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Opc¢e informacije

Uvod

Ova uputa dodatak je uputi za test Aptima® HIV-1 Quant Dx. Ovaj dokument pruza objasnjenja,
upozorenja i mjere opreza te upute za pripremu i testiranje uzorka suhe mrlje krvi (DBS)

na testu Aptima HIV-1 Quant Dx za pracenje opterecenja virusom (VL) HIV-1 i ranu dijagnozu
kod dojenc¢adi (EID). Za opc¢a upozorenja i mjere opreza, kao i za pripremu reagensa za test
Aptima HIV-1 Quant Dx, pogledajte uputu za test Aptima HIV-1 Quant Dx.

Namjena

Test Aptima HIV-1 Quant Dx in vitro je test amplifikacije nukleinske kiseline za detekciju

i kvantifikaciju RNK virusa humane imunodeficijencije tipa 1 (HIV-1) skupina M, N i O na
potpuno automatiziranom sustavu Panther®. Namijenjen je za uporabu kao pomo¢ pri
dijagnosticiranju infekcije virusom HIV-1, potvrdivanju infekcije virusom HIV-1 te kao pomo¢
pri klinickom vodenju lijeCenja pacijenata zarazenih virusom HIV-1.

Osim toga, test Aptima HIV-1 Quant Dx moZe se upotrijebiti kao pomo¢ pri dijagnosticiranju
akutne ili primarne infekcije virusom HIV-1. Prisutnost RNK virusa HIV-1 u plazmi, serumu ili
krvi pacijenata bez antitijela na virus HIV-1 ukazuje na akutnu ili primarnu infekciju virusom
HIV-1. Test Aptima HIV-1 Quant Dx moZe se upotrijebiti kao dodatni test za ispitke koji imaju
ponovljene reaktivhe rezultate s odobrenim imunotestovima na HIV. Ako je ispitak reaktivan
na testu Aptima HIV-1 Quant Dx, infekcija virusom HIV-1 je potvrdena.

Test Aptima HIV-1 Quant Dx takoder se moze upotrijebiti zajedno s klinickom prezentacijom

i drugim laboratorijskim markerima za donoSenje prognoze bolesti u pojedinaca zaraZenih
virusom HIV-1. Test Aptima HIV-1 Quant Dx takoder se moZe upotrijebiti kao pomoé pri ranoj
dijagnozi infekcije virusom HIV-1 u dojen¢adi mlade od 18 mjeseci s pomoc¢u DBS-a. Test
Aptima HIV-1 Quant Dx moze se upotrijebiti kao pomo¢ pri praéenju ucinka antiretrovirusnog
lije€enja mjerenjem promjena u koncentraciji RNK virusa HIV-1 u plazmi i uzorcima DBS-a.

Kada se test Aptima HIV-1 Quant Dx upotrebljava kao pomo¢ pri dijagnosticiranju infekcije
virusom HIV-1, u€inkovitost kvalitativnih rezultata utvrdena je za ispitke plazme i seruma

te uzorke DBS-a dojen¢adi mlade od 18 mjeseci. Kada se upotrebljava kao pomo¢ pri praéeniju
ucinka antiretrovirusne terapije, u€inkovitost kvantitativnih rezultata utvrdena je samo na
temelju ispitaka plazme i DBS-a. Ispitci seruma ne smiju se upotrebljavati za kvantitativne
rezultate.

Ovaj test nije namijenjen za uporabu pri probiru darivatelja krvi ili plazme.

Sazetak i objasSnjenje testa za uzorak DBS-a

Uzorci DBS-a mogu se upotrebljavati za pracenje virusnog opterecenja i za otkrivanje
viroloSkog neuspjeha na grani¢noj vrijednosti od 1000 kopija/ml (1). Uzorci DBS-a mogu
se upotrebljavati i kao pomoé u EID-u infekcije virusom HIV-1 u dojenéadi mlade od

18 mjeseci (2).

Dojencad zarazena HIV-om ima visok rizik od smrti u prvoj godini Zivota, a pravovremeni
poc€etak antiretrovirusnog lije€enja (ART) znaCajno smanjuje morbiditet i mortalitet. Serolo$ko
testiranje na HIV kod EID-a ne preporu€uje se zbog majcinih 1gG antitijela koja mogu prijeci
preko placente i opstati u neinficiranom dojen€etu do 18 mjeseci starosti, $to potencijalno moze
dovesti do lazno pozitivnih rezultata testa na antitijela HIV-a. Za dijagnosticiranje infekcije
virusom HIV-1 kod djece mlade od 18 mjeseci potrebni su testovi koji otkrivaju komponente
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virusa HIV-1, poput RNK virusa HIV-1 ili antigena p24. SZO preporucuje virolodko testiranje
dojencadi mlade od 18 mjeseci s pomocu testova DNK virusa HIV-1, RNK virusa HIV-1

ili testiranja na HIV-1 antigen p24. DBS je preporucena vrsta uzorka za EID kada se
upotrebljavaju metode detekcije RNK virusa HIV-a (2,3).

Sazetak o sigurnosti i u¢inkovitosti

SSP (sazetak o sigurnosti i u€inkovitosti, engl. Summary of Safety and Performance)
dostupan je u europskoj bazi podataka o medicinskim uredajima (Eudamed), gdje je povezan
s identifikatorima uredaja (osnovni UDI-DI). Kako biste pronasli SSP za test Aptima HIV-1
Quant Dx, posluzite se osnovnim jedinstvenim identifikatorom proizvoda (BUDI):
54200455DIAGAPTHIV1XB.

Upozorenja i mjere opreza

A
B.
C.

Za in vitro dijagnostiCku uporabu.
Za profesionalnu uporabu.

Kako biste smanijili rizik od nevazedih rezultata, prije izvodenja ovog testa paZzljivo procitajte
cijelu uputu u pakiranju i Priruénik za rukovatelja sustavom Panther / Panther Fusion®.

Povezano s ispitkom DBS-a

D.

Ispitci mogu biti infektivni. Prilikom izvodenja ispitivanja pridrzavajte se univerzalnih mjera
opreza (4,5,6). Metode propisnog rukovanja i odlaganja treba utvrditi u skladu s lokalnim
propisima (6). Samo osoblje koje je adekvatno osposobljeno za uporabu testa Aptima
HIV-1 Quant Dx i za rukovanje zaraznim materijalima smije provoditi ovaj postupak.

Tijekom prijevoza ispitka odrzavajte odgovaraju¢e uvjete pohrane kako biste osigurali
cjelovitost ispitka. Stabilnost ispitka u uvjetima prijevoza drugadijim od preporucenih nije
procijenjena.

Izbjegavajte unakrsnu kontaminaciju prilikom izvodenja koraka rukovanja ispitcima. Budite
posebno oprezni kako biste izbjegli kontaminaciju Sirenjem aerosola prilikom otpustanja
ili otvaranja ispitaka i prilikom obrade uzoraka DBS-a. Ispitci mogu sadrzavati ekstremno
visoke razine organizama. Pobrinite se da se spremnici ispitaka medusobno ne dodiruju,
a iskoriSteni materijal odlozite pazeci da ga ne prenosite preko otvorenih spremnika.
Zamijenite rukavice ako dodu u kontakt s ispitkom.

. Prikupite vensku krv (EDTA) i krv iz prsta ili pete za pripremu DBS-a, kao i kartica DBS-a,

te rukujte njima u skladu s lokalnim smjernicama za sprjeCavanje prijenosa krvlju prenosivih
patogena.

Preporucuje se pripremiti barem tri mrlje DBS-a na svakoj kartici DBS-a.

Nepravilna priprema, susenje i skladiStenje DBS-a te rukovanje njime mogu dovesti do
netoCnih rezultata ispitivanja.

Prije skladistenja u vreéicama sa zatvaraCem i sredstvom za susenje provjerite jesu li
kartice DBS-a potpuno osuSene. Nedovoljno osuseni uzorci DBS-a mogu imati smanjenu
stabilnost i mogu dovesti do netocnih rezultata.
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®

K.

Pobrinite se da se nekoristene kartice DBS-a pohrane i da se s njima rukuje u skladu
s uputama proizvodaca kartica DBS-a.

Za dodatne detalje o pripremi i rukovanju DBS-om pogledajte upute proizvodaca kartice
DBS-a.

. Kako biste izbjegli prijenos kontaminacije, osigurajte da su alati koristeni za rezanje

krugova koji sadrze osusenu krv i upravljanje njima dekontaminirani prije i nakon kontakta
S uzorkom.

Za ekstrakciju uzoraka DBS-a upotrebljavajte samo pufer za ekstrakciju DBS-a Aptima.
Nemojte upotrebljavati razrjediva€ za ispitke Aptima ili druge pufere za ekstrakciju ispitaka
DBS-a.

Za dodatna upozorenja i mjere opreza vezane uz laboratorij pogledajte uputu za test
Aptima HIV-1 Quant Dx.

U vezi s ispitivanjem

P.

Kvantitativni rezultati testa Aptima HIV-1 Quant Dx procijenjeni su DBS-om i plazmom.
Serum se ne smije upotrebljavati za dobivanje kvantitativnih rezultata. Procijenjeni su
kvalitativni rezultati za plazmu, serum i DBS. Nemojte upotrebljavati komplet reagensa,
kalibrator ili kontrole nakon isteka roka valjanosti.

Nemojte upotrebljavati kartice DBS-a nakon isteka roka valjanosti koji je naveo proizvodac.
Nemojte zamjenjivati, mijesati ili kombinirati analiticke reagense iz kompleta s drugim
brojevima osnovne serije. Tekucine za ispitivanje mogu biti iz serija s razli€itim brojevima.
Kontrole i kalibrator mogu biti iz serija s razli€itim brojevima.

Izbjegavajte kontaminaciju reagensa mikroorganizmima i nukleazom.

Zatvorite i pohranite sve analitiCke reagense na propisanim temperaturama. Nepravilno
pohranjeni analiticki reagensi mogu utjecati na ucinkovitost testa. Pogledajte Postupak
testiranja na sustavu Panther za viSe informacija.

Nemojte kombinirati nikakve analiticke reagense ili tekucine bez posebnih uputa. Reagense
ili teku¢ine nemojte puniti do vrha. Sustav Panther provjerava razine reagensa.

Za informacije o komunikaciji opasnosti pogledajte uputu za test Aptima HIV-1 Quant Dx.

Napomena: komunikacija opasnosti odraZzava klasifikaciju sigurnosno-tehnickih listova
(eng. Safety Data Sheets, SDS) EU-a. Informacije o komunikaciji opasnosti specificne za
vasu regiju potrazite u SDS-u specificnom za regiju u Biblioteci sigurnosno-tehnickih listova
(engl. Safety Data Sheet Library) na www.hologicsds.com. Za vise informacija o simbolima
pogledajte legendu simbola na https://www.hologic.com/package-inserts.
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Prikupljanje i pohrana uzoraka za DBS

Napomena: rukujte svim ispitcima kao da sadrZe potencijalno zarazne agense. Koristite
univerzalne mjere opreza.

Napomena: pazite da izbjegnete unakrsnu kontaminaciju tiiekom koraka rukovanja uzorkom.
Na primjer, bacite koristeni materijal bez prelaska preko otvorenih epruveti.

Mogu se upotrebljavati uzorci pune krvi prikupljeni u EDTA ili kapilarna krv prikupljena ubodom
iz prsta ili pete.

A. Prikupljanje uzoraka i priprema DBS-a

B.

* Puna krv prikupliena u odgovarajuce epruvete za prikupljanje moze se ¢uvati do 24 sata

na temperaturi od 2 °C do 30 °C prije dodavanja na kartice DBS-a. Prije dodavanja na
karticu DBS-a dobro promijeSajte krv. Kapilarna krv moze se prikupiti ubodom iz prsta ili
pete prema standardnom postupku i lokalnoj praksi.

Dodajte otprilike 70 ul pune krvi u srediste krugova od pola in¢a (12 milimetara) na
karticama Ahlstrom/Munktel TFN ili ekvivalentnim karticama (na primjer, Whatman 903).
Ako se upotrebljava krv iz prsta ili pete, dodajte otprilike 3 — 5 kapi (otprilike 70 pl)

u svaki krug, pazeci da je cijela povrSina kruga (obje strane kartice DBS-a) zasi¢ena.

Susite kartice DBS-a na zraku na sobnoj temperaturi (15 °C do 30 °C) 4 do 24 sata.
Pazite da kartice DBS-a nisu na izravnoj suncevoj svjetlosti, da se medusobno ne
dodiruju i da su potpuno osuSene prije pakiranja, skladistenja i otpreme.

Napomena: DBS pripremljen s nedovoljnom koli¢inom krvi, nedovoljno osu$en i/ili
nepravilno rukovanje DBS karticama ili njihovo skladiStenje mogu dovesti do netocnih
rezultata testa.

Ispitci DBS-a

Do 24 sata nakon prikupljanja ispitka, primarne epruvete za prikupljanje koje sadrze punu
krv mogu se €uvati na temperaturi od 2 °C do 30 °C prije pripreme DBS-a (Slika 1, gornji
okvir).

Pripremljeni DBS moze se Cuvati pod jednim od sljedecih uvjeta (Slika 1, doniji okviri):

» Kartica DBS-a na 2 °C do 30 °C do 12 tjedana pri sobnoj vlaznosti, ili

+ Kartica DBS-a na -15 °C do -35 °C do 12 tjedana, ili

» Kartica DBS-a na 40 °C do 2 tjedna pri vlaznosti od 85 %.
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Prije testiranja, ekstrahirani DBS u SAT-ovima moze se Cuvati na temperaturi od 15 °C

do 30 °C do 24 sata.

Puna krv

30 °C
ZOCX

< 24 sata

<

DBS

30°C
2°C

<12 tjedana

DBS

/ﬁ/-15 °C
-35°C

<12 tiedana

DBS

/ﬂ/40 °C

< 2 tjedna pri
vlaznosti od 85 %

J

Ekstrahirani DBS

J/I?O °C
15°C

Do 24 sata
prije testiranja

Slika 1. Uvjeti skladistenja za DBS

Uzorci na sustavu Panther

Nezacepljeni ekstrahirani DBS moze se ostaviti na sustavu Panther do ukupno 8 sati. Uzorci
se mogu izvaditi iz sustava Panther i testirati sve dok ukupno vrijeme provedeno na sustavu
ne prelazi 8 sati prije nego Sto sustav Panther pipetira uzorak.

Prenosenje ispitka

Odrzavajte uvjete skladistenja uzorka kako je opisano u Prikupljanje i pohrana uzoraka za

DBS.

Napomena: ispitci se trebaju transportirati u skladu s primjenjivim nacionalnim, medunarodnim
i regionalnim propisima o preno$enju.
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Sustav Panther

Sustav Panther

Reagensi za test Aptima HIV-1 Quant Dx za upotrebu na sustavu Panther nalaze se u uputama

za test Aptima HIV-1 Quant Dx.

Potrebni materijali, ali dostupni zasebno za vrstu uzorka DBS-a
Napomena: materijali dostupni kod tvrtke Hologic imaju navedene kataloSke brojeve, osim ako

je drugacije naznaceno.

Materijal

Pufer za ekstrakciju DBS-a Aptima® (100 ml)
Epruvete za alikvote ispitaka (SAT) Aptima® (pakiranje od 100 komada)

Sustav Panther®
Sustav Panther Fusion®

Sustav Panther, kontinuirana tekucina i otpad (Panther Plus)

Cep za epruvetu za prijenos (pakiranje od 100 komada)

Cep za SAT

Komercijalno dostupne kartice DBS-a:
Kartice Ahlstrom/Munktel TEN ili ekvivalent (npr. Whatman 903)

Skare, pinceta ili drugi alati za odvajanje mrlie DBS-a s kartice DBS-a.

Vrhovi, volumena 1000 yl, filtrirani, provodni, s mogucnosti mjerenja razine
tekucine i za jednokratnu upotrebu

Nisu svi proizvodi dostupni u svim regijama. Obratite se svom predstavniku
za informacije specificne za regiju.

Izbjeljivag, 5 % do 8,25 % (0,7 M do 1,16 M) otopine natrijeva hipoklorita

Rukavice bez pudera za jednokratnu upotrebu

Zamjenski Cepovi za reagense

Bocice za rekonstituciju reagensa za amplifikaciju, enzimskog reagensa

i promotorskog reagensa
Bocica za TCR

Pokrovi s plasticnom poledinom za radne povrsine u laboratoriju
Maramice koje ne ostavljaju dlacice

Pipetor
Vrhovi

Opcije primarne epruvete za prikupljanje (ACD, EDTA, PPT):

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

Centrifuga

Klackalica epruvete

Kat. Br.

PRD-04772
FAB-18184
303095
PRD-04172
PRD-06067
504415

901121 (10612513 Tecan)
903031 (10612513 Tecan)

MME-04134 (30180117 Tecan)
MME-04128

CL0041 (100 Cepova)

CL0040 (100 Cepova)

Dodatak DBS-a za test Aptima HIV-1 Quant Dx
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Postupak testiranja na sustavu Panther

Napomena: dodatne informacije o postupku pogledajte u Prirucniku za rukovatelja sustavom
Panther / Panther Fusion.

A. Ekstrakcija ispitaka DBS-a

1.
2.
3.

Prije obrade pustite uzorke da dosegnu temperaturu od 15 °C do 30 °C.
Dodajte 1 ml pufera za ekstrakciju DBS-a u SAT.

S pomocéu dekontaminiranog alata (npr. vrha pipete, pincete ili Skara) prenesite ispitak
DBS-a u SAT koji sadrzi pufer za ekstrakciju DBS-a. Svaki ispitak DBS-a trebao bi imati
promjer od priblizno 12 mm.

Napomena: za neperforirane kartice DBS-a pobrinite se da ispitak DBS-a prianja
uz stranu SAT-a.

Potpuno zatvorite SAT-ove koji sadrze pufer za ekstrakciju DBS-a i DBS s pomocu
Cepova za epruvete za prijenos.

Lagano ljuljajte na sobnoj temperaturi 30 minuta. Pobrinite se da pufer za ekstrakciju
DBS-a ispire ispitak DBS-a tijekom ljuljanja. I1zbjegavajte stvaranje prekomjerne pjene.

Napomena: ekstrahirani DBS u SAT-u moZe se Cuvati do 24 sata na temperaturi
od 15 °C do 30 °C prije testiranja.

Prije postavljanja u sustav Panther, centrifugirajte SAT koji sadrzi ekstrahirani DBS
2 minute na 3000 g.

Postavite SAT koji sadrzi DBS u sustav Panther (ekstrahirani DBS moze se Cuvati
u sustavu Panther do 8 sati).

Napomena: kako biste izbjegli prijenos kontaminacije, osigurajte da se alati koji se
upotrebljavaju za pripremu uzorka i rukovanje njime dekontaminiraju izmedu viSe uzoraka.

Napomena: osam sati u sustavu ne dodaje se 24-satnom razdoblju skladiStenja nakon
ekstrakcije.

B. Priprema sustava za uzorke DBS-a

1.

Sustav postavite u skladu s uputama u Prirucniku za rukovatelja sustavom Panther /
Panther Fusion.

Napunite stalak za uzorke.

Primijenite faktor konverzije suhe mrlje krvi za analizu testnih naloga za ispitke
DBS-a.
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Za primjenu faktora konverzije suhe mrlje krvi na cijeli stalak uzoraka DBS:

a. Na zaslonu Sample Rack Loading (Postavljanje stalka za uzorke) odaberite Dilute
All (Razrijedi sve).

Prikazuje se prozor Dilution Factor (Faktor razrjedivanja).

Dilution Factor

Select Dilution Factor

Dilution Factor /.

. Dried Blood Spot Conversion Factor

v\ S——"—

4 Total Records

Slika 2. Prozor Dilution Factor (Faktor razrjedivanja) na zaslonu za ucitavanje stalka za uzorke

b. Odaberite Dried Blood Spot Conversion Factor (Faktor konverzije suhe mrlje krvi).
c. Odaberite OK (U redu).

Prikazuje se prozor Set Dilution Factor for Rack (Postavi faktor razrjedivanja
za stalak).

d. Odaberite Yes (Da) da biste primijenili oznaku faktora konverzije suhe mrlje krvi
na cijeli stalak s ispitcima DBS-a.
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Da biste primijenili Dried Blood Spot Conversion Factor (Faktor konverzije suhe
mrlje krvi) na jedan testni nalog (na primjer, tre¢i uzorak u stalku, pogledajte sliku
u nastavku):

a. Na zaslonu Sample Details (Detalji o uzorku) odaberite testni nalog koji ¢e se obraditi
i odaberite Apply Dilution (Primijeni razrijedenu otopinu).

Prikazuje se prozor Dilution Factor (Faktor razriedivanja).

Admin LogoH
Ready 7

Help

J)

i sample Position: 3

Sample 1D:

Daz9-spz-a
Typa: §j an
~Test Orclers —
finf Asawy STAT :
Select Dilution Factor 4

4 BEGYES No
Selected Dilution Factor Dilubon Flag
1:100 DiL2
DiLl1
Custom DILC | ‘
‘ Dried Blood Spot Conversion Factor DBS ‘ ‘

B | 1TotalRecordd 4 Total Records

Add Test Order | | Dolerfll

| Edit SamplelD 3 | STAT Teernber?

Slika 3. Prozor Dilution Factor (Faktor razrjedivanja) na zaslonu Sample Details (Detalji o uzorku)

b. Odaberite Dried Blood Spot Conversion Factor (Faktor konverzije suhe mrlje krvi).

c. Odaberite OK (U redu) za primjenu oznake faktora konverzije suhe mrlje krvi na sve
odabrane testne naloge.

Ako je potrebno, faktor konverzije suhe mrlje krvi moze se ukloniti iz testnih naloga prije
poCetka obrade.
Za brisanje faktora konverzije suhe mrlje krvi iz cijelog stalka:

1. Na zaslonu Sample Rack Bay (Odjeljak stalka za uzorke) dvaput kliknite na postavljeni
stalak koji vas zanima.

Zaslon Sample Rack Loading (Postavljanje stalka za uzorke) pojavljuje se za odabrani
stalak.

Odaberite Dilute All (Razrijedi sve).

U prozoru Dilution Factor (Faktor razrjedivanja) ponistite odabir Dried Blood Spot
Conversion Factor (Faktor konverzije suhe mrlje krvi).
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Aptima®

Postupak testiranja na sustavu Panther

5.

Odaberite OK (U redu).
Prikazuje se prozor Set Dilution Factor for Rack (Postavi faktor razrjedivanja za stalak).
Odaberite Yes (Da) za brisanje faktora konverzije suhe mrlje krvi iz cijelog stalka.

Za brisanje testnih naloga faktora konverzije suhe mrlje krvi:

1.

Na zaslonu Sample Rack Bay (Odjeljak stalka za uzorke) dvostruko kliknite umetnuti
stalak koji sadrzi ispitke od interesa.

Zaslon Sample Rack Loading (Postavljanje stalka za uzorke) pojavljuje se za odabrani
stalak za uzorke.

Na zaslonu Sample Rack Loading (Postavljanje stalka za uzorke) dvostruko kliknite
ispitak od interesa.

Zaslon Sample Details (Pojedinosti uzorka) pojavljuje se s trenutacnim testnim nalozima
za odabrani ispitak.

Na ploCi Test Orders (Testni nalozi) odaberite testni nalog od interesa.
Odaberite Apply Dilution (Primijeni razrijedenu otopinu).

U prozoru Dilution Factor (Faktor razrjedivanja) ponistite odabir Dried Blood Spot
Conversion Factor (Faktor konverzije suhe mrlje krvi).

Odaberite OK (U redu) za brisanje faktora konverzije suhe mrlje krvi iz testnog naloga.

Napomene o postupku za kalibratore i kontrole

Za uzorke DBS-a nisu osigurane DBS pozitivhe i negativne kontrole. Uzorci DBS-a zahtijevaju
iste kalibratore i kontrole koji se upotrebljavaju za uzorke seruma i plazme. Pogledajte uputu
za test Aptima HIV-1 Quant Dx.
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Kontrola kvalitete

Rezultat ciklusa ili ispitka moZe poniétiti rukovatelj ako tijekom provodenja ispitivanja uo€i tehnicke
poteskocée, poteskoce pri rukovanju ili poteSkoée vezane uz instrument te ih dokumentira. U tom
slu€aju potrebno je ponovno testirati ispitke.

Kalibracija testa

Uzorci DBS-a zahtijevaju iste kalibratore koji se upotrebljavaju za uzorke seruma i plazme.
Pogledajte uputu za test Aptima HIV-1 Quant Dx.

Negativne i pozitivhe kontrole

Uzorci DBS-a zahtijevaju iste kontrole koje se upotrebljavaju za uzorke seruma i plazme.
Pogledajte uputu za test Aptima HIV-1 Quant Dx.

Interni kalibrator / interna kontrola

Svaki uzorak sadrzava interni kalibrator / internu kontrolu (IC). Pogledajte uputu za test Aptima
HIV-1 Quant Dx.
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Interpretacija rezultata za DBS

Sustav Panther automatski odreduje koncentraciju RNK virusa HIV-1 za ispitke i kontrole
usporedbom rezultata s kalibracijskom krivuljom. Za testirane ispitke DBS-a sustav Panther
automatski izvjeStava o kopijama/ml i log4q kopija/ml RNK virusa HIV-1 na temelju faktora
konverzije DBS-a. Log konverzija za DBS LoD od 883 kopije/ml iznosi 2,95 log kopija/ml.
Interpretacija rezultata virusnog opterec¢enja dana je u Tablicu 1.

Sustav Panther ne daje kvalitativni rezultat (tj. ,Reactive” (Reaktivno) ili ,Non-reactive”
(Nereaktivno)) za dijagnosti¢ku upotrebu (EID). Rukovatelj mora protumaditi prijavljenu
koncentraciju RNK virusa HIV-1 kao kvalitativni rezultat (pogledajte Tablicu 2). Ispitci Ciji su
rezultati navedeni kao ,Not Detected” (Nije otkriveno) nisu reaktivni na RNK virusa HIV-1.
Uzorci s rezultatima navedenim kao ,<883 detected” (< 883 otkriveno) ili uzorci s rezultatima
navedenim unutar linearnog raspona ukazuju na to da je otkrivena RNK virusa HIV-1 i da su
ti ispitci reaktivni na RNK virusa HIV-1. Uzorke s rezultatima <1900 kopija/ml treba ponovno

testirati kako bi se potvrdila reaktivnost za dijagnozu HIV-a.

Tablica 1: Tumacenje rezultata za ispitke virusnog optere¢enja DBS-a

2abiljeieni rezultat testa Aptima

HIV-1 Quant Dx Interpretacija koncentracije RNK virusa HIV-1

Kopija/ml Log4g vrijednost®
Nije otkriveno Nije otkriveno RNK virusa HIV-1 nije otkrivena.
< 883 otkriveno <2,95 RNK virusa HIV-1 detektirana je, ali na razini

ispod donje granice kvantifikacije za DBS
(LLoQ DBS 883 kopije/ml)
od 883 do 10.000.000 od 2,95 do 7,00 Koncentracija RNK virusa HIV-1 unutar
je linearnog raspona testa za DBS
(883 kopije/ml do 10.000.000)

> 10.000.000 > 7,00 Koncentracija RNK virusa HIV-1 iznad je
gornje granice kvantifikacije (ULoQ).
Nevaljano® Nevaljano® Doslo je do pogreske u generiranju rezultata.

Potrebno je ponovo testirati ispitak.

#Vrijednost se skracuje na dvije decimale.
b o S . .
Nevaljani rezultati prikazani su plavom bojom fonta.

Tablica 2: Tumacéenje rezultata za dijagnosticke ispitke DBS-a

~ Prijavijeni rezultati testa Aptima HIV-1 Quant Dx Korisnicka dijagnosticka
Kopija/ml Logg vrijednost® kvalitativna interpretacija
Nije otkriveno Nije otkriveno RNK virusa HIV-1 nije otkrivena.
< 883 otkriveno ili <2,95liod 2,95 do 3,28 Ponovno testirajte kako biste potvrdili reaktivne
od 883 do 1900 dijagnosticke rezultate. Samo potvrdeno
pozitivni rezultati smatraju se reaktivnima.®
od 1901 do 10.000.000 od 3,28 do 7,00 Reaktivno na RNK virusa HIV-1
>10.000.000 >7,00 Reaktivno na RNK virusa HIV-1
Nevaljano® Nevaljano® Doslo je do pogredke u generiranju rezultata.

Potrebno je ponovo testirati ispitak.

Vrijednost se skraduje na dvije decimale.

®World Health Organization, Policy Brief. July 2018. Update on Antiretroviral Regimens for Treating and Preventing HIV Infection
and Update on Early Infant Diagnosis. HIV Treatment—Interim Guidance. Geneva, Switzerland (7).

°Nevazedi rezultati prikazani su plavom bojom fonta.
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Ograni¢enja

A

Uporaba ovog testa ograni¢ena je na osoblje koje je obuceno za postupak. NeuspjeSno
pracenje uputa navedenih u ovoj uputi moze rezultirati pogreSnim rezultatima.

Pobrinite se da se ovaj test upotrebljava sa softverom sustava Panther verzije 6.2 ili novije.

Razli¢ite metodologije ispitivanja mogu dati razliCite prijavljene vrijednosti. Kako bi se
smanjio rizik pogreSnog tumacenja rezultata prilikom prelaska na novi test, preporucuje
se validacija novih metodologija kako bi se utvrdile i uzele u obzir razlike u prijavljenim
rezultatima.

Neadekvatno prikupljanje, transport, skladistenje i obrada uzoraka mogu dovesti do
neto€nih rezultata.

Ovaj test je validiran za upotrebu s karticama Ahlstrom/Munktel TFN i Whatman 903 DBS.
Osigurajte da su kartice DBS-a validirane za ispunjavanje specifi¢nih laboratorijskih
zahtjeva.

Osigurajte da se s karticama DBS-a rukuje i da se skladiSte u skladu s uputama
proizvodaca.
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Ucinkovitost za DBS

Granica detekcije (LoD) primjenom 3. medunarodnog standarda SZ0O-a za HIV-1

Granica detekcije (LoD) definirana je kao koncentracija RNK virusa HIV-1 koja se otkriva

s vjerojatnoséu od 95 % ili ve¢om prema dokumentu EP17-A2 instituta CLSI (8). LoD je
odreden testiranjem panela koji su se sastojali od razriedenja 3. medunarodnog standarda
SZ0-a za HIV-1 (podtip B, NIBSC kod: 10/152) u cijeloj krvi negativnoj na HIV-1. Trideset
replikata svakog razrjedenja izvedeno je na trima sustavima Panther upotrebom triju serija
reagensa, $to je ukupno 90 replikata za svako razrjedenje. Prema CLSI EP17-A2, rezultati

iz serije reagensa s najviSom koncentracijom za predvidenu granicu detekcije definirani su kao
LoD i prikazani u Tablicu 3. Putem Probit analize, LoD za test Aptima HIV-1 Quant Dx iznosi
848,4 kopija/ml (interval pouzdanosti od 95 % 660,7 — 1208,8 kopija/ml) ili 2424,0 1J/ml
(interval pouzdanosti od 95 % 1887,8 — 3453,8 1J/ml, 0,35 kopija = 1 IJ).

Tablica 3: LoD testa Aptima HIV-1 Quant Dx s DBS-om koriStenjem 3. medunarodnog standarda SZ0O-a
za HIV-1

Predvidena granica detekcije K?;::i?;yzﬁ;m Kon((lzjrnt:i)acua
10 % 34,4 98,3
20 % 68,7 196,3
30 % 105,7 302,0
40 % 147,2 420,6
50 % 194,9 556,9
60 % 2519 719,8
70 % 323,9 925,5
80 % 423,1 1208,9
90 % 625,4 1786,9
95 % 848,4 24240
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Linearni raspon

Linearni raspon testa Aptima HIV-1 Quant Dx utvrden je testiranjem panela koji su se sastojali
od kultiviranog virusa HIV-1 podtipa B razrijedenog u cijeloj krvi negativhoj na HIV-1 u skladu
s dokumentom EPO06-A instituta CLSI (9). Koncentracija panela kretala se od 2,70 do 7,60 log
kopija/ml. Testiranje je provedeno na Cetiri sustava Panther s dvije serije reagensa testa
Aptima HIV-1 Quant Dx. Kao $to prikazuje Slika 4, za test Aptima Quant Dx dokazana je
linearnost u cijelom testiranom rasponu.
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Slika 4. Linearnost testa Aptima HIV-1 Quant Dx s DBS-om
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Donja granica kvantifikacije koriStenjem 3. medunarodnog standarda SZ0O-a za HIV-1

Donja granica kvantifikacije (LLoQ) je 883 kopije/ml. LLoQ je utvrden kako je opisano u
dokumentu EP-17-A2 Instituta CLSI kako bi se zadovoljili zahtjevi LLoQ od > 95 % reaktivnosti
i ukupne pogreske < 1 log kopija/ml.
Tablica 4: Odredivanje donje granice kvantifikacije s vrstom uzorka DBS-a koristenjem 3. medunarodnog
standarda SZ0-a za HIV-1 s 3 serije reagensa

Serija % Ciljna -~ Aptima HIV-1 SD | Pristranost | Izracunati
reagensa pozitivnih koncentracija Quant Dx (log kopija/ml) (log kopija/ml) Westgard TE
(Log kopija/ml) (log kopija/ml) (log kopija/ml)
90 % 2,78 2,61 0,60 0,17 1,37
93 % 2,85 2,66 0,54 0,18 1,26
] 93 % 2,90 2,83 0,40 0,07 0,87
97 % 2,95 2,90 0,18 0,06 0,43
100 % 3,00 2,98 0,22 0,02 0,46
100 % 3,08 3,03 0,22 0,05 0,48
93 % 2,78 2,57 0,59 0,20 1,38
97 % 2,85 2,76 0,44 0,09 0,97
) 93 % 2,90 2,66 0,54 0,24 1,32
97 % 2,95 2,79 0,47 0,17 1,10
97 % 3,00 2,78 0,46 0,22 1,15
97 % 3,08 2,91 0,37 0,17 0,91
100 % 2,78 2,80 0,52 0,02 1,05
100 % 2,85 2,83 0,36 0,01 0,74
3 100 % 2,90 2,89 0,36 0,02 0,74
100 % 2,95 2,94 0,50 0,02 1,01
100 % 3,00 2,95 0,23 0,05 0,51
97 % 3,08 3,07 0,16 0,01 0,33

Tablica 5: Sazetak LLoQ-a

Serija reagensa LL°9 LL..OQ
(log kopija/ml) (kopija/ml)
1 2,90 787
2 2,91 817
3 2,95 883
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Preciznost

Za procjenu preciznosti testa Aptima HIV-1 Quant Dx napravljen je panel dodavanjem
kultiviranog virusa HIV-1 podtipa B u punu krv negativhu na HIV-1. Tri operatera testirala

su panele s pomodu tri serije reagensa na tri sustava Panther tijekom 20 dana (pogledajte
Tablicu 6). Panel se sastojao od jednog ¢lana panela negativhog na HIV-1 i pet ¢lanova panela
pozitivnih na HIV-1. Dodjeljivanje koncentracije za kliniCke ispitke ili kultivirane zalihe virusa
odredeno je testiranjem vrste uzorka DBS-a u testu Aptima HIV-1 Quant Dx.

Tablica 6: Preciznost testa Aptima HIV-1 Quant Dx s DBS-om

Broj Srednja Medu Medu Medu Medu Unutar

L . . . . .. . R R Ukupno
valjanih koncentracija instrumentima  rukovateljima  serijama ciklusima ciklusa (SD)
replikata  (log kopija/ml) (SD) (SD) (SD) (SD) (SD)

78 3,46 0,00 0,00 0,07 0,00 0,19 0,19

81 3,94 0,00 0,00 0,07 0,08 0,13 0,13

81 4,81 0,01 0,01 0,01 0,07 0,07 0,07

81 5,89 0,00 0,03 0,01 0,07 0,05 0,05

81 6,72 0,00 0,02 0,02 0,06 0,05 0,05

SD = standardna devijacija

Napomena: varijabilnost nekih ¢imbenika moze biti brojcano negativna, $to se moze dogoditi ako je varijabilnost zbog
tih ¢imbenika vrlo mala. Kada se to dogodi, SD = 0. Ukupan broj testiranih replikata za svakog ¢lana panela bio je 81;
za procjenu preciznosti koriSteni su samo replikati s kvantificiranim rezultatima.

Potencijalno interferirajuce tvari

Osijetljivost testa Aptima HIV-1 Quant Dx na interferenciju uzrokovanu poviSenim razinama
hemoglobina i ljudske DNK procijenjena je testiranjem DBS-a pripremljenog iz pune krvi

u odsutnosti virusa HIV-1 i prisutnosti 3,42 i 4,7 log kopija/ml virusa HIV-1. Nije uo¢ena
interferencija u performansama u prisutnosti hemoglobina (5 mg/ml) i ljudske genomske
DNK (2 pg/ml).

Test Aptima HIV-1 Quant Dx takoder je procijenjen na interferenciju s uzorcima plazme i nije
uocena interferencija u performansama u prisutnosti egzogenih i endogenih tvari. Za potpuni
popis potencijalno interferiraju¢ih tvari koje su procijenjene za tu vrstu uzorka plazme
pogledajte uputu za test Aptima HIV-1 Quant Dx.

Specificnost

Specificnost testa Aptima HIV-1 Quant Dx odredena je testiranjem ispitaka DBS-a pripremljenih
s krvlju 500 donora negativnih na HIV-1 u tri serije reagensa. Specificnost testa s DBS-om bila
je 99,6 % (interval pouzdanosti od 95 %: od 98,6 % do 99,9 %).
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Analiticka specificnost

Potencijalna unakrsna reaktivnost na patogene prisutne u punoj krvi procijenjena je

testom Aptima HIV-1 Quant Dx testiranjem DBS-a pripremljenog iz pune krvi obogacene s
1e6 stanica/ml svakog organizma u odsutnosti virusa HIV-1 i prisutnosti 3,42 i 4,7 log kopija/ml
virusa HIV-1. Nije uoCena interferencija u ucinkovitosti pri testiranju DBS-a koji sadrzi
Leishmania major, Trypanosoma gambiense, Babesia microti Gray, Plasmodium falciparum

i Toxoplasma gondii u prisutnosti i odsutnosti virusa HIV-1.

Test Aptima HIV-1 Quant Dx takoder je procijenjen na unakrsnu reaktivnost za ispitke plazme
i nije uo€ena interferencija u ucinkovitosti u prisutnosti patogena. Za potpuni popis patogena
koji su procijenjeni za odredenu vrstu uzorka plazme pogledajte uputu za test Aptima HIV-1
Quant Dx.
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Klinicka ucinkovitost

Dijagnosticka sukladnost za ranu dijagnozu kod dojencadi

Za procjenu dijagnostiCke sukladnosti ispitci DBS-a pripremljeni su iz uboda pete ili prsta
dojencadi < 18 mjeseci starosti koje su rodile majke pozitivne na HIV-1 u Keniji, Afrika. Ova
dojencad testirana je upotrebom jednog DBS-a po testu u testu Aptima HIV-1 Quant Dx i
usporednog kvalitativnog testa za HIV-1 s oznakom CE. Kao $to prikazuje Tablicu 7, 1975
ispitaka imalo je valjane rezultate u oba testa. Za kvalitativni usporedni test s oznakom CE
svi ispitci s reaktivnim rezultatima ponovno su testirani i samo su potvrdeni reaktivni rezultati
kategorizirani kao ,Detected” (Otkriveno). Svi nereaktivni rezultati uzoraka kategorizirani su
kao , Target Not Detected” (Cilj nije otkriven). Za test Aptima HIV-1 Quant Dx rezultati testa
koji su protumaceni kao dvosmisleni (pogledajte Tablicu 2) ponovno su testirani. Dijagnosti¢ka
sukladnost za ranu dijagnozu dojen¢adi izmedu dva testa bila je 99,6 %.

Tablica 7: Dijagnosticka sukladnost izmedu testa Aptima HIV-1 Quant Dx i usporednog testa

Usporedni test s oznakom CE

Cilj nije otkriven Otkriven
Test Aptima HIV-1 Cilj nije otkriven 1888 4
Quant Dx Otkriven 3 80

Korelacija metoda

UcCinkovitost testa Aptima HIV-1 Quant Dx za vrstu uzorka DBS-a procijenjena je usporedbom
rezultata DBS-a s rezultatom plazme testa Aptima. U ovo ispitivanje uklju¢eno je ukupno 258
pacijenata zarazenih virusom HIV-1 s 5 mjesta prikupljanja uzoraka diliem Kenije, Afrika. Od
svakog pacijenta ispitci DBS-a pripremljeni su s pomocéu kapilarne krvi (iz prsta) i venske krvi.
Plazma je takoder dobivena od istog pacijenta. Sva testiranja testom Aptima za ispitke DBS-a
i plazme provedena su jednom serijom reagensa. Rezultati ispitaka koji su kvantificirani za
svaku vrstu uzorka analizirani su linearnom regresijom najmanjih kvadrata kao $to prikazuju
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Slika 5. Korelacija izmedu DBS-a dobivenog iz prsta i plazme
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Dodatak DBS-a za test Aptima HIV-1 Quant Dx 21 AW-29377-2501 Rev. 001



Kliniéka uéinkovitost Aptima®

Sukladnost rezultata DBS-a i plazme takoder je procijenjena na pragu od 1000 kopija/ml.
(Tablice 8 i 9). Pozitivna i negativna sukladnost izmedu rezultata DBS-a dobivenog iz prsta

i plazme bila je 92,95 %, odnosno 93,14 %. Pozitivha i negativna sukladnost izmedu rezultata
venskog DBS-a i plazme bila je 96,15 %, odnosno 90,20 %. Pozitivna i negativha sukladnost
izmedu rezultata venskog DBS-a i DBS-a iz prsta bila je 91,25 %, odnosno 93,88 %

(Tablicu 10). Ukupna sukladnost rezultata HIV-1 za plazmu s rezultatima HIV-1 DBS-a

iz prsta i venskog DBS-a bila je 93,02 %, odnosno 93,80 %.

Tablica 8: Sukladnost izmedu DBS-a iz prsta i plazme u testu Aptima HIV-1 Quant Dx

Aptima plazma

<1000 >1000
) <1000 95 11
Aptima
DBS iz prsta > 1000 7 145

Tablica 9: Sukladnost izmedu venskog DBS-a i plazme u testu Aptima HIV-1 Quant Dx

Aptima plazma

<1000 >1000
] <1000 92 6
Aptima

Tablica 10: Sukladnost izmedu venskog DBS-a i DBS-a iz prsta u testu Aptima HIV-1 Quant Dx
Aptima venski DBS

<1000 > 1000
) <1000 92 14
Aptima
DBS iz pl'sta > 1000 6 146
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