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Informacje ogéine Aptima®

Informacje ogodlne

Przeznaczenie

Test Aptimae® HIV-1 Quant Dx to test amplifikacji kwaséw nukleinowych in vitro do wykrywania
i ilosciowego oznaczania grup M, N i O RNA ludzkiego wirusa niedoboru odpornosci typu 1
(HIV-1) w catkowicie zautomatyzowanym systemie Panthere. Jest on przeznaczony do
stosowania jako pomoc w diagnostyce zakazenia HIV-1, jako potwierdzenie zakazenia HIV-1
oraz jako pomoc w postepowaniu klinicznym u pacjentéw zakazonych HIV-1.

Test Aptima HIV-1 Quant Dx moze by¢ stosowany jako pomoc w diagnostyce infekcji HIV-1,
w tym infekcji ostrej lub pierwotnej. Obecnos¢ HIV-1 RNA w osoczu lub surowicy pacjentéw
bez przeciwciat przeciwko HIV-1 wskazuje na ostre lub pierwotne zakazenie HIV-1. Test

Aptima HIV-1 Quant Dx moze by¢ stosowany jako test uzupetniajgcy dla probek, w przypadku
ktorych powtarzajg sie reakcje z zatwierdzonymi testami immunologicznymi HIV. Jesli prébka
jest reaktywna w tescie Aptima HIV-1 Quant Dx, oznacza to potwierdzenie zakazenia HIV-1.

Test Aptima HIV-1 Quant Dx moze by¢ rowniez stosowany w potgczeniu z obrazem klinicznym
i innymi markerami laboratoryjnymi do prognozowania choroby u os6b zakazonych HIV-1.
Test Aptima HIV-1 Quant Dx moze by¢ stosowany jako pomoc w monitorowaniu efektéw
leczenia antyretrowirusowego poprzez pomiar zmian w stezeniu RNA wirusa HIV-1 w osoczu.

Gdy test Aptima HIV-1 Quant Dx jest uzywany jako pomoc w diagnostyce zakazenia wirusem
HIV-1, skutecznos¢ dla wynikdw jakosciowych jest ustalona zaréwno dla probek osocza, jak i
surowicy.* W przypadku stosowania jako pomoc w monitorowaniu efektéw terapii
antyretrowirusowej, skutecznos¢ dla wynikéw ilosciowych jest ustalona tylko dla probek
osocza. Prébek surowicy nie mozna uzywac do uzyskiwania wynikow ilosciowych.

Ten test nie jest przeznaczony do stosowania w badaniach przesiewowych dawcow krwi lub
osocza.

Podsumowanie i objasnienie testu

Badania epidemiologiczne wykazaty, ze ludzki wirus niedoboru odpornosci typu 1 (HIV-1) jest
czynnikiem etiologicznym zespotu nabytego niedoboru odpornosci (AIDS) (1-7). Wirus HIV
moze by¢ przenoszony poprzez kontakty seksualne, narazenie na kontakt z zakazong krwig
lub produktami krwiopochodnymi lub poprzez przenoszenie z matki na dziecko (8). W ciggu
3 do 6 tygodni od ekspozycji na HIV, u os6b zakazonych zazwyczaj rozwija sie krotki, ostry
zespot charakteryzujgcy sie objawami grypopodobnymi i zwigzany z wysokim poziomem
wiremii we krwi obwodowej (9-12). U wiekszosci zakazonych oséb po tej wczesnej fazie
nastepuje odpowiedz immunologiczna charakterystyczna dla HIV i spadek wiremii w osoczu,
zwykle w ciggu 4 do 6 tygodni od wystgpienia objawéw (13-14). Po serokonwersji zakazone
osoby zazwyczaj wchodzg w stabilng klinicznie, bezobjawowg faze, ktéra moze trwaé przez
lata (15-17). Okres bezobjawowy charakteryzuje sie utrzymujgcym sie, niskim poziomem
wiremii w osoczu (18)i stopniowym ubytkiem limfocytow T CD4+. Takie zubozenie prowadzi
do ciezkiego niedoboru odpornosci, licznych infekcji oportunistycznych, nowotworéw
ztosliwych i smierci (19). Chociaz podczas bezobjawowej fazy zakazenia poziomy wirusa we
krwi obwodowej sg stosunkowo niskie, replikacja i usuwanie wirusa wydajg sie by¢
dynamicznymi procesami, w ktorych wysokie wskazniki produkcji wirusa i zakazenia komérek
CD4+ sg rownowazone przez rownie wysokie wskazniki usuwania wirusa, smierci
zakazonych komorek i uzupetniania komorek CD4+, co skutkuje wzglednie stabilnymi
poziomami, zarbwno wiremii w osoczu, jak i komérek CD4+ (20-22).
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llosciowe pomiary poziomu wirusa HIV we krwi obwodowej wykazaty, ze wyzszy poziom
wirusa moze by¢ skorelowany ze zwigkszonym ryzykiem klinicznej progresji choroby
zwigzanej z HIV oraz wykazaty, ze obnizenie poziomu wirusa w osoczu moze by¢ zwigzane
ze zmniejszonym ryzykiem progres;ji klinicznej (23-25). Poziomy wirusa we krwi obwodowej
mogg byc okreslone ilosciowo przez pomiar antygenu HIV p24 w surowicy, przez ilosciowag
hodowle HIV z osocza lub przez bezposredni pomiar wirusowego RNA w osoczu przy uzyciu
technologii amplifikacji kwasu nukleinowego lub amplifikacji sygnatu (26-30).

Obecnie wykrywanie zakazenia wirusem HIV-1 opiera sie gtdwnie na badaniu serologicznym
na obecnos¢ przeciwciat i/lub antygenu p24 metodg immunologiczng. US Centers for Disease
Control zaleca stosowanie testu na obecnos¢ przeciwciat i RNA w diagnostyce ostrych zakazen
HIV (31). Chociaz czutos¢ wykrywania przeciwciat HIV-1 i antygenu p24 ulegta poprawie,
nadal istnieje okno czasowe pomiedzy momentem zakazenia a momentem wykrycia przez
markery serologiczne. Okres ten zalezy od czutosci stosowanego testu serologicznego.
Jedno z oszacowan (32) sugeruje, ze testy na obecnos¢ antygenu/przeciwciat p24 czwartej
generacji mogg wykry¢ zakazenie, gdy stezenie RNA wirusa HIV-1 osiggnie 14 000 kopii/mL.
Granica wykrywalnosci testu Aptima HIV-1 Quant Dx jest znacznie nizsza niz 14 000 kopii/mL i
moze wykry¢ obecnos¢ wirusa HIV-1 wczesniej niz testy immunologiczne HIV.

Techniki molekularne, takie jak amplifikacja z mediacjg transkrypcji (TMA®technology), byty
szeroko stosowane do amplifikacji kwasoéw nukleinowych (31). TMA wykorzystuje
wychwytywanie specyficznych czgstek szukanych i izotermiczng amplifikacje do wykrywania
kwaséw nukleinowych w wielu zakaznych patogenach (32).

Test Aptima HIV-1 Quant Dx, poprzez TMA, wykorzystuje wiele dtugich starteréw, ktore
celujg w kilka regiondw genomu wirusa HIV-1 w celu skompensowania wysokiego wskaznika
mutacji i wielu potencjalnych mutacji w regionie wyszukiwania.

Zasady procedury

Test Aptima HIV-1 Quant Dx mozna podzieli¢ na trzy podstawowe etapy, przy czym wszystkie
odbywajg sie w pojedynczej probéwce w aparacie Panther System: wychwyt czgsteczek
szukanych, amplifikacja czgsteczek szukanych metodg amplifikacji z mediacjg transkrypcji
(TMA) oraz detekcja produktow amplifikacji (amplikondw) wyznakowanymi fluorescencyjnie
sondami (typu torch).

Podczas wychwytywania czgsteczek szukanych, wirusowe kwasy nukleinowe sg izolowane z
prébek. Prébka jest poddawana dziataniu detergentu w celu solubilizacji otoczki wirusowej,
denaturacji biatek i uwolnienia genomowego RNA wirusa. Oligonukleotydy wychwytujgce
hybrydyzujg do wysoce konserwatywnych regiondw genomu wirusa HIV-1, jesli sg one
obecne w badanej prébce. Po hybrydyzacji czgsteczka szukana jest wychwytywana przez
mikroczgstki magnetyczne, ktére nastepnie sg oddzielane od probki w polu magnetycznym.
W celu usuniecia zbednych sktadnikéw z probowki reakcyjnej wykonywane sg etapy ptukania.

Amplifikacja czgsteczek szukanych jest wykonywana metodg TMA. Jest to metoda amplifikaciji
kwasow nukleinowych z mediacjg transkrypcji, w ktorej wykorzystywane sg dwa enzymy —
odwrotna transkryptaza wirusa biataczki mysiej Moloneya (MMLV) oraz polimeraza RNA
bakteriofaga T7. Odwrotna transkryptaza jest wykorzystywana do produkcji kopii DNA
(zawierajgcej sekwencje promotora dla polimerazy RNA bakteriofaga T7) sekwencji szukane.
Polimeraza RNA bakteriofaga T7 produkuje liczne kopie amplikonu RNA na podstawie
matrycy kopii DNA. Test Aptima HIV-1 Quant Dx wykorzystuje metode TMA do amplifikaciji
dwodch regiondw RNA wirusa HIV-1 (pol i LTR). Amplifikacja tych specyficznych regionéw jest
osiggana przy uzyciu specyficznych starteréw, ktére sg zaprojektowane do amplifikacji grup
M, N i O wirusa HIV-1. Konstrukcja starteréw i podejscie dwucelowe zapewniajg dokfadne
wykrywanie i oznaczanie ilosciowe wirusa HIV-1.
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Detekcja nastepuje dzieki zastosowaniu sond jednoniciowego kwasu nukleinowego, ktére sg
obecne w czasie amplifikacji czastki szukanej i ulegajg swoistej hybrydyzacji z amplikonem w
czasie rzeczywistym. Kazda sonda typu torch skfada sie z fluoroforu i wygaszacza. Gdy
sonda typu torch nie hybrydyzuje do amplikonu, wygaszacz znajduje sie w poblizu fluoroforu
i thumi fluorescencje. Gdy sonda wigze sie z amplikonem, wygaszacz jest odsuwany dalej od
fluoroforu i po wzbudzeniu przez Zrodto swiatta emituje sygnat o swoistej dtugosci fali. Gdy
wiecej sond typu torch hybrydyzuje do amplikonu, generowany jest wyzszy sygnat
fluorescencyjny. Czas potrzebny do osiggniecia przez sygnat fluorescencyjny okreslonego
progu jest proporcjonalny do wyjsciowego stezenia wirusa HIV-1. Kazda reakcja posiada
wewnetrzny kalibrator / kontrole wewnetrzng (IC), ktéra kontroluje zmiany w przetwarzaniu
probki, amplifikacji i wykrywaniu. Stezenie prébki jest okreslane przez oprogramowanie
Panther System przy uzyciu sygnatéw wirusa HIV-1 i IC dla kazdej reakcji i poréwnanie ich z
informacjami o kalibracji.

Ostrzezenia i srodki ostroznosci
A. Do diagnostyki in vitro.

B. Wylgcznie do uzycia przez profesjonalistow.

C. Aby zmniejszy¢ ryzyko uzyskania niewaznych wynikow, przed wykonaniem tego testu
nalezy uwaznie przeczytacC catg ulotke zatgczong do opakowania oraz Instrukcje obstugi
Panthers/Panther Fusion® System.

Kwestie zwigzane z laboratorium

@ D. PRZESTROGA: Kontrole dla tego testu zawierajg ludzkie osocze. Osocze jest ujemne w
kierunku antygenu powierzchniowego zapalenia watroby typu B (HBsAg), przeciwciat
HCV, przeciwciat HIV-1 i HIV-2 oraz antygenu HIV podczas testowania zgodnie z
procedurami zatwierdzonymi przez US Food and Drug Administration. Ponadto, osocze
jest niereaktywne dla RNA wirusa HCV i RNA wirusa HIV-1 podczas testowania
licencjonowanymi testami kwaséw nukleinowych z wykorzystaniem pul probek. Wszystkie
materiaty pochodzgce z krwi ludzkiej powinny by¢ uwazane za potencjalnie zakazne i
powinny by¢ traktowane z zastosowaniem uniwersalnych $rodkéw ostroznosci (35-37).

E. Procedure te powinien wykonywa¢ wytgcznie personel odpowiednio przeszkolony w
zakresie stosowania testu Aptima HIV-1 Quant Dx oraz postepowania z materiatami
potencjalnie zakaznymi. Jesli dojdzie do rozlania, natychmiast zdezynfekowaé¢ zgodnie z
odpowiednimi procedurami w miejscu pracy.

Stosowac wylgcznie dostarczone lub okreslone jednorazowe wyposazenie laboratoryjne.

G. Przestrzegac¢ rutynowych srodkéw ostroznosci stosowanych w laboratorium. Nie
pipetowac ustami. Nie jes¢, nie pi¢ i nie pali¢ w wyznaczonych obszarach pracy. W
czasie pracy z probkami i odczynnikami zestawu nosi¢ jednorazowe rekawiczki
bezpudrowe, ostone oczu oraz odziez laboratoryjng. Doktadnie umy¢ rece po pracy z
probkami i odczynnikami zestawu.

H. Powierzchnie robocze, pipety i inne wyposazenie nalezy regularnie odkazaé, stosujgc
roztwér podchlorynu sodu w stezeniu od 2,5% do 3,5% (od 0,35 M do 0,5 M).
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Usuna¢ wszystkie materiaty, ktére miaty kontakt z prébkami i odczynnikami, zgodnie z
lokalnymi, stanowymi i federalnymi przepisami (35-38). Doktadnie oczyScic i
zdezynfekowaé wszystkie powierzchnie robocze.

Kontrole zawierajg azydek sodu jako srodek konserwujgcy. Nie nalezy uzywaé metalowych
przewoddéw rurowych do przenoszenia odczynnikow. Jezeli roztwory zawierajgce zwigzki
azydku sodu sg usuwane do instalacji wodociggowej, nalezy je rozciehczyC i sptukac
duzg iloscig biezgcej wody. Te srodki ostroznosci sg zalecane w celu unikniecia
gromadzenia sie osadéw w metalowych przewodach rurowych, w ktérych mogtyby
powsta¢ warunki wybuchowe.

Dobre standardowe praktyki dla laboratoriéw molekularnych obejmujg monitorowanie

srodowiska. Aby monitorowa¢ $rodowisko laboratorium, sugeruje sie nastepujgcg procedure.

1. Przygotowaé wymazdéwke z korncowkg bawetniang i dotgczy¢ do probdwki do porcjowania
prébek Aptima (SAT).

2. Odpowiednio oznakowac¢ kazdg SAT.

3. Napetni¢ kazdg SAT 1 mL rozcienczalnika do prébek Aptima.

4. Aby pobra¢ probki powierzchniowe, nalezy lekko zwilzy¢ wymazdwke wolng od
nukleaz dejonizowang woda.

5. Wymazaé powierzchnie zainteresowania, wykonujgc pionowe ruchy z gory na dot.
Obroci¢ wymazoéwke o okoto pét obrotu podczas wymazywania miejsca.

6. Natychmiast umiesci¢ probke wymazu w probowce i delikatnie odwirowa¢ wymazowke
w rozcienczalniku w celu wyodrebnienia potencjalnych materiatow wymazowych.
Przycisng¢ wymazowke do boku probdowki transportowej, aby wydoby¢ jak najwiecej
ptynu. Wyrzuci¢ wymazdéwke i zakreci¢ probowke.

7. Powtérzy¢ czynnosci dla pozostatych prébek wymazu.

8. Zbada¢ wymaz przy pomocy testu molekularnego.

Kwestie dotyczace probek

L. Probki mogg by¢ zakazne. W czasie wykonywania tego testu przestrzega¢ ogolnych

srodkéw ostroznosci (35-37). Whasciwg prace oraz metody usuwania nalezy okresli¢ na
podstawie lokalnych przepisow (38). Test ten powinien wykonywac jedynie personel
odpowiednio przeszkolony w zakresie stosowania testu Aptima HIV-1 Quant Dx oraz w
zakresie pracy z materiatami zakaznymi.

Oceniono tylko osocze z antykoagulantami EDTA i ACD.

N. W trakcie transportu probek zapewni¢ prawidtowe warunki przechowywania, pozwoli to

zachowac¢ ich prawidtowy stan. Nie oceniono stabilnosci prébek w warunkach transportu
innych niz zalecane.

W czasie etapow pracy z probkami unika¢ zanieczyszczenia krzyzowego. Zachowaé
szczegoblng ostroznoscé, aby unikng¢ kontaminacji poprzez rozprzestrzenienie sie aerozolu
w czasie luzowania lub zdejmowania zakretek z probek. W probkach moze wystepowaé
niezwykle wysokie stezenie mikroorganizmow. Nalezy dopilnowaé, aby pojemniki na
prébki nie stykaty sie ze sobg, a zuzyte materiaty wyrzuci¢ bez przesuwania ich nad
jakimikolwiek otwartymi pojemnikami. Zmieni¢ rekawiczki, jezeli miaty kontakt z prébka.
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Kwestie dotyczace testu

P.

Wyniki ilosciowe testu Aptima HIV-1 Quant Dx zostaty ocenione dla osocza z EDTA i
ACD. Surowicy nie mozna uzywa¢ do uzyskiwania wynikéw ilosciowych. Wyniki
jakosciowe zostaty ocenione zaréwno dla osocza, jak i dla surowicy.

Nie uzywaé zestawu odczynnikéw, kalibratora lub kontroli po uptywie ich terminu
wazno$ci.

Nie wymienia¢, nie miesza¢ ani nie tgczy¢é odczynnikéw analitycznych pochodzacych z
zestawow o réznych numerach serii gtéwnej. Ptyny do testu mogg pochodzi¢ z partii o
réznych numerach. Kontrole i kalibrator mogg pochodzi¢ z partii o r6znych numerach.

Unika¢ kontaminacji odczynnikéw przez drobnoustroje i nukleazy.

Wszystkie odczynniki analityczne nalezy przechowywac¢ zamkniete i w okre$lonych
temperaturach. W przypadku uzycia odczynnikéw analitycznych przechowywanych w
niewtasciwych warunkach skutecznos¢ testu moze ulec zmianie. Zobacz Wymagania
dotyczgce przechowywania odczynnikow i postepowania z nimi oraz Procedura testu w
Panther System, aby uzyskac wiecej informac;ji.

Nie tgczy¢ odczynnikow analitycznych ani ptynéw bez konkretnej instrukcji. Nie wolno
dopetniac butelek z odczynnikami lub ptynami. Aparat Panther System weryfikuje poziom
odczynnikow.

Niektore odczynniki w tym zestawie sg opatrzone informacjami o zagrozeniach.

Uwaga: Stosowane informacje dotyczgce zagrozen sgq okre$lone przez klasyfikacje kart
charakterystyki substancji (Safety Data Sheets, SDS) obowigzujgce w UE. Informacje
dotyczgce zagrozen wystepujgcych w konkretnym regionie opisano w kartach SDS
wlaSciwych dla regiondw. Dokumenty te znajdujg sie w bibliotece kart charakterystyki pod
adresem www.hologicsds.com. Wiecej informacji na temat symboli zawiera legenda
symboli dostepna pod adresem www.hologic.com/package-inserts.

Informacje o zagrozeniach zgodne z wymogami UE

Amplification Reagent
Chlorek magnezu 60-65%

H412 - Dziata szkodliwie na organizmy wodne, powodujgc dtugotrwate skutki.
P273 - Unika¢ uwolnienia do $rodowiska.
P501 - Zawarto$¢/pojemnik usuwaé do zatwierdzonego zaktadu utylizacji odpaddw.

Enzyme Reagent
HEPES 1-5%
Triton X-100 1 — 5%

H412 - Dziata szkodliwie na organizmy wodne, powodujgc dtugotrwate skutki.
P273 - Unika¢ uwolnienia do srodowiska.
P501 - Zawarto$¢/pojemnik usuwaé do zatwierdzonego zaktadu utylizacji odpaddw.
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Enzyme Reconstitution Solution
Glicerol 20-25%

Triton X-100 5 — 10%

HEPES 1-5%

H412 - Dziata szkodliwie na organizmy wodne, powodujgc dtugotrwate skutki.
P273 - Unika¢ uwolnienia do $rodowiska.
P501 - Zawartos¢/pojemnik usuwaé do zatwierdzonego zaktadu utylizacji odpadow.

Promoter Reagent
Chlorek magnezu 60-65%

H412 - Dziata szkodliwie na organizmy wodne, powodujgc dtugotrwate skutki.
P273 - Unika¢ uwolnienia do srodowiska.
P501 - Zawarto$¢/pojemnik usuwaé do zatwierdzonego zaktadu utylizacji odpaddw.

Target Capture Reagent

HEPES 15-20%

Sal litowa siarczanu laurylowego 5-10%
Wodorotlenek litu, monohydrat 1-5%
Kwas bursztynowy 1 - 5%

H412 - Dziata szkodliwie na organizmy wodne, powodujgc dtugotrwate skutki.
P273 - Unika¢ uwolnienia do $rodowiska.
P501 - Zawartos¢/pojemnik usuwaé do zatwierdzonego zaktadu utylizacji odpadow.

HIV VL Kit Controls
Surowica ludzka / ludzkie osocze 95-100%
Azydek sodu < 1%

H412 - Dziata szkodliwie na organizmy wodne, powodujgc dtugotrwate skutki.
P273 - Unika¢ uwolnienia do $srodowiska.
P501 - Zawarto$¢/pojemnik usuwaé do zatwierdzonego zaktadu utylizacji odpadéw.

HIV VL Kit Calibrators

Sal litowa siarczanu laurylowego 0-10%
Kwas bursztynowy 0 - 10%

H412 - Dziata szkodliwie na organizmy wodne, powodujgc dtugotrwate skutki.
P273 - Unika¢ uwolnienia do $rodowiska.
P501 - Zawarto$¢/pojemnik usuwaé do zatwierdzonego zaktadu utylizacji odpaddw.
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Informacje ogéine Aptima®

Wymagania dotyczace przechowywania odczynnikoéw i postepowania z nimi

A. W ponizszej tabeli przedstawiono warunki przechowywania i stabilno$¢ odczynnikéw,

kontroli i kalibratora.

Zestaw po otwarciu (po przygotowaniu

Przechowywanie odczynnikéw)

Odczynnik nieotwartych
odczynnikéow

Przechowywanie Stabilnos¢
Odczynnik amplifikacji qHIV-1 2°Cdo 8°C
Roztwér do przygotowania odczynnika 2°C do 8°C 2Cdo8 C 30 dni®
amplifikacji gHIV-1
Odczynnik enzymatyczny qHIV-1 2°Cdo 8°C
Roztwér do przygotowania 2°C do 8°C 2Cdo8 C 30 dni®
odczynnikéw enzymatycznych qHIV-1
Odczynnik promotor gHIV-1 2°C do 8°C
Roztwér do przygotowania odczynnika 2°C do 8°C 2Cdo8 C 30 dni®
promotora qHIV-1
Odczynnik do wychwytywania 2°C do 8°C 2Cdo8 C 30 dni®

czgsteczek szukanych gHIV-1

KONTROLA NC — (Kontrola ujemna) Fiolka jednorazowego uzytku

-15°C do -35°C 15°C do 30°C PR .
gHIV-1 Zuzy¢ w ciggu 20 godzin
KONTROLA LPC + (Kontrola 15°C do -35°C 15°C do 30°C Fiolka jednorazowego uzytku
niskododatnia) qHIV-1 Zuzyé w ciggu 20 godzin
KONTROLA HPC + (Kontrola -15°C do -35°C 15°C do 30°C Fiolka jednorazowego uzytku
wysokododatnia) gHIV-1 Zuzy¢ w ciggu 20 godzin

Fiolka jednorazowego uzytku
PCAL (Kalibrator dodatni) gHIV-1 -15°C do -35°C 15°C do 30°C ] 9o uzy

Zuzy¢ w ciggu 20 godzin

@ Po wyjeciu odczynnikow z aparatu Panther System nalezy je niezwtocznie przenie$¢ do miejsca o odpowiedniej
temperaturze przechowywania.

Wyrzucié pozostatosci odczynnikdw po przygotowaniu, ktérych nie wykorzystano, oraz
odczynnik do wychwytywania czgstek szukanych (TCR) po 30 dniach lub po uptywie daty
waznosci serii gtdwnej, w zaleznosci od tego, co nastgpi wczesniej.

Odczynniki przechowywane w aparacie Panther System charakteryzujg sie stabilnoscig
wewnetrzng wynoszacg 72 godzin. Odczynniki mozna tadowa¢ do Panther System do
5 razy. Panther System rejestruje kazde zatadowanie odczynnikéw.

Po rozmrozeniu kalibratora roztwor musi by¢ klarowny, tzn. nie moze by¢ metny ani nie
mogg sie w nim wytrgcac¢ osady.

Odczynnik promotora i przygotowany odczynnik promotora sg wrazliwe na swiatto. Te
odczynniki nalezy chroni¢ przed $Swiattem w trakcie przechowywania i przygotowania do
stosowania.
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Aptima° Informacje ogéine

Pobieranie i przechowywanie probek

Uwaga: Z wszystkimi probkami nalezy obchodzi¢ sig tak, jak gdyby zawieraty czynniki
potencjalnie zakazne. Przestrzegac¢ uniwersalnych srodkow ostroznosci.

Uwaga: Nalezy dopilnowac, aby w czasie etapow pracy z probkami unika¢ zanieczyszczenia
krzyzowego. Nalezy na przyktad wyrzucac zuzyty materiat bez przemieszczania go nad
otwartymi probowkami.

Uwaga: Do przechowywania zalecane sg wylgcznie plastikowe probowki wtérne.
Mozna uzy¢ probek krwi petnej zebranych w ponizszych szklanych lub plastikowych probéwkach:

Dla pomiarow ilosciowych:
* Probdéwki zawierajgce antykoagulanty EDTA lub ACD (Acid Citrate Dextrose) lub
* Probdéwki do przygotowania osocza (PPT).
Do oznaczen jakosciowych:
* Probdéwki zawierajgce antykoagulanty EDTA lub ACD, lub
* PPT, lub
* Probdéwki z surowicg, lub
* Probéwki do separacji surowicy (SST).

W przypadku surowicy, nalezy pozwoli¢ na utworzenie sie skrzepu przed dalszg obrobka.

A. Pobieranie probek

Krew petna moze byé przechowywana w temperaturze od 2°C do 30°C i musi by¢
odwirowana w ciggu 24 godzin od pobrania probki. Oddzieli¢ osocze lub surowice od
granulowanych krwinek czerwonych, postepujgc zgodnie z instrukcjami producenta
uzywanej probéwki. Osocze lub surowica mogg by¢ badane w Panther System w
proboéwce pierwotnej lub przeniesione do probowki dodatkowej, takiej jak probowka do
porcjowania probek Aptima. Aby uzyskac¢ objetos¢ reakcji 500 uL, minimalna objeto$é
osocza lub surowicy w pierwotnych probéwkach do pobierania probek wynosi do 1200 pL,
a w przypadku probéwek dodatkowych minimalna objeto$¢ wynosi 700 pL. W ponizszej
tabeli okreslono wymagania dotyczgce objetosci martwej dla kazdego typu probdwki
gtownej i dodatkowej.

Proboéwka (rozmiar i typ) Objetos¢ martwa w Panther System
Probowka:;i&oar?ng_la};na prébek 0.2mL
12X75 mm 0,5mL
13x100 mm 0,5mL
13x100 mm z zelem 0,3 mL
16x100 mm z zelem 0,7 mL

Jezeli nie sg testowane natychmiast, osocze i surowica mogg by¢ przechowywane zgodnie
Z ponizszymi specyfikacjami. Jesli osocze zostanie przeniesione do dodatkowej probdwki,
mozna je zamrozi¢ w temperaturze od -20°C do -70°C, a surowice mozna zamrozi¢ w
temperaturze -20°C. Nie nalezy przekraczac trzech cykli zamrazania i rozmrazania, aby
unikng¢ wptywu na wynik. Nie zamrazac probek w roztworach EDTA, ACD lub w
pierwotnych probowkach do pobierania surowicy.
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Informacje ogéine Aptima®

B. Warunki przechowywania probek
1. Prébki osocza w EDTA i ACD

Przez okres do 24 godzin po pobraniu probki, probéwki zawierajgce odwirowane
osocze mogg by¢ przechowywane w temperaturze od 2°C do 30°C (Rysunek 1,
goérna ramka). Po 24 godzinach osocze mozna przechowywac przez dtuzszy okres w
jednym z nastepujgcych warunkéw (Rysunek 1, dolne ramki):

» W pierwotnej probéwce do pobierania w temperaturze od 2°C do 8°C przez
okres do 3 dni,

* W probéwce dodatkowej w temperaturze od 2°C do 8°C przez okres do 5 dni, lub
* W probéwce dodatkowej w temperaturze -20°C lub -70°C do 90 dni.

Giéwna

30°C
2°C

< 24 godziny po pobraniu

y
Gtoéwna Dodatkowa Dodatkowa
/ﬁ/yc /ﬂ/wc /ﬂ/-w“c s
o LUB B
20 20 -35°C e /ﬂ[
< 3 dni <5 dni < 90 dni

Rysunek 1. Warunki przechowywania probéwek z EDTA/ACD
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Aptimae

Informacje ogdlne

2. Prébki w probéwkach PPT

Przez okres do 24 godzin po pobraniu prébki, probéwki PPT zawierajgce odwirowane
osocze mogg by¢ przechowywane w temperaturze od 2°C do 30°C (Rysunek 2,

goérna ramka). Po 24 godzinach osocze mozna przechowywac przez dtuzszy okres w
jednym z nastepujgcych warunkéw (Rysunek 2, dolne ramki):

* W proboéwce PPT w temperaturze od 2°C do 8°C przez okres do 3 dni,
* W probéwce dodatkowej w temperaturze od 2°C do 8°C przez okres do 5 dni, lub
* W proboéwce PPT lub dodatkowej w temperaturze -20°C lub -70°C do 90 dni.

Gtéwna

30°C
2°C *

< 24 godziny po pobraniu

Giéwna

8°C
2°C

<3 dni

Dodatkowa

8°C
2°C

<5dni

Gtoéwna lub Dodatkowa

-15°C -65°C
-35°C -85°C

<90 dni

Rysunek 2. Warunki przechowywania dla probéwek PPT
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Aptima°

3. Prébki w probéwkach z surowicg

Przez okres do 24 godzin po pobraniu probki, probéwki zawierajace odwirowang
surowice mogg by¢ przechowywane w temperaturze od 2°C do 30°C (Rysunek 3,
goérna ramka). Po 24 godzinach surowice mozna przechowywac¢ przez dtuzszy okres

w jednym z nastepujgcych warunkéw (Rysunek 3, dolne ramki):

* W probéwce do surowicy w temperaturze od 2°C do 8°C przez okres do 5 dni,
* W probéwce dodatkowej w temperaturze od 2°C do 8°C przez okres do 5 dni, lub

* W probéwce dodatkowej w temperaturze -20°C do 7 dni.

Surowica

30°C
2°C *

< 24 godziny po pobraniu

Probéwka gtéwna

8°C
2°C

<5 dni

Probéwka dodatkowa

/ﬂ/ "
2°C

< 5dni

Probéwka dodatkowa

/ﬂf -15°C
-35°C

<7 dni

Rysunek 3. Warunki przechowywania proboéwek z surowicg
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4. Probki w probowkach SST

Przez okres do 24 godzin po pobraniu prébki, probéwki SST zawierajgce odwirowang
surowice mogg by¢ przechowywane w temperaturze od 2°C do 30°C (Rysunek 4,
goérna ramka). Po 24 godzinach surowice mozna przechowywac przez dtuzszy okres
w jednym z nastepujgcych warunkéw (Rysunek 4, dolne ramki):

* W proboéwce SST w temperaturze od 2°C do 8°C przez okres do 5 dni,
* W probéwce dodatkowej w temperaturze od 2°C do 8°C przez okres do 5 dni, lub
* W probéwce dodatkowej lub SST w temperaturze -20°C do 7 dni.

Gléwna

30°C
2°C *

< 24 godziny po pobraniu

Gtéwna Dodatkowa Glowna vagy Dodatkowa
8°C 8°C J/ -15°C
2°C /ﬂ[ 2°C /ﬁ[ -35°C
< 3 dni <5 dni <7 dni

Rysunek 4. Warunki przechowywania SST

C. Rozciehczanie prébek osocza
Prébka osocza moze zostaé rozcienczona w probowce SAT lub dodatkowej w celu
wykonania testu w Panther System. Patrz Procedura testu w Panther System, etap E.5
ponizej, aby uzyska¢ wiecej informaciji.
Uwaga: Jezeli probka zostanie rozciericzona, powinna by¢ badana natychmiast po rozciericzeniu. Nie nalezy
zamrazac rozciericzonej probki.

/N Rozciericzenie prébek osocza moze byc stosowane tylko do wynikéw ilo§ciowych. Nie nalezy
rozcienczac probek osocza w celu uzyskania wynikéw diagnostycznych.

Prébki w Panther System

Probki mozna pozostawia¢ w Panther System bez zamkniecia na okres do maks. 8 godzin.
Prébki mozna wyjgé z Panther System i podda¢ badaniu, o ile catkowity czas przebywania w
systemie nie przekracza 8 godzin przed pipetowaniem prébki przez Panther System.

Transport préobek

Zachowac warunki przechowywania prébek zgodnie z opisem w Pobieranie i przechowywanie
probek.

Uwaga: Probki nalezy przesyta¢ zgodnie z odpowiednimi krajowymi, miedzynarodowymi i regionalnymi
przepisami transportowymi.
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Panther® System

Aptima°

Panthere System

Odczynniki przeznaczone do testu Aptima HIV-1 Quant Dx wymieniono ponizej dla aparatu
Panther System. Obok nazwy odczynnika wymieniono takze symbole identyfikujgce odczynniki.

Dostarczone odczynniki i materiaty

Zestaw testéw Aptima HIV-1 Quant Dx, 100 testow, kat. nr PRD-03000 (1 pudetko testow,
1 zestaw kalibratoréow i 1 zestaw kontroli)
Dodatkowe kalibratory i kontrole mozna zamawiac¢ oddzielnie. Patrz odpowiednie numery
katalogowe ponizej.

Pudetko z testami Aptima HIV-1 Quant Dx
(po odbiorze przechowywaé w temperaturze od 2°C do 8°C)

Symbol Element Liczba sztuk
A Odczynnik amplifikacji qHIV-1 1 fiolka
Liofilizowane, niezakazne kwasy nukleinowe w roztworze buforowanym.
E Odczynnik enzymatyczny qHIV-1
Liofilizowana odwrotna transkryptaza i polimeraza RNA w roztworze 1 fiolka
buforowanym HEPES.
PRO Odczynnik promotor qHIV-1 1 fiolka
Liofilizowane, niezakazne kwasy nukleinowe w roztworze buforowanym.
AR Roztwor do przygotowania odczynnika amplifikacji qHIV-1 1x72mL
Wodny roztwér zawierajgcy glicerol i Srodki konserwujgce. ’
ER Roztwér do przygotowania odczynnikéw enzymatycznych qHIV-1
Roztwér buforowany HEPES zawierajgcy $rodek powierzchniowo 1x5,8mL
czynny i glicerol.
PROR Roztwér do przygotowania odczynnika promotora qHIV-1 %45 mL
Wodny roztwér zawierajgcy glicerol i Srodki konserwujgce. ’
TCR Odczynnik do wychwytywania czasteczek szukanych qHIV-1
Kwasy nukleinowe w buforowanym roztworze soli z fazg statg, 1x72,0mL
niezakazne kwasy nukleinowe oraz kalibrator wewnetrzny.
Kotnierze do przygotowania odczynnikéw 3
Karta z kodami kreskowymi partii gtéwnych 1 karta
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Panther® System

Zestaw kalibratorow Aptima HIV-1 Quant Dx (kat. nr PRD-03001)
(po odbiorze przechowywaé w temperaturze od -15°C do -35°C)

Symbol

Element

Liczba sztuk

PCAL

Kalibrator dodatni qHIV-1
Transkrypt w roztworze buforowanym.

5x2,5mL

Etykieta z kodem kreskowym kalibratora

Zestaw kontroli Aptima HIV-1 Quant Dx (kat. nr PRD-03002)
(po odbiorze przechowywac w temperaturze od -15°C do -35°C)

Symbol

Element

Liczba sztuk

NC

Kontrola ujemna qHIV-1
HIV-1-ujemne defibrynowane osocze ludzkie zawierajgce gentamycyne i
0,2% azydku sodu jako $rodki konserwujgce.

5x1,5mL

LPC

Kontrola niskododatnia qHIV-1

Niezakazna kontrola wewnetrzna Armored RNA pod katem wirusa HIV-1
w defibrynowanym osoczu ludzkim zawierajgcym gentamycyne i 0,2%
azydku sodu jako Srodki konserwujgce.

5x1,5mL

HPC

Kontrola wysokododatnia qHIV-1

Niezakazna kontrola wewnetrzna Armored RNA pod kagtem wirusa HIV-1
w defibrynowanym osoczu ludzkim zawierajgcym gentamycyne i 0,2%
azydku sodu jako Srodki konserwujgce.

5x1,5mL

Etykieta z kodem kreskowym kontroli
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Panther® System Aptima°

Materialy wymagane, ale dostepne osobno

Uwaga: Materiaty dostarczane przez Hologic sq zaopatrzone w numery katalogowe, chyba Zze podano inaczej.

Materiat Kat. Nr
Panthere System 303095
Panther Fusion® System PRD-04172
Panther® System, Continuous Fluid and Waste (Panther Plus) PRD-06067
Zestaw kontroli Aptima® HIV-1 Quant Dx PRD-03002
Zestaw kalibratorow Aptima® HIV-1 Quant Dx PRD-03001

Zestaw wstepny Panther do testow w czasie rzeczywistym (tylko do testéw w PRD-03455 (5000 testow)
czasie rzeczywistym)

Zestaw ptynéw do testu Aptima® (znany takze jako zestaw uniwersalnych ptynéw) 303014 (1000 testéw)
zawiera roztwor do ptukania Aptima®, bufor do ptynu dezaktywujgcego Aptima® oraz
Odczynnik olejowy Aptima®

Zestawy wieloprobéwkowe (MTU) 104772-02
Zestaw torby na odpady Panther 902731
Ostfona pojemnika na odpady Panther 504405
Albo zestaw wstepny do aparatu Panther System 303096 (5000 testow)

(w przypadku wykonywania testow TMA nie w czasie rzeczywistym réwnolegle z testami
TMA w czasie rzeczywistym) zawiera MTU, torby na odpady, ostony pojemnikéw na
odpady, ptyny Auto Detect i ptyny do testu

Koncowki, 1000 ul, z filtrami, z detekcjg cieczy, przewodzace, jednorazowego uzytku 901121 (10612513 Tecan)

Nie wszystkie produkty sg dostepne we wszystkich regionach. W celu uzyskania informacji 903031 (10612513 Tecan)
na temat dostgpnosci produktu w wybranym regionie nalezy skontaktowac sie z MME-04134 (30180117 Tecan)
odpowiednim przedstawicielem. MME-04128

Wybielacz, roztwér podchlorynu sodu w stezeniu od 5% do 8,25% (od 0,7 M —
do 1,16 M)

Rekawiczki jednorazowe, bezpudrowe —
Zamienne zakretki nieprzepuszczalne 103036A

Zakretki zamienne na odczynniki

Butelki do przygotowania odczynnikéw amplifikacji,
enzymatycznego i promotora CL0041 (100 zakretek)
Butelka TCR CL0040 (100 zakretek)

Wzmocnione plastikiem ostony stotu laboratoryjnego —
Sciereczki bezpytowe —
Pipetor _
Koncowki _
Pierwotne probowki do pobierania prébek (ACD, EDTA, PPT, SST, Surowica)
w opcjach: —
13 mm x 100 mm —

13 mm x 75 mm —
16 mm x 100 mm

Wiréwka —

Wstrzgsarka —
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Aptima° Panther® System

Materialy opcjonalne

Materiat Kat. Nr

Probdéwki dodatkowe w opcjach:
12 mm x 75 mm —
13 mm x 100 mm
16 mm x 100 mm

Probéwki do porcjowania probek Aptima® (SAT) (opakowanie 100 szt.) FAB-18184
Zakretki probowek transportowych (opakowanie 100 szt.) 504415
zakretka do SAT
Rozcienczalnik do probek Aptimae PRD-03003
Zestaw rozcienczalnika do probek Aptimae PRD-03478

zawiera rozcieficzalnik do probek, 100 SAT i 100 zakretek
Pipety transportowe —

Dostepne komercyjnie panele, na przyktad: —

HIV-1 uzyskane z organizacji Quality Control for Molecular Diagnostics (QCMD) lub College of American
Panel badania wiremii HIV lub panele SeraCare ACCURUN HIV dla patologéw (CAP)

Wymazowki z bawetniang koncéwka
Wzmocnione plastikiem ostony stotu —

Wytrzgsarka probowek —

Procedura testu w Panther System

Uwaga: Dodatkowe informacje na temat procedury przedstawiono w Instrukcji obstugi Panther/Panther
Fusion System.

A. Przygotowanie obszaru roboczego

1. Oczysci¢ powierzchnie robocze, na ktorych bedg przygotowywane odczynniki.
Przetrze¢ powierzchnie robocze roztworem podchlorynu sodu w stezeniu od 2,5% do
3,5% (od 0,35 M do 0,5 M). Roztwdr podchlorynu sodu powinien mieé kontakt z
powierzchniami przez co najmniej 1 minute, a nastepnie nalezy je sptuka¢ woda
dejonizowang (DI). Nie wolno dopuszcza¢ do wyschniecia roztworu podchlorynu
sodu. Zakry¢ powierzchnie roboczg, na ktorej bedg przygotowywane odczynniki i
prébki, czystymi, wzmocnionymi plastikiem, chtonnymi ostonami stotu laboratoryjnego.

2. Oczysci¢ odrebng powierzchnie roboczg jako miejsce do przygotowania prébek.
Postepowac zgodnie z procedurg opisang powyzej (etap A.1).

3. Wyczysci¢ wszystkie pipetory. Postepowac zgodnie z procedurg opisang powyzej
(etap A.1).

B. Przygotowanie kalibratora i kontroli
Przed przystgpieniem do przetwarzania kalibrator i kontrole powinny osiggng¢ temperature
od 15°C do 30°C w sposob opisany ponizej:

1. Wyjac¢ kalibrator i kontrole z miejsca przechowywania (-15°C do -35°C) i umiesci¢ w
temperaturze 15°C do 30°C. Podczas catego procesu rozmrazania delikatnie
odwracac¢ kazdg probowke, aby doktadnie wymieszac prébki. Przed uzyciem nalezy
upewni¢ sie, ze zawartos¢ probowki jest catkowicie rozmrozona.
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Opcja. Probdéwki z kalibratorem i kontrolag mozna umiesci¢ na wytrzgsarce do
probowek w celu doktadnego wymieszania. Przed uzyciem nalezy upewni¢ sie, ze
zawarto$¢ probowki jest catkowicie rozmrozona.

Uwaga: Unikac tworzenia nadmiernej piany podczas odwracania kalibratora i kontroli.
Piana negatywnie wptywa na wykrywanie poziomu przez Panther System.

2. Po rozmrozeniu zawartosci probéwki osuszy¢ jej zewnetrzng czes$¢ czystg, suchg
Sciereczkg jednorazowego uzytku.

3. Aby zapobiec kontaminacji, nie nalezy w tym momencie otwiera¢ probéwek.

C. Przygotowanie odczynnikéw / przygotowanie nowego zestawu

Uwaga: Przygotowanie odczynnikow nalezy przeprowadzi¢ przed rozpoczeciem jakichkolwiek prac w
aparacie Panther System.
1. Aby przygotowaé odczynnik do wychwytania czgsteczek szukanych (TCR), nalezy
wykonac¢ ponizsze czynnosci:
a. Wyjag¢ TCR z miejsca przechowywania (2°C do 8°C). Sprawdz numer partii na
butelce z TCR, aby upewni¢ sie, ze zgadza sie on z numerem partii na Karcie
kodéw kreskowych gtownej partii.

b. Natychmiast 10 razy energicznie wstrzgsng¢ butelkg TCR. Pozostawi¢ butelke
TCR w temperaturze od 15°C do 30°C do ogrzania przez co najmniej 45 minut. W
tym czasie nalezy odwirowac i odwroci¢ butelke TCR co najmniej co 10 minut.

Opcija. Butelke TCR mozna przygotowac¢ na wytrzgsarce probowek, postepujac
zgodnie z ponizszymi instrukcjami: Wyjg¢ TCR z miejsca przechowywania (2°C do
8°C) oraz natychmiast energicznie wstrzagsng¢ 10 razy. Umiesci¢ butelke TCR na
wytrzgsarce probowek i pozostawi¢ TCR w temperaturze 15°C do 30°C do
ogrzania przez co najmniej 45 minut.

c. Przed uzyciem nalezy upewnic¢ sie, ze caty osad znajduje sie w roztworze, a
czgstki magnetyczne sg zawieszone.

2. W celu odtworzenia odczynnikow amplifikacji, enzymatycznych i promotoréw nalezy
wykonac¢ nastepujgce czynnosci:
a. Wyjac¢ liofilizowane odczynniki i odpowiednie roztwory do przygotowania z miejsca
przechowywania (2°C do 8°C). Dopasowac¢ odpowiedni roztwér do kazdego
liofilizowanego odczynnika.

b. Upewni¢ sie, ze roztwdr do przygotowania i liofilizowany odczynnik majg etykiety
w tym samym kolorze. Sprawdzi¢ numery partii na karcie z kodami kreskowymi
partii gtébwnych, aby mie¢ pewno$¢, ze potgczono odpowiednie odczynniki.

i. Otworzyc¢ fiolke z liofilizowanym odczynnikiem, zdejmujgc metalowg uszczelke
i gumowy korek.

i. Mocno wtozy¢ karbowany koniec kotnierza do przygotowania odczynnikow
(czarnego) na fiolke (Rysunek 5, etap 1).

iii. Otworzy¢ buteleczke zawierajgcg odpowiedni roztwoér do przygotowania i
odtozy¢ zakretke na czystg, przykryta powierzchnie robocza.

iv. Umiesci¢ butelke z roztworem do przygotowania na stabilnej powierzchni (np.
na stole). Nastepnie odwrdcic fiolke z liofilizowanym odczynnikiem nad butelka
z roztworem do przygotowania i mocno przymocowac kotnierz do butelki z
roztworem do przygotowania (Rysunek 5, etap 2).

v. Powoli odwrdci¢ potgczone butelki (fiolka dotgczona do butelki z roztworem),
aby umozliwi¢ sptywanie roztworu do szklanej fiolki (Rysunek 5, etap 3).
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vi. Podnies¢ potaczone butelki i odwirowaé je przez co najmniej 10 sekund
(Rysunek 5, etap 4).

vii. Odczekaé co najmniej 30 minut, aby liofilizowany odczynnik przeszedt do
roztworu.

viii. Po przejsciu liofilizowanego odczynnika do roztworu odwirowaé potgczone
butelki przez co najmniej 10 sekund, a nastepnie lekko wstrzgsaé roztworem
w szklanej fiolce w przéd i w tyt w celu doktadnego wymieszania.

c. Ponownie powoli przechyli¢ potgczone butelki, aby umozliwi¢ sptyniecie catego
roztworu z powrotem do butelki z roztworem do przygotowywania odczynnikow
(Rysunek 5, etap 5).

d. Ostroznie zdjg¢ kotnierz do przygotowywania i szklang fiolke (Rysunek 5, etap 6).

e. Natozy¢ zakretke na buteleczke. Na etykiecie wpisac inicjaty operatora i date
przygotowania odczynnikéow (Rysunek 5, etap 7).

f.  Wyrzuci¢ kotnierz do przygotowania odczynnikéw i szklang fiolke (Rysunek 5,
etap 8).

Ostrzezenie: Unikac¢ tworzenia nadmiernej piany podczas przygotowywania odczynnikow.
Piana negatywnie wptywa na wykrywanie poziomu przez Panther System.
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Rysunek 5. Proces przygotowania odczynnikow

D. Przygotowanie odczynnikow dla odczynnikéw przygotowanych wczesniej

1.
2.

3.

Wyja¢ wczesniej przygotowane odczynniki z miejsca przechowywania (2°C do 8°C).
Przed rozpoczeciem testu uprzednio przygotowane odczynniki amplifikacji, enzymatyczny,
promotor i TCR muszg osiggng¢ temperature pokojowg od 15°C do 30°C.

W przypadku wczesniej przygotowanego TCR, przed zatadowaniem do systemu nalezy
wykonac etap C.1 powyzej.

Odwirowac i odwraci¢ odczynniki amplifikacji, enzymatyczny i promotora, aby
doktadnie wymieszaé przed zatadowaniem do systemu. Unika¢ tworzenia nadmiernej
piany podczas odwracania odczynnikow.

Nie wolno dopetnia¢ butelek z odczynnikami. Panther System rozpozna butelki po
dopetnieniu i odrzuci je.
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E. Obchodzenie sie z probkami

1.

Nalezy upewnic¢ sie, ze przetworzone prébki w proboéwkach pierwotnych lub
nierozcienczone probki w probéwkach dodatkowych byty odpowiednio
przechowywane, zgodnie z ,Pobieranie i przechowywanie prébek” na stronie 9.

Upewni¢ sie, ze zamrozone probki sg doktadnie rozmrozone. Rozmrozone probki
nalezy wirowac przez 3 do 5 sekund w celu doktadnego wymieszania.

Przed rozpoczeciem obrébki prébki powinny osiggng¢ temperature od 15°C do 30°C.
Dodatkowe informacje dotyczace systemu znajdujg sie w Probki w Panther System.

Nalezy upewnic¢ sie, ze kazda pierwotna probéwka do pobierania prébek zawiera do
1200 pL prébki lub kazdy SAT zawiera co najmniej 700 uL prébki. W tabeli znajdujacej
sie w sekcji Pobieranie probek na stronie 9 okreslono wymagania dotyczgce objetosci
martwej dla kazdego typu probéwki pierwotnej i dodatkowej. Jesli konieczne jest
rozcienczenie probki, patrz etap E.5 ponizej, aby uzyskac wiecej informacji.
Rozcienczy¢ prébke osocza w stosunku 1:3 w SAT lub 1:100 w probéwce dodatkowe;.

Probka osocza moze zostaé rozcienczona w probowce dodatkowej w celu wykonania
testu w Panther System.

Rozcienczenie prébek osocza moze byé stosowane tylko do wynikéw ilosciowych. Nie
nalezy rozcienczac probek osocza w celu uzyskania wynikow diagnostycznych.

Uwaga: Jezeli probka zostanie rozciericzona, musi zosta¢ zbadana natychmiast po
rozciericzeniu.

a. Rozcienczanie prébek o matej objetosci

Objetos¢ prébek osocza moze by¢ zwiekszona do minimalnej wymaganej objetosci
(700 pL) przy uzyciu rozcienczalnika do prébek Aptima. Probki zawierajgce co
najmniej 240 uL osocza mozna rozcienczy¢ w dwoch czesciach rozcienczalnika
do probek (1:3) w nastepujacy sposob:

i. Umiesci¢ 240 uL prébki w SAT.

ii. Doda¢ 480 pL rozcienczalnika do probek Aptima.
iii. Zakreci¢ probowke.

iv. Delikatnie odwrdcic 5 razy, aby wymieszac.

Probki rozcienczone w stosunku 1:3 mogg by¢ badane przy uzyciu opcji 1:3
Panther System (wiecej informacji na ten temat znajduje sie w Instrukcji obstugi
Panther/Panther Fusion System). Oprogramowanie automatycznie poda doktadny
wynik po zastosowaniu wspoétczynnika rozcienczenia. Prébki te zostang
oznaczone jako prébki rozcienczone.

b. Rozcienczanie probek o wysokim mianie

Jezeli wynik prébki jest powyzej gérnej granicy oznaczalnosci, mozna jg rozcienczy¢
99 czesciami rozcienczalnika do prébek Aptima (1:100) w nastepujgcy sposob:

i. Umiesci¢ 30 uL prébki w SAT lub w probowce dodatkowe;j.
ii. Doda¢ 2970 pL rozcienczalnika do prébek Aptima.

iii. Zakreci¢ probowke.

iv. Delikatnie odwréci¢ 5 razy, aby wymieszadé.
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Probki rozcienczone w stosunku 1:100 mogg by¢ badane przy uzyciu opcji 1:100
Panther System (wiecej informacji na ten temat znajduje sie w Instrukcji obstugi
Panther/Panther Fusion System). Oprogramowanie automatycznie poda doktadny
wynik po zastosowaniu wspotczynnika rozcienczenia. Probki te zostang
oznaczone jako prébki rozcienczone.

Uwaga: W przypadku rozcieniczonych probek o stezeniach czystych wiekszych
niz ULoQ, wyniki bedg podawane w notacji naukowe.

6. Tuz przed umieszczeniem probek w statywie na probki, odwirowac kazdg probke przy
1000-3000g przez 10 minut. Nie zdejmowa¢ zakretek. Pecherzyki powietrza w
probéwce mogg wptyng¢ negatywnie na wykrywanie poziomu przez Panther System.

Zobacz Przygotowanie systemu, etap F.2 ponizej, aby uzyskaé informacje dotyczgce
tadowania statywu i zdjecia zakretki.

F. Przygotowanie systemu

1. Skonfigurowaé¢ system zgodnie z instrukcjami, ktore zawiera Instrukcja obstugi
Panther/Panther Fusion System i ,Uwagi dotyczgce procedury’. Sprawdzi¢, czy
stosowane sg statywy na odczynniki o odpowiedniej wielkosci oraz adaptery TCR.

2. Zatadowanie prébek do statywéw na probki. Wykonaé nastepujgce czynnosci dla
kazdej probdéwki z probkg (probka oraz, jesli to konieczne, kalibrator i kontrole):

a. Poluzowac jedng zakretke probowki, ale jeszcze jej nie zdejmowac.

Uwaga: Zachowac szczegodlng ostroznoS$c, aby unikngc¢ kontaminacji poprzez
rozprzestrzenienie sie aerozolu. Delikatnie poluzowac zakretki na probkach.

b. Zatadowaé probowki z prébkami do statywdéw na probeki.
Powtorzy¢ etapy 2.a i 2.b dla kazdej pozostatej probki.

Po zatadowaniu prébek do statywu na probki, zdjgé i wyrzuci¢ kazdg zakretke
probéwki z probkg z jednego statywu na probki. Aby unikngé kontaminaciji, nie
przenosi¢ zakretki nad innymi statywami na prébki lub probéwkami na prébki.

e. W razie potrzeby uzyé nowej, jednorazowej pipety do usuwania pecherzykow
powietrza lub piany.

f. Po zdjeciu ostatniej zakretki, zatadowac¢ statyw z probkami do wneki na probki.

Uwaga: Jesli jednoczesnie przeprowadzane sg inne testy i typy probek, nalezy
zabezpieczy¢ mocowniki probek przed zatadowaniem statywu na probki do wneki na
probki.

g. Potworzy¢ etapy 2.a do 2.f dla kolejnego statywu na prébki.

Uwagi dotyczace procedury
A. Kalibrator i kontrole

1. Probdwki z kalibratorem dodatnim gHIV-1, kontrolg niskododatnig qHIV-1, kontrolg
wysokododatnig gHIV-1 i kontrolg ujemng gHIV-1 mozna umiesci¢ na dowolnej
pozycji w statywie na prébki i w dowolnym torze wneki na probki w Panther System.
Pipetowanie prébek pobranych od pacjentéw rozpocznie sie po spetnieniu jednego z
dwédch nastepujgcych warunkow:

a. Kalibrator i kontrole sg w trakcie przetwarzania przez system.

b. Zarejestrowano w systemie wazne wyniki dla kalibratora i kontroli.
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2. Po odpipetowaniu probowek z kalibratorem i kontrolami oraz obrdobce pod katem
zestawu odczynnikow analitycznych Aptima HIV-1 Quant Dx probki mozna badaé
powigzanym, przygotowanym zestawem w okresie do 24 godzin, o ile nie wystapity
nastepujace sytuacje:

a. Wyniki kalibratora lub kontroli sg niewazne.

b. Usunieto z systemu powigzany zestaw odczynnikow analitycznych.
c. Przekroczono granice stabilno$ci powigzanego zestawu odczynnikéw analitycznych.
3. Kalibrator i kazda probowka kontrolna mogg by¢ uzyte tylko raz. Préby uzycia
probowki wiecej niz jeden raz mogg prowadzi¢ do btedéw przetwarzania.
B. Puder z rekawiczek

Podobnie jak w przypadku kazdego systemu odczynnikow, nadmiar pudru na niektorych
rekawiczkach moze spowodowaé kontaminacje otwartych probowek. Zaleca sie stosowaé
rekawiczki bezpudrowe.
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Kontrola jakosci

Operator moze uniewazni¢ wyniki serii lub prébki w przypadku zaobserwowania i
udokumentowania probleméw technicznych, zwigzanych z operatorem lub aparatem w
trakcie testu. W takim przypadku prébki nalezy ponownie przebadaé.

Kalibracja testu

Aby wygenerowaé¢ wazne wyniki, nalezy wykonac kalibracje testu. Pojedynczy kalibrator
dodatni jest wykonywany w trzech seriach za kazdym razem, gdy do Panther System
tadowany jest zestaw odczynnikéw. Raz ustalona kalibracja jest wazna przez okres do 24 godzin.
Oprogramowanie Panther System alarmuje operatora, gdy wymagana jest kalibracja.
Operator skanuje wspétczynnik kalibracji znajdujgcy sie na arkuszu kodow kreskowych partii
gtobwnej dostarczanym z kazdym zestawem odczynnikow.

Podczas przetwarzania kryteria akceptacji kalibratora sg automatycznie weryfikowane przez
Panther System. Jesli wazny jest wynik mniej niz dwoch replikatow kalibratora, oprogramowanie
automatycznie uniewaznia badanie. Prébki w uniewaznionej serii muszg by¢ ponownie

przebadane przy uzyciu swiezo przygotowanego kalibratora i swiezo przygotowanych kontroli.

Kontrole ujemne i dodatnie

Aby wygenerowaé wazne wyniki, nalezy przetestowa¢ zestaw kontroli testu. Nalezy
przetestowaé jeden replikat kontroli ujemnej, kontroli niskododatniej i kontroli wysokododatniej
za kazdym razem, gdy do Panther System tadowany jest zestaw odczynnikow. Raz ustalone
kontrole sg wazne przez okres do 24 godzin. Oprogramowanie Panther System alarmuje
operatora, gdy wymagane sg kontrole.

Podczas przetwarzania kryteria akceptacji kontroli sg automatycznie weryfikowane przez
Panther System. Aby wygenerowa¢ wazne wyniki, kontrola ujemna musi dawa¢ wynik ,Nie
wykryto”, a kontrole dodatnie muszg dawac¢ wyniki mieszczace sie we wczesniej
zdefiniowanych parametrach. Jesli ktérakolwiek z kontroli ma niewazny wynik,
oprogramowanie automatycznie uniewaznia badanie. Prébki w uniewaznionej serii muszg
by¢ ponownie przebadane przy uzyciu swiezo przygotowanego kalibratora i swiezo
przygotowanych kontroli.

Kalibrator wewnetrzny / kontrola wewnetrzna

Kazda probka zawiera wewnetrzny kalibrator / kontrole wewnetrzng (IC). W trakcie
przetwarzania kryteria akceptacji IC sg automatycznie weryfikowane przez oprogramowanie
Panther System. Jezeli wynik IC jest niewazny, wynik prébki jest uniewazniony. Kazda
prébka z niewaznym wynikiem IC musi zostaé ponownie przebadana w celu uzyskania
waznego wyniku.

Oprogramowanie Panther System zostato zaprojektowane w celu dokfadnej weryfikacji
procesow, gdy procedury sg wykonywane zgodnie z instrukcjami zawartymi w niniejszej
ulotce dotgczonej do opakowania oraz Instrukcjg obstugi Panther/Panther Fusion System.
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Interpretacja wynikéw

Uwaga: Wyniki iloSciowe testu Aptima HIV-1 Quant Dx zostaty ocenione na podstawie osocza. Surowicy nie
mozna uzywac do uzyskiwania wynikow ilosciowych. Wyniki jakoSciowe zostaty ocenione zaréwno dla osocza, jak
i dla surowicy.

Panther System automatycznie okre$la stezenie RNA wirusa HIV-1 dla préobek i kontroli
poprzez poréwnanie wynikow z krzywg kalibracyjng. Stezenia RNA wirusa HIV-1 podawane
sg w kopiach/mL i logqq kopii/mL. Interpretacja wynikow przedstawiona jest w Tabela 1. Jezeli
rozcienczenie 1:3 lub 1:100 jest stosowane dla rozcienczonych prébek, Panther System
automatycznie oblicza stezenie HIV-1 dla czystej probki poprzez pomnozenie rozcienczonego
stezenia przez wspotczynnik rozcienczenia, a rozcienczone probki sg oznaczane jako
rozcienczone.

Uwaga: W przypadku rozcienczonych probek, wyniki oznaczone jako ,Nie wykryto” lub ,Wykryto < 30” mogag by¢
generowane przez rozcienczenie probki o stezeniu powyzej, ale blisko LoD (granicy wykrywalno$ci) lub LLoQ
(dolnej granicy oznaczalno$ci). Zaleca sie pobranie i przebadanie innej czystej probki, jesli nie uzyskano wyniku
ilosciowego.

Panther System nie dostarcza wynikow jakosciowych (tj. ,Reaktywny” lub ,Niereaktywny”) do
uzytku diagnostycznego. Operator musi zinterpretowac zgtoszone stezenie RNA wirusa HIV-1
na wynik jakosciowy (Tabela 1). Prébki z wynikami ,Nie wykryto” sg niereaktywne dla RNA
wirusa HIV-1. Prébki z wynikami oznaczonymi jako ,Wykryto < 30” lub probki z wynikami
oznaczonymi w zakresie liniowym wskazujg, ze wykryto RNA wirusa HIV-1 i te probki sg
reaktywne dla RNA wirusa HIV-1.

Tabela 1: Interpretacja wyniku

Zgtoszony wynik testu Aptima
HIV-1 Quant Dx Interpretacja jakosciowa

Interpretacja stezenia RNA wirusa HIV-1 diagnostyki uzytkownika®

Kopie/mL*  Wartos¢ Logq,°

Nie wykryto Nie wykryto Nie wykryto RNA wirusa HIV-1. Niereaktywne dla RNA wirusa
HIV-1
Wykryto < 30° <1,47 Wykryto RNA wirusa HIV-1, ale poziom Reaktywne dla RNA wirusa
ponizej LLoQ. HIV-1

od 30 do od 1,47 do 7,00 Stezenie RNA wirusa HIV-1 miesci sie w  Reaktywne dla RNA wirusa
10 000 000 zakresie liniowym od 30 do HIV-1
10 000 000 kopii/mL.

> 10 000 000 >7,00 Stezenie RNA wirusa HIV-1 jest powyzej  Reaktywne dla RNA wirusa
goérnej granicy oznaczalnosci (ULoQ). HIV-1
Niewazny* Niewazny* Wystgpit btad w czasie tworzenia wyniku. Niewazny

Trzeba ponownie przetestowac probki.

2 Wspotczynnik konwersiji kopii na jednostke miedzynarodowg (j.m.) dla 3. Miedzynarodowego Standardu dla RNA wirusa HIV-1 (10/152)
wynosi 0,35 kopii/lU.

® Wartogé jest obcieta do dwoch miejsc po przecinku.

° Interpretacja diagnostyczna moze byé dokonana na podstawie prébek surowicy lub osocza, ktdre nie zostaty rozciernczone.

 Niewazne wyniki sg wyswietlane niebieska czcionka.

¢ Najnizsza warto$¢ raportowana przez oprogramowanie to 30 kopii/mL. Najwyzsza wartos$¢ LoD dla testu wynosi 17,5 kopii/mL dla
podtypu G. Wartosci LoD dla wszystkich podtypéw, patrz Tabela 3. LoD wedtug 3. Miedzynarodowego Standardu WHO (podtyp B) dla
RNA wirusa HIV-1 wynosi 12,1 kopii/mL (patrz Tabela 2).
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Kryteria akceptacji dla kazdej z kontroli testu Aptima HIV-1 Quant Dx sg przedstawione w
Tabela 2.

Uwaga: Wymieniony ponizej zakres odzysku zmienia sie w zaleznosci od przypisanej
wartoSci kazdej konkretnej partii. Nalezy zapoznac sie z przypisanymi stezeniami
wymienionymi na ulotce z arkuszem koddéw kreskowych kontroli dotgczonej do kazdego
pudetka z kontrolami.

Tabela 2: Kryteria akceptacji dla zakresu odzysku dla kontroli testu Aptima HIV-1 Quant Dx

Skladnik Zakres odzysku dla waznych serii
Kontrola negatywna ND.
Niska kontrola dodatnia +/- 0,5 log4o kopii/ml
Wysoka kontrola dodatnia +/- 0,5 logo kopii/ml
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Ograniczenia

A

Niniejszy test powinien by¢ wykonywany wytgcznie przez osoby przeszkolone w zakresie
procedury testowej. Nieprzestrzeganie instrukcji przedstawionych w niniejszej ulotce
zatgczonej do opakowania moze spowodowac uzyskanie btednych wynikdw.

Wiarygodne wyniki zalezg od wiasciwego pobrania probek, ich transportu,
przechowywania i przetwarzania.

Ten test zostat zatwierdzony do uzytku jako test ilosciowy tylko z ludzkim osoczem EDTA
i ACD.

Ten test zostat zatwierdzony do uzytku jako test jakosciowy z ludzkim osoczem i
surowicg z EDTA i ACD.

Cho¢ rzadko, mutacje w wysoce konserwatywnych regionach genomu wirusowego
objetych starterami i/lub sondami w tescie Aptima HIV-1 Quant Dx mogg powodowac
zanizenie ilosci lub niewykrycie wirusa.
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Skutecznos¢

Granica wykrywalnosci (LoD) przy zastosowaniu 3. Miedzynarodowego Standardu
WHO dla wirusa HIV-1

Granica wykrywalnosci (LoD) jest definiowana jako stezenie RNA wirusa HIV-1, ktére jest
wykrywane z 95% lub wiekszym prawdopodobienstwem, zgodnie z CLSI EP17-A2 (39). LoD
okreslano za pomocg paneli testowych sktadajgcych sie z rozcienczen 3. Miedzynarodowego
Standardu WHO wirusa HIV-1 (podtyp B, kod NIBSC: 10/152) w osoczu HIV-1-ujemnym.
Trzydziesci replikatow kazdego rozcienczenia zbadano na trzech aparatach Panther System,
stosujgc trzy serie odczynnikéw, co daje w sumie 90 replikatow dla kazdego rozciehczenia.
Zgodnie z CLSI EP17-A2 wyniki z partii odczynnika o najwyzszym stezeniu dla
przewidywanej granicy wykrywalnosci sg okreslane jako LoD i sg przedstawione w Tabela 3.
Na podstawie analizy probitowej, LoD dla testu Aptima HIV-1 Quant Dx wynosi 12 kopii/mL
(35 j.m./mL; 0,35 kopii = 1 j.m.).

Tabela 3: Granica wykrywalno$ci testu Aptima HIV-1 Quant Dx przy uzyciu 3. Miedzynarodowego Standardu
WHO wirusa HIV-1

Przewidywana granica Stezenie
wykrywalnosci (kopie/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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Granica wykrywalnosci dla réznych podtypow i grup wirusa HIV-1

Dla grupy M wirusa HIV-1 (podtypy A, C, D, F, G, CRF01_AE, CRF02_AG) oraz grup N i O
utworzono siedem paneli przez dodanie wyhodowanego wirusa HIV-1 lub dodatnich prébek
klinicznych do ludzkiego osocza HIV-1-ujemnego (0 do 40 kopii/mL). Kazdy element panelu
byt badany w 30 replikatach z dwiema partiami odczynnikéw, co daje w sumie 60 replikatow
dla kazdego elementu panelu. Przypisanie stezenia dla prébek klinicznych lub wyhodowanych
zapasow wirusa zostato okreslone przy uzyciu analizy poréwnawczej. Przeprowadzono
analize probitowg w celu wygenerowania przewidywanych granic wykrywalnosci 50% i 95%.
Zgodnie z CLSI EP17-A2 (39) wyniki z partii odczynnika o najwyzszym stezeniu dla
przewidywanej granicy wykrywalnosci sg okreslane jako LoD i sg przedstawione w Tabela 4.

Tabela 4: Granica wykrywalnosci dla réznych podtypdw i grup wirusa HIV-1

Przewidywana granica

Podtyp/grupa wykrywalnosci Stezenie (kopie/mL)

50% 3,0
A

95% 12,3

50% 1,8

CRF01_AE
95% 6,2
50% 3,4
CRF02_AG

95% 15,4

50% 2,0
C

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
(0]

95% 8,0
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Zakres liniowy

Zakres liniowy testu Aptima HIV-1 Quant Dx zostat ustalony poprzez badanie paneli, ktére
sktadaty sie z wyhodowanego wirusa HIV-1 podtypu B rozcienczonego w ludzkim osoczu
HIV-1-ujemnym zgodnie z CLSI| EP06-A (40). Panele mialy stezenie od 1,30 do 7,30 log
kopii/mL. Badania przeprowadzono na siedmiu aparatach Panther System z dwiema seriami
odczynnikéw testu Aptima HIV-1 Quant Dx. Jak pokazano na Rysunek 6, test Aptima Quant
Dx wykazat liniowos¢ w catym badanym zakresie.

8.00
7.00
6.00
R?=0.9994
5.00
4.00
3.00

2.00

1.00

Test Aptima HIV-1 Quant Dx (log kopii/mL)

0.00
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00

Stezenie docelowe (log kopii/mL)

Rysunek 6. Liniowos¢é testu Aptima HIV-1 Quant Dx
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Liniowos¢ dla réznych podtypéw i grup wirusa HIV-1

Liniowa odpowiedz testu Aptima HIV-1 Quant Dx w grupie M (podtypy A, B, C, D, F, G, H,
CRFO01_AE) oraz w grupach N i O zostata potwierdzona przez panele testowe sktadajgce sie
z transkryptu HIV-1 rozcienczonego w buforze w stezeniach od 2,00 do 6,70 log kopii/mL.
Testy przeprowadzono na czterech aparatach Panther System i szesciu seriach. Liniowosé
zostata wykazana w catym badanym zakresie (Rysunek 7).
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Rysunek 7. Liniowos$¢ w grupie M (podtypy A, B, C, D, F, G, H, CRF01_AE) oraz grupach Ni O
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Dolna granica oznaczalnosci przy zastosowaniu 3. Miedzynarodowego
Standardu WHO dla wirusa HIV-1

Dolna granica oznaczalnosci (LLoQ) jest definiowana jako najnizsze stezenie, przy ktérym
RNA wirusa HIV-1 jest wiarygodnie oznaczane ilosciowo w ramach btedu catkowitego (TE),
zgodnie z CLSI EP17-A2 (39). TE zostat obliczony przy uzyciu modelu Westgarda (TE =
|obcigzenie| + 2SD). Aby zapewni¢ doktadnos¢ i precyzje pomiaréw, TE testu Aptima HIV-1
Quant Dx zostat ustalony na poziomie 1 log kopii/mL (ij. w LLoQ réznica miedzy dwoma
pomiarami wieksza niz 1 log kopii/mL jest statystycznie istotna).

LLoQ okreslano za pomocg paneli testowych sktadajgcych sie z rozcienczen 3.
Miedzynarodowego Standardu WHO wirusa HIV-1 (podtyp B, kod NIBSC: 10/152) w osoczu
HIV-1-ujemnym. Zgodnie z CLSI EP17-A2 panele byly testowane z trzema seriami
odczynnikow w replikatach po 30 dla kazdej partii z 23 serii. Wyniki przedstawione sg w
Tabela 5. Najwyzsze LLoQ dla trzech badanych serii w te$cie Aptima HIV-1 Quant Dx przy
zastosowaniu 3. miedzynarodowego standardu WHO HIV-1 wynosi 15 kopii/ml (1,17 log
kopii/mL; 42,9 j.m./mL) (Tabela 6).

Tabela 5: Okreslenie LLoQ testu Aptima HIV-1 Quant Dx przy uzyciu 3. Miedzynarodowego Standardu WHO
wirusa HIV-1

Stezenie Aptima HIV-1

Parti_a ] docelowe Quant Dx SD" |Obciq2gnie| 0b|iczm_1_y TE
odczynnikéw (log kopii/mL) (log kopii/mL) (log kopii/mL) (log kopii/mL) (log kopii/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 = odchylenie standardowe
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Tabela 6: Podsumowanie LLoQ przy zastosowaniu 3. Miedzynarodowego standardu WHO wirusa HIV-1 (3
partie odczynnikéw)

Partia odczynnikéw (log Il-(l(;:?/mL) (koLpI;:/(r:nL)
1 0,94 8,7
2 1,17 15
3 0,98 9,5

Weryfikacja LLoQ dla réznych podtypow i grup wirusa HIV-1

LLoQ dla wszystkich podtypéw i grup HIV-1 weryfikowano zgodnie z CLSI EP17-A2 (39).
Panele zostaty wykonane dla kazdej grupy M wirusa HIV-1 (podtypy A, B, C, D, F, G,
CRFO01_AE, CRF02_AG) oraz grup N i O przez dodanie do puli osocza ludzkiego HIV-1-ujemnego
naturalnie zakazonych prébek klinicznych lub izolatéw klinicznych. Badanie obejmowato
tacznie 30 replikatow dla kazdego elementu panelu. Dane w Tabela 7 pokazujg najnizsze
stezenie dla kazdego podtypu lub grupy, przy ktérym TE byt mniejszy niz 1 log kopii/mL.
Najwyzsza wartos¢ LLoQ dla wszystkich badanych podtypdw i grup wynosita 30 kopii/mL; ta
wyzsza wartos¢ zostata zatem wybrana jako LLoQ dla testu Aptima HIV-1 Quant Dx.

Tabela 7: Weryfikacja LLoQ wedtug podtypu lub grupy wirusa HIV-1

Panel (kol]ol?:/?nl_)
Podtyp A 30
Podtyp CRF01_AE 10
Podtyp CRF02_AG 30
Podtyp B 10
Podtyp C 30
Podtyp D 15
Podtyp F 15
Podtyp G 30
Grupa N 10
Grupa O 15
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Precyzja

Aby oceni¢ precyzje testu Aptima HIV-1 Quant Dx, panel, ktéry zostat wykonany przez dodanie
hodowlanego wirusa HIV-1 podtypu B do osocza HIV-1-ujemnego, byt testowany przez
trzech operatoréow przy uzyciu trzech partii odczynnikéw na trzech aparatach Panther System
w ciggu 20 dni (Tabela 8). Panel skfadat sie z jednego elementu panelu HIV-1-ujemnych i
osmiu elementow panelu HIV-1-dodatnich. Przypisanie stezenia dla probek klinicznych lub
wyhodowanych zapasdéw wirusa zostato okreslone przy uzyciu analizy porownawcze;.

Tabela 8: Precyzja testu Aptima HIV-1 Quant Dx

Pomiedzy Pomiedzy Pomiedzy Pomiedzy W ramach

Lif:zba Sredniesteienie urzagdzeniami operatorami partiami seriami serii Ogétem
waznych =, oy opiiimL) cv cv cv cv cv cv
replikatéw SO S P P ow) SP o) P ()
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 0,00 000 008 257 002 061 010 329 009 304 015 520
162 3,80 0,01 032 003 080 002 048 006 149 o007 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 0,00 000 002 027 004 066 003 058 007 129 009 1,58
162 6,71 0,00 000 001 022 004 052 004 o060 005 0,78 008 1,13

CV = wspétczynnik zmiennosci, SD = odchylenie standardowe

*Ten element panelu zostat rozcieficzony w stosunku 1:3 rozciericzalnikiem do probek i przetestowany w celu oceny precyzii
rozcienczonej probki.

Uwaga: Zmiennos$¢ w przypadku niektorych czynnikéw moze byé liczbowo ujemna, co moze mieé miejsce, jezeli zmiennos¢
spowodowana tymi czynnikami jest bardzo mata. W tym przypadku SD=0 i CV=0%. Catkowita liczba badanych replikatéw wynosita
162 dla kazdego panelu; analizowano tylko replikaty z wartoscig liczbowg.
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Potencjalne substancje zaki6cajace

Oceniono podatnos$c¢ testu Aptima HIV-1 Quant Dx na zaki6cenia spowodowane podwyzszonym
poziomem substancji endogennych oraz lekami powszechnie przepisywanymi osobom
zakazonym wirusem HIV-1. Testowano probki osocza ludzkiego HIV-1-ujemne oraz probki z
domieszkg RNA wirusa HIV-1 do stezenia 3 log kopii/mL.

Nie zaobserwowano zaktdécen w wynikach testu Aptima HIV-1 Quant Dx w obecnosci
albuminy (90 mg/mL), hemoglobiny (5 mg/mL), tréjglicerydoéw (30 mg/mL) lub niezwigzanej
bilirubiny (0,2 mg/mL).

Nie zaobserwowano zakiécen wynikéw testu Aptima HIV-1 Quant Dx w obecnoéci substancji
egzogennych wymienionych w Tabela 9 w stezeniach co najmniej trzykrotnie wiekszych niz
Cinax (0socze ludzkie).

Tabela 9: Substancje egzogenne

Pula substancii Badane substancje egzogenne

egzogennych

1 Lopinawir, .indynawir, s_akwinawir, rytonawir, mesylan nelfinawiru, darunawir,
amprenawir, atazanawir

2 Newirapina, efawirenz, rylpiwiryna, klarytromycyna, amfoterycyna B

3 Fumargn tenofowiru Qizoproksylu, Flipiwoksyl adefowiru, rybawiryna, enfuwirtyd,
marawirok, raltegrawir, dolutegrawir

4 Siar_czan abakawiru, didgnozyna, zydowudyna, lamiwudyna, stawudyna, entekawir,
telbiwudyna, emtrycytabina

5 Chlorowodorek paroksetyny, fluoksetyna, sertralina

6 Gancyklowir, walacyklowir, acyklowir, ryfampina/ryfampicyna, etambutol

7 Ciprofloksacyna, azytromycyna, amoksycylina, cefaleksyna, ampicylina, trimetoprim

8 Chlorowodorek walgancyklowiru, boceprewir, telaprewir, symeprewir, sofosbuwir

9 Pegylowany interferon alfa -2b, interferon alfa -2a, interferon alfa -2b

10 Heparyna, EDTA, cytrynian sodu

1" Typranawir

12 Izoniazyd
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Kliniczne prébki osocza wymienione w Tabela 10 od pacjentéw z podwyzszonym poziomem
zdefiniowanych substancji lub od pacjentéw z wymienionymi chorobami byty testowane przy
uzyciu testu Aptima HIV-1 Quant Dx z obecnoscig i bez obecnosci RNA wirusa HIV-1 w ilosci
3 log kopii. Nie zaobserwowano zadnych zakiécen wynikow.

Tabela 10: Badane typy probek klinicznych

Typy prébek klinicznych

1 Czynnik reumatoidalny (RF)

2 Przeciwciata przeciwjgdrowe (ANA)

3 Przeciwciata anty-Jo-1 (JO-1)

4 Toczenh rumieniowaty uktadowy (SLE)

5 Reumatoidalne zapalenie stawow (RA)

6 Stwardnienie rozsiane (MS)

7 Hiperglobulinemia

8 Podwyzszona aminotransferaza alaninowa (ALT)
9 Alkoholowa marskos$¢ watroby (AC)

10 Szpiczak plazmocytowy (MM)

1" Lipemia (podwyzszony poziom lipidéw)
12 Zobttaczka (podwyzszona bilirubina)

13 Hemoliza (podwyzszona hemoglobina)
14 Podwyzszony poziom albumin biatkowych
15 Przeciwciata HCV

16 Przeciwciata HBV

17 Przeciwciata HIV-2
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Swoistos¢

Swoisto$¢ testu Aptima HIV-1 Quant Dx zostata okreslona przy uzyciu 120 $wiezych i 510
zamrozonych prébek osocza ujemnych na obecnos$¢ HIV-1 oraz przy uzyciu 120 swiezych i
510 zamrozonych prébek surowicy ujemnych na obecnosé HIV-1. Wszystkie wyniki byty
niereaktywne (swoistos¢ 100%; 95% CI: 99,4-100%).

Tabela 11: Swoisto$¢ w prébkach osocza i surowicy

Swieze Zamrozone tacznie Swiei.a Zamroi.ona I’_qczn. ie
osocze osocze osocze surowica surowica surowica
Wazne replikaty (n) 120 510 630 120 510 630
Niereaktywne 120 510 630 120 510 630
100% 100% 100% 100% 100% 100%

Swoistos¢ (95% Cl)  (97,0-100)  (99,3-100)  (99,4-100)  (97,0-100)  (99,3-100)  (99,4-100)

Cl = Przedziat ufnosci
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Swoistos¢ analityczna

Potencjalna reaktywnosé krzyzowa z patogenami (Tabela 12) zostata oceniona w tescie
Aptima HIV-1 Quant Dx w obecnosci lub nieobecnosci 3 log kopii/mL RNA wirusa HIV-1 w
osoczu HIV-1-ujemnym. W obecnosci patogendw nie zaobserwowano zadnych zaktécen w

przeprowadzaniu testu.

Tabela 12: Patogeny badane pod katem swoistos$ci analitycznej

Patogen Stezenie

Wirus zapalenia watroby typu A 100 000 PFU/mL*
Wirus zapalenia watroby typu B 100 000 j.m./mL"

Wirus zapalenia watroby typu C 100 000 j.m./mL
Wirus zapalenia watroby typu G 100 000 kopii/mL
Wirus opryszczki pospolitej typu 1 (HSV-1) 100 000 PFU/mL
Wirus opryszczki pospolitej typu 2 (HSV-2) 75000 PFU/mL
Ludzki herpeswirus typu 6 100 000 kopii/mL
Ludzki herpeswirus typu 8 42 000 PFU/mL
HIV-2 5500 PFU/mL

Ludzki wiru;:r'rl'l-l\ilr)nfotropowy 100 000 vp/mL*

Wirus Zachodniego Nilu 100 000 kopii/mL

Parwowirus B19 100 000 j.m./mL
Cytomegalowirus 100 000 kopii/mL

Wirus Epsteina-Barr 100 000 kopii/mL
Adenowirus typu 5 100 000 PFU/mL
Wirus dengi 100 000 kopii/mL

Wirus grypy A 100 000 PFU/mL
Staphylococcus aureus 1000 000 CFU/mL®
Propionibacterium acnes 1000 000 CFU/mL
Staphylococcus epidermidis 1 000 000 CFU/mL
Neisseria gonorrhoeae 1000 000 CFU/mL
Chlamydia trachomatis 300 000 IFU/mL®
Candida albicans 1000 000 CFU/mL

®PFU/mL = Jednostki tworzace tysinki na mL.
bj.m./mL = Jednostki migdzynarodowe na mL.
“vp/mL = Czasteczki wirusowe na mL.
dCFU/mL = Jednostki tworzgce kolonie na mL.
°IFU/mL = Jednostki tworzgce inkluzje na mL.
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Powtarzalnos¢ prébek klinicznych

Dziesig¢ klinicznych probek osocza przebadano w trzech replikatach przy uzyciu testu
Aptima HIV-1 Quant Dx. Srednie stezenie i odchylenie standardowe przedstawiono w

Tabela 13.

Tabela 13: Powtarzalno$c¢ probek klinicznych

Srednie stezenie

Probka (log kopii/mL) Sb
1 2,57 0,06
2 3,20 0,03
3 3,24 0,06
4 3,07 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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Rozcienczanie prébki przy uzyciu rozcienczalnika do préobek

Aby oceni¢ rozcienczenie prébki, panel sktadajgcy sie z 11 probek o stezeniach, ktére
obejmowaty zakres liniowy testu Aptima HIV-1 Quant Dx i ktory sktadat sie z dwdch probek
powyzej gornej granicy oznaczalnosci testu, zostat przetestowany czysty i rozcienczony
(1:3 lub 1:100 w rozciehczalniku do probek) w trzech replikatach (Tabela 14).

Tabela 14: Rozcienczenie probek

Srednie stezenie Srednie zgloszone
Rozcienczenie czyste stezenie® Réznica
(log kopii/mL) (log kopii/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

@Zgtoszone stezenie to warto$é zgloszona przez Panther System po zastosowaniu wspétczynnika rozciericzenia
®Probka z domieszkg
© Wszystkie wyniki > 7,00 log kopii/mL zostaly oszacowane przy uzyciu dodatkowej analizy.
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Korelacja metod

Skutecznos¢ testu Aptima HIV-1 Quant Dx zostata oceniona w poréwnaniu z testem
poréwnawczym posiadajgcym znak CE poprzez testowanie nierozcienczonych klinicznych
prébek osocza od pacjentéw zakazonych HIV-1 na czterech aparatach Panther System z
dwoma seriami odczynnikéw. Do regresiji liniowej uzyto 342 zamrozonych i 108 swiezych
probek osocza z wynikami ilosciowymi zarowno w tescie Aptima HIV-1 Quant Dx, jak i w
tescie porownawczym (Rysunek 8). Materiatem badanym byt wirus HIV-1 grupy M (podtypy
A, B, C, D, F, G, H, CRFO1_AE, CRF02_AG).

Test Aptima HIV-1 Quant Dx (log kopii/mL)

Rysunek 8.
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Korelacja pomiedzy testem Aptima HIV-1 Quant Dx a testem poréwnawczym
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Skutecznosc¢

Zgodnos¢ diagnostyczna

Aby oceni¢ zgodnos¢ diagnostyczna, probki od oséb zakazonych HIV-1 byly badane przy uzyciu
testu Aptima HIV-1 Quant Dx i porbwnawczego testu jako$ciowego na obecnosé HIV-1
posiadajgcego znak CE: 414 prébek uzyskato wazne wyniki (Tabela 15). Wyniki dla obu
testow zostaty sklasyfikowane w nastepujgcy sposéb. Kazdy wynik dajgcy wynik
kwantyfikowalny lub wykrywalny zostat zakwalifikowany jako ,Wykryto”. Kazdy wynik, w

ktérym nie wykryto czgsteczek szukanych, zostat skategoryzowany jako ,Nie wykryto
czgsteczek szukanych”.

Tabela 15: Zgodnosc¢ diagnostyczna pomiedzy testem Aptima HIV-1 Quant Dx a testem poréwnawczym

Test Aptima HIV-1 Quant Dx
Nie wykryto czasteczek

Wykryto szukanych
Wykryto 214 0
Test
poréwnawczy Nie wykryto czasteczek 0 200

szukanych

Przenoszenie

Aby ustali¢, ze Panther System minimalizuje ryzyko fatszywie dodatnich wynikéw,
wynikajgcych z zanieczyszczenia przez przeniesienie, przeprowadzono badanie analityczne
na wielu seriach z wykorzystaniem paneli z domieszkami na dwoch aparatach Panther
System. Przenoszenie zostato ocenione przy uzyciu prébek z wysokim mianem z domieszka
HIV-1 (7 log kopii/mL), przeplatanych pomiedzy prébkami HIV-1-ujemnymi w ukfadzie
szachownicy. Testy przeprowadzono w pieciu seriach. Ogoélny wskaznik przenoszenia wyniost
0% (n=469).
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Panel serokonwersji

Przy uzyciu testu Aptima HIV-1 Quant Dx przebadano 19 zestawéw paneli serokonwersji HIV-1,
sktadajgcych sie z 204 prébek. Wykrywanie RNA wirusa HIV-1 poréwnano z wykrywaniem za
pomocg testéw antygendw p24 oraz testdow na obecnos¢ przeciwciat HIV-1/2. Liczba dni do
pierwszego wyniku reaktywnego przy uzyciu testéw na obecnos$¢ antygenu p24, testéw na
obecnosc¢ przeciwciat anty-HIV 1/2 i testu Aptima HIV-1 Quant Dx jest podana w Tabela 16.
Test Aptima HIV-1 Quant Dx wykrywat RNA wirusa HIV-1 $rednio 5,58 i 11,16 dnia przed
testami na obecnos¢ antygenu p24 i przeciwciat anty-HIV 1/2.

Tabela 16: Podsumowanie danych dla panelu serokonwersji

Roéznica w dniach do pierwszego

Liczba reaktywnych elementéw Dni do pierwszego reaktywnego wyniku wyniku reaktywnego (na podstawie

Liczba panelu daty pobrania krwi)
ID panelu przebadan'ych Dni Dni
elementow  aAptima  Antygen _— Aptima Antygen _— wczesniejszego  wczesniejszego
panelu HIV-1 24 wi Przeciwciata HIV-1Quant p24 wi Przeciwciata Kkrycia niz Krycia niz
p24 wirusa anty-HIV uant p24 wirusa ., anty-HIV wykrycia niz wykrycia niz
Quant Dx HIV Dx HIV antygen p24 przeciwciata
wirusa HIV 1/2 anty-HIV
6248 7 3 2 1 14 18 25 4 1
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 1 5 3 2 21 28 32 7 1
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 17° 7 10
PRB963 7 4 2 0 9 17 21° 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 14° 7 7
PRB978° 7 3 1 0 26 33 33° 7 7
Srednia 5,58 11,16
Ogoétem 204 82 51 20
Mediana 7 12

*Wszystkie probki krwi w tym panelu byty niereaktywne dla przeciwciat 1/2 anty-HIV. Ostatni dzien pobrania krwi zostat uzyty jako ,Dni do pierwszego
reaktywnego wyniku”.

Badanie przeciwciat 1/2 anty-HIV zostato wykonane przy uzyciu Abbott Anti-HIV 1/2, z nastepujgcymi wyjatkami:

*Panele PRB974, PRBI75 i PRB978 zostaly przebadane testem Siemens Anti-HIV 1/2.

Testy na obecno$¢ antygenu p24 HIV-1 zostaty wykonane przy uzyciu Coulter HIV-1 p24 Ag, z nastgpujacymi wyjatkami:

"Panele PRB974, PRBI75 i PRB978 zostaly przebadane testem BioMerieux p24 Ag.
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Badanie rownowaznosci surowicy i osocza

W celu oceny rownowaznosci, dopasowane zestawy surowicy i osocza (25 HIV-1-dodatnich i
25 HIV-1-ujemnych) oraz 40 prébek, do ktérych wprowadzono wyhodowanego wirusa HIV-1
(50-1 000 000 kopii/mL w osoczu i surowicy HIV-1-ujemnych) zostaty przetestowane przy
uzyciu testu Aptima HIV-1 Quant Dx. Zgodnos$¢ wynikéw ujemnych wyniosta 100,0% (95%
Cl: 97,0%-100,0%). Zgodnos¢ wynikéw dodatnich wyniosta 98,4% (95% CI: 95,4%-99,5%).
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