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Informagdes gerais

Uso pretendido

O ensaio Aptima® HIV-1 Quant Dx é um teste de amplificagdo do acido nucleico in vitro para
a detecgao e quantificacao dos grupos M, N e O do RNA do virus da imunodeficiéncia humana
do tipo 1 (HIV-1) no sistema Panther™ totalmente automatizado. E indicado para uso como
auxilio no diagnéstico da infec¢ao pelo HIV-1, como confirmagéo da infecgédo pelo HIV-1 e como
auxilio no manejo clinico de pacientes infectados pelo HIV-1.

O ensaio Aptima HIV-1 Quant Dx pode também ser usado como auxilio no diagnéstico da
infeccao pelo HIV-1, incluindo infeccdo aguda ou primaria. A presengca do RNA do HIV-1 no
plasma ou soro de pacientes sem anticorpos para HIV-1 é indicativa de infecgdo aguda ou
primaria por HIV-1. O ensaio Aptima HIV-1 Quant Dx pode ser usado como um teste
complementar para amostras bioldgicas que apresentem resultados reativos repetidos em
imunoensaios de HIV aprovados. Se a amostra bioldgica apresentar resultado reativo no ensaio
Aptima HIV-1 Quant Dx, a infec¢ao pelo HIV-1 é confirmada.

O ensaio Aptima HIV-1 Quant Dx também pode ser usado em conjunto com a apresentagao clinica
e outros marcadores laboratoriais para o prognéstico da doenca em individuos infectados pelo

HIV-1. O ensaio Aptima HIV-1 Quant Dx pode ser usado como auxilio no monitoramento do efeito
do tratamento antirretroviral, medindo as altera¢gdes na concentracdo de RNA do HIV-1 no plasma.

Quando o ensaio Aptima HIV-1 Quant Dx é usado como auxilio no diagndstico da infecgao pelo
HIV-1, o desempenho para resultados qualitativos é estabelecido com amostras biologicas tanto
de plasma quanto de soro.* Quando usado como auxilio no monitoramento do efeito da terapia
antirretroviral, o desempenho para resultados quantitativos é estabelecido apenas com amostras
biolégicas de plasma. Amostras biolégicas de soro ndo podem ser utilizadas para resultados
quantitativos.

Este ensaio ndo se destina ao uso na triagem de doadores de sangue ou plasma.

*Amostras biolégicas de sangue seco em papel filtro (DBS) também podem ser usadas com o ensaio Aptima HIV-1
Quant Dx. Para obter uma descrigdo completa do uso pretendido e informagbes sobre amostras biolégicas de DBS,
consulte o Suplemento para amostras de sangue seco na bula do ensaio Aptima HIV-1 Quant Dx.

Resumo e explicagao do teste

Estudos epidemiolégicos identificaram o virus da imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1) como
0 agente etioldgico da sindrome de imunodeficiéncia adquirida (AIDS) (1-7). O HIV pode ser
transmitido por contato sexual, exposi¢gdo a sangue ou derivados do sangue infectados ou por
transmissdo mae-filho (8). No prazo de 3 a 6 semanas da exposicdo ao HIV, os individuos
infectados desenvolvem geralmente uma sindrome aguda breve que se caracteriza por sintomas
gripais e esta associada a niveis elevados de viremia no sangue periférico (9-12). Na maioria
dos individuos infectados, essa fase precoce é seguida por uma resposta imune especifica do
HIV e uma reducdo da viremia plasmatica, normalmente dentro de 4 a 6 semanas apdés

o aparecimento dos sintomas (13-14). Ap6s a soroconversao, os individuos infectados entram
tipicamente em uma fase assintomatica, clinicamente estavel, que pode durar anos (15-17).

O periodo assintomatico € caracterizado por viremia plasmatica persistente e de baixo nivel (18)
e uma deplecado gradual de linfécitos T CD4+. Essa deplegcao leva a uma imunodeficiéncia
grave, a multiplas infecgdes oportunistas, a tumores malignos e a morte (19). Apesar de os
niveis de virus no sangue periférico serem relativamente baixos durante a fase assintomatica da
infeccdo, a replicagcdo e a eliminacado do virus parecem ser processos dindmicos nos quais as
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velocidades elevadas de produgao do virus e de infeccao das células CD4+ sdo equilibradas
por velocidades igualmente elevadas da eliminagdo do virus, da morte de células infectadas
e da substituicdo das células CD4+, resultando em niveis relativamente estaveis de viremia
plasmatica e das células CD4+ (20-22).

As medic¢des quantitativas do HIV no sangue periférico demonstraram que niveis de virus mais
elevados podem estar correlacionados com o aumento do risco de progresséo clinica da doenca
associada ao HIV e que redugdes nos niveis virais plasmaticos podem estar associadas a
diminuigdo do risco de progresséao clinica (23-25). Os niveis de virus no sangue periférico
podem ser quantificados por medi¢gdo do antigeno p24 do HIV no soro, por cultura quantitativa
do HIV no plasma ou por medigcao direta do RNA viral no plasma utilizando amplificacdo de
acidos nucleicos ou tecnologias de amplificagdo do sinal (26-30).

As técnicas moleculares, como a amplificacdo mediada pela transcrigdo (TMA), tém sido
amplamente usadas para amplificar os acidos nucleicos (31). A TMA usa uma captura alvo
especifica e amplificagdo isotérmica para detectar acidos nucleicos em varias doengas
transmissiveis, incluindo CT, NG, HPV, Trich e HIV/HCV/HBYV para o teste de doadores de
sangue (32).

O ensaio Aptima HIV-1 Quant Dx, por meio da TMA, utiliza primarios multiplos e longos que tém
como alvo diversas regides do genoma HIV-1 para compensar a alta taxa de mutacéo do HIV-1.
O ensaio inclui sistemas de detecgao e amplificacdo de alvos duplos, direcionados
independentemente para duas regides do genoma HIV-1 (pol e LTR). O software do ensaio ndo
faz a média dos sinais dos dois sistemas.

O sistema de dois alvos da Aptima foi criado para aumentar as chances de detectar
e quantificar as amostras com precisao.

Principios do procedimento

O ensaio Aptima HIV-1 Quant Dx envolve trés etapas principais, todas executadas em um unico
tubo no sistema Panther: captura do alvo, amplificacdo do alvo pela amplificagdo mediada por
transcricao (TMA) e deteccao de produtos de amplificagdo (amplicon) pelas sondas
fluorescentes rotuladas (torches).

Durante a captura do alvo, os acidos nucleicos virais sdo isolados das amostras bioldgicas.
As amostras biologicas sdo tratadas com um detergente para solubilizar o envelope viral,
desnaturar as proteinas e liberar o RNA gendmico viral. Os oligonucleétidos capturados
hibridizam para regides altamente conservadas do genoma HIV-1, se estiverem presentes, na
amostra bioldgica de teste. O alvo hibrido é entdo capturado em microparticulas magnéticas que
sdo separadas da amostra bioldégica em um campo magnético. As etapas de lavagem removem
as impurezas do tubo de reacéo.

A amplificacdo do alvo ocorre por meio da TMA, que € um método de amplificacdo do acido
nucleico mediado por transcricdo que utiliza duas enzimas: transcriptase reversa da leucemia
murinica de Moloney (MMLV) e a polimerase do RNA T7. A transcriptase reversa é usada para
gerar uma copia do DNA (que contém uma sequéncia promotora para a polimerase do RNA T7)
da sequéncia alvo. A polimerase de RNA T7 produz varias cépias do amplicon de RNA com
base no modelo de copia do DNA. O ensaio Aptima HIV-1 Quant Dx utiliza o método TMA para
amplificar as duas regides do RNA no HIV-1 (pol e LTR). Um sinal independente é gerado da
amplificacdo de cada regido usando primarios, que sao designados para amplificar os grupos M,
N e O do HIV-1.
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A deteccao é feita usando as sondas fluorescentes do acido nucleico de cadeia Unica,
presentes durante a amplificacdo de cada alvo, que hibridizam especificamente nos produtos de
amplificacdo em tempo real. Cada sonda fluorescente tem um fluoréforo e um agente de
extingdo. Quando a sonda fluorescente nao for hibridizada no produto de amplificagcédo, o agente
de extincdo estara proximo do fluoréforo e contera a fluorescéncia. Quando a sonda
fluorescente se une ao produto de amplificagdo, o agente de extingdo € movido para ainda mais
longe do fluoréforo e emitira um sinal em um determinado comprimento de onda quando for
animado por uma fonte de luz. A medida que mais sondas fluorescentes se hibridizam no
produto de amplificagcdo, um sinal de fluorescéncia mais elevado é gerado. O tempo necessario
para que o sinal fluorescente atinja um limite especificado (“tTime”) € proporcional a
concentragao inicial de HIV-1. Cada reagao tem um calibrador interno / controle interno (Cl) que
controla as variagdes potenciais do processamento, da amostra bioldgica, da amplificagcao e da
deteccdo. A concentragdo de uma amostra é calculada usando os tTimes para a amplificacéo
pol e LTR pelo software do sistema Panther. Por meio do algoritmo e da comparagdo com as
informacdes de calibragcdo armazenadas, o software do sistema Panther retorna um resultado
Unico, validado clinicamente para cada amostra.

Resumo de seguran¢a e desempenho

O SSP (Summary of Safety and Performance, Resumo de seguranca e desempenho) esta
disponivel no banco de dados europeu sobre dispositivos médicos (Eudamed), onde esta
vinculado aos identificadores de dispositivos (UDI-DI basico). Para localizar o SSP para o
ensaio Aptima HIV-1 Quant Dx, consulte o Identificador Basico Unico de Dispositivo (BUDI):
54200455DIAGAPTHIV1XB

Adverténcias e precaugoes
A. Para uso em diagndstico in vitro.

B. Para uso profissional.

C. O ensaio Aptima HIV-1 Quant Dx ndo deve ser usado como teste de rastreamento da
presenca do HIV-1 em sangue doado.

D. Para reduzir o risco de resultados invalidos, leia cuidadosamente o folheto informativo
completo e o Manual do operador do sistema Panther/Panther Fusion™ antes de realizar
esse ensaio.

Relacionados ao laboratoério

E. &D CUIDADO: Os controles para esse ensaio contém plasma humano. O plasma
€ negativo para o antigeno de superficie da hepatite B (HBsAg), anticorpos anti-HCV,
anticorpos anti-HIV-1 e anti-HIV-2 e antigeno HIV quando testados com procedimentos
licenciados pela US Food and Drug Administration dos EUA. Além disso, o plasma nao
€ reativo para o RNA do HCV e o RNA do HIV-1 quando testado com testes de acidos
nucleicos licenciados utilizando amostras agrupadas. Todos os materiais com origem em
sangue humano devem ser considerados como potencialmente infecciosos e devem ser
manuseados de acordo com as Precau¢des Universais (33-35).
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F. Este procedimento sé deve ser executado por pessoal com o devido treinamento no uso do
ensaio Aptima HIV-1 Quant Dx e no manuseio de materiais potencialmente infecciosos.
Se ocorrer um derramamento, desinfete imediatamente seguindo os procedimentos
adequados do local.

G. Use somente os utensilios de laboratério descartaveis fornecidos ou especificados.

Siga as precaucodes de rotina do laboratério. Nao pipete com a boca. Nao coma, beba ou
fume nas areas de trabalho designadas. Use luvas sem talco descartaveis, prote¢cao ocular
e jaleco de laboratério ao manusear as amostras biolégicas e os reagentes do kit. Lave bem
as maos apos manusear as amostras bioldgicas e os reagentes do Kkit.

I. As superficies de trabalho, pipetas e outros equipamentos devem ser descontaminados
regularmente com solugéo de hipoclorito de sodio de 2.5% a 3.5% (0.35M a 0.5M).

J. Descarte todos os materiais que tenham entrado em contato com as amostras biolégicas
e reagentes de acordo com os regulamentos regionais (33-36). Limpe e desinfete
minuciosamente todas as superficies de trabalho.

K. Os controles contém azida de sddio como conservante. Nao utilize tubos de metal para a
transferéncia de reagentes. Se as solugdes que contém compostos de azida de sddio forem
descartadas em um sistema de encanamento, elas deverdo ser diluidas e eliminadas com
agua corrente em abundancia. Essas precaugdes sdo recomendadas para evitar o acumulo
de depodsitos em canos metalicos onde condigcdes explosivas podem se desenvolver.

L. Boas praticas padronizadas para os laboratérios moleculares incluem o monitoramento do
ambiente. Para monitorar o ambiente de um laboratério, sugerimos o seguinte procedimento:

1. Pegue um swab do tipo cotonete e use-o com o tubo de aliquota de amostras biolégicas
Aptima™ (SAT).

2. ldentifique adequadamente cada SAT com um rotulo.
Encha cada SAT com 1 mL do diluente da amostra biolégica Aptima™.

4. Para coletar amostras de superficie, umedeca ligeiramente um swab com agua
deionizada sem nuclease.

5. Colha a amostra da superficie relevante movimentando o swab verticalmente, de cima
para baixo. Enquanto colhe a amostra do local, circule o swab cerca de meia volta.

6. Coloque imediatamente a amostra do swab dentro do tubo e circule suavemente o swab
no diluente para extrair materiais potencialmente colhidos. Pressione o swab na lateral
do tubo de transporte para extrair o maximo de liquido possivel. Descarte o swab
e feche o tubo.

7. Repita as etapas para as amostras de swab restantes.

8. Teste o swab com um ensaio molecular.

Relacionados as amostras biolégicas

M. As amostras bioldgicas podem ser infecciosas. Siga as precaugdes universais (33-35) ao
realizar este ensaio. Os métodos de manuseio e descarte apropriados devem ser
estabelecidos de acordo com os regulamentos locais (36). Somente os funcionarios
devidamente qualificados na utilizagdo do ensaio Aptima HIV-1 Quant Dx e no manuseio
de materiais infecciosos devem realizar esse procedimento.
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N.

Mantenha condigdes de armazenamento apropriadas durante o transporte da amostra
biolégica para garantir a integridade da amostra. A estabilidade da amostra bioldgica em
condicbes de transporte diferentes das recomendadas néo foi avaliada.

Evite a contaminagado cruzada durante as etapas de manuseio das amostras bioldgicas.
Tenha especial cuidado para evitar a contaminagdo por disseminacédo de aerossois quando
desapertar ou destampar as amostras biolégicas. As amostras bioldgicas podem conter
niveis extremamente altos de organismos. Certifique-se de que os recipientes de amostra
biolégica ndo entrem em contato uns com os outros e descarte os materiais usados sem
passa-los por cima de recipientes abertos. Troque as luvas se elas entrarem em contato
com amostras.

Relacionados ao ensaio

P.

Os resultados quantitativos do ensaio Aptima HIV-1 Quant Dx foram avaliados com plasma.
O soro nao pode ser utilizado para resultados quantitativos. Os resultados qualitativos foram
avaliados com plasma e com soro. O uso deste kit de testes com amostras biolégicas que
nao foram aprovadas especificamente para uso com o kit pode produzir resultados
incorretos.

O ensaio Aptima HIV-1 Quant Dx foi clinicamente validado usando o algoritmo no software
do sistema Panther. O resultado validado a ser relatado é fornecido pelo software do
sistema Panther na tela Resultados e no relatério de resultados.

Nao utilize o kit de reagentes, o calibrador nem os controles apds o prazo de validade.

Nao troque, misture ou combine reagentes do ensaio de kits com numeros de lote mestre
diferentes. Os fluidos do ensaio podem ser de numeros de lote diferentes. Os controles
e o calibrador podem ser de numeros de lote diferentes.

Evite a contaminagdo microbiana e por nuclease dos reagentes.

Tampe e armazene todos os reagentes do ensaio nas temperaturas especificadas.

O desempenho do ensaio pode ser afetado pelo uso de reagentes armazenados de forma
incorreta. Consulte Requisitos de armazenamento e manuseio de reagentes e Materiais
opcionais para obter mais informacoes.

Nao combine nenhum reagente ou fluidos do ensaio sem instrugdes especificas. Nao
complete os reagentes ou os fluidos. O sistema Panther verifica os niveis dos reagentes.

Alguns reagentes deste kit estdo rotulados com informacdes sobre perigos.

Observagdo: A comunicacdo de riscos reflete as classificagbes das Fichas de Dados de
Seguranga (SDS) da UE. Para obter informagbes de comunicagéo de riscos especificas para
sua regido, consulte a SDS especifica da regido na Biblioteca de fichas de dados de
seguranga, em www.hologicsds.com. Para obter mais informag¢bes sobre os simbolos,
consulte a legenda dos simbolos em www.hologic.com/package-inserts.
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Informacgdes de riscos para a UE

— Amplification Reagent
Magnesium Chloride 60-65%

H412 - Nocivo para os organismos aquaticos, com efeitos prolongados.

P273 - Evite a liberagao para o meio ambiente.

P501 - Descarte o conteudo/recipiente em uma unidade de disposi¢ao de residuos licenciada.
— Enzyme Reagent

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

H412 - Nocivo para os organismos aquaticos, com efeitos prolongados.

P273 - Evite a liberagdo para o meio ambiente.

P501 - Descarte o conteudo/recipiente em uma unidade de disposigao de residuos licenciada.
— Enzyme Reconstitution Reagent

Glycerol 20-25%

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

H412 - Nocivo para os organismos aquaticos, com efeitos prolongados.
P273 - Evite a liberagdo para o meio ambiente.
P501 - Descarte o conteudo/recipiente em uma unidade de disposi¢do de residuos licenciada.

— Promoter Reagent
Magnesium Chloride 60-65%

H412 - Nocivo para os organismos aquaticos, com efeitos prolongados.
P273 - Evite a liberagdo para o meio ambiente.
P501 - Descarte o conteudo/recipiente em uma unidade de disposigao de residuos licenciada.

— Target Capture Reagent
HEPES 15-20%
Lauryl Sulfate Lithium Salt 5-10%
Lithium Hydroxide, Monohydrate 1-5%
Succinic Acid 1-5%

H412 - Nocivo para os organismos aquaticos, com efeitos prolongados.
P273 - Evite a liberagdo para o meio ambiente.
P501 - Descarte o conteudo/recipiente em uma unidade de disposigao de residuos licenciada.
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HIV VL Kit Controls
Human Serum/Human Plasma 95-100%
Sodium Azide <1%

PERIGO
H300 - Fatal se ingerido

H410 - Muito téxico para os organismos aquaticos, com efeitos prolongados.

% P264 - Lave cuidadosamente o rosto, as maos e qualquer parte da pele exposta apds 0 manuseio.
P273 - Evite a liberagdo para o meio ambiente.
P301 + P310 - EM CASO DE INGESTAO: Ligue imediatamente para um CENTRO DE INFOR-
MACAO ANTIVENENOS ou médico.
P321 - Tratamento especifico (veja instrugdes complementares de primeiros socorros neste rétulo).
P330 - Enxague a boca.
P391 - Recolha todo produto derramado.

— HIV VL Kit Calibrators
HEPES 15-20%
Lauryl Sulfate Lithium Salt 5-10%
Lithium Hydroxide, Monohydrate 1-5%
Succinic Acid 1-5%

H412 - Nocivo para os organismos aquaticos, com efeitos prolongados.
P273 - Evite a liberagdo para o meio ambiente.
P501 - Descarte o conteudo/recipiente em uma unidade de disposigao de residuos licenciada.
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Requisitos de armazenamento e manuseio de reagentes

A. A tabela abaixo mostra as condicbes de armazenamento e a estabilidade para reagentes,
controles e calibradores.

Kit aberto (Reconstituido)

Armazenamento
Reagente ndo aberto
Armazenamento Estabilidade
Reagente de amplificagdo do qHIV-1 2°Ca8°C
Solugéo de reconstituicdo de amplificagdo 2°Ca8°C 2°Ca8°C 30 dias?
do gHIV-1
Reagente enzimatico do gHIV-1 2°Ca8°C
Solugéo de reconstituigdo enzimatica do gHIV-1 2°Ca8°C 2°Ca8°C 30 dias®
Reagente promotor do qHIV-1 2°Ca8°C
Solugéo de reconstituicdo promotora do gHIV-1 2°Ca8°C 2°Cag8°C 30 dias®
Reagente de captura do alvo do qHIV-1 2°Ca8°C 2°Ca8°C 30 dias®
. ° o ° ° Frasco de uso Unico

CONTROLE NC do gHIV-1 — (Controle negativo) -15°Ca-35°C 15°Ca30°C Usar dentro de 20 horas
CONTROLE LPC do gHIV-1 + (Baixo controle 15°C 235 °C 15°C & 30 °C Frasco de uso Unico
positivo) Usar dentro de 20 horas
CONTROLE HPC do gHIV-1 + (Alto controle 15 °C a -35 °C 15°C a 30 °C Frasco de uso unico
positivo) Usar dentro de 20 horas

. - o o o o Frasco de uso Unico
PCAL do gHIV-1 (Calibrador positivo) -15°Ca-35°C 15°Ca30°C Usar dentro de 20 horas

@ Quando os reagentes sdo removidos do sistema Panther, eles devem ser imediatamente retornados as temperaturas
de armazenamento adequadas.

B. Descarte todos os reagentes reconstituidos n&o utilizados e o reagente de captura do alvo
(TCR) apo6s 30 dias ou apds a data de validade do Lote Mestre, o que ocorrer primeiro.

C. Os reagentes armazenados no sistema Panther tém 72 horas de estabilidade interna.
Os reagentes podem ser carregados no sistema Panther até 8 vezes. O sistema Panther
registra todas as vezes que os reagentes sao carregados.

D. Depois de descongelar o calibrador, a solugao devera estar limpa, € nao turva ou contendo
detritos.

E. AO reagente do promotor e o reagente do promotor reconstituido sao fotossensiveis.
Proteja esses reagentes contra a luz durante 0 armazenamento e a preparagao para o uso.
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Coleta e armazenamento de amostras bioldgicas

Observagdo: manuseie todas as amostras biolégicas como se contivessem agentes
potencialmente infecciosos. Siga as precaugbes universais.

Observagdo: Tome cuidado para evitar a contaminagéo cruzada durante as etapas de manuseio
das amostras. Por exemplo, descarte os materiais usados sem passar por cima dos tubos
abertos.

Observagdo: Somente tubos secundarios plasticos sdo recomendados para o armazenamento.

Todas as amostras bioldgicas coletadas nos tubos plasticos ou de vidro abaixo poderao ser
usadas:

Para medidas quantitativas:

» Tubos com anticoagulantes EDTA ou acido citrato dextrose (ACD) ou
* Tubos de preparagédo de plasma (PPTs).

Para determinacéo qualitativa:
* Tubos com anticoagulantes EDTA ou ACD ou

PPTs ou

Tubos de soro ou

Tubos de separacdo de soro (SSTs).

Para o soro, aguarde até o coagulo se formar antes de continuar o processamento.

A. Coleta de amostras biolégicas

O sangue total pode ser armazenado a uma temperatura entre 2 °C e 30 °C e deve ser
centrifugado no prazo de 24 horas apdés a coleta da amostra biolégica. Separe o plasma ou
o soro dos globulos vermelhos aglomerados seguindo as instrugdes do fabricante do tubo
utilizado. O plasma ou o soro podem ser testados no sistema Panther em um tubo principal
ou transferidos para um tubo secundario. Para obter 500 uL de volume de reagao, o volume
minimo do plasma ou do soro para os tubos de coleta principais é de até 1200 uL e para os
tubos secundarios o volume minimo € de 700 L. A tabela abaixo identifica os requisitos do
volume morto para cada tipo de tubo principal e secundario:

Tubo (tamanho e tipo) Volume morto no sistema Panther
amostras Aptima (SAT) 02ml
12 x 75 mm 0.5mL
13 x 100 mm 0.5mL
13 x 100 mm com Gel 0.3 mL
16 x 100 mm com Gel 0.7 mL

Se nao forem testados imediatamente, o plasma ou soro pode ser armazenado de acordo
com as especificacbes abaixo. Se for transferido para um tubo secundario, o plasma pode
ser congelado a uma temperatura de -20 °C ou -70 °C e o soro a -20 °C. Nao exceda trés
ciclos de descongelamento-congelamento para evitar impacto no resultado. Nao congele
amostras biolégicas em EDTA, ACD ou em tubos de coleta principal de soro.
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B. Condi¢des de armazenamento das amostras bioldgicas

1. Amostras biolégicas de plasma EDTA e ACD

Durante um periodo de até 24 horas ap6ds a coleta da amostra bioldgica, os tubos principais
com plasma centrifugado podem ser armazenados a uma temperatura entre 2 °C e 30 °C
(Figura 1, caixa superior). Apos 24 horas, o plasma pode ser armazenado por um periodo
de tempo mais prolongado em uma das seguintes condi¢des (Figura 1, caixas inferiores):

* No tubo de coleta principal de 2 °C a 8 °C por até 3 dias,
* No tubo secundario de 2 °C a 8 °C por até 5 dias ou
* No tubo secundario a -20 °C ou -70 °C por até 90 dias.

Primario
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a'c B°C TR B8 °C
il /k/ rc /i/ -:-r:"i m.':'--;.-'l
B 1N sSdias || s80das

Figura 1. Condi¢ées de armazenamento para tubos EDTA/ACD

2. Amostras biologicas em PPT

Durante um periodo de até 24 horas apds a coleta da amostra biolégica, os PPTs com
plasma centrifugado podem ser armazenados a uma temperatura entre 2 °C e 30 °C
(Figura 2, caixa superior). Apos 24 horas, o plasma pode ser armazenado por um periodo
de tempo mais prolongado em uma das seguintes condi¢des (Figura 2, caixas inferiores):

* No PPT entre 2 °C e 8 °C por até 3 dias,

* No tubo secundario de 2 °C a 8 °C por até 5 dias ou

* No PPT ou tubo secundario a -20 °C ou -70 °C por até 90 dias.
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Figura 2. Condi¢bes de armazenamento para PPTs
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3. Amostras biologicas do tubo de soro

Durante um periodo de até 24 horas apds a coleta da amostra bioldgica, os tubos de soro
que contém soro centrifugado podem ser conservados a uma temperatura entre 2 °C e
30 °C (Figura 3, caixa superior). Apos 24 horas, 0 soro devera ser armazenado por um
periodo de tempo maior sob uma das seguintes condigbes (Figura 3, caixas inferiores):

* No tubo de soro de 2 °C a 8 °C por até 5 dias,

* No tubo secundario de 2 °C a 8 °C por até 5 dias ou

* No tubo secundario a -20 °C por até 90 dias.

Soro

30°C
MG

2 24 har sda & codet
24 horas apds & colels

Tubo priméario Tubo secundario Tubo secundario
g'c 8 J{ 15"
il *C 3
= 5 dias = 5 dias = 90 dias

Figura 3. Condigées de armazenamento para tubos de soro

4. Amostras biolégicas SST

Durante um periodo de até 24 horas apds a coleta da amostra bioldgica, os SSTs que
contém soro centrifugado podem ser conservados a uma temperatura entre 2 °C e 30 °C
(Figura 4, caixa superior). Apds 24 horas, o soro devera ser armazenado por um periodo
de tempo maior sob uma das seguintes condi¢cdes (Figura 4, caixas inferiores):

* No SST em temperaturas de 2 °C a 8 °C por até 5 dias,

* No tubo secundario de 2 °C a 8 °C por até 5 dias ou

* No tubo secundario a -20 °C por até 90 dias.

Primario

W}C
2'0*

Primario Secundario Secundario
8'C §°c jﬂ, A
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= 5 dias = 5 dias = 80 dias

Figura 4. Condic6es de armazenamento dos SST
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C. Diluicao das amostras bioldgicas de plasma

Observagao: Uma amostra biolégica de plasma deve ser diluida no SAT ou em um tubo
secundario de testes no sistema Panther. Para obter mais informagdes, consulte
Procedimento de teste do sistema Panther, etapa E.A4.

Observagao: Se uma amostra bioldgica for diluida, ela devera ser testada imediatamente
apos a diluicdo. Nao congele amostras biolégicas diluidas.

A Observacéao: A diluicdo de amostras biolégicas de plasma s6 pode ser utilizada para
resultados quantitativos. Nao dilua amostras de plasma para obter resultados diagnésticos.

Amostras no sistema Panther

As amostras podem ficar destampadas no sistema Panther por um periodo total de até 8 horas.
As amostras podem ser removidas do sistema Panther e testadas, desde que o tempo total no
instrumento ndo exceda as 8 horas antes da pipetagem da amostra pelo sistema Panther.

Transporte de amostras bioldgicas
Mantenha as condicbes de armazenamento das amostras, conforme descrito em Coleta e
armazenamento de amostras biologicas.

Observacao: As amostras bioloégicas devem ser transportadas em conformidade com o0s
regulamentos de transporte nacionais, internacionais e regionais aplicaveis.
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Sistema Panther

Sistema Panther

Os reagentes do ensaio Aptima HIV-1 Quant Dx estao listados abaixo para o sistema Panther.
Os simbolos de identificagdo de reagentes também estao listados ao lado do nome do reagente.

Reagentes e materiais fornecidos
Kit de ensaio Aptima HIV-1 Quant Dx

100 testes (1 kit de ensaio, 1 kit calibrador e 1 kit de controle) (N° ref. PRD-03000)

Calibradores e controles adicionais podem ser solicitados separadamente. Consulte os
respectivos numeros de catalogo abaixo.

Kit de ensaio Aptima HIV-1 Quant Dx
(armazenar entre 2 °C e 8 °C apds o recebimento)

Simbolo Componente Quantidade
A Reagente de amplificagao do qHIV-1 1 frasco
Acidos nucleicos néo infecciosos secos em solugdo tamponada.
E Reagente enzimatico do gHIV-1
Transcriptase reversa e polimerase de RNA secas em solugao 1 frasco
tamponada HEPES.
PRO Reagente promotor do qHIV-1 1 frasco
Acidos nucleicos néo infecciosos secos em solugdo tamponada.
AR Solugao de reconstituicao de amplificagdao do qHIV-1 1x72mL
Solugéo aquosa contendo glicerol e conservantes. '
ER Solugao de reconstituicao enzimatica do qHIV-1 1% 5.8 mL
Solugédo tamponada HEPES contendo um surfactante e glicerol. '
PROR Solugao de reconstituicdo promotora do gHIV-1 %45 mL
Solugéo aquosa contendo glicerol e conservantes. '
TCR Reagente de captura do alvo do qHIV-1
Acidos nucleicos em uma solugdo salina tamponada contendo fase 1x72.0 mL
sélida, acidos nucleicos ndo infecciosos e calibrador interno.
Aros de reconstituicao 3
1 folha

Folha de cédigos de barras do lote mestre
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Kit do calibrador Aptima HIV-1 Quant Dx (N° ref. PRD-03001)
(armazenar entre -15 °C e -35 °C ap0os o recebimento)

Simbolo Componente Quantidade
PCAL Calibrador positivo do qHIV-1 5% 2.5mL
Transcrigdo em solugao tamponada. '
Rétulo do codigo de barras do calibrador —
Kit de controle do Aptima HIV-1 Quant Dx (N° ref. PRD-03002)
(armazenar entre -15 °C e -35 °C apos o recebimento)
Simbolo Componente Quantidade
NC Controle negativo do qHIV-1
Plasma humano desfibrinado com HIV-1 negativo, contendo 5x1.5mL
gentamicina e 0.2% de azida de sédio como conservantes.
LPC Controle positivo baixo do qHIV-1
Armored RNA do HIV-1 néo infeccioso em plasma humano desfibrinado 5x1.5mL
contendo gentamicina e 0.2% de azida de sédio como conservantes.
HPC Controle positivo alto do qHIV-1
Armored RNA do HIV-1 néo infeccioso em plasma humano desfibrinado 5x1.5mL

contendo gentamicina e 0.2% de azida de s6dio como conservantes.

Rétulo de cédigo de barras dos controles
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Materiais necessarios, mas disponibilizados em separado

Observagao: Os materiais disponibilizados pela Hologic tém os nimeros de referéncia listados,
exceto quando especificado de outra forma.

Material

Sistema Panther

Sistema Panther Fusion

Fluidos e residuos continuos sistema Panther (Panther Plus)

Kit do calibrador Aptima® HIV-1 Quant Dx
Kit de controle do Aptima® HIV-1 Quant Dx

N° de ref.
303095
PRD-04172
PRD-06067
PRD-03001
PRD-03002

Kit de execugédo do Panther™ para ensaios em tempo real (somente para ensaios PRD-03455 (5000 testes)

em tempo real)

Kit de fluidos do ensaio Aptima® (

Unidades multitubos (MTUs)
Kit de bolsas de residuos Panther™
Tampa para cesto de residuos Panther™

Ou, o kit de execugdo do sistema Panther™

(ao realizar ensaios TMA em tempo néo real em paralelo com ensaios TMA
em tempo real) contém MTUs, bolsas de residuos, tampas de recipientes
de residuos, detecgdo automatica e fluidos do ensaio

Pontas, 1000 pL filtradas, condutivas, sensoriais de liquidos e descartaveis
Nem todos os produtos estdo disponiveis em todas as regiées. Entre em contato
com seu representante para obter informagbes especificas da regido

Agua sanitaria, solugdo de hipoclorito de sédio 5% a 8.25% (0.7 M a 1.16 M)

Luvas sem po descartaveis

Tampas de reagentes para substituigao

Frascos de reconstituicdo de reagentes promotores, enzimaticos e de

amplificagdo
Frasco TCR

Protetores de bancada de laboratério com fundo de plastico

Lencos sem fiapos
Pipetador

Ponteiras

Opgoes de tubo de coleta principal (EDTA, ACD, PPT, SST, soro):

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

Centrifuga

Misturador vértex

também conhecido como Kit de fluidos universal) 303014 (1000 testes)
contém solugdo de lavagem Aptima®, tampéo Aptima® para fluido de
desativagdo e reagente de 6leo Aptima®

104772-02

902731

504405

303096 (5000 testes)

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

CL0041 (100 tampas)
CL0040 (100 tampas)
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Materiais opcionais

Material

Opgoes de tubos secundarios:
12 mm x 75 mm
13 mm x 100 mm
16 mm x 100 mm

Tubos de aliquota de amostras biolégicas Aptima (SATs) (embalagem com 100)

Tampa do tubo de transporte (embalagem com 100)
tampa para SAT

Diluente da amostra biolégica Aptima

Kit de diluentes de amostras bioldgicas Aptima
contém diluente da amostra biolégica, 100 SATs e 100 tampas

Pipetas de transferéncia

Painéis disponiveis comercialmente, por exemplo:
HIV-1 do Controle de qualidade de diagnéstico molecular (QCMD) ou

Painel de pesquisa da carga viral HIV do College of American Pathologists
(CAP) ou
Painéis SeraCare ACCURUN HIV

Swabs do tipo cotonete

Agitador de tubos

Procedimento de teste do sistema Panther

N° de ref.

FAB-18184
504415

PRD-03003
PRD-03478

PRD-03488

Observagao: Consulte o Manual do Operador do sistema Panther/Panther Fusion para obter

informagébes adicionais sobre procedimentos.
A. Preparacdo da area de trabalho

1. Limpe as superficies de trabalho nas quais os reagentes serado preparados. Limpe as
superficies de trabalho com solugéo de hipoclorito de sodio de 2.5% a 3.5% (0.35 M
a 0.5 M). Deixe a solugao de hipoclorito de sédio em contato com as superficies por pelo
menos 1 minuto e, em seguida, enxague com agua deionizada (DI). Nao deixe que
a solucao de hipoclorito de sédio seque. Cubra a superficie da bancada, sobre a qual os
reagentes e as amostras serdo preparados, com protetores plasticos de bancada de

laboratério absorventes e limpos.

2. Limpe uma superficie de trabalho separada, na qual as amostras serdo preparadas.

Use o procedimento descrito acima (etapa A.1).

3. Limpe todos os pipetadores. Use o procedimento descrito acima (etapa A.1).
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B. Preparacéo dos controles e do calibrador

Espere que o calibrador e os controles atinjam de 15 °C a 30 °C antes do processamento da
seguinte forma:

1. Remova o calibrador e os controles do armazenamento (de -15 °C a -35 °C) e defina a
temperatura entre 15 °C e 30 °C. Durante todo o processo de descongelamento, inverta
cada tubo lentamente para misturar completamente. Verifique se o contelido dos tubos
esta totalmente descongelado antes de usa-lo.

Opcional. Os tubos de controle e do calibrador podem ser colocados em um agitador de
tubos para misturar completamente. Verifique se o conteudo dos tubos esta totalmente
descongelado antes de usa-lo.

Observacgédo: Evite 0 excesso de espuma ao inverter o calibrador e 0s controles.
A espuma compromete o sensor de nivel do sistema Panther.

2. Quando o conteudo do tubo estiver descongelado, seque a parte externa do tubo com
uma toalha descartavel seca e limpa.

3. Para evitar a contaminagao, ndo abra os tubos agora.

C. Reconstituicao/Preparo de reagentes de um kit novo

Observagdo: A reconstituicdo de reagentes deve ser realizada antes de iniciar qualquer
trabalho no sistema Panther.

1. Para preparar o reagente de captura do alvo (TCR), proceda da seguinte forma:

a. Remova o TCR do armazenamento (entre 2 °C e 8 °C). Verifique o niumero do lote
no frasco do TCR para conferir se corresponde ao numero de lote indicado na Folha
de cédigos de barras do lote mestre.

b. Agite imediatamente o frasco de TCR 10 vezes vigorosamente. Deixe o frasco de
TCR a uma temperatura de 15 °C a 30 °C para aquecer por pelo menos 45 minutos.
Durante esse periodo, gire e inverta o frasco de TCR pelo menos a cada 10 minutos.

Opcional. O frasco de TCR pode ser preparado em um agitador de tubos seguindo
estas instrugdes: Remova o TCR do armazenamento (de 2°C a 8 °C) e
imediatamente agite-o 10 vezes de forma vigorosa. Coloque o frasco de TCR em um
agitador de tubos e deixe-o em uma temperatura de 15 °C a 30 °C para aquecer por
pelo menos 45 minutos.

c. Antes de usar, verifiqgue se todo o precipitado esta dissolvido e se as particulas
magnéticas estdo em suspensao.

2. Para reconstituir os reagentes promotores, enzimaticos e de amplificagcao, proceda da
seguinte forma:

a. Remova os reagentes liofilizados e as solugbes de reconstituicao correspondentes do
armazenamento (de 2 °C a 8 °C). Combine cada solugao de reconstituicdo com o
respectivo reagente liofilizado.

b. Confira se as cores do rétulo da solugdo de reconstituicdo e dos reagentes
liofilizados sdo correspondentes. Verifique os niumeros de lote na Folha de cédigos
de barras do lote mestre para conferir se os reagentes adequados estao
emparelhados.

i. Abra o frasco do reagente liofilizado, removendo o selo metélico e a rolha de
borracha.
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f.

Vi.

Vii.

viii.

Insira com firmeza a extremidade ranhurada do aro de reconstituicao (preto) no
frasco (Figura 5, Etapa 1).

iii. Abra o frasco da solugao de reconstituicdo correspondente e coloque a tampa em

uma superficie de trabalho coberta e limpa.

Coloque o frasco da solucdo de reconstituicido em uma superficie estavel (por
exemplo, uma bancada). Em seguida, inverta o frasco do reagente liofilizado
sobre o frasco da solugdo de reconstituicao e fixe firmemente o aro ao frasco da
solugao de reconstituicdo (Figura 5, Etapa 2).

Inverta lentamente os frascos montados (frasco ligado ao frasco da solugao) para
permitir que a solu¢do seja drenada no frasco de vidro (Figura 5, Etapa 3).
Pegue os frascos montados e gire-os durante pelo menos 10 segundos (Figura 5,
Etapa 4).

Aguarde pelo menos 30 minutos para que o reagente liofilizado passe para a
solucgao.

Quando o reagente liofilizado estiver na solugao, gire os frascos montados
durante pelo menos 10 segundos e, em seguida, oscile a solugdo no frasco de
vidro para a frente e para tras para mistura-la totalmente.

Incline lentamente os frascos montados outra vez para permitir que toda a solugao
seja novamente drenada no frasco da solugcédo de reconstituicao (Figura 5, Etapa 5).

Remova cuidadosamente o aro de reconstituicdo e o frasco de vidro (Figura 5,
Etapa 6).

Tampe o frasco. Registre as iniciais do operador e a data da reconstituicdo no rétulo
(Figura 5, Etapa 7).

Descarte o aro de reconstituicdo e o frasco de vidro (Figura 5, Etapa 8).

Aviso: Evite 0 excesso de espuma ao reconstituir os reagentes. A espuma compromete
0 sensor de nivel do sistema Panther.
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Figura 5. Processo de reconstituicdo de reagentes

D. Preparo de reagentes para reagentes previamente preparados

1.
2.

Remova os reagentes previamente preparados do armazenamento (de 2 °C a 8 °C).

Os reagentes promotores, enzimaticos e de amplificacdo previamente reconstituidos,
assim como o TCR, devem atingir a temperatura de 15 °C a 30 °C antes do inicio do

ensaio.

Aptima HIV-1 Quant Dx Assay 20

AW-28214-2301 Rev. 003



Aptima®

Sistema Panther

3.

4.

Para TCR previamente preparado, execute a Etapa C.1 acima antes de carregar no
sistema.

Misture bem os reagentes promotores, enzimaticos e de amplificacdo girando-os
e invertendo-os, antes de carrega-los no sistema. Evite 0 excesso de espuma ao inverter
0s reagentes.

Opcional: Os reagentes previamente preparados podem ser preparados em um agitador
de tubos seguindo estas instru¢des: Remova os reagentes do armazenamento (de 2 °C
a 8 °C). Coloque os reagentes em um agitador de tubos e deixe aquecer entre 15 °C e
30 °C por pelo menos 30 minutos.

Nao encha os frascos do reagente até o topo. O sistema Panther reconhecera e rejeitara
frascos que tenham sido recarregados.

E. Manuseio de amostras biologicas

1.

Verifique se as amostras bioldgicas processadas em tubos principais ou nao diluidas em
tubos secundarios foram armazenadas corretamente de acordo com Coleta e
armazenamento de amostras biolégicas.

Verifique se as amostras bioldgicas congeladas foram totalmente descongeladas. Agite
no vortex as amostras biolégicas descongeladas por 3 a 5 segundos para mistura-las
totalmente.

Deixe que elas atinjam uma temperatura de 15 °C a 30 °C antes do processamento.
Consulte Amostras no sistema Panther para obter mais informacdes sobre a introducao
no sistema.

Verifique se cada tubo de coleta principal contém até 1200 uL de amostra bioldgica ou
se cada SAT contém pelo menos 700 uL de amostra biolégica. Consulte a tabela
fornecida em Coleta e armazenamento de amostras biol6gicas para identificar os
requisitos de volume morto para cada tipo de tubo primario e secundario. Se for
necessario diluir a amostra biolégica, consulte a Etapa E.5 abaixo para obter
informacgdes adicionais.

Dilua uma amostra biologica de plasma a 1:3 em um SAT ou a 1:100 em um tubo
secundario.

Uma amostra biolégica de plasma pode ser diluida em um tubo secundario para teste no
sistema Panther.

Observacgdo: A diluicdo de amostras biolégicas de plasma sé pode ser utilizada para
resultados quantitativos. Nao dilua amostras de plasma para obter resultados
diagnosticos.

Observacao: Se uma amostra biolégica for diluida, ela devera ser testada imediatamente
apos a diluigéo.
a. Diluicao de amostras biolégicas com volume reduzido

O volume de amostras biolégicas de plasma pode ser aumentado para o volume
minimo necessario (700 uL) usando o diluente de amostras bioldgicas Aptima. As
amostras biolégicas com pelo menos 240 pL de plasma podem ser diluidas com
duas partes de diluente de amostras biolégicas (1:3) da seguinte forma:

i. Coloque 240 yL de amostra biolégica no SAT.
ii. Adicione 480 pL de diluente de amostras bioldgicas Aptima.
iii. Tampe o tubo.
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6.

iv. Inverta suavemente o tubo 5 vezes para misturar.

As amostras bioldgicas diluidas a 1:3 podem ser testadas usando a opg¢éo 1:3 no
sistema Panther (consulte o Manual do operador do sistema Panther/Panther Fusion
para obter mais informacgbes). O software relatara automaticamente o resultado puro
do produto, aplicando o fator de diluicdo. Essas amostras biolégicas serdo
sinalizadas como amostras bioldgicas diluidas.

Diluicao de amostras bioldgicas de alta titulagao

Se o resultado da amostra biolégica estiver acima do limite de quantificagao, ele
podera ser diluido com 99 partes de diluente de amostras bioldgicas Aptima (1:100),
da seguinte forma:

i. Coloque 30 pl de amostra biolégica no SAT ou em um tubo secundario.

ii. Adicione 2970 yL de diluente de amostras biolégicas Aptima.
iii. Tampe o tubo.
iv. Inverta suavemente o tubo 5 vezes para misturar.

As amostras bioldgicas diluidas a 1:100 podem ser testadas usando a op¢ao 1:100
no sistema Panther (consulte o Manual do operador do sistema Panther/Panther
Fusion para obter mais informagbes). O software relatara automaticamente o
resultado puro do produto, aplicando o fator de diluigdo. Essas amostras biolégicas
serao sinalizadas como amostras bioldgicas diluidas.

Observacao: Nas amostras biolégicas diluidas com concentragbes puras superiores
ao ULoQ (limite superior de quantificacdo), os resultados serdo relatados com uma
notacgéo cientifica.

Imediatamente antes de carregar as amostras biolégicas em um suporte de amostras,
centrifugue cada uma delas entre 1000 a 3000g durante 10 minutos. Nao remova as
tampas. A presenga de bolhas no tubo pode comprometer o sensor de nivel do sistema
Panther.

Consulte Preparacgéo do sistema, Etapa F.2 abaixo para obter informacgdes sobre o
carregamento do suporte e a remogao de tampas.

F. Preparacao do sistema

1.

Configure o sistema de acordo com as instrugbes no Manual de instru¢gdes do sistema
Panther/Panther Fusion e Notas de procedimento. Use os suportes de reagentes e
adaptadores de TCR de tamanho adequado.

Carregue as amostras no suporte de amostras. Execute as etapas abaixo para cada
tubo de amostra (amostra bioldgica e, quando necessario, calibrador e controles):

a. Afrouxe a tampa de um tubo de amostra, mas ndo remova a tampa ainda.

Observagdo: Tome cuidado para evitar a contaminagéo por disseminagdo de
aerossois. Afrouxe as tampas das amostras cuidadosamente.

Carregue o tubo de amostra no suporte de amostras.
Repita as Etapas a e b para cada amostra restante.

Depois que as amostras forem carregadas no suporte de amostras, retire e descarte
a tampa de cada um dos tubos em um suporte de amostras. Para evitar a
contaminacdo, ndo passe uma tampa sobre nenhum outro suporte ou tubos de
amostras.
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e. Se necessario, use uma nova pipeta de transferéncia descartavel para remover
bolhas ou espumas.

f.  Quando a ultima tampa tiver sido removida, carregue o suporte de amostras no
compartimento de amostras.

Observagdo: Se estiver executando outros tipos de ensaios e de amostras ao mesmo
tempo, fixe o retentor de amostras antes de carregar o suporte de amostras na zona
de amostragem.

g. Repita as Etapas a a f para o proximo suporte de amostras.

Notas de procedimento

A. Calibrador e controles

1.

O calibrador positivo do gqHIV-1, o controle positivo baixo do gHIV-1, o controle positivo
alto do gHIV-1 e o controle negativo do qHIV-1 podem ser carregados em qualquer
posicao no Suporte de amostra e na rota do compartimento de amostragem no sistema
Panther. A pipetagem de amostras biolégicas comecgara quando uma das duas
condi¢cbes a seguir for atendida:

a. O calibrador e os controles estiverem atualmente sendo processado pelo sistema.
b. Resultados validos para o calibrador e os controles estiverem registrados no sistema.

Depois que os tubos do calibrador e do controle forem pipetados e estiverem sido
processados para um kit de reagente do ensaio Aptima HIV-1 Quant Dx, as amostras
biolégicas poderdo ser testadas com o kit reconstituido associado por até 24 horas,
a menos que:

a. Os resultados do calibrador ou do controle sejam invalidos.
b. O kit de reagentes de ensaio associado tenha sido removido do sistema.
c. O kit de reagente do ensaio associado tenha excedido os limites de estabilidade.

O calibrador e cada tubo de controle s6 podem ser usados uma vez. Tentativas de usar
o tubo mais de uma vez podem levar a erros de processamento.

B. Talco para luva

Como em qualquer sistema de reagentes, o excesso de talco em algumas luvas pode
causar a contaminagao de tubos abertos. E recomendado o uso de luvas sem talco.
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Controle de qualidade

Uma execugdo ou resultado de uma amostra bioldgica podera ser invalidada por um operador,
se dificuldades técnicas, do operador ou dos instrumentos forem observadas durante a
execucao do ensaio e essas dificuldades forem documentadas. Nesse caso, as amostras
biolégicas deverdo ser testadas novamente.

Calibracao do ensaio

Para gerar resultados validos, a calibragao de um ensaio deve ser concluida. Um Unico
calibrador positivo € executado em ftriplicado cada vez que um kit de reagente é carregado no
sistema Panther. Depois de estabelecida, a calibragéo ¢é valida por até 24 horas. O software do
sistema Panther alerta o operador quando uma calibragdo é necessaria. O operador verifica

o coeficiente de calibragcao encontrado na folha de cédigo de barras do lote mestre, fornecida
com cada kit de reagentes.

Durante o processamento, os critérios para a aceitagdo do calibrador sdo automaticamente
verificados pelo software do sistema Panther. Se menos de duas réplicas dos calibradores
forem validas, o software invalidara a execugdo automaticamente. As amostras contidas em
uma execucgao invalidada deverdo ser testadas novamente usando um calibrador e controles
recém-preparados.

Controles positivos e negativos

Para gerar resultados validos, € necessario testar um conjunto de controles do ensaio. Uma
réplica do controle negativo, do controle positivo baixo e do controle positivo elevado deve ser
testada sempre que um kit de reagente for carregado no sistema Panther. Depois de
estabelecidos, os controles serao validos por até 24 horas. O software do sistema Panther alerta
o operador quando os controles sdo necessarios.

Durante o processamento, os critérios de aceitagdo dos controles s&o automaticamente
verificados pelo software do sistema Panther. Para gerar resultados validos, o controle negativo
deve gerar um resultado de “N&o detectado” e os controles positivos devem gerar resultados
com parametros predefinidos (Alvo LPC: ~ 3 Log,q copias/mL, Alvo HPC: ~ 5 Logyo cépias/mL).
Se algum dos controles tiver um resultado invalido, o software invalidara automaticamente a
execucgao. As amostras contidas em uma execucédo invalidada deverdo ser testadas novamente
usando um calibrador e controles recém-preparados.

Calibrador interno/Controle interno

Cada amostra contém um calibrador interno/controle interno (Cl). Durante o processamento, os
critérios de aceitacdo do Cl sdo automaticamente verificados pelo software do sistema Panther.
Se um resultado do ClI for invalido, o resultado da amostra sera invalidado. E necessario repetir
o teste de cada amostra com um resultado de CI invalido para obter um resultado valido.

O software do sistema Panther foi criado para verificar com precisdo os processos quando os

procedimentos sdo realizados seguindo as instru¢des fornecidas neste folheto informativo e no
Manual do operador do sistema Panther/Panther Fusion.
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Interpretacao dos resultados

Observacgao: Os resultados quantitativos do ensaio Aptima HIV-1 Quant Dx foram avaliados com
plasma. O soro ndo pode ser utilizado para resultados quantitativos. Os resultados qualitativos
foram avaliados com plasma e com soro.

O sistema Panther determina automaticamente o RNA do HIV-1 para amostras bioldgicas

e controles, comparando os resultados em uma curva de calibragdo. As concentragdes de RNA
no HIV-1 sao relatadas em coépias/mL e log,, cépias/mL. A interpretacdo dos resultados

é fornecida na Tabela 1. O ensaio Aptima HIV-1 Quant Dx tem sistemas de deteccao

e amplificacao de duas metas, direcionados ao pol e LTR de forma independente. O resultado
relatado pelo sistema sera baseado no sistema principal, pol, a menos que esse nao esteja
amplificado. Nesses casos, o sistema relatara o resultado do sistema secundario, LTR.

Se a diluicdo 1:3 ou 1:100 for usada para amostras bioldgicas diluidas, o sistema Panther
calculara automaticamente a concentragdo de HIV-1 na amostra biolégica nao diluida,
multiplicando a concentragao diluida pelo fator de diluigdo, e as amostras diluidas serao
sinalizadas como diluidas.

Observacao: Para as amostras biolégicas diluidas, os resultados listados como “N&o detectado”
ou “<30 detectados” podem ser gerados diluindo uma amostra biolégica com a concentragao
acima, porém préximo ao limite de detecgcdo (LoD) ou ao limite inferior de quantificacdo (LLoQ).
Se um resultado quantitativo ndo for obtido, recomendamos coletar e testar outra amostra
biologica ngo diluida.

O sistema Panther ndo fornece um resultado qualitativo (por exemplo, “Reativo” ou “N&o
reativo”) para uso diagnostico. O operador devera interpretar a concentragéo relatada de RNA
no HIV-1 em um resultado qualitativo (Tabela 1). As amostras biolégicas com resultados listados
como “Nao detectado” ndo sao reativas ao RNA do HIV-1. As amostras biolégicas com
resultados listados com “<30 detectados” ou com resultados listados dentro e acima de um
intervalo linear indicam que o RNA do HIV-1 foi detectado, e que essas amostras bioldgicas sao
reativas ao RNA do HIV-1.

Tabela 1: Interpretagédo de resultados

Resultado relatado do ensaio n o
Aptima HIV-1 Quant Dx Concentracido de RNA do HIV-1 Interpretacao qualitativa

Interpretagao do diagnéstico do usuario®

Coépias/mL2 Valor de Log,,®
Nao detectado Nao detectado RNA do HIV-1 ndo detectado RNA do HIV-1 nao reativo

O RNA do HIV-1 foi detectado, porém a um nivel o . o para RNA do HIV-1
abaixo do LLoQ.

A concentracao de RNA do HIV-1 esta dentro do .
intervalo linear de 30 a 10 milhdes de copias/mL. Reativo para RNA do HIV-1

< 30 detectado <1.47

30 a 10,000,000 1.47a7.00

A concentracdo de RNA do HIV-1 esta acimado ... para RNA do HIV-1

>10,000,000 >7.00 limite superior da quantificagdo (ULoQ).
Invalidod Invalidod Ocorreu um erro na geragao do resultado. Invalidod

A amostra bioldgica deve ser testada novamente.

@ O fator de converséao para copias das unidades internacionais (IU) do 3° padréo internacional para o RNA do HIV-1 (10/152)

€ 0.35 copias/IU.

b O valor esta truncado para duas casas decimais.

¢ Alinterpretacdo de um diagnéstico ndo deve ser feita em um resultado “n&o reativo” para amostras bioldgicas que tenham sido diluidas.
Obtenha uma nova amostra bioldgica ndo diluida e teste novamente.

4 Os resultados invalidos s&o exibidos em fonte azul.
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Depois que os resultados forem disponibilizados na tela de resultados, o valor de quantificacao
para cada meta podera ser acessado usando o recurso Relatério de curva da amostra no
software do sistema Panther. Para exibir os valores e as curvas de amplificacao, selecione

o ID da amostra para as amostras na tela Resultados do software do sistema Panther.
Selecione o botdo “Dados da curva”. Uma janela abrira contendo o relatério da curva de
amostras, que inclui perfis fluorescentes e valores de quantificacdo para a amostra.

Observagao: Os dados obtidos no relatério da curva de amostras é somente para fins
informativos (por exemplo, solugdo de problemas e verificagdo da curva). O resultado validado
a ser relatado para a amostra é fornecido pelo software do sistema Panther na tela Resultados
e no relatério de resultados.

Observagao: Consulte o Manual do operador do sistema Panther/Panther Fusion para obter
mais instrugbes sobre as execugbes do sistema Panther.

Os critérios de aceitagao para cada um dos controles do ensaio Aptima HIV-1 Quant Dx séo
descritos em Tabela 2.

Observacgao: O intervalo de recuperacgdo listado abaixo muda com base no valor atribuido de
cada lote especifico. Consulte a concentragdo atribuida listada no encarte da Folha de codigo
de barras de controles fornecido com cada caixa de controles.

Tabela 2: Critérios de aceitagdo do intervalo de recuperagao para o ensaio Aptima HIV-1 Quant Dx

Componente Intervalo de recuperagéao para execugoes validas
Controle negativo N/A
Controle positivo baixo +/- 0.5 log4q copias/mL
Controle positivo alto +/- 0.5 logq( copias/mL
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Limitacoes

A. O uso deste ensaio ¢é limitado a profissionais treinados no procedimento. Deixar de seguir as
instrugdes fornecidas neste folheto informativo pode resultar em resultados incorretos.

B. A confiabilidade dos resultados depende da coleta, transporte, armazenamento e
processamento apropriados da amostra bioldgica.

C. Este ensaio foi validado para uso como um ensaio quantitativo somente com plasma
humano com EDTA e ACD.

D. Este ensaio foi validado para uso como um ensaio qualitativo com soro e plasma humano
com EDTA e ACD.

E. Apesar de raras, mutagbes poderao ocorrer em regides altamente conservadas do genoma
viral abrangidas pelos “primers” e/ou sondas no ensaio Aptima HIV-1 Quant Dx, que poderao
resultar na subquantificacdo do virus ou em falha na deteccéo do virus.

F. Este ensaio nao foi validado para uso em pacientes submetidos a terapias baseadas em
vetores lentivirais, como a terapia com células CAR-T. Regides potencialmente sobrepostas
do genoma viral, cobertas pelos primers e/ou sondas no ensaio Aptima HIV-1 Quant Dx,
podem resultar na amplificacdo de vetores lentivirais usados em terapias baseadas em
vetores lentivirais.
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Desempenho analitico

Limite de detecgdo (LoD) usando o 3° padrao internacional da OMS para HIV-1

O limite de deteccao (LoD) é definido como a concentragdo de RNA do HIV-1, que é detectada
por 95% de probabilidade, ou maior, de acordo com a norma CLSI EP17-A2 (37). O LoD foi
determinado testando os painéis formados por diluicbes do 3° padréo internacional da OMS
para HIV-1 (subtipo B, cédigo NIBSC: 10/152) em plasma e soro com EDTA negativos para
HIV-1. Trinta réplicas de cada diluicao foram executadas em trés sistemas Panther, usando trés
lotes de reagentes em um total de 90 réplicas para cada diluigdo. Segundo a norma CLSI
EP17-A2, os LoDs foram definidos usando os resultados do lote de reagentes com a maior
concentracao para o LoD limite de deteccao previsto, conforme mostrado na Tabela 3. Por meio
da analise Probit, o limite de detecgao previsto de 95% do LoD para o ensaio Aptima

HIV-1 Quant Dx € de 12 cépias/mL (35 Ul/mL) no plasma e 8.9 cépias/mL (25 Ul/mL) no soro
(0.35 copies=1 IU).

Tabela 3: Limite de detec¢do do ensaio Aptima HIV-1 Quant Dx usando o 3° padréo internacional da OMS para HIV-1

Plasma Soro
Previsto Concentragao Concentraciao Concentraciao Concentracao
Limite de detecc¢ao (copias/mL) (Ul/mL) (copias/mL) (Ul/mL)
10% 1.2 3.3 0.8 22
20% 1.6 46 1.1 3.1
30% 2.0 5.7 14 4.0
40% 25 7.2 1.7 4.9
50% 3.1 8.8 2.1 5.9
60% 3.8 11 25 7.2
70% 4.8 14 3.1 8.9
80% 6.2 18 4.0 11
90% 9.0 26 5.8 17
95% 12.1 35 8.9 26
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Limite de detec¢do em varios grupos e subtipos do HIV-1

Para o grupo M do HIV-1 (subtipos A, C, D, F, G, CRF01_AE, CRF02_AG) e grupos N e O,
foram criados seis painéis positivos e um negativo mediante a adicdo do virus HIV-1 cultivado
ou de amostras bioldgicas clinicas positivas ao soro e plasma EDTA humano HIV-1-negativo
(0 a 40 copias/mL). Cada membro do painel foi testado em 30 réplicas com dois lotes de
reagentes para um total de 60 réplicas por membro do painel. A atribuicdo da concentragao
para as amostras biologicas clinicas ou os estoques de virus cultivados foi determinada
utilizando um ensaio de comparacao. A analise Probit foi realizada para gerar limites de
detecgao previstos de 50% e 95%. De acordo com CLSI EP17-A2 (37), os LoDs foram definidos
usando os resultados do lote de reagentes com a maior concentragéo para o limite de detecgéo
previsto definido como LoD, mostrado na Tabela 4.

Tabela 4: Limite de detecgdo em varios grupos e subtipos do HIV-1

Plasma Soro
Subtipo/Grupo Limite de Concentragéao Concentragéao
deteccao previsto (copias/mL) (copias/mL)
50% 3.0 4.0
A
95% 11.5 14.5
50% 1.5 45
CRFO01_AE
95% 4.5 15.7
50% 3.8 43
CRF02_AG
95% 15.1 14.3
50% 2.0 41
Cc
95% 9.8 16.7
50% 42 3.7
D
95% 13.8 15.2
50% 24 49
F
95% 8.9 15.0
50% 3.5 25
G
95% 15.7 6.5
50% 1.4 2.1
N
95% 6.1 5.9
50% 1.9 6.5
(o]
95% 6.5 27.2
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Intervalo linear

O intervalo linear do ensaio Aptima HIV-1 Quant Dx foi estabelecido por painéis de teste que
consistiram no virus HIV-1 subtipo B cultivado, diluido em plasma EDTA humano HIV-1-negativo
de acordo com a norma CLSI EPO6-A (38). A concentragdo dos painéis variou de 1.3 a

7.3 log,, copias/mL. Os testes foram realizados em sete sistemas Panther com dois lotes de
reagentes. Conforme mostrado na Figura 6, o ensaio Aptima HIV-1 Quant Dx demonstrou
linearidade em todo o intervalo testado.

B.oo
T.00 -
E.0D

R = 06994
.00 &
4.00

.00

Z.00

Ensaio Aptima HIV-1 Quant Dx (log,, copiasimL)

1.00

0.oo 1.00 Z.00 3.00 4.00 .00 E.0O0 .00 ]

Concentragic-alve (leg,, copias/mL)

Figura 6. Linearidade do ensaio Aptima HIV-1 Quant Dx
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Linearidade nos subtipos e grupos do HIV-1

A resposta linear do ensaio Aptima HIV-1 Quant Dx nos grupos M (subtipos A, B, C, D, F, G, H,
CRF01_AE), N e O foi confirmada por teste de painéis constituidos por transcrito de HIV-1
diluido no tampao em concentragdes que variaram de 2 a 6.70 log,, cépias/mL. Os testes foram
realizados em quatro sistemas Panther e seis execugbes. Foi demonstrada linearidade em todo
o intervalo testado (Figura 7).
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'E. 6.00 Subtipo B
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= 4.00 Subtipo AE
3 .
& s Subtipo F
. L
= Subtipo G
I ¥ s
g 200 § subtipo H
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&

0.00
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Concentragao-alve (log,, copias/mL)

Figura 7. Linearidade no grupo M (Subtipos A, B, C, D, F, G, H, CRF01_AE) e grupos N e O.
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Determinacgao do limite inferior de quantificagao usando o 3° padrao internacional da
OMS para HIV-1

O limite inferior de quantificagdo (LLoQ) é definido como a menor concentragdo na qual o RNA
do HIV-1 é quantizado de forma segura em um total de erros (TE), de acordo com a norma
CLSI EP17-A2 (37). O TE foi calculado usando a regra de Westgard (TE = |viés| + 2SD).

Para garantir a precisdo e exatiddao das medidas, o TE do ensaio Aptima HIV-1 Quant Dx foi
definido como 1 log,y copias/mL (por exemplo, no LLoQ, a diferenga entre duas medidas ou
mais do que 1 logq, copias/mL é estatisticamente significativo).

O LLoQ foi determinado por painéis de teste formados pelas diluicdes do 3° padrao internacional
da OMS para HIV-1 (subtipo B, cddigo NIBSC: 10/152) em plasma EDTA humano negativo para
HIV-1. De acordo com a norma CLSI EP17-A2, os painéis foram testados com trés lotes de
reagentes em réplicas de 30 para cada lote, de 23 execucgbes. Os resultados estdo exibidos na
Tabela 5. O LLoQ nos trés lotes testados no ensaio Aptima HIV-1 Quant Dx usando o 3° padrao
internacional da OMS para HIV-1 é de 15 cépias/mL (1.17 log1o copias/mL) (Tabela 6).

Tabela 5: Determinagédo do LLoQ no ensaio Aptima HIV-1 Quant Dx usando o 3° padrdo internacional da OMS
para HIV-1

Concentragao Aptima HIV-1

Lote de alvo Quant Dx IZ')P. |Viés_| TE ca!Ct_JIado
reagentes (logqo copias/mL) (log;q copias/imL) (log4g copias/mL) (logqo cépias/mL) (logqg cOpias/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
242 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
242 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
* 1.54 1.35 0.37 0.20 0.93
1.94 1.84 0.17 0.11 0.44
242 2.37 0.11 0.05 0.27

DP=desvio padrao TE=total de erros.
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Tabela 6: Resumo do LLoQ usando o 3° padrdo internacional da OMS para HIV-1 (3 lotes de reagentes)

LLoQ LLoQ
Lote de reagentes (log,, copias/mL) (copias/mL)
1 0.94 8.7
2 1.17 15
3 0.98 9.5

Verificagao do LLoQ nos grupos e subtipos de HIV-1

O baixo LoQ em varios subtipos e grupos de HIV-1 foi definido seguindo a norma CLSI
EP17-A2 (37). Os painéis foram fabricados para cada grupo M do HIV-1 (subtipos A, B, C, D, F,
G, CRF01_AE, CRF02_AG) e grupos N e O mediante adi¢do de plasma humano HIV-1-negativo
agrupado de amostras bioldgicas naturalmente infectadas ou isolados clinicos. Os testes
consistiram em um total de 30 réplicas por membro do painel. Os dados na Tabela 7 mostram
a concentracdo mais baixa para cada subtipo ou grupo em que o TE tenha sido inferior a

1 log,, copias/mL. O LLoQ mais elevado para todos os subtipos e grupos testados foi de

30 copias/mL. Esse valor mais elevado foi por isso selecionado como o LLoQ para o ensaio
Aptima HIV-1 Quant Dx (Tabela 7).

Tabela 7: Verificagdo do LLoQ por subtipo ou grupo de HIV-1

Painel (cétiI;\(;lQmL)
Subtipo A 30
Subtipo CRF01_AE 10
Subtipo CRF02_AG 30
Subtipo B 10
Subtipo C 30
Subtipo D 15
Subtipo F 15
Subtipo G 30
Grupo N 10
Grupo O 15
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Precisao

Para avaliar a precisao do ensaio Aptima HIV-1 Quant Dx, um painel produzido pela adi¢cao
de virus HIV-1 subtipo B de cultura a plasma HIV-1-negativo foi testado por trés operadores
utilizando trés lotes de reagentes em trés sistemas Panther durante 20 dias (Tabela 8). O painel
consistiu de um membro HIV-1 negativo e oito membros do painel HIV-1 positivos. A atribuigdo
da concentracao para as amostras biologicas clinicas ou os estoques de virus cultivados foi
determinada utilizando um ensaio de comparagéo.

Tabela 8: Precisédo do ensaio Aptima HIV-1 Quant Dx

Ni Entre Entre Entre lotes Entre Intra- Total
:‘;:ﬁ':;:e Concentre}g?o média instrumentos operadores execugdes execugio
vilidas ~ (Cgrocopiasimb) - ev o cv o cv o cv o cv o CV
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
137 1.80 0.00 0.00 0.03 1.72 0.00 0.00 0.00 0.00 0.16 8.93 0.16 9.10
157 2.37 0.00 0.00 0.05 2.08 0.01 0.36 0.08 3.33 0.15 6.19 0.17 7.34
160 2.472 0.00 0.00 0.03 1.37 0.03 1.35 0.07 297 012 5.03 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 0.32 0.03 080 0.02 048 0.06 149 0.07 180 010 2.53
159 4.93 0.00 0.00 0.02 0.37 0.04 0.77 0.05 1.10 0.04 0.71 0.08 1.56
162 5.69 0.00 0.00 0.02 0.27 0.04 0.66 0.03 0.58 0.07 1.29 0.09 1.58
162 6.71 0.00 0.00 0.01 022 004 052 004 060 005 0.78 0.08 1.13

CV=coeficiente de variagdo, DP=desvio padrao

@ Este membro do painel foi diluido 1:3 com diluente da amostra bioldgica e testado para avaliar a precisdo da amostra diluida.
Observacgdo: A variabilidade de alguns fatores pode ser numericamente negativa, o que pode ocorrer se a variabilidade devido
a esses fatores for muito pequena. Quando isto ocorrer, DP = 0 e CV = 0%. O numero de réplicas testadas foi de 162 para cada
painel. S6 foram analisadas réplicas com um valor numérico.

Aptima HIV-1 Quant Dx Assay 34 AW-28214-2301 Rev. 003



Aptima® Desempenho analitico

Substancias endégenas e exdégenas possivelmente interferentes

A suscetibilidade do ensaio Aptima HIV-1 Quant Dx a interferéncias pelos niveis elevados de
substancias enddgenas e por medicamentos comumente prescritos para individuos infectados
pelo HIV-1 foi avaliada. As amostras bioldgicas de plasma humano com HIV-1 negativo e as
amostras contaminadas com o HIV-1 para uma concentragédo de 3 log,, cépias/mL do RNA do
HIV-1 foram testadas.

Nenhuma interferéncia no desempenho do ensaio Aptima HIV-1 Quant Dx foi observada
na presenca de albumina (90 mg/mL), hemoglobina (5 mg/mL), trigliceridios(30 mg/mL)
ou bilirrubina ndo conjugada (0.2 mg/mL).

Nenhuma interferéncia no desempenho do ensaio Aptima HIV-1 Quant Dx foi observada na
presenca das substancias exogenas listadas na Tabela 9 em concentragcbes pelo menos trés
vezes maiores que a C, 4, (plasma humano).

Tabela 9: Substancias exégenas

Grupo de substancias Substancias exégenas testadas

exégenas
Lopinavir, indinavir, saquinavir, ritonavir, nelfinavir mesylate, darunavir,
1 amprenavir, atazanavir
2 Nevirapina, efavirenz, rilpivirina, claritromicina, anfotericina B
Tenofovir disoproxil fumarate, adefovir dipivoxil, ribavirina, enfuvirtida,
3 maraviroc, raltegravir, dolutegravir
Sulfato de abacavir, didanosina, zidovudina, lamivudina, stavudina, entecauvir,
4 telbivudina, entricitabina
5 Paroxetina HCI, fluoxetina, sertralina
6 Ganciclovir, valaciclovir, aciclovir, rifampin/rifampicina, etambutol
7 Ciprofloxacino, azitromicina, amoxicilina, cefalexina, ampicilina, trimetoprima
8 Cloridrato de Valganciclovir, boceprevir, telaprevir, simeprevir, sofosbuvir
9 Pegylated interferon alpha -2b, interferon alpha -2a, interferon alpha -2b
10 Heparina, EDTA, citrato de sddio
11 Tipranavir
12 Isoniazida
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As amostras bioldgicas clinicas de plasma EDTA listadas na Tabela 10 de pacientes com niveis
elevados das substancias definidas ou de pacientes com as doencgas listadas foram testadas
com o ensaio Aptima HIV-1 Quant Dx com e sem a presenga de 3 log,, copias do RNA para
HIV-1. Nao foi observada nenhuma interferéncia no desempenho.

Tabela 10: Tipos de amostras bioldgicas clinicas testadas

Tipos de amostras biolégicas clinicas

1 Fator reumatoide (FR)

2 Anticorpo antinuclear (ANA)

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

4 Lupus eritematoso sistémico (LES)
5 Atrite reumatica (AR)

6 Esclerose multipla (EM)

7 Hiperglobulinemia

8 Alanina aminotransferase (ALT) elevada
9 Cirrose alcodlica (CA)

10 Mieloma multiplo (MM)

1 Lipémico (lipidios elevados)

12 Ictérico (bilirrubina elevada)

13 Hemolise (hemoglobina elevada)
14 Proteina albumina elevada

15 Anticorpos anti-HCV

16 Anticorpos anti-HBV

17 Anticorpos anti-HIV-2
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Desempenho com as amostras biolégicas negativas de HIV-1

A especificidade do ensaio Aptima HIV-1 Quant Dx foi determinada usando 120 amostras
biolégicas frescas de plasma EDTA com HIV-1 negativo € 510 congeladas. O RNA do HIV-1 ndo
foi detectado em 630 amostras (especificidade de 100%; IC de 95%: 99.4-100%) (Tabela 11).

Tabela 11: Especificidade nas amostras biolégicas do plasma

Plasma fresco Plasma congelado Todos
Réplicas validas (n) 120 510 630
Nao reativo 120 510 630
o 100% 100% 100%
Especificidade (IC de 95%) (97_10‘6) (99_3_150) (99. 4_150)

IC = intervalo de confianga

Contaminantes microbianos potencialmente interferentes

A potencial reatividade cruzada com agentes patogénicos (Tabela 12) foi avaliada no ensaio
Aptima HIV-1 Quant Dx na presencga ou na auséncia de 3 log,, copias/mL RNA do HIV-1 no
plasma EDTA humano negativo para HIV-1. Nenhuma interferéncia no desempenho do ensaio
foi observada na presenca de agentes patogénicos.
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Tabela 12: Agentes patogénicos testados para reatividade cruzada

Patégeno Concentragéao
Virus da hepatite A 100,000 PFU/mLa
Virus da hepatite B 100,000 Ul/mLP
Virus da hepatite C 100,000 Ul/mL
Virus da hepatite G 100,000 copias/mL
Virus da herpes simplex 1 (HSV-1) 100,000 PFU/mL
Virus da herpes simplex 2 (HSV-2) 75,000 PFU/mL
Virus da herpes humana 6 100,000 copias/mL
Virus da herpes humana 8 42,000 PFU/mL
HIV-2 5.500 PFU/mL
Virus linfotrépico de células T humanas (HTLV) 100,000 vp/mLe
Virus do Nilo Ocidental 100,000 copias/mL
Parvovirus B19 100,000 Ul/mL
Citomegalovirus 100,000 copias/mL
Virus Epstein-Barr 100,000 copias/mL
Adenovirus tipo 5 100,000 PFU/mL
Virus da dengue 100,000 cépias/mL
Virus da Influenza A 100,000 PFU/mL
Staphylococcus aureus 1,000,000 UFC/mLd
Propionibacterium acnes 1,000,000 UFC/mL
Staphylococcus epidermidis 1,000,000 UFC/mL
Neisseria gonorrhoeae 1,000,000 UFC/mL
Chlamydia trachomatis 300,000 IFU/mLe
Candida albicans 1,000,000 UFC/mL

a PFU/mL=Unidades formadoras de placas por mL.
b Ul/mL=Unidades internacionais por mL.

¢ vp/mL=Particulas virais por mL.

4 CFU/mL=Unidades formadoras de coldnia por mL.
¢ IFU/mL=Unidades formadoras de inclusdo por mL.
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Repetibilidade de amostras bioldgicas clinicas

Foram testadas dez amostras de plasma EDTA clinicas e dez amostras de soro em trés
réplicas, usando o ensaio Aptima HIV-1 Quant Dx. A concentragao média e o desvio padrao
(DP) sdo mostrados na Tabela 13 e na Tabela 14.

Tabela 13: Repetibilidade de amostras biolégicas clinicas de plasma

Plasma

A:mc?st_ra Concentragdo média

biolégica (log1 cégiaslmL) DP
1 2.57 0.06
2 3.20 0.03
3 3.24 0.06
4 3.97 0.02
5 4.20 0.05
6 4.85 0.01
7 5.17 0.04
8 5.51 0.06
9 5.84 0.02
10 6.64 0.00

DP = desvio-padréo

Tabela 14: Repetibilidade de amostras biolégicas clinicas de soro

Soro
Atmc?s?ra Concentracao média
biolégica (log1 cégiaslmL) DP
1 1.68 0.10
2 244 0.19
3 3.08 0.03
4 3.37 0.06
5 4.05 0.04
6 4.55 0.06
7 5.06 0.04
8 5.49 0.05
9 6.28 0.02
10 6.79 0.04

DP = desvio-padrao
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Diluicao de amostras usando diluentes de amostras biolégicas

Para avaliar a diluicdo de uma amostra, um painel formado por 11 amostras com concentracoes
que incluem a variedade linear do ensaio Aptima HIV-1 Quant Dx, e que consistem em duas
amostras acima do LSQ (limite superior de quantificacdo) do ensaio, foram testadas puras

e diluidas (1:3 ou 1:100 em diluentes da amostra biolégica) em triplicado (Tabela 15).

Tabela 15: Diluicdo da amostra

Concentragdo média pura Concentragdo média relatada?

Diluigdo (log4o cOpias/mL) (log,o copias/mL) Diferenca

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

a A concentragao relatada é o valor indicado pelo sistema Panther apds a aplicagao do fator de diluigéo.
b Amostra bioldgica enriquecida.
¢ Todos os resultados > 7.00 log,, copias/mL foram estimados usando analise adicional.

Carryover

Para que o sistema Panther minimizasse o risco de resultados falso positivos devido a uma
contaminacdo na transferéncia, um estudo analitico de varias execugdes foi realizado usando os
painéis fortificados em dois sistemas Panther. O carryover foi avaliado usando amostras
contaminadas com HIV-1 de alta titulacdo (7 log,, copias/mL) intercaladas entre amostras
negativas de HIV-1 em um padréo xadrez. O teste foi feito durante cinco execugdes. A taxa de
transferéncia geral foi de 0% (n=469).
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Painel de soroconversao

Dezenove conjuntos de painéis de soroconversao do HIV-1, consistindo em 204 amostras,
foram testados usando o ensaio Aptima HIV-1 Quant Dx. A detecgdo do RNA do HIV-1 foi
comparada a deteccao com testes de antigeno p24 e com testes de anticorpos anti-HIV-1/2.
O numero de dias até o primeiro resultado reativo usando testes de antigeno p24, testes de
anticorpos anti-HIV-1/2 e o ensaio Aptima HIV-1 Quant Dx estéo listados na Tabela 16. O ensaio
Aptima HIV-1 Quant Dx detectou o RNA do HIV-1 em média 5.58 e 11.16 dias antes dos testes
de antigeno p24 e de anticorpos anti-HIV-1/2.

Tabela 16: Resumo dos dados do painel de soroconverséao

Diferenca em dias até

Numero de membros do Dias até o primeiro resultado . .

ainel reativos reativo o primeiro resultado reativo

Niimero de P (com base na data da coleta)

ID_do memb_ros Detecgdo Deteccao antes
painel  do painel . Antigeno . Aptima  Antigeno . antes do 2

testados AptimaHIV-1 Anticorpo Anticorpo . do anticorpo
QuantDx  P?49°  antiHIv-1/2 HIVA  p24do  iiivagz  3NHGeNOP24 -y HiV-1/2 em
HIV Quant Dx HIV do HIV em .
dias dias
6248 7 3 2 1 14 18 25 4 11
6243 10 6 3 2 18 25 32 7 14
6247 9 4 4 1 21 21 30 0 9
9016 10 3 2 0 27 30 342 3 7
9018 11 5 3 2 21 28 32 7 11
9020 22 5 4 1 83 87 97 4 14
9021 17 5 4 1 43 47 57 4 14
9022 9 3 2 1 23 25 32 2 9
9023 22 5 3 0 71 78 852 7 14
9030 16 5 3 1 40 47 54 7 14
9034 13 4 3 1 41 46 53 5 12
9089 6 5 3 2 7 16 20 9 13
12008 13 7 4 4 21 28 33 7 12
PRB962 6 4 2 0 7 14 178 7 10
PRB963 7 4 2 0 9 17 218 8 12
PRB966 10 5 3 2 35 44 48 9 13
PRB974P 4 3 2 1 7 9 16 2 9
PRB975P 5 3 1 0 7 14 142 7 7
PRB978P 7 3 1 0 26 33 332 7 7
Média 5.58 11.16

Total 204 82 51 20 Mediana 7 12

@ Todas as coletas neste painel foram nao reativas para o anticorpo anti-HIV-1/2. O ultimo dia de coleta foi usado como “Dias até
o primeiro resultado reativo”.

O teste de anticorpos anti-HIV-1/2 foi realizado com o Abbot Anti-HIV 1/2, com as seguintes excegdes:

b Os painéis PRB974, PRB975 e PRB978 foram testados com o teste Siemens Anti-HIV 1/2.

O teste do antigeno p24 do HIV-1 foi realizado com o Coulter HIV-1 p24 Ag, com as seguintes excegdes:

b Os painéis PRB974, PRB975 e PRB978 foram testados com o teste BioMerieux p24 Ag.
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Estudo de equivaléncia de soro e plasma

Para avaliar a equivaléncia, foram utilizados conjuntos correspondentes de soro e plasma

(25 positivos para HIV-1 e 25 negativos para HIV-1) e 40 amostras que foram enriquecidas com
HIV-1 cultivado (50-1,000,000 coépias/mL em plasma e soro negativos para HIV-1) foram
testadas com o ensaio Aptima HIV-1 Quant Dx. A concordancia negativa foi de 100.0%

(IC de 95%: 97.0%—100.0%). A concordancia positiva foi de 98.4% (IC de 95%: 95.4%-99.5%).

Estudos de reprodutibilidade

Reprodutibilidade nas amostras de plasma

A reprodutibilidade do ensaio Aptima HIV-1 Quant Dx em amostras de plasma foi avaliada em
trés locais externos. Dois operadores executaram o teste em cada local. Cada um realizou

2 execucgdes por dia durante 3 dias, usando 3 lotes de reagentes durante os testes. Cada
execucgao tinha 3 réplicas de cada membro do painel.

A reprodutibilidade foi testada usando os membros do painel que consistiam de plasma EDTA
negativo para HIV-1. Os membros positivos do painel foram criados contaminando o plasma
negativo com virus cultivado (HIV-1 subtipo B) nas concentracbdes de toda a gama linear do
ensaio Aptima HIV-1 Quant Dx.

A Tabela 17 mostra a reprodutibilidade e a precisdo dos resultados do ensaio para cada
membro positivo do painel entre os locais, entre os operadores, entre os lotes, entre os dias,
entre as execugdes, nas execucdes e no geral. Quando somente amostras com resultados
acima do limite inferior de quantificagdo (baixo LLoQ) tiverem sido incluidas (as amostras com
resultados inferiores ao LLoQ foram excluidas), o DP total foi < 0.2 log,o cépias/mL para todos
os membros do painel. Quando todas as amostras com RNA detectavel para HIV-1 tiverem sido
incluidas, os valores de DP totais permaneceram inalterados, exceto para o membro do painel
1, que teve um DP total de 0.3 log;q copias/mL.

Para todos os membros HIV-1 positivos do painel, os valores de concordancia foram 100%.
Para todos os membros do painel HIV-1 negativos, 108 réplicas foram testadas e o RNA para
HIV-1 nado foi detectado em nenhuma das 108 réplicas (concordancia negativa=100%,
Pontuacgéo do IC de 95%: 96.6% a 100%).
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Tabela 17: Reprodutibilidade e precisdo do ensaio Aptima HIV-1 Quant Dx no sistema Panther em membros
do painel com plasma positivo

. Entre locais Entre Entre lotes Entre dias Entre~ Nas execugodes Total
Média operadores execucgodes
Logqo
Copias/mL
Painel N2 DP %CV DP %CV DP %CV DP %CV DP %CV DP %CV DP %CV
107 1.710 0.05 2.66 0.07 4.10 0.07 4.09 0.00 0.00 0.17 9.90 0.25 14.62 0.32 18.77
1
85¢ 1.84 0.07 3.51 0.00 0.00 0.02 0.97 0.00 0.00 0.06 3.07 0.17 8.98 0.19 10.17
2 108 2.94 0.08 274 0.00 0.00 0.00 0.00 0.04 1.49 0.00 0.00 0.1 3.69 0.14 4.83
3 108 3.84 0.07 1.75 0.00 0.00 0.00 0.00 0.04 0.95 0.04 0.98 0.06 1.62 0.11 2.75
4 108 4.94 0.08 1.52 0.00 0.00 0.03 0.57 0.03 0.50 0.05 1.01 0.06 1.18 0.11 2.30
5 108 5.71 0.07 1.26 0.00 0.00 0.01 0.22 0.05 0.85 0.04 0.77 0.07 1.23 0.12 2.1
6 1084 6.71 0.05 0.80 0.00 0.00 0.02 0.32 0.03 0.43 0.07 1.03 0.06 0.85 0.11 1.65

CV=coeficiente de variagdo, DP=desvio padrao

a@Numero de resultados de testes validos com RNA detectavel para HIV-1.

b Inclui 22 réplicas relatadas como <1.47 log4, copias/mL. A amostra teve um valor atribuido de 1.176 log,, copias /mL.
¢ Numero de resultados validos na gama linear do ensaio.

9 Inclui uma réplica relatada como > 7 log,, copias/mL. A amostra teve um valor atribuido de 7.18 log,, copias/mL.

Observacao: A variabilidade de alguns fatores pode ser numericamente negativa. Isso pode ocorrer se a variabilidade for muito
pequena devido a esses fatores (menos de 0.01). Nesses casos, o DP e o CV serdo mostrados como 0.
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Reprodutibilidade em amostras de soro

A reprodutibilidade do ensaio Aptima HIV-1 Quant Dx em amostras de soro foi avaliada em trés
locais externos. Dois operadores executaram o teste em cada local. Cada operador executou
1 execucgdo por dia durante 5 dias, usando 1 lote de reagentes durante os testes. Cada
execucgao tinha 3 réplicas de cada membro do painel.

A reprodutibilidade foi testada usando membros do painel preparados com soro negativo para
HIV-1. Dois membros positivos do painel foram criados contaminando a matriz do soro negativo
com concentragdes 3X-5X LoD e 10X LoD do virus cultivado (HIV-1 subtipo B).

A Tabela 18 mostra a reprodutibilidade e a precisdo dos resultados do ensaio para cada
membro positivo do painel entre locais, operadores, dias, execugdes, nas execugdes e no geral.

Para todos os membros HIV-1 positivos do painel, os valores de concordancia foram 100%.
Para o membro do painel HIV-1 negativo, 90 réplicas foram testadas e nenhuma RNA foi
detectada para HIV-1 em 89 das 90 réplicas (concordancia negativa=98.9%, Pontuagéo do IC
de 95%: 94.0% a 99.8%).

Tabela 18: Reprodutibilidade e precisdo do ensaio Aptima HIV-1 Quant Dx no sistema Panther em membros do
painel com soro positivo

Méd'? °_'e Entre locais Entre Entre dias Entre: Nas~ Total
log,, cOpias/ operadores execugoes execugoes
Painel N mL DP %CV DP %CV DP % CV DP % CV DP %CV DP %CV
1 90 1.34 0.07 541 0.00 0.00 004 263 000 000 022 16.26 0.23 17.34
2 89 1.95 0.05 241 0.02 097 0.00 0.00 0.00 0.00 019 967 020 10.01

CV=coeficiente de variacdo com log normal, DP=desvio padrao (log,, cépias/mL)

Observacao: A variabilidade de alguns fatores podera ser numericamente negativa. Isso podera ocorrer se a variabilidade for
muito pequena devido a esses fatores. Nesses casos, o DP e o CV serdo mostrados como 0.00.
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Desempenho clinico

Validagao da quantificagao da carga viral

A quantificacdo do RNA do HIV-1 foi comparada entre o ensaio Aptima HIV-1 Quant Dx e um
ensaio comparador. O estudo incluiu testes de amostras de plasma EDTA clinicas
(armazenadas frescas ou congeladas) e amostras artificiais (virus cultivados adicionados

a amostras de plasma clinicas negativas). Cada amostra foi testada em duplicata com o ensaio
Aptima HIV-1 Quant Dx e o ensaio comparador. O teste do ensaio Aptima HIV-1 Quant Dx foi
realizado em trés locais externos, com cada local usando 3 lotes de kits de reagentes; o teste
do ensaio comparador foi executado em um laboratério externo.

Foram testados 628 conjuntos de amostras correspondentes (dentro da faixa linear de ambos
0s ensaios), criados a partir de 484 individuos inscritos, e 144 amostras artificiais, utilizando
o ensaio Aptima HIV-1 Quant Dx e o ensaio comparador. A Figura 8 mostra os resultados da
analise de regressdo de Deming (y = -0.03 + 1.04x).
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Ensaio Aptima HIV-1 Quant Dx (log,, cépias/mL)
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Ensaio comparativo (log,, cépias/mL)

Figura 8: Correlagao entre o ensaio Aptima HIV-1 Quant Dx e o ensaio comparador
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Estudos de especificidade clinica

Especificidade clinica em amostras HIV-1 negativas

As amostras de plasma EDTA com HIV-1 negativo previamente congeladas e obtidas de
doadores de sangue voluntarios foram testadas com o ensaio Aptima HIV-1 Quant Dx. O teste
foi realizado com 3 lotes de kit de reagentes em 3 locais externos. A especificidade clinica foi
calculada como a porcentagem das amostras negativas de HIV-1 com resultados “N&o
detectado”. Seiscentas (600) amostras de plasma HIV-1 negativas foram testadas e o RNA

do HIV-1 nao foi detectado em nenhuma delas. A especificidade nas amostras de plasma
negativas foi de 100% (600/600. Pontuacéo do IC de 95%: de 99.4% a 100%).

Especificidade clinica em populagdes de baixo risco

Amostras previamente congeladas obtidas de doadores de sangue doando pela primeira vez,
com baixo risco de infecgdo de HIV-1, foram testadas com o ensaio Aptima HIV-1 Quant Dx.
O teste foi realizado com um lote do kit de reagentes em um local externo. A especificidade
clinica foi calculada comparando os resultados do ensaio Aptima HIV-1 Quant Dx com os
resultados do ensaio NAT.

A Tabela 19 mostra a especificidade do ensaio Aptima HIV-1 Quant Dx em uma populagao de
baixo risco, por tipo de amostra.

Tabela 19: Especificidade clinica do ensaio Aptima HIV-1 Quant Dx em uma populag¢édo de baixo risco, por tipo de amostra

_Tipo de amostra n Vmadade % (IC de 95%)
Todos 911 4 3 902 2 99.7 (99.0, 99.9)
Soro 304 1 2b 300 1 99.3 (97.6, 99.9)
Plasma 607 3 1 602 1 99.8 (99.1, 100)

IC=intervalo de confianga, FN=falso negativo, FP=falso positivo, VN=verdadeiro negativo, VP=verdadeiro positivo
2|C de Clopper-Pearson.

b Uma de 2 amostras de soro com resultados falso positivos teve resultado positivo quando testada usando o imunoensaio de
combinagéo antigeno/anticorpo do HIV-1/HIV-2 de quarta geragao.

Estudo de sensibilidade clinica

Sensibilidade clinica em amostras positivas de HIV-1

Amostras positivas de HIV-1 congeladas previamente foram testadas com o ensaio Aptima
HIV-1 Quant Dx. O teste foi feito com 2 lotes de kit de reagentes em 3 locais, incluindo 2 locais
externos.

A Tabela 20 mostra a sensibilidade do ensaio Aptima HIV-1 Quant Dx em amostras positivas,
por tipo de amostra.

Tabela 20: Sensibilidade clinica do ensaio Aptima HIV-1 Quant Dx em amostras positivas de HIV-1, por tipo de amostra

ﬁpo de amostra n VP FN Sensibilidade % (IC de 95%)?
Todos 1572 1565 7 99.6 (99.1, 99.8)
Soro 524 520 4 99.2 (98.1, 99.8)
Plasma 1048 1045 3 99.7 (99.2, 99.9)

IC = intervalo de confianga, FN=falso negativo, VP=verdadeiro positivo
2 |C de Clopper-Pearson.
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Sensibilidade clinica em populagoes de alto risco

Amostras prospectivamente coletadas de individuos com alto risco de infecgdo por HIV-1 foram
testadas com o ensaio Aptima HIV-1 Quant Dx. O teste foi feito com 1 lote do kit de reagentes
em 3 locais, incluindo 2 locais externos. A sensibilidade clinica foi calculada comparando os
resultados do ensaio Aptima HIV-1 Quant Dx com os resultados do ensaio NAT.

Das 498 amostras avaliadas, 332 eram amostras de plasma e 166 amostras de soro.

A sensibilidade clinica foi de 100% (1/1, IC de 95%: de 20.7% a 100%) em amostras de soro.
A sensibilidade n&o péde ser avaliada em amostras de plasma porque nenhuma amostra com
resultados de ensaio positivo ou negativo foi observada.

Positividade em amostras sorodiscordantes

As amostras sorodiscordantes previamente congeladas (por exemplo, repetidamente reativas
em um imunoensaio de HIV inicial e indeterminadas ou negativas em um imunoensaio
suplementar) foram obtidas de doadores e ndo doadores de sangue e testadas com o ensaio
Aptima HIV-1 Quant Dx. Das 473 amostras avaliaveis, 76 foram selecionadas dos painéis de
soroconversdo. Os testes foram realizados com 2 lotes de kits de reagentes em um local
interno. A positividade foi calculada pra as amostras sorodiscordantes testadas com o ensaio

Aptima HIV-1 Quant Dx.

A Tabela 21 mostra a positividade do ensaio Aptima HIV-1 Quant Dx em amostras
sorodiscordantes de acordo com o grupo de amostras, o tipo de teste suplementar de HIV

e os resultados do teste suplementar de HIV.

Tabela 21: Positividade do ensaio Aptima HIV-1 Quant Dx em amostras sorodiscordantes

Suplementar

Suplementar

Positividade % (n/N) IC de 95%2

Grupo de painéis de

Grupo de painéis de

Tipo de teste Resultado de teste nao soroconversao soroconversao
32 Gen 42 Gen 42 Gen
Imunocromatografia do HIV-1/2 Negativo N/A 00005(2)/51;) 13?_262)/3 )
Imunocromatografia do HIV-1/2 Indeterminado N/A ;8075163 ;?)0751()10)
Teste rapido HIV-1/2 Negativo N/A 00005(2)/51;) 122(22_%2; )
Teste rapido HIV-1/2 Indeterminado N/A 88_2?;2 N/A
HIV-1 WB ou IFA Indeterminado 088({/2158) ;8075163 1(7)(2)_(21_%18)

32 Gen=imunoensaio de terceira geragéo, 4> Gen=imunoensaio de quarta geragao, IC=intervalo de confianga, IFA=ensaio de

imunofluorescéncia indireta, N/A=n&o disponivel, WB=Western blot.

aPontuacgéo do IC.
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