die Tests wurden
mit drei Reagenzien-Kit-Chargen an drei externen Standorten durchgefiihrt. Die klinische
Spezifitat wurde als Prozentsatz der HIV-1-negativen Proben mit einem Ergebnis ,Nicht
nachgewiesen® berechnet. Sechshundert (600) HIV-1-negative Plasmaproben wurden getestet
und bei keiner der 600 Proben wurde HIV-1-RNA nachgewiesen. Die Spezifitat in negativen
Plasmaproben betrug 100 % (600/600, 95%-Score-Kl: 99,4 % bis 100 %).

Klinische Spezifitat bei einer Population mit niedrigem Risiko

Es wurden zuvor eingefrorene Proben von erstmaligen Blutspendern und Nicht-Blutspendern
mit niedrigem Risiko flr eine HIV-1-Infektion mit dem Aptima HIV-1 Quant Dx Assay getestet.
Die Tests wurden mit einer Reagenzien-Kit-Charge an einem externen Standort durchgefuhrt.
Die klinische Spezifitat wurde durch den Vergleich der Ergebnisse des Aptima HIV-1 Quant Dx
Assays mit NAT-Assayergebnissen berechnet.

Tabelle 19 zeigt die Spezifitdt des Aptima HIV-1 Quant Dx Assays bei einer Population mit
niedrigem Risiko nach Probentyp.

Tabelle 19: Klinische Spezifitdt des Aptima HIV-1 Quant Dx Assays bei einer Population mit niedrigem Risiko
nach Probentyp

Probentyp n TP FP TN FN Spezifitit in % (95 %-KI)?
Alle 911 4 3 902 2 99,7 (99,0, 99,9)
Serum 304 1 20 300 1 99,3 (97,6, 99,9)
Plasma 607 3 1 602 1 99,8 (99,1, 100)

KI = Konfidenzintervall, FN = falsch negativ, FP = falsch positiv, TN = echt negativ, TP = echt positiv.
@ Clopper-Pearson-KiI.

b1 von 2 Serumproben mit falsch-positiven Ergebnissen war beim Test mit einem HIV-1/HIV-2-Antigen/Antikérper-Kombinations-
Immunassay der 4. Generation positiv.

Studien zur klinischen Sensitivitat

Klinische Sensitivitat bei HIV-1-positiven Proben

Es wurden zuvor eingefrorene HIV-1-positive Proben mit dem Aptima HIV-1 Quant Dx Assay
getestet. Die Tests wurden mit zwei Reagenzien-Kit-Chargen an drei Standorten einschlief3lich
zwei externen Standorten durchgefiihrt.

Tabelle 20 zeigt die Sensitivitdt des Aptima HIV-1 Quant Dx Assays bei positiven Proben nach
Probentyp.

Tabelle 20: Klinische Sensitivitédt des Aptima HIV-1 Quant Dx Assays bei HIV-1-positiven Proben nach Probentyp

Probentyp n TP FN Sensitivitat in % (95 %-KI)?
Alle 1572 1565 7 99,6 (99,1, 99,8)
Serum 524 520 4 99,2 (98,1, 99,8)
Plasma 1048 1045 3 99,7 (99,2, 99,9)

KI=Konfidenzintervall, FN= falsch negativ, TP= echt positiv.
@ Clopper-Pearson-KI.

Aptima HIV-1 Quant Dx Assay 46 AW-28214-801 Rev. 002



Aptima® Klinische Leistungsdaten

Klinische Sensitivitat bei einer Population mit hohem Risiko

Es wurden prospektiv entnommene Proben von Personen mit hohem Risiko fiir eine HIV-1-
Infektion mit dem Aptima HIV-1 Quant Dx Assay getestet. Die Tests wurden mit einer
Reagenzien-Kit-Charge an drei Standorten einschliel3lich zwei externen Standorten durchgefiihrt.
Die klinische Sensitivitat wurde durch den Vergleich der Ergebnisse des Aptima HIV-1 Quant Dx
Assays mit NAT-Assayergebnissen berechnet.

Von den 498 beurteilbaren Proben waren 332 Plasmaproben und 166 waren Serumproben.
Die klinische Sensitivitat betrug 100 % (1/1, 95 %-KI: 20,7 % bis 100 %) in Serumproben.

Die Sensitivitdt konnte nicht mit Plasmaproben beurteilt werden, da keine Proben mit positiven
oder falsch-negativen Assayergebnissen beobachtet wurden.

Positivitat bei serodiskordanten Proben

Es wurden zuvor eingefrorene serodiskordante Proben (d. h. wiederholt reaktiv in einem ersten
HIV-Immunassay und unbestimmt oder negativ in einem erganzenden Immunassay), die
Blutspendern und Nicht-Blutspendern entnommen wurden, mit dem Aptima HIV-1 Quant Dx
Assay getestet. Von den 473 beurteilbaren Proben wurden 76 aus Serokonversionspanels
ausgewahlt. Die Tests wurden mit zwei Reagenzien-Kit-Chargen an einem internen Standort
durchgeflihrt. Die Positivitat wurde flr serodiskordante Proben berechnet, die mit dem Aptima
HIV-1 Quant Dx Assay getestet wurden.

Tabelle 21 zeigt die Positivitat des Aptima HIV-1 Quant Dx Assays bei serodiskordanten Proben
nach Probengruppe, ergdnzendem HIV-Testtyp und dem Ergebnis des erganzenden HIV-Tests.

Tabelle 21: Positivitdt des Aptima HIV-1 Quant Dx Assays in serodiskordanten Proben
Positivitat in % (n/N) 95 %-KI?

Erganzend Ergénzend Nicht Serokonversion Serokonversion
Testtyp Testergebnis Panelgruppe Panelgruppe
3.Gen 4. Gen 4. Gen
HIV-1/2-immunchromatographisch Negativ K.A. %%g/;:l)) ;?%glgg
HIV-1/2-immunchromatographisch Unbestimmt K.A. ;80791/3% ;80791/3%
HIV-112 schel Negatl A So@I 0@
HIV-1/2 schnell Unbestimmt K.A. 88_(&/.)2% K.A.
HIV-1 WB oder IFA Negativ Ogg‘l_/22959) ;?%ﬁ/gg 1882351/33)
HIV-1 WB oder A Unbestimmt 00128 1007 00 (0770

3. Gen=Immunassay der dritten Generation, 4. Gen=Immunassay der vierten Generation, Kl=Konfidenzintervall, IFA=Indirekter
Immunofluoreszenz-Assay, K.A.=keine Angabe, WB=Western blot.
aScore-Kl.
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