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Informagodes gerais

Utilizacao prevista

O Aptima® HCV Quant Dx assay é um teste de amplificagdo mediada por transcrigdo em
tempo real. Este ensaio é utilizado para detecao e quantificacdo do RNA do virus da hepatite
C (HCV) em soro e plasma humano fresco e congelado em pessoas infetadas com HCV.

O plasma pode ser preparado em acido etilenodiaminotetracético (EDTA), solugédo de
anticoagulante de citrato e dextrose (ACD) e tubos de preparagao de plasma (PPT). O soro
pode ser preparado em tubos de soro e tubos de separacao de soro (SST). Os espécimes
sdo testados utilizando o sistema Panther™ para processamento, amplificacao, detecao e
quantificagdo automatizados de espécimes. Os espécimes contendo gendétipos de HCV 1 a
6 sao validados para deteg¢ao e quantificagdo no ensaio.

O Aptima HCV Quant Dx assay é indicado para utilizagdo como um auxiliar no diagndstico
da infegdo por HCV. O ensaio pode ser utilizado para confirmar a infegcdo por HCV ativa em
pacientes com um resultado positivo de anticorpos de HCV. A detecao de RNA do HCV
indica que o virus se esta a replicar e, por isso, € sinal de infegao ativa.

O Aptima HCV Quant Dx assay é indicado para utilizagdo como um auxiliar no controlo de
pacientes infetados por HCV que estdo a seguir a terapéutica de medicamentos antivirais
HCV. O ensaio mede os niveis de RNA do HCV na linha de referéncia, durante e apés o
tratamento para determinar a resposta virolégica sustentada (SVR). Os resultados do Aptima
HCV Quant Dx assay devem ser interpretados no contexto de todas as descobertas
relevantes clinicas e laboratoriais.

O Aptima HCV Quant Dx assay néo se destina a ser utilizado como um teste de rastreio a
presenca de HCV no sangue ou derivados do sangue.

Resumo e explicagao do teste

O HCV é um patogénico transmitido pelo sangue e um problema para a saude publica em
todo o mundo com até 170 milhées de pessoas infetadas globalmente e 350 000 mortes anuais
devido as condigbes relacionadas com o HCV, incluindo cirrose e cancro do figado.”? A
transmissdo de HCV é efetuada através da exposigdo ao sangue, aos derivados do sangue
ou a atividades com potencial para exposicdo percutidnea.** Geneticamente, o HCV contém
um genoma de RNA de cadeia positiva de aproximadamente 9500 nucleétidos que
codificam proteinas estruturais (nucleo, glicoproteinas E1 e E2, proteina de canal de iao p7)
e proteinas nao estruturais (NS2, NS3, NS4A/B, NS5A/B), sendo estas ultimas proteinas e
alvos replicativos virais chave dos antivirais de acéo direta.** Duas regides nao traduzidas
(UTR) do genoma, 5’'UTR e 3’'UTR, funcionam na traducdo do genoma e nas tarefas de
replicagcao/acondicionamento, respetivamente.®* A 5'-UTR €& a regido gendmica mais
altamente conservada entre os seis principais genoétipos de HCV.®

Clinicamente, existe uma prevaléncia elevada de infegdo assintomatica por HCV e a infecao
cronica por HCV ocorre em até 75% dos pacientes.? Os algoritmos dos testes laboratoriais
ao HCV necessitam do diagndstico de infe¢des por HCV ativas em individuos positivos a
anticorpos através da detecido de RNA do HCV no plasma ou no soro para permitir uma
associagdo adequada aos cuidados.”®®

A quantificagdo do RNA do HCV (carga viral) tem desempenhado um papel essencial na

definicdo e monitorizagdo do tratamento com sucesso de HCV. A resposta virolégica sustentada
(SVR), definida como RNA do HCV né&o detetado apds terapéutica de sucesso, € um marcador
importante para a cura de HCV."" Na terapéutica com interferdo, a resposta virolégica precoce
(EVR), definida como uma reducao de 2 log ou mais na carga viral de HCV apés 12 semanas
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de terapéutica, e uma resposta virologica rapida (RVR), definida como niveis ndo detetaveis
de RNA do HCV apds 4 semanas de terapéutica, demonstraram ser indicadores positivos
para SVR.""*" Estes marcadores de cinética viral sao utilizados em abordagens guiadas por
respostas que adaptam as opgdes de tratamento para paragem ou prolongamento da
terapéutica para obtencdo de SVR." Além disso, os estudos de seguimento de longo prazo
demonstraram durabilidade da SVR apés o tratamento com sucesso e a erradicagao viral
evita a progressao da doencga do figado.™

Na era dos antivirais de acao direta (DAAs), a quantificacdo do RNA do HCV (carga viral)
tem desempenhado um papel essencial na definicdo e monitorizacdo do tratamento com
sucesso de HCV. A resposta viroldgica sustentada (SVR) é definida como RNA do HCV néao
detetavel (com um ensaio com um limite de detegdo <25 Ul/ml) apds terapéutica.”" As
orientagbes recentes da AASLD sugerem que o RNA do HCV seja testado nao apenas na
linha de referéncia, mas também periodicamente durante o tratamento (ou seja, 4 semanas)
e 12 semanas apos a conclusao do tratamento. "

Principios do procedimento

O Aptima HCV Quant Dx assay é um teste de amplificacdo de acido nucleico que utiliza a
tecnologia de amplificagdo mediada por transcricao (TMA) em tempo real para detetar e
quantificar o RNA do HCV para auxiliar no diagnéstico ou para estabelecer a carga viral na
linha de referéncia, bem como para avaliar as respostas, durante e apos o tratamento. O ensaio
tem como alvo uma regiao conservada do genoma do HCV, com a detegdo e quantificagao
dos gendtipos 1, 2, 3, 4, 5, e 6. Trata-se de um ensaio padrdo de acordo com o 2° Padrao
Internacional da OMS para o HCV (Cédigo NIBSC 96/798)."

O Aptima HCV Quant Dx assay envolve trés passos principais que decorrem todos num unico
tubo no sistema Panther: captura do alvo, amplificacdo do alvo por TMA e detecdo dos
produtos da amplificacdo (amplicon) através de sondas com marcadores fluorescentes (torches).

Durante a captura do alvo, o RNA viral ¢é isolado dos espécimes. O espécime é tratado com
um detergente para solubilizar o involucro viral, desnaturar as proteinas e libertar o RNA viral
genomico. Os oligonucledtidos de captura sao hibridados com regides altamente conservadas
do RNA do HCV, caso estejam presentes no espécime que esta a ser testado. O alvo hibridado
€ depois capturado por microparticulas magnéticas que sado separadas do espécime num

campo magnético. Os passos de lavagem removem componentes estranhos do tubo de reagéo.

A amplificacdo do alvo ocorre via TMA, que € um método de amplificagao de acidos nucleicos
mediada por transcricdo que utiliza duas enzimas: a transcriptase reversa MMLV (virus da
leucemia murina de Moloney) e a T7 RNA polimerase. A transcriptase reversa é utilizada
para criar uma copia de DNA (com uma sequéncia promotora para a T7 RNA polimerase) da
sequéncia-alvo. A T7 RNA polimerase produz varias copias do RNA amplicon a partir do
modelo da cdpia do DNA. O Aptima HCV Quant Dx assay utiliza o método TMA para amplificar
uma parte da regido 5 UTR do genoma do HCV. A amplificacdo desta regido é conseguida
utilizando “primers” especificos que foram concebidos para amplificar os genétipos do HCV
1,2,3,4,5¢e6.

A detegao é conseguida utilizando torches de acidos nucleicos de cadeia simples, presentes
durante a amplificacao do alvo, e que se hibridam especificamente com o produto da amplificagao
em tempo real. Cada torch tem um fluoréforo e um agente de extingdo. Quando a sonda
fluorescente n&o € hibridada com o produto da amplificagdo, o agente de extingdo fica em
estreita proximidade com o fluoréforo e suprime a fluorescéncia. Quando o torch se liga ao
produto da amplificacdo, o agente de extingdo é ainda mais afastado do fluoréforo e emite
um sinal num determinado comprimento de onda quando excitado por uma fonte de luz. A
medida que uma maior quantidade de torches se hibrida com o produto da amplificagao é
gerado um sinal de fluorescéncia mais elevado. O tempo que demora até o sinal fluorescente
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atingir um limiar especificado é proporcional a concentragao inicial de HCV. Cada reacao
tem um calibrador interno/controlo interno (internal control, IC) que controla as variagbes do
processamento, da amplificacdo e da detegcido de espécimes. A concentracdo de uma amostra
é determinada pelo software do Panther system utilizando os sinais do HCV e do IC para
cada reacdo e comparando-os com as informagdes da calibracao.

Resumo de segurang¢a e desempenho

O Resumo de seguranga e desempenho (SSP, Summary of Safety and Performance) esta

disponivel na base de dados europeia de dispositivos médicos (Eudamed), onde esta associado
aos identificadores do dispositivo (UDI-DI basico). Para localizar o SSP do Aptima HCV Quant
Dx assay, consulte o Identificador tnico do dispositivo basico (BUDI): 54200455DIAGAPTHCVAJ.

Adverténcias e precaugoes

A.
B.

C.

Para efeitos de diagndstico in vitro.
Para uso profissional.
Para reduzir o risco de resultados invalidos, leia atentamente o folheto informativo e o

manual de instru¢cdes de Panther/Panther Fusion™ System para obter informacgao
procedimental antes de realizar o ensaio no sistema Panther.

Para adverténcias, precaugdes e procedimentos suplementares sobre o controlo da
contaminacao, consulte o manual de instrugbes de Panther/Panther Fusion System.

Relacionadas com o laboratoério

E.

PRECAUCAO: Os controlos deste ensaio contém plasma humano. O plasma é no
reativo para o antigénio de superficie da hepatite B (HBsAg), anticorpos anti-HCV,
anticorpos anti-HIV-1 e anti-HIV-2 e antigénio HIV quando testados com procedimentos
licenciados pela Agéncia dos Medicamentos e Alimentos dos EUA. Além disso, o plasma
nao é 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 infeciosos e
devem ser manuseados de acordo com as Precaucdes Universais.'**

Este procedimento s deve ser executado por pessoal com a devida qualificagdo na
utilizagdo do Aptima HCV Quant Dx assay e no manuseamento de materiais infeciosos.
Se ocorrer um derrame, desinfete imediatamente seguindo os procedimentos adequados
do centro.

G. Use somente os artigos de laboratério descartaveis que sejam fornecidos ou especificados.

Tome todas as precaugdes laboratoriais de rotina. Nao pipete com a boca. Nado coma,
nao beba, nem fume nas areas de trabalho designadas. Use luvas sem p6 descartaveis,
protecédo ocular e batas de laboratério quando manusear espécimes e reagentes de um
kit. Lave bem as mé&os depois de manusear os especimes e os reagentes do kit.

As superficies de trabalho, as pipetas e outro equipamento devem ser regularmente
descontaminados com solugao de hipoclorito de sédio de 2,5% a 3,5% (0,35 M a 0,5 M).

Elimine todos os materiais que tenham estado em contacto com espécimes e reagentes
de acordo com os regulamentos europeus, nacionais e locais.""'*" Limpe e desinfete
minuciosamente todas as superficies de trabalho.

Os controlos contém azida de sddio como conservante. N&o utilize tubos de metal para a
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transferéncia de reagentes. Se as solugbes com compostos de azida de sédio forem

eliminadas num sistema de canalizacao, deverao antes ser diluidas e irrigadas com agua
corrente em abundancia. Estas precaugdes sao recomendadas para evitar a acumulacao
de depodsitos em canos metalicos onde se poderiam desenvolver condigbes explosivas.

L. As boas praticas padrao para os laboratérios moleculares incluem a monitorizagdo ambiental.
Para monitorizar o ambiente de um laboratério, sugere-se o seguinte procedimento:

1. Obtenha uma zaragatoa com ponta de algodao e junte-a com um Tubo de aliquotas
de espécime Aptima (SAT).

2. ldentifigue adequadamente cada SAT.

Encha cada SAT com 1 ml de diluente de espécimes Aptima.

4. Para colher amostras de superficie, humedeca ligeiramente uma zaragatoa com agua
desionizada sem nuclease.

5. Colha a amostra da superficie relevante movimentando a zaragatoa verticalmente, de cima
para baixo. Rode a zaragatoa cerca de meia volta enquanto colhe a amostra do local.

6. Coloque imediatamente a amostra em zaragatoa dentro do tubo e rode suavemente a
zaragatoa no diluente para extrair materiais potencialmente colhidos. Pressione a
zaragatoa no lado do tubo de transporte para extrair o maximo de liquido possivel.
Elimine a zaragatoa e tape o tubo.

7. Repita os passos para as restantes amostras em zaragatoa.

8. Teste a zaragatoa com um ensaio molecular.

g

Relacionadas com os espécimes

M. Os espécimes podem ser infeciosos. Utilize as Precaug¢des universais™**® quando
executar este ensaio. Devem ser estabelecidos métodos de manuseamento e eliminacéo
adequados de acordo com os regulamentos locais.” Este procedimento s6 deve ser
executado por pessoal com a devida qualificacdo na utilizagao do Aptima HCV Quant Dx
assay e com formagao no manuseamento de materiais infeciosos.

N. Mantenha as condi¢gdes de conservagao adequadas durante o transporte de espécimes,
para garantir a integridade do espécime. A estabilidade do espécime noutras condi¢oes
de transporte que nao as recomendadas nao foi avaliada.

O. Evite a contaminacao cruzada durante os passos de manuseamento de espécimes. Tenha
especial cuidado para evitar a contaminagao por disseminacao de aerossodis quando
desapertar ou destapar espécimes. Os espécimes podem conter niveis de organismos
extremamente elevados. Certifique-se de que os recipientes de espécimes nao entram
em contacto uns com os outros e deite fora os materiais usados sem passa-los por cima
de recipientes abertos. Mude de luvas se estas entrarem em contacto com o espécime.

Relacionadas com o ensaio

P. Na&o utilize o kit de reagentes, o calibrador nem os controlos apds o prazo de validade.

Q. Nao troque, misture, nem combine reagentes do ensaio de kits com numeros de lote
mestre diferentes. Os fluidos do ensaio podem pertencer a nimeros de lote diferentes.
Os controlos e o calibrador podem pertencer a numeros de lote diferentes.

Evite a contaminagdo microbiana ou com nuclease dos reagentes.

S. Tape e conserve todos os reagentes do ensaio as temperaturas especificadas. O desempenho
do ensaio pode ser afetado pela utilizagdo de reagentes do ensaio conservados de
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forma incorreta. Consulte as secgbes Requisitos de conservacdao e manuseamento de
reagentes e Procedimento de teste no Panther System para obter mais informacdes.

T. Nao combine quaisquer reagentes ou fluidos do ensaio sem instrucbes especificas para
tal. Ndo adicione reagentes ou fluidos. O sistema Panther verifica os niveis dos reagentes.

U. Alguns reagentes deste kit possuem simbolos de risco e seguranga nos rotulos.

Nota: A informagao sobre a comunicacdo de perigos reflete as classificacées das Fichas de
dados de seguranca (SDS) da Unido Europeia. Para obter informagées sobre a comunicagao
de riscos especificas da sua regido, consulte a respetiva SDS na Biblioteca de Fichas de
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Dados de Seguranga em www.hologicsds.com. Para obter mais informagbes sobre 0s simbolos,
consulte a legenda dos simbolos em www.hologic.com/package-inserts.

Informago6es sobre riscos para a UE

Reagente de amplificagao
CLORETO DE MAGNESIO 60 % - 65 %

H412 — Nocivo para os organismos aquaticos com efeitos duradouros.
P273 — Evitar a libertagdo para o ambiente.
P501 — Eliminar o contetudo/recipiente num centro de eliminagdo de residuos aprovado.

Reagente promotor
CLORETO DE MAGNESIO 60 % - 65 %

H412 — Nocivo para os organismos aquaticos com efeitos duradouros.
P273 — Evitar a libertacdo para o ambiente.
P501 — Eliminar o contetdo/recipiente num centro de eliminagdo de residuos aprovado.

Reagente de enzima
Triton X-100 1% - 5%
HEPES 1% - 5%

H412 — Nocivo para os organismos aquaticos com efeitos duradouros.
P273 — Evitar a libertacdo para o ambiente.
P501 — Eliminar o contetudo/recipiente num centro de eliminagdo de residuos aprovado.

Kit de controlos HCV VL
AZOTETO DE SODIO <1 %

PERIGO

H300 — Mortal por ingestao.

H410 — Muito téxico para os organismos aquaticos com efeitos duradouros.

P264 — Lavar o rosto, as maos e toda a pele exposta cuidadosamente apdés manuseamento.

P273 — Evitar a libertacdo para o ambiente.

P301 + P310 — EM CASO DE INGESTAO: Contacte imediatamente um CENTRO DE INFORMACAO
ANTIVENENOS ou um médico.

P321 — Tratamento especifico (consulte as instru¢cdes de primeiros socorros suplementares neste rétulo).
P330 — Enxaguar a boca.

P391 — Recolher o produto derramado.

Kit de calibradores HCV VL
HEPES 15% - 20 %

Sal de litio de laurilsulfato 5 % - 10 %
Monoidrato de hidréxido de litio 1% - 5 %
Acido succinico 1% - 5%

H412 — Nocivo para os organismos aquaticos com efeitos duradouros.
P273 — Evitar a libertagdo para o ambiente.
P501 — Eliminar o contetdo/recipiente num centro de eliminagdo de residuos aprovado.

Solugdo de reconstituicdo de enzima
Glicerol 20 % - 25 %

Triton X-100 5 % - 10 %

HEPES 1% -5%

H412 — Nocivo para os organismos aquaticos com efeitos duradouros.
P273 — Evitar a libertagdo para o ambiente.
P501 — Eliminar o contetdo/recipiente num centro de eliminagdo de residuos aprovado.

Aptima HCV Quant Dx Assay
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Reagente de captura do alvo
HEPES 15% - 20 %

Sal de litio de laurilsulfato 5 % - 10 %
Monoidrato de hidréxido de litio 1% - 5 %
Acido succinico 1% - 5%

H412 — Nocivo para os organismos aquaticos com efeitos duradouros.
P273 — Evitar a libertagdo para o ambiente.
P501 — Eliminar o contetdo/recipiente num centro de eliminagdo de residuos aprovado.

Requisitos de conservagao e manuseamento de reagentes

A. Na tabela seguinte, sdo mostradas as condicbes de conservagao e estabilidade para

reagentes, controlos e calibrador.

Kit aberto (reconstituido)

Conservagao
Reagente fechada
Conservagao Estabilidade
Reagente de amplificagdo qHCV 2°Ca8°C
Soluggo de~> reconstituicdo do reagente de 2°Ca8°C 29C g 8°C 30 dias®
amplificagdo qHCV
Reagente enzimatico qHCV 2°Ca8°C
Solggza’q de reconstituicdo do reagente 2°Cag°C 29C g 8°C 30 dias®
enzimatico qHCV
Reagente promotor qgHCV 2°Ca8°C
Solugao de reconstituicdo do reagente 2°Cag°C 20C a2 8°C 30 dias®
promotor gHCV
Reagente de captura do alvo gHCV 2°Ca8°C 2°Ca8°C 30 dias®
. o o o o Frasco de utilizagao unica
gHCV CONTROL NC - (controlo negativo) -15°Ca-35°C 15°Ca30°C Utilizar num periodo de 24 horas
qHCV CONTROL LPC + (controlo positivo 15°C 2 -35 °C 15°C a 30 °C .I.zrasco de utllllzag;ao Unica
baixo) Utilizar num periodo de 24 horas
" o o o o Frasco de utilizagao Unica
gHCV HPC CONTROL + (controlo positivo alto)  -15 °C a -35 °C 15°Ca30°C Utilizar num periodo de 24 horas
qHCV PCAL (calibrador positivo) 15°C a-35°C 15°C a 30 °C Frasco de utilizagao tnica

Utilizar num periodo de 24 horas

@ Quando os reagentes sdo removidos do sistema Panther, devem ser imediatamente devolvidos as respetivas

temperaturas de conservagao adequadas.

B. Deite fora quaisquer reagentes reconstituidos e o reagente de captura do alvo (TCR) n&o
usados, apds 30 dias ou apds a data de validade do lote mestre, conforme o que ocorrer
primeiro.

C. Os reagentes conservados dentro do sistema Panther tém 72 horas de estabilidade. Os
reagentes podem ser carregados no sistema Panther até 8 vezes. O sistema Panther

regista cada uma das vezes que os reagentes sdo carregados.

D. Depois de descongelar o calibrador, a solugdo deve estar limpida, ou seja, sem turvagao

ou precipitados.

E. O reagente promotor e o reagente promotor reconstituido sao fotossensiveis. Proteja
estes reagentes da luz durante a sua conservagao e a preparagao para utilizagao.

Aptima HCV Quant Dx Assay
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Colheita e conservagao de espécimes

Nota: Manuseie todos os espécimes como se contivessem agentes potencialmente infeciosos.
Respeite as precaugbes universais.

Nota: Tenha cuidado para evitar a contaminagdo cruzada durante os passos de
manuseamento das amostras. Por exemplo, elimine o material usado sem passar por cima
de tubos abertos.

Nota: S6 sdo recomendados para conservagao tubos secundarios de plastico.
Podem utilizar-se espécimes de sangue total colhidos nos seguintes tubos de vidro ou de plastico:

* Tubos com anticoagulantes de acido etilenodiaminotetracético (EDTA) ou acido de
citrato e dextrose (ACD) ou

* Tubos de preparagao de plasma (PPTs)
* Tubos de soro
» Tubos de separagao de soro (SSTs)
No caso de soro, aguarde até o coagulo se formar antes de continuar o processamento.

A. Colheita de espécimes

O sangue total pode ser conservado a uma temperatura entre 2 °C e 30 °C e deve ser
centrifugado no prazo de 6 horas apds a colheita do espécime. Separe o plasma ou o
soro dos globulos vermelhos aglomerados seguindo as instrugdées do fabricante do tubo
utilizado. O plasma ou o soro pode ser testado no sistema Panther, num tubo primario,
ou transferido para um tubo secundario, como, por exemplo, o Tubo de aliquotas de
espécime Aptima. Para obter o volume de reacdo de 500 pl, o volume minimo de plasma
ou de soro é de até 1200 pl para tubos de colheita primarios e de 700 pl para tubos
secundarios. A tabela que se segue identifica os requisitos de volume morto para cada
tipo de tubo primario e secundario.

Tubo (tamanho e tipo) Volume morto no Panther System
Tubo de aliquotas de amostra Aptima (SAT) 0,2 ml
12xX75 mm 0,5 ml
13x100 mm 0,5ml
13x100 mm com gel 0,3 ml
16x100 mm com gel 0,7 ml

Se nao forem testados imediatamente, o plasma e o soro podem ser conservados de
acordo com as especificagdes a seguir descritas. Se forem transferidos para um tubo
secundario, o plasma ou o soro podem ser congelados a -20 °C. Nao exceda 3 ciclos de
congelamento/descongelamento. Nao congele os espécimes em EDTA, ACD nem em
tubos de colheita de soro primarios.
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B. Condicdes de conservacado de espécimes

1. Espécimes de plasma com EDTA e ACD

O sangue total pode ser conservado a uma temperatura entre 2 °C e 30 °C e deve ser
centrifugado no prazo de 6 horas apds a colheita do espécime. O plasma pode ser

conservado numa das seguintes condigdes:

No tubo de colheita primario ou no tubo secundario de 2 °C a 25 °C durante até

24 horas,

No tubo de colheita primario ou no tubo secundario de 2 °C a 8 °C durante até

5 dias ou

No tubo secundario a -20 °C durante até 60 dias.

Sangue total

-/ﬂ/- 30°C
2°C

Centrifugar < 6 horas apds a colheita

Primario

-/E/ZS“C
2°C

<24 horas

Primario

'/ﬂ/ "
2°C

<5 dias

Secundario

-/ﬂ/- 25°C
2°C

<24 horas

Secundario

'/ﬂ/ "
2°C

<5 dias

Secundario

/ﬂ/ -15°C
-35°C

<60 dias

Figura 1. Condic6es de armazenamento dos tubos EDTA/ACD

2. Espécimes em PPT

O sangue total pode ser conservado a uma temperatura entre 2 °C e 30 °C e deve
ser centrifugado no prazo de 6 horas apds a colheita do espécime. O plasma pode
ser conservado numa das seguintes condig¢des:

No tubo de colheita primario ou no tubo secundario de 2 °C a 25 °C durante até

24 horas,

No tubo de colheita primario ou no tubo secundario de 2 °C a 8 °C durante até

5 dias ou

No tubo de colheita primario ou no tubo secundario a -20 °C durante até 60 dias.

Sangue total

/ﬂ/ 30°C
2°C

Centrifugar < 6 horas ap6s a colheita

Primario

-/ﬂ/- 25°C
2°C

<24 horas

Primario

/ﬂ[ -
2°C

<5 dias

Secundario

/ﬂ/- 25°C
2°Cc

< 24 horas

Secundario

'/ﬂ[ -
2°C

<5 dias

Primario ou secundario

-15°C
-35°C

<60 dias

Figura 2. Condi¢cées de conservacao para PPTs
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3.

4.

Espécimes no tubo de soro

O sangue total pode ser conservado a uma temperatura entre 2 °C e 30 °C e deve
ser centrifugado no prazo de 6 horas apés a colheita do espécime. O soro pode ser
conservado numa das seguintes condicdes:

* No tubo de colheita primario ou no tubo secundario de 2 °C a 30 °C durante até
24 horas,

* No tubo de colheita primario ou no tubo secundario de 2 °C a 8 °C durante até
5 dias ou

* No tubo secundario a -20 °C durante até 60 dias.

Sangue total

/ﬂ/— 30°C
2°C

Centrifugar < 6 horas ap6s a colheita

Primaério Primario Secundario Secundario Secundario

wac er"c stmc st"c _15°C
2°C 2°C 2°c 2°c -35°C /if

<24 horas <5 dias < 24 horas <5 dias <60 dias

Figura 3. Condigbées de conservacgdo para tubos de soro

Espécimes em SST

O sangue total pode ser conservado a uma temperatura entre 2 °C e 30 °C e deve
ser centrifugado no prazo de 6 horas apds a colheita do espécime. O soro pode ser
conservado numa das seguintes condicdes:

* No tubo de colheita primario ou no tubo secundario de 2 °C a 30 °C durante até
24 horas,

* No tubo de colheita primario ou no tubo secundario de 2 °C a 8 °C durante até
5 dias ou

* No tubo de colheita primario ou no tubo secundario a -20 °C durante até 60 dias.

Sangue total

/ﬂ/— 30°C
2°C

Centrifugar < 6 horas apés a colheita

Primario Primario Secundario Secundario Primario ou secundario

-/E/-E(?”C -/E/-B"C -/ﬂ/. 30°C -/E/-B"C _15°C
2°C 2°C 2°C 2°C -35°C _/ﬂ/

<24 horas <5 dias <24 horas <5 dias <60 dias

Figura 4. Condi¢cbées de conservacdo para SST
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C. Conservagao em congelamento de longo prazo

As amostras de plasma ou de soro podem ser armazenadas de -65 °C a -70 °C até um
maximo de 60 dias em SATs.

D. Diluicao de espécimes de plasma e soro

Os espécimes de plasma e soro podem ser diluidos no SAT ou no tubo secundario para
teste no sistema Panther. Consulte Procedimento de teste no Panther System, passo E.5
abaixo para obter mais informacoes.

/\ Néo deve ser efetuada uma interpretagéo de diagndstico a partir de um resultado "N&o detetado”

de espécimes de soro ou plasma que tenham sido diluidos. Obtenha um espécime novo néao
diluido e repita o teste.

Nota: Se um espécime estiver diluido, devera ser testado imediatamente apds a diluigdo. Ndo
congele um espécime diluido.

Amostras dentro do Panther System

As amostras podem permanecer destapadas no sistema Panther por um periodo maximo de
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 espécimes

Mantenha as condicbes de conservacdo de amostras descritas em Colheita e conservagdo
de espécimes.

Nota: Os espécimes devem ser expedidos de acordo com os regulamentos de transporte
locais, nacionais e internacionais em vigor.

Aptima HCV Quant Dx Assay 12 AW-28216-601 Rev. 001



Aptima® Panther System

Panther System

Os reagentes do Aptima HCV Quant Dx assay para o sistema Panther estédo indicados abaixo.
Os simbolos de identificacdo do reagente também estdo indicados ao lado do nome do reagente.

Reagentes e materiais fornecidos

Kit de Aptima HCV Quant Dx Assay, 100 testes, cédigo de produto PRD-03506

(1 caixa de ensaio, 1 kit de calibrador e 1 kit de controlos)

E possivel encomendar calibradores e controlos adicionais em separado. Consulte os respetivos
cédigos de produto abaixo.

Caixa do Aptima HCV Quant Dx Assay
(conservar a uma temperatura entre 2 °C e 8 °C ap0s a recegéo)

Simbolo Componente Quantidade
A Reagente de amplificagio qHCV 1 frasco
Acidos nucleicos néo infeciosos liofilizados em solugdo tamponada.
E Reagente enzimatico qHCV
Transcriptase reversa e polimerase de RNA liofilizadas em solugéao 1 frasco

tamponada com HEPES.

PRO Reagente promotor gHCV

. A o . N » 1 frasco
Acidos nucleicos nédo infeciosos liofilizados em solugdo tamponada.

AR Solugéao de reconstituicao do reagente de amplificagao qHCV 1x72ml
Solugédo aquosa contendo glicerol e conservantes. ’

ER Solugédo de reconstituicdo do reagente enzimatico qHCV 1 %58 mi
Solugéo tamponada com HEPES com um agente tensioativo e glicerol. ’

PROR Solugao de reconstituigao do reagente promotor gHCV 1 x45ml

Solugédo aquosa contendo glicerol e conservantes.

TCR Reagente de captura do alvo qHCV
Acidos nucleicos numa solugéo salina tamponada que contém fase 1x72,0ml
solida, acidos nucleicos néo infeciosos e calibrador interno.

Aros de reconstituicao 3

Folha de coédigos de barras do lote mestre 1 folha
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Kit de calibrador Aptima HCV Quant Dx (Cédigo de produto PRD-03507)
(conservar a uma temperatura entre -15 °C e -35 °C apods a recegéo)
Simbolo Componente Quantidade
PCAL Calibrador positivo qHCV 5y 25 ml
Transcrito em solugédo tamponada. '
Etiqueta de cédigo de barras do calibrador —
Kit de controlos Aptima HCV Quant Dx (Cddigo de produto PRD-03508)
(conservar a uma temperatura entre -15 °C e -35 °C ap6s a recegéo)
Simbolo Componente Quantidade
NC Controlo negativo qHCV
Plasma humano desfibrinado HCV negativo com gentamicina 5x0,8ml
e azida de soédio a 0,2% como conservantes.
LPC Controlo positivo baixo gHCV
Armored RNA de HCV né&o infecioso em plasma humano 508 ml
desfibrinado com gentamicina e azida de sédio a 0,2% como '
conservantes.
HPC Controlo positivo alto qHCV
Armored RNA de HCV né&o infecioso em plasma humano 508 ml

desfibrinado com gentamicina e azida de sédio a 0,2% como
conservantes.

Etiqueta de codigo de barras do controlo

Aptima HCV Quant Dx Assay 14
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Materiais necessarios, mas disponiveis separadamente

Nota: Os materiais disponibilizados pela Hologic tém a indicagdo dos cédigos de produto, a

menos que o contrario seja especificado.

Material

Panther™ System

Panther Fusion™ System

Panther™ System, fluido continuo e residuos (Panther Plus)
Kit de controlos Aptima® HCV Quant Dx

Kit do calibrador Aptima® HCV Quant Dx

Kit de execugéo Panther para ensaios em tempo real (apenas para ensaios em
tempo real)

Kit de fluidos Aptima® Assay (também conhecido como Kit de fluidos universais)
contém solugdo de lavagem Aptima®, tamp&o para o fluido de desativagdo
Aptima® e reagente de 6leo Aptima®

Unidades multitubos (MTUSs)
Kit de sacos de residuos Panther™
Tampa do recipiente de residuos Panther™

ou Kit de execugdo Panther™ System

(ao realizar ensaios TMA, sem ser em tempo real em paralelo com os ensaios

TMA em tempo real) contém MTUSs, sacos de residuos, tampas do
recipiente de residuos, detetores automaticos e fluidos de ensaio

Pontas, 1000 pl, com filtro, detecéo de liquido, condutoras e descartaveis

Nem todos os produtos estao disponiveis em todas as regibées. Contacte o seu

representante para obter informagdes especificas da regiéo.

Lixivia, solu¢éo de hipoclorito de sédio de 5% a 8,25% (0,7 M a 1,16 M)
Luvas sem po descartaveis
Tampas nao perfuraveis de substituigéo

Tampas de substituicdo para reagentes

Frascos de reconstituicdo do reagente de amplificagdo, do reagente enzimatico

e do reagente promotor
Frasco de TCR

Coberturas de bancada laboratorial com forro de plastico
Toalhetes que nao libertem pelos

Pipetador

Pontas

Opcodes de tubo de colheita primario:
13 mm x 100 mm
13 mm x 75 mm
16 mm x 100 mm

Centrifuga
Agitador de vortex

Cédigo produto
303095

PRD-04172

PRD-06067

PRD-03508

PRD-03507

PRD-03455 (5000 testes)

303014 (1000 testes)

104772-02
902731
504405
303096 (5000 testes)

901121 (10612513 Tecan)

903031 (10612513 Tecan)

MME-04134 (30180117
Tecan)

MME-04128

103036A

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

Opcdes de tubo secundario:
12 mm x 75 mm
13 mm x 100 mm
16 mm x 100 mm
Tubos de aliquotas de espécime Aptima (SAT) (100 por embalagem)

Tampa de tubo de transporte (100 por embalagem)
tampa para SAT

Diluente de espécimes Aptima®

Kit de diluente de espécimes Aptima®
contém diluente de espécimes, 100 SATs e 100 tampas

Pipetas de transferéncia
Painéis disponiveis comercialmente
Zaragatoas com ponta de algodao

Dispositivo de agitagéo de tubos por oscilagéo

Procedimento de teste no Panther System

Cédigo produto

FAB-18184
504415

PRD-03003
PRD-03478

PRD-03488

Nota: Consulte o Manual de instrugbes do Panther/Panther Fusion System para mais

informagdes sobre o procedimento.

A. Preparacao da area de trabalho

1. Limpe as superficies de trabalho onde serdo preparados os reagentes. Limpe as
superficies de trabalho com uma solugao de hipoclorito de sédio de 2,5% a 3,5%
(0,35 M a 0,5 M). Deixe a solugao de hipoclorito de sodio entrar em contacto com as
superficies durante pelo menos 1 minuto e depois enxague com agua desionizada (D).
Nao deixe secar a solugdo de hipoclorito de sédio. Cubra a superficie da bancada com
capas limpas, absorventes, com forro de plastico, indicadas para bancadas de laboratérios.

2. Limpe uma superficie de trabalho separada onde as amostras serdo preparadas.

Siga o procedimento supramencionado (passo A.1).

3. Limpe os pipetadores. Siga o procedimento de limpeza supramencionado (passo A.1).

B. Preparacdo do calibrador e dos controlos

Deixe o calibrador e os controlos atingir uma temperatura de 15 °C a 30 °C antes de

efetuar o processamento da seguinte forma:

1. Remova o calibrador e os controlos da conservagao (-15 °C a -35 °C) e coloque-os a
uma temperatura de 15 °C a 30 °C. Ao longo do processo de descongelagao, inverta
suavemente cada tubo para misturar bem. Certifique-se de que o conteudo do tubo

esta totalmente descongelado antes da utilizagao.

Opcao. Os tubos de calibrador e controlo podem ser colocados num dispositivo de
agitacao de tubos por oscilagdo para misturar bem. Certifique-se de que o conteldo
do tubo esta totalmente descongelado antes da utilizagéo.

Nota: Evite criar espuma excessiva quando inverter o calibrador e os controlos. A
espuma compromete o sensor de nivel do sistema Panther.

2. Quando o conteudo do tubo tiver descongelado, seque a parte de fora do tubo com

um toalhete descartavel, limpo e seco.
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3. Para prevenir a contaminagéo, ndo abra os tubos agora.

C. Reconstituicdo/preparacao dos reagentes de um novo kit

Nota: A reconstituicdo dos 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 da conservagao (2 °C a 8 °C). Verifique o numero de lote no

frasco de TCR para se certificar de que corresponde ao numero de lote da folha
do cédigo de barras do lote mestre.

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

Opc¢ao. O frasco de TCR pode ser preparado num dispositivo de agitagao de tubos
por oscilacao seguindo estas instrucées: Remova o TCR da conservagao (2 °C a
8 °C) e agite imediata e vigorosamente 10 vezes. Coloque o frasco de TCR num
dispositivo de agitagao de tubos por oscilagdo e deixe o TCR a uma temperatura
de 15 °C a 30 °C para aquecer durante, pelo menos, 45 minutos.

Antes da utilizacdo, assegure-se de que todo o precipitado esta dissolvido e que
as particulas magnéticas estdo em suspensao.

2. Para reconstituir o reagente de amplificagcdo, o reagente enzimatico e o reagente

promotor, proceda da seguinte forma:
a. Remova os reagentes liofilizados e as solu¢des de reconstituigdo correspondentes

da conservagéo (2 °C a 8 °C). Emparelhe cada solugéo de reconstituicdo com o
respetivo reagente liofilizado.

Certifique-se de que a solugéo de reconstituicdo e os reagentes liofilizados tém cores
de rotulo correspondentes. Verifique os nimeros do lote na Folha de cédigos de barras
do lote mestre para garantir que estdo emparelhados os reagentes adequados.

i. Abra o frasco de reagente liofilizado removendo o selo metalico e a rolha de
borracha.

ii. Insira com firmeza a extremidade ranhurada do aro de reconstituicdo (preto)
no frasco (Figura 5, passo 1).

iii. Abra o frasco da solucdo de reconstituicao correspondente e coloque a tampa
numa superficie de trabalho limpa e coberta.

iv. Coloque o frasco da solugéo de reconstituigdo numa superficie estavel (p. ex.,
bancada). Em seguida, inverta o frasco de reagente liofilizado sobre o frasco
da solugao de reconstituicdo e fixe firmemente o aro ao frasco da solugado de
reconstituicdo (Figura 5, passo 2).

v. Inverta lentamente os frascos montados (frasco ligado ao frasco de solugao)
para permitir que a solugao drene para o frasco de vidro (Figura 5, passo 3).

vi. Recolha os frascos montados e gire-os durante pelo menos 10 segundos
(Figura 5, passo 4).

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

viii. Depois de o reagente liofilizado estar na solugdo, gire os frascos montados
durante pelo menos 10 segundos e, em seguida, oscile a solu¢gdo no interior
do frasco de vidro para a frente e para tras para misturar totalmente.

Incline lentamente os frascos montados outra vez para permitir que toda a
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solugédo seja novamente drenada para dentro do frasco da solugdo de
reconstituicdo (Figura 5, passo 5).

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

e. Volte a colocar a tampa do frasco. Grave as iniciais do operador e a data de
reconstituicdo na etiqueta (Figura 5, passo 7).

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

Adverténcia: Evite formar espuma excessiva quando reconstituir os reagentes.
A espuma compromete o sensor de nivel do sistema Panther.

1 (2 (3 B
i
3

/4 - ™y

y/
7

Figura 5. Processo de reconstituicdo de reagentes

D. Preparagédo de reagentes para reagentes previamente reconstituidos

1.
2.

3.

4.

Remova os reagentes previamente preparados da conservacao (2 °C a 8 °C).

Os reagentes de amplificagdo, enzimatico, promotor e TCR previamente preparados
devem atingir uma temperatura situada entre 15 °C e 30 °C antes do inicio do ensaio.
No caso de TCR previamente preparado, execute o passo C.1 anterior antes de
coloca-lo no sistema.

Misture bem os reagentes de amplificagdo, enzimatico e promotor girando-os e
invertendo-os antes de os colocar no sistema. Evite criar espuma excessiva quando
inverter os reagentes.

Opcao: Os reagentes previamente preparados podem ser preparados num
dispositivo de agitacdo de tubos por oscilagcdo de acordo com estas instrugdes:
Remova os reagentes da conservacgéo (de 2 °C a 8 °C). Coloque os reagentes num
dispositivo de agitacdo de tubos por oscilacdo e deixe a uma temperatura de 15 °C a
30 °C para aquecer durante, pelo menos, 30 minutos.

Nao ateste frascos de reagente. O sistema Panther reconhece e rejeita os frascos
que tenham sido atestados.

E. Manuseamento de espécimes

1.

Certifigue-se de que os espécimes processados em tubos primarios ou os espécimes
nao diluidos em tubos secundarios foram conservados corretamente de acordo com
Colheita e conservagao de espécimes.

Assegure-se de que os espécimes congelados estejam totalmente descongelados.
Coloque no vortex os espécimes descongelados durante 3 a 5 segundos para misturar
totalmente.
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3. Deixe os espécimes atingir uma temperatura de 15 °C a 30 °C antes do processamento.

Consulte Amostras dentro do Panther System para obter mais informagdes sobre
produtos dentro do instrumento.

Certifiqgue-se de que cada tubo de colheita primario contém até 1200 ul de espécime
ou de que cada SAT contém, pelo menos, 700 ul de espécime. Consulte a tabela
fornecida em Colheita de espécimes para identificar os requisitos de volume morto
para cada tipo de tubo primario e secundario. Se for necessaria a diluicdo de
espécimes, consulte o passo E.5 abaixo para obter mais informacgdes.

Dilua um espécime de plasma ou de soro a 1:3 num SAT ou a 1:100 num tubo
secundario.

Um espécime pode ser diluido num tubo secundario para teste no sistema Panther.

/\ Né&o deve ser efetuada uma interpretagdo de diagndstico a partir de um resultado

“Néo detetado"” de espécimes de soro ou plasma que tenham sido diluidos. Obtenha
um espécime novo néo diluido e repita o teste.

Nota: Se um espécime estiver diluido, devera ser testado imediatamente apoés a diluigdo.
a. Diluicdo de espécimes de volume reduzido

O volume de espécimes de plasma pode ser aumentado até ao volume minimo
necessario (700 pl) utilizando o diluente de espécimes Aptima. Os espécimes
com pelo menos 240 ul de plasma podem ser diluidos com duas partes de
diluente de espécimes (1:3) da seguinte forma:

i. Coloque 240 ul de espécime no SAT.

ii. Adicione 480 ul de diluente de espécimes Aptima.
iii. Tape o tubo.

iv. Inverta suavemente 5 vezes para misturar.

Os espécimes diluidos na proporcéao de 1:3 podem ser testados utilizando a opgao
1:3 do sistema Panther (consulte o Manual de instrugbes do Panther/Panther
Fusion System para obter mais informagées). O software ira comunicar
automaticamente um resultado final ao aplicar o fator de diluicao. Estes
espécimes serao sinalizados como espécimes diluidos.

Diluicao de espécimes de titulagdo alta

Se o resultado de um espécime estiver acima do limite superior de quantificagao
(ULoQ), podera ser diluido com 99 partes de diluente de espécimes Aptima
(1:100) da seguinte forma:

i. Coloque 30 pl de espécime no SAT ou num tubo secundario.
ii. Adicione 2970 pl de diluente de espécimes Aptima.

iii. Tape o tubo.

iv. Inverta suavemente 5 vezes para misturar.

Os espécimes diluidos na proporcao de 1:100 podem ser testados utilizando a opgao
1:100 do sistema Panther (consulte o Manual de instrugbes do Panther/Panther
Fusion System para obter mais informagdes). O software ira comunicar
automaticamente um resultado final ao aplicar o fator de diluicdo. Estes espécimes
serao sinalizados como espécimes diluidos.

Nota: Para espécimes diluidos com concentragdes puras acima do ULoQ, os
resultados serdo elaborados utilizando notagéo cientifica.
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6.

Imediatamente antes de carregar os espécimes num suporte de amostras, centrifugue
cada espécime de 1000 g a 3000 g durante 10 minutos. Nao remova as tampas. A
existéncia de bolhas no tubo compromete a detecédo de nivel do sistema Panther.

Consulte Preparagéo do sistema, etapa F.2 abaixo, para obter informacgao sobre o
carregamento do suporte e a remogao das tampas.

F. Preparagédo do sistema

1.

Configure o sistema de acordo com as instrugbes do Manual de instru¢cbées do
Panther/Panther Fusion System e das Notas sobre o procedimento. Certifique-se de
que sao utilizados suportes de reagente e adaptadores de TCR de dimensdo adequada.
Carregue as amostras no respetivo suporte. Execute os seguintes passos para cada
tubo de amostra (espécime e, quando necessario, calibrador e controlos):

a. Desaperte a tampa de um tubo de amostra, mas ndo a remova ja.

Nota: Tenha especial cuidado para evitar a contamina¢ao por disseminagdo de
aerossois. Desaperte as tampas das amostras com cuidado.

b. Carregue o tubo de amostra no respetivo suporte.
c. Repita os passos 2.a e 2.b para cada amostra restante.

Depois de as amostras terem sido carregadas no suporte de amostras, remova e
elimine a tampa de cada tubo de amostra num suporte de amostras. Para evitar a
contaminacg&o, ndo passe uma tampa sobre quaisquer outros suportes de
amostras ou tubos de amostras.

e. Se necessario, use uma pipeta de transferéncia descartavel e nova para remover
quaisquer bolhas ou espuma.

f. Depois de removida a ultima tampa, carregue o suporte de amostras numa zona
de amostras.

Nota: Se tentar executar outros tipos de ensaios e de amostras ao mesmo
tempo, fixe o retentor de amostras antes de carregar o suporte de amostras
numa zona de amostras.

g. Repita os passos 2.a a 2.f para o suporte de amostras seguinte.

Notas sobre o procedimento

A. Calibrador e controlos

1.

Os tubos de calibrador positivo gHCV, controlo positivo baixo gHCV, controlo positivo
alto qHCV e de controlo negativo qHCV podem ser carregados em qualquer posi¢cao
no suporte de amostras e em qualquer corredor da zona de amostras do sistema
Panther. A pipetagem de espécimes comec¢a quando se verificar uma das duas
condigdes seguintes:

a. O calibrador e os controlos estdo atualmente a ser processados pelo sistema.
b. Os resultados validos para os controlos e calibrador s&o registados no sistema.

Quando os tubos de calibrador e controlos tiverem sido pipetados e estiverem a ser
processados pelo kit de reagente do Aptima HCV Quant Dx assay, os espécimes
podem ser testados com o kit reconstituido associado até um maximo de 24 horas, a
nao ser que:

a. Os resultados do calibrador ou do controlo sejam invalidos.
b. O respetivo kit de reagente de ensaio seja retirado do sistema.
c. O respetivo kit de reagente de ensaio tenha ultrapassado os limites de estabilidade.
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3. O calibrador e cada tubo de controlo sé podem ser usados uma unica vez. As tentativas
para usar o tubo mais do que uma vez podem dar origem a erros de processamento.

B. P6 das luvas

Como em qualquer sistema de reagentes, o excesso de pé em algumas luvas pode
causar a contaminagao de tubos abertos. Recomenda-se a utilizagao de luvas sem po.
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Controlo de qualidade

Um resultado de uma execugao ou espécime pode ser invalidado por um operador se
tiverem sido observadas dificuldades técnicas, do operador ou do instrumento, durante a
execucao do ensaio e se estas estiverem documentadas. Neste caso, sera necessario testar
novamente os espécimes.

Calibragcao do ensaio

Para gerar resultados validos, é necessario concluir uma calibracdo do ensaio. Um calibrador
positivo unico é executado em triplicado de cada vez que um kit de reagente é carregado no
sistema Panther. Depois de estabelecida, a calibragao é valida durante um maximo de 24 horas.
O software do Panther System alerta o operador quando uma calibragao for necessaria. O
operador 1& um coeficiente de calibragdo que se encontra na folha de cédigos de barras do
lote mestre fornecida com cada kit de reagente.

Durante o processamento, os critérios de aceitagdo do calibrador sdo automaticamente verificados
pelo software do Panther System. Se menos do que duas réplicas do calibrador forem

validas, o software invalidara automaticamente a execugédo. As amostras de uma execugao
invalidada devem ser novamente testadas com um calibrador e controlos recém-preparados.

Controlos negativo e positivo

Para gerar resultados validos, deve ser testado um conjunto de controlos de ensaio. Deve
ser testada uma réplica do controlo negativo, uma do controlo positivo baixo e outra do
controlo positivo alto sempre que um kit de reagente for carregado no sistema Panther.
Depois de estabelecidos, os controlos sao validos durante um maximo de 24 horas. O
software do Panther System alerta o operador quando os controlos forem necessarios.

Durante o processamento, os critérios de aceitacdo dos controlos sdo automaticamente
verificados pelo software do Panther System. Para gerar resultados validos, o controlo
negativo deve apresentar um resultado de “Nao detetado” e os controlos positivos devem
obter resultados dentro dos pardmetros predefinidos (alvo nominal do LPC: 2,36 log4g Ul/ml,
alvo nominal do HPC: 5,36 log4g Ul/ml). Se algum dos controlos tiver um resultado invalido,
o software invalidara automaticamente a execug¢ao. As amostras de uma execucgao
invalidada devem ser novamente testadas com um calibrador e controlos recém-preparados.

Calibrador interno/controlo interno

Cada amostra contém um calibrador interno/controlo interno (IC). Durante o processamento,
os critérios de aceitagdo do IC sdo automaticamente verificados pelo software do Panther
System. Se um resultado de IC for invélido, o resultado da amostra é invalidado. E
necessario repetir o teste de cada amostra com um resultado de IC invalido para obter um
resultado valido.

O software do Panther system foi concebido para verificar os processos com exatidao,
quando os procedimentos sdo feitos de acordo com as instrucdes fornecidas neste folheto
informativo e no Manual de instru¢ées do Panther/Panther Fusion System.
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Interpretacao de resultados

O sistema Panther determina automaticamente a concentragcdo de RNA do HCV para espécimes
e controlos mediante a comparagao dos resultados com uma curva de calibragcado. As
concentragdes de RNA do HCV sao apresentadas em Ul/ml e log,, Ul/ml. A interpretacao de
resultados é fornecida na Tabela 1. Se utilizar a diluicdo 1:3 ou 1:100 para espécimes
diluidos, o sistema Panther calcula automaticamente a concentragdo de RNA do HCV para o
espécime nao diluido, multiplicando a concentragao diluida pelo fator de diluicdo e os
espécimes diluidos s&do assinalados como diluidos.

Nota: No caso de espécimes diluidos, os resultados indicados como “N&do detetados” ou
“<10 detetado” podem ser gerados por diluicdo de um espécime com uma concentragao
acima, mas proxima do LoD ou LLoQ (limite de detecdo ou limite inferior de quantificagcdo).
Caso ndo se obtenha um resultado quantitativo, recomenda-se a colheita e teste de outro
espécime néo diluido.

O sistema Panther nao fornece um resultado qualitativo (isto é, “Reativo” ou “Nao reativo”)
para fins de diagnéstico. O operador tem de interpretar a concentracdo de RNA do HCV
apresentada convertendo-a num resultado qualitativo (Tabela 1). Os espécimes com resultados
apresentados como “Nao detetado” sdo nao reativos para o RNA do HCV. Os espécimes
com resultados indicados como “<10 detetado”, com resultados indicados dentro do intervalo
linear e >100.000.000 (limite superior de quantificacdo) indicam que foi detetado RNA do
HCV e que estes espécimes foram reativos para o RNA do HCV.

Tabela 1: Interpretagéo de resultados

Resultado do Aptima HCV Quant Dx

Assay apresentado . _ Interpretacao qualitativa do
Interpretagao da concentragao do RNA do HCV . L, . a
diagnéstico do utilizador

Ul/ml Valor Log,¢°
Nao detetado N&o detetado RNA do HCV nao detetado. N&o reativo para RNA do HCV
< 10detetado <1,00 Foi detetado RNA do HCV, mas num nivel abaixo do LLoQ Reativo para RNA do HCV

A concentracdo de RNA do HCV situa-se dentro do intervalo

102100 000000 1,00 a 8,00 linear de 10 a 100 000 000 Ul/ml

Reativo para RNA do HCV

A concentragdo do RNA do HCV esta acima do limite superior

> 100000000 > 8,00 de quantificagéo (ULoQ)

Reativo para RNA do HCV

Ocorreu um erro na produgéo do resultado. O espécime deve

Invalido
ser novamente testado.

Invalido® Invalido®

#Uma interpretacdo de diagnostico pode ser feita a partir de espécimes de soro ou plasma que nao tenham sido diluidas.
b . L

O valor é truncado a duas casas decimais.
° Os resultados invalidos s&o apresentados em letra de cor azul.

Os critérios de aceitagao para cada um dos controlos do Aptima HCV Quant Dx assay sao
descritos na Tabela 2.

Nota: O intervalo de recuperacdo apresentado abaixo varia com base no valor atribuido a
cada lote especifico. Consulte a concentracdo atribuida apresentada na Folha do Coédigo de
Barras do controlo proporcionada em cada caixa de Controlo.

Tabela 2: Critérios de aceitagdo para o intervalo de recuperagdo dos controlos de Aptima HCV Quant Dx Assay

Componente Intervalo de recuperagao para execug¢oes validas
Controlo negativo N/A
Controlo positivo baixo +/- 0,5 logqe Ul/mI
Controlo positivo alto +/- 0,5 log4e Ul/ml
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Limitacoes

A. A utilizacdo deste ensaio esta limitada a pessoal que tenha recebido formacao relativa
ao procedimento. O ndo cumprimento das instrugdes fornecidas neste folheto informativo
pode levar a resultados erroneos.

B. A fiabilidade dos resultados depende da colheita, do transporte, da conservacéo e do
processamento adequados dos espécimes.

C. Apesar de ser raro, poderdo ocorrer mutacées em regides altamente conservadas do
genoma viral abrangido pelos “primers” e/ou sondas do Aptima HCV Quant Dx assay,
que poderao resultar na falha de detecao do virus.
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Desempenho analitico

Limite de detecao (LoD) utilizando o 2° Padrao Internacional da OMS

O limite de detecdo (LoD) do ensaio é definido como a concentragdao de RNA do HCV que
€ detetada com uma probabilidade igual ou superior a 95% de acordo com a norma CLSI
EP17-A2."®

O LoD foi determinado testando painéis do 2° Padrao Internacional da OMS para o RNA do
virus da hepatite C (NIBSC 96/798 gendtipo 1) diluido em soro e plasma humano EDTA HCV
negativo. Testaram-se um minimo de 36 réplicas de cada diluicdo com cada um dos trés
lotes de reagentes, para um minimo de 108 réplicas por diluicdo. Realizou-se a analise
Probit para gerar os limites de detecao previstos. Os valores de LoD sao os resultados do
lote de reagentes com o limite de detegdo previsto mais elevado. O LoD de 95% do Aptima
HCV Quant Dx assay utilizando o 2° Padrao Internacional da OMS é 4,3 Ul/ml para plasma
e 3,9 Ul/ml para soro.

Limite de dete¢dao em varios genétipos do HCV

O LoD foi determinado testando diluicbes dos espécimes clinicos HCV positivos para os
genotipos 1, 2, 3, 4, 5 e 6 em soro e plasma humano HCV negativo. As concentragbes foram
determinadas utilizando um ensaio aprovado. Foram testadas, no minimo, 20 réplicas de
cada membro do painel com cada um dos trés lotes de reagentes, para um minimo de

60 réplicas por membro do painel. Realizou-se a analise Probit para gerar os limites de
detecao previstos de 95%. Os valores de LoD mostrados na Tabela 3 sédo os resultados do
lote de reagentes com o limite de detecdo previsto mais elevado.

Tabela 3: Limite de detecdo em varios genétipos do HCV utilizando espécimes clinicos

Concentragao (Ul/ml)

Genétipo Limite de detegao previsto Plasma Soro
y 95% 4,0 52
> 95% 28 4.0
3 95% 4,3 34
2 95% 4.8 2.3
c 95% 2,1 33
5 95% 4,1 3.9
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Intervalo linear

O intervalo linear foi estabelecido testando painéis de Armored RNA (aRNA) do HCV 1a
diluido em soro e plasma humano HCV negativo, de acordo com a norma CLSI| EP06-A.* A
concentracdo dos painéis variou entre 1,0 log4g Ul/ml e 8,2 log4g Ul/ml. O Aptima HCV
Quant Dx assay demonstrou linearidade no intervalo testado, com um limite superior da
quantificagdo (ULoQ) de 8,0 log4g Ul/ml, conforme apresentado na Figura 6.
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Figura 6. Linearidade no plasma e soro
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Linearidade nos varios genétipos do HCV

A linearidade e o intervalo linear dos genétipos do HCV 1 (1a para plasma e 1b para soro)
a 6 foram estabelecidos testando espécimes clinicos positivos individuais diluidos, um para
cada gendétipo do HCV para o intervalo inferior do ensaio combinados com aRNA (HCV 1a)
para o intervalo superior do ensaio (acima de 100 000 Ul/ml). Foram testadas diluicbes em
soro e plasma humano negativos para todos os gendétipos. Foi demonstrada linearidade para
todos os seis gendtipos em todo o intervalo testado, conforme apresentado na Figura 7 para
plasma e na Figura 8 para soro.
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Limite inferior de quantificagao utilizando o 2° Padrao Internacional da OMS

O limite inferior de quantificagéo (LLoQ) é definido como a concentragcdo mais baixa na qual o
RNA do HCV é quantificado com fiabilidade dentro de um erro total, de acordo com a norma
CLSI EP17-A2." O erro total foi estimado por dois métodos: Erro analitico total (EAT) = |desvio
sistematico| + 2 DP e Erro total (ET) = SQRT(2) x 2 DP. Para garantir a exatiddo e a precisao
das medigdes, o erro total do Aptima HCV Quant Dx assay foi definido para 1 log4g Ul/ml (ou
seja, no LLoQ, a diferenga entre duas medic¢des superior a 1 logqg Ul/ml é estatisticamente
significativa).

O LLoQ foi determinado testando painéis do 2° Padréo Internacional da OMS para o RNA do
virus da hepatite C (NIBSC 96/798 gendtipo 1) diluido em plasma e soro humano HCV negativo.
Testaram-se trinta e seis (36) réplicas de cada diluicdo com cada um dos trés lotes de reagentes,
para um minimo de 108 réplicas por diluicdo. Os resultados do lote de reagentes com a
concentragdo mais elevada, igual ou superior ao LoD e segundo os requisitos do ET e EAT,
sdo apresentados na Tabela 4 para plasma e na Tabela 5 para soro. O LLoQ conforme o 2°
Padr&o Internacional da OMS é de 7 Ul/ml (0,82 log4q Ul/ml) para plasma e 9 Ul/ml (0,93 logqq Ul/ml)
para soro como esta resumido na Tabela 6. O LLoQ foi estabelecido em varios genétipos
(consulte Determinacgé&o do limite inferior de quantificacdo (LLoQ) em vérios genotipos do HCV).
Estes dados do gendtipo estabelecem o LLoQ global para o ensaio como 10 Ul/ml.

Tabela 4: LLoQ utilizando o 2° Padréo Internacional da OMS para o HCV diluido em plasma

Aptima HCV  Aptima HCV Desvio ET EAT
rI:a)::]eegfe Quant Dx Quant Dx DP sistematico  Calculado calculado
(Ul/mil) (logqg Uliml) (logqg Uliml) (logqo Ul/ml) (logqo Ul/ml) (logqq Ul/iml)

3 0,53 0,30 0,05 0,85 0,65

1 5 0,73 0,31 -0,04 0,88 0,67
12 1,08 0,23 0,18 0,65 0,64

2 0,37 0,32 -0,11 0,92 0,75

2 7 0,82 0,27 0,04 0,78 0,59
9 0,96 0,26 0,06 0,74 0,58

3 0,46 0,25 -0,01 0,71 0,52

3 6 0,76 0,34 -0,02 0,95 0,69
8 0,89 0,26 -0,01 0,73 0,53

DP=desvio padrao

Tabela 5: LLoQ utilizando o 2° Padréao Internacional da OMS para o HCV diluido em soro

Lote de Agtli?:t%():(v Agtlilr::t giv DP Desvio calcli-ll-ado calEﬁl-;do
reagente sistematico
(Uiml)  (logqo UlmI) (logqo UUmI) (logqo Uiml) (logqo UimI)  (logyo Ul/ml)
4 0,65 0,33 0,17 0,94 0,84
1 8 0,93 0,32 0,15 0,90 0,79
12 1,08 0,28 0,18 0,80 0,74
0,52 0,36 0,04 1,02 0,76
2 8 0,89 0,32 0,11 0,90 0,75
10 1,01 0,21 0,11 0,60 0,53
0,47 0,39 -0,01 1,11 0,79
3 5 0,71 0,30 -0,06 0,86 0,67
0,95 0,29 0,05 0,83 0,63

DP=desvio padrao
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Tabela 6: Resumo do LLoQ utilizando o 2° Padréo Internacional da OMS para o HCV

LLoQ do plasma LLoQ do soro
Lote de reagente
Ul/ml log4o Ul/ml Ul/ml logqo Ul/ml
1 5 0,73 8 0,93
2 7 0,82 8 0,89
3 6 0,76 5 0,71

Determinacgao do limite inferior de quantificagdo (LLoQ) em varios genétipos do HCV

O LLoQ foi determinado testando diluicbes dos espécimes clinicos HCV positivos para os
gendtipos 1, 2, 3, 4, 5 e 6 em soro e plasma humano HCV negativo. A atribuicdo da concentragéo
dos espécimes clinicos foi determinada utilizando um ensaio de comparacéo. Foram testadas
trinta e seis (36) réplicas de cada membro do painel com cada um dos trés lotes de reagentes,
para um minimo de 108 réplicas por membro do painel. Os resultados do lote de reagentes
com a concentragdo mais elevada igual ou superior ao LoD e segundo os requisitos do ET e
EAT, calculada de acordo com a norma CLSI EP 17-A2," sdo apresentados na Tabela 7 para
plasma e na Tabela 8 para soro. Apenas séo apresentados um resultado superior e um
resultado inferior ao LLoQ por gendtipo na Tabela 7 e na Tabela 8 abaixo, uma vez que
estes resultados refletem o LLoQ esperado. O LLoQ para os gendtipos 1 a 6 no plasma e
soro € resumido na Tabela 9. O gendtipo 6 teve o LLoQ mais elevado para soro, a 10 Ul/ml.
Estes dados estabelecem o LLoQ global para o ensaio como sendo de 10 Ul/ml.

Tabela 7: Determinagdo do LLoQ em varios gendtipos no plasma

Aptima HCV Aptima HCV Desvio
Genétipo Quant Dx®  Quant Dx* DP sistematico ET calculado EAT calculado
(UlimI) (logqo Uliml) (logqo Ul/ml) (logso Uliml) (logqg Uliml)  (logqq Ul/ml)

4 0,65 0,38 0,17 1,08 0,94
1 8 0,88 0,35 0,11 1,00 0,82
10 0,99 0,24 0,09 0,68 0,56
4 0,63 0,40 0,16 1,13 0,95
2 6 0,76 0,29 0,15 0,81 0,73
13 1,12 0,30 0,34 0,86 0,94
3 0,52 0,30 -0,26 0,85 0,86
3 6 0,80 0,21 -0,20 0,59 0,62
8 0,89 0,26 -0,19 0,74 0,71
4 0,61 0,39 -0,29 1,11 1,07
4 7 0,82 0,31 -0,18 0,87 0,80
10 1,01 0,29 -0,07 0,83 0,65
4 0,57 0,37 0,10 1,06 0,85
5 7 0,87 0,31 0,09 0,89 0,72
14 1,15 0,16 0,15 0,44 0,46
5 0,66 0,36 0,36 1,02 1,08
6 6 0,79 0,28 0,31 0,80 0,87
14 1,14 0,26 0,36 0,74 0,89

DP=desvio padrao
#Foram executados niveis adicionais, mas estes dados nao estdo indicados na tabela.
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Tabela 8: Determinag&o do LLoQ em varios gendtipos no soro

Genotipo Ag::;i ;;:v Ag:::: :fav o Sis?:;‘ggco ET calculado EAT calculado
(Ulimi) (Iogso Uliml) g1 Uliml) (logso Uliml) (logqo Ul/ml)  (logqq Ul/ml)
6 0,75 0,36 -0,03 1,02 075
1 8 0,88 0,32 -0,02 0,89 0,65
1 1,04 0,29 0,04 0,81 0,61
3 0,48 0,35 0,00 0,99 0,70
2 6 0,80 0,31 0,02 0,86 0,63
1 1,04 0,25 0,04 0,72 0,54
3 0,45 0,25 -0,33 0,72 0,84
3 5 0,67 0,22 -0,33 0,63 0,78
8 0,92 0,19 -0,16 0,54 0,54
2 0,19 0,27 0,19 077 073
4 4 0,65 0,32 0,35 0,91 0,99
4 0,65 0,34 017 0,96 0,85
3 0,48 0,37 0,02 1,04 0,76
5 5 0,72 0,29 -0,04 0,81 0,61
1 1,04 0,27 0,10 0,77 0,65
4 0,58 0,37 0,11 1,04 0,84
6 10 0,99 0,22 0,21 0,61 0,64
18 1,25 0,22 0,25 0,63 0,70

———
DP=desvio padrao

#Foram executados niveis adicionais, mas estes dados n3o estdo indicados na tabela.

Tabela 9: Resumo do LLoQ em varios gendétipos no plasma e soro

LLoQ do plasma LLoQ do soro
Genétipo do HCV
Ul/ml logqg Ul/ml Ul/ml logqg Ul/ml
1 8 0,88 8 0,88
2 6 0,76 6 0,80
3 6 0,80 5 0,67
4 7 0,82 4 0,65
5 7 0,87 5 0,72
6 6 0,79 10 0,99
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Rastreabilidade ao padrao da OMS

Durante o desenvolvimento e o fabrico do produto, foi utilizada uma série de padrées secundarios
com concentragdes conhecidas para estabelecer a rastreabilidade ao padrdo da OMS. As
concentragdes testadas para o padrao da OMS para HCV situaram-se entre 4,00 e

2,30 log4g Ul/ml, a concentragdo dos padrdes secundarios situou-se entre 1,50 e 8,46 logq Ul/ml.
Os controlos e os calibradores do Aptima HCV Quant Dx assay também foram testados,
juntamente com os padrdes secundarios e o padrdao da OMS. Todos os painéis tiveram
resultados semelhantes e distribuiram-se de forma linear pelo intervalo linear, conforme
apresentado na Figura 9.

Rastreabilidade da OMS

10.00
9.00

R?=1.000 &
8.00 i

4.00 A

Médiaobservadalog,, Ul/ml
w
;= ]
(=]
9

A ®  Controlo
3.00 .
Calibrador
.-& Padréo secundario
2.00
A OMS

. Padréo secundario - fora do intervalo
1.00

--------- Linear (padréo secundario)

0.00
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00

Média alvo Log, Ul/ml

Figura 9. Rastreabilidade entre as concentragées-alvo do 2° Padrao da OMS para o HCV e a
concentracdo observada do Aptima HCV Quant Dx Assay
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Precisao

O painel de precisao do Aptima HCV Quant Dx foi criado diluindo plasma clinico HCV
positivo e aRNA do HCV 1a em plasma clinico HCV negativo (os dois membros do painel
mais elevados foram aRNA). Sete membros do painel positivo abrangeram o intervalo do
ensaio (1,86 log;o Ul/ml a 7,68 log,, Ul/ml) e foram testados em trés réplicas por execugao
por um operador, utilizando um lote de reagentes piloto num sistema Panther ao longo de 21
dias de testes, duas execucgdes por dia.

A Tabela 10 mostra a precisdo dos resultados do ensaio (em log,, Ul/ml) entre execucgdes,
dentro das execucgdes e globais. A variabilidade total foi de < 0,14 em todos os membros do
painel, principalmente devido a variabilidade intra-execugéo (por exemplo, erro aleatorio).

Tabela 10: Precisao do Aptima HCV Quant Dx Assay

N Concentragido média Concentragdo média Inter-dia Entre execugbes Intra-execucao Total
(Ul/ml) (logqo Ul/mI) DP DP DP DP

126 72 1,86 0,02 0,06 0,12 0,14
126 182 2,26 0,00 0,07 0,07 0,10
126 617 2,79 0,00 0,06 0,08 0,10
126 1950 3,29 0,00 0,07 0,05 0,08
126 8128 3,91 0,00 0,06 0,07 0,10
126 616 595 5,79 0,03 0,04 0,06 0,08
1257 47 863 009 7,68 0,05 0,05 0,06 0,09

DP=desvio padrao

 Namero de resultados validos no intervalo linear do ensaio.

Nota: A variabilidade de alguns fatores pode ser numericamente negativa, o que pode ocorrer se a variabilidade devido a esses
fatores for muito pequena. Quando tal sucede, o DP é mostrado como 0,00.

Substancias potencialmente interferentes

Foi avaliada a suscetibilidade do Aptima HCV Quant Dx assay a interferéncia por niveis
elevados de substancias enddégenas ou farmacos frequentemente receitados a individuos
infetados pelo HCV. Foram testadas amostras de plasma HCV negativas e amostras
aditivadas com HCV a uma concentracao de aproximadamente 15 Ul/ml (1,2 log4g Ul/ml) e
1995 Ul/ml (3,3 logyo Ul/ml) de RNA do HCV.

Nao foi observada qualquer interferéncia no desempenho do ensaio na presencga de albumina
(90 mg/ml), hemoglobina (5 mg/ml), triglicéridos (30 mg/ml) ou bilirrubina ndo conjugada
(0,2 mg/ml).

Foram testados com o Aptima HCV Quant Dx assay espécimes de plasma clinicos de
pacientes com niveis elevados de substancias definidas ou de pacientes com as doencas,
dez amostras para cada substancia, listadas na Tabela 11. Nao foi observada qualquer
interferéncia no desempenho do ensaio.
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Tabela 11: Tipos de espécimes clinicos testados

—
Tipos de espécimes clinicos

1 Fator reumatoide (FR)

2 Anticorpos antinucleares (ANA)

3 Anticorpos anti-Jo-1 (JO-1)

4 Lupus eritematoso sistémico (LES)

5 Artrite reumatoide (AR)

6 Esclerose multipla (EM)

7 Hiperglobulinemia

8 Alanina-aminotransferase (ALT) elevada
9 Aspartato-aminotransferase (AST) elevada
10 Cirrose alcoolica (CA)

1 Mieloma multiplo (MM)

12 Lipémico (lipidos elevados)

13 Ictérico (bilirrubina elevada)

14 Hemolisado (hemoglobina elevada)

15 Albumina proteica elevada

16 Anticorpos anti-HBV

17 Anticorpos anti-HIV-1

18 Anticorpos anti-HIV-2

Nao foi observada qualquer interferéncia no desempenho do ensaio na presencga das substancias
exogenas indicadas na Tabela 12 em concentragbes pelo menos trés vezes a C, 5 (plasma
humano).

Tabela 12: Substancias exégenas

Grupo de substancias

exdgenas

Substancias exogenas testadas

Telaprevir, claritromicina, interferdo alfa-2a, dolutegravir, azitromicina

Simeprevir, sofosbuvir

Efavirenz, boceprevir, peginterferéo alfa-2b, emtricitabina, raltegravir, amoxicilina

Sulfato de abacauvir, ribavirina, dasabuvir, rilpivirina, rifampina/rifampicina

Lopinavir, tenofovir, lamivudina, valganciclovir

O | B WIN|-

Heparina, EDTA, citrato de sodio
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Desempenho com espécimes HCV negativos

A especificidade foi determinada utilizando 198 espécimes clinicos frescos e 538 congelados
HCV negativos. Um total de 370 espécimes de plasma e 366 de soro foram confirmados
como sendo HCV negativos utilizando ensaios aprovados. A especificidade foi calculada
como a percentagem das amostras HCV negativas com os resultados de "ndo detetado".

O RNA do HCV néao foi detetado em todas as 736 amostras. A especificidade foi de 100%
(736/736, Cl de 95%: 99,6 -100%).

Tabela 13: Desempenho em espécimes clinicos de plasma e soro HCV negativos

Plasma Plasma Plasma Soro Soro Soro .
Combinado
fresco congelado total fresco congelado total
Reéplicas validas (n) 100 270 370 98 268 366 736
Nao detetado 100 270 370 98 268 366 736
100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%

Especificidade (Cl de 95%)

(97,1-100)  (98,9-100)  (99,2-100)  (97,0-100)  (98,9-100)  (99,2-100)  (99,6-100)

Cl=intervalo de confianga

Especificidade analitica

A potencial reatividade cruzada com os agentes patogénicos listados na Tabela 14 foi
avaliada em plasma humano HCV negativo na presenga ou auséncia de aproximadamente
15 Ul/ml (1,2 log4g Ul/ml) e 1995 Ul/ml (3,3 log,q Ul/ml) de HCV. N&o foi observada
reatividade cruzada. N&o foi observada interferéncia na presenca de agentes patogénicos.
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Tabela 14: Agentes patogénicos testados para a especificidade analitica

Agente patogénico Concentragao Agente patogénico Concentragao

Virus da hepatite A 100 000 copias/ml Corynebacterium diphtheriae 1000 000  CFU/m'
Virus da hepatite B (HBV) 100 000 Ul/ml® Streptococcus pneumoniae 1000000  CFU/ml
Virus da hepatite G 1470 genoma/ml Staphylococcus aureus 1000000 CFU/mI
HIV-1 100 000 coépias/ml Propionibacterium acnes 1000000 CFU/mI
HIV-2 100 000 PEU/mI® Staphylococcus epidermidis 1 000 000 CFU/ml
Virus herpes simplex 1 (HSV-1) 100 000 PFU/mI Candida albicans 1000000 CFU/mI
Virus herpes simplex 2 (HSV-2) 100 000 PFU/mI Neisseria gonorrhoeae 1000000 CFU/mI
Virus do herpes 6B humano 100 000 copias/ml Chlamydia trachomatis 1000000 |FU/mI®
Virus do herpes 8 humano 2667 TCID50 U/mlI° Trichomonas vaginalis 1000 000 células/ml
Virus linfotrépico de células T tipo 1 (HTLV-1) 100 000 vp/ml®

@Ul/ml = Unidades internacionais por ml

Virus linfotrépico de células T tipo 2 (HTLV-2) 100 000 vp/ml b .
PFU/ml = Unidades formadoras de placa por ml
Parvovirus BT9 100000 Ofm “TCID50 U/ml = Unidades de dose infeciosa de cultura do
Virus do Nilo Ocidental 100 000 PFU/mI tecido por ml
Virus do dengue 1 100000 PFU/mI :tg?(:/; IF’_ar;zLalse :;rla; por mi
Virus do dengue 2 100009 PFU/mI 'CFU/mI = Unidades formadoras de colénias por ml
Virus do dengue 3 100 000 PFU/ml 9IFU/mI = Unidades formadoras de incluso por ml
Virus do dengue 4 100 000 PFU/mI
Citomegalovirus 100 000 PFU/mI
Virus Epstein-Barr 100 000 copias/ml
Virus da rubéola 100 000 PFU/mI
Papilomavirus humano 100 000 células/ml
Adenovirus tipo 5 100 000 TCID50 U/ml
Virus influenza A 100 000 TCID50 U/ml
Virus da encefalite japonesa NA NA
Virus da encefalite de St. Louis NA NA
Virus da encefalite de Murray Valley 2643 LD50/ml®
Virus da febre amarela 100 000 células/ml
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Amostras clinicas contendo virus que nao o HCV

Os agentes patogénicos listados na Tabela 15 foram avaliados pela obtencao de espécimes
clinicos infetados naturalmente. Estes foram testados na presenca ou auséncia de aproximadamente
15 Ul/ml (1,2 log4g Ul/ml) ou 1995 Ul/ml (3,3 log, Ul/ml) de HCV. N&o foi observada reatividade
cruzada. Nao foi observada interferéncia.

Tabela 15: Amostras clinicas testadas para a especificidade analitica

Micro-organismo Matriz N (dadores)
HBV Soro 5
HBV Plasma 5
Virus do dengue Plasma 10
Virus da hepatite A Plasma 10
HTLV-1 Plasma 10
HTLV-2 Plasma 10
HIV-1 Plasma 10
Virus do Nilo Ocidental Plasma 10

Equivaléncia de matriz

Foram avaliados cento e setenta e seis conjuntos de amostras de tubos de colheita de
sangue correspondentes (tubos de soro, SST, PPT, ACD, K2 EDTA, K3 EDTA) relativamente
a equivaléncia de matriz. Destes conjuntos de amostras, 68 eram conjuntos HCV positivos
infetados naturalmente e 108 eram HCV negativos. Vinte e seis dos 68 positivos foram ainda
mais diluidos com 13 amostras negativas de tubos de colheita de sangue correspondentes a
1:10, 1:100 e 1:1000 ou 1:100, 1:10 000 e 1:100 000, com concentragdes pelo intervalo
dindmico do ensaio (146 réplicas positivas por tubo de colheita). A correlagao foi medida
utilizando o tubo de colheita de soro como comparador.

Tabela 16: Estudo de equivaléncia de matriz

0,
Cl de 95% da inclinagdo Cl de 95% da

Tubo de colheita Rearessio de Demin intercegao R? Diferengca média
de sangue 9 9™ Limite Limite Limite  Limite (log1o)
inferior superior inferior superior
SST y =1,00x - 0,01 0,99 1,01 -0,05 0,07 0,998 0,00
K2 EDTA y =1,01x- 0,03 0,99 1,02 -0,12 -0,07 0,995 0,00
K3 EDTA y =1,00x - 0,01 0,98 1,01 -0,10 0,07 0,996 -0,02
ACD y =1,00x - 0,14 0,99 1,01 -0,20 -0,08 0,997 -0,13
PPT y =1,00x - 0,01 0,98 1,01 -0,10 0,08 0,996 -0,01
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Diluicao de amostras utilizando diluente de espécimes Aptima (1:3)

Para avaliar a exatiddo da detecdo de RNA do HCV em amostras diluidas com diluente de
espécimes Aptima, plasma ou soro, foram diluidas amostras de 1,67 log,, Ul/ml a 6,34 log,, Ul/ml
a 1:3 com diluente de espécimes Aptima (240 ul de amostra combinados com 480 ul de
diluente de espécimes Aptima). Cada amostra foi testada nao diluida e diluida (1:3) em
triplicado. Os testes foram realizados utilizando um lote de reagentes do ensaio num sistema
Panther com dois lotes de diluente de espécimes Aptima. A diferenca entre os resultados
dos testes nao diluidos e diluidos foi calculada para cada conjunto de amostras, como
mostra a Tabela 17 para plasma e a Tabela 18 para soro.

Tabela 17: Resumo da comparagéo de matrizes de diluicdo na proporgdo de 1:3 de espécimes de plasma de
Logyo Ul/mI

Matriz de plasma Diluente Diferenca
Concentragao média apresentada Concentragdo média apresentada Diluente da matriz de plasma
(log1g Uliml)n=3 (log1o Uliml) n =6 (logqo Ul/ml)
1,74° 1,57 -0,18
4,56 4,36 -0,20
5,62 5,46 -0,17
3,69 3,56 -0,13
2,65 2,60 -0,05
4,18 4,09 -0,09
3,25 3,28 0,03
4,12 4,06 -0,07
3,54 3,48 -0,06
6,20 5,91 -0,30

®Resultado de duas réplicas. Um resultado de "Detetado”, mas nao quantificado.
PResultado de quatro réplicas. Dois resultados de "Detetado”, mas ndo quantificados.

Tabela 18: Resumo da comparagao de matrizes de diluigcdo na proporgéo de 1:3 de espécimes de soro de
Logqo Ul/ml

Matriz de soro Diluente Diferenca
Concentragdao média apresentada Concentragdo média apresentada Diluente da matriz de soro
(logqo Ul/ml) n=3 (log1o Uliml) n =6 (logqo Ul/iml)
1,50° 1,80 0,30
5,32 5,14 -0,18
3,65 3,59 -0,06
4,91 4,71 -0,20
3,66 3,72 0,06
3,81 3,74 -0,07
2,42 2,60 0,18
2,65 2,88 0,23
4,90 4,70 -0,21
6,17 6,00 -0,17

®Resultado de duas réplicas. Um resultado de “Detetado”, mas ndo quantificado.
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Diluicao de amostras utilizando diluente de espécimes Aptima (1:100)

Para avaliar a exatiddo da detecdo de RNA do HCV em amostras diluidas com diluente de
espécimes Aptima, plasma ou soro, foram testados em ftriplicado cinco espécimes de plasma
infetados naturalmente e cinco espécimes de soro infetados naturalmente, juntamente com
dez espécimes cada de plasma e soro HCV negativo aditivadas com aRNA do HCV com
alvo acima do ULoQ, 8 log,, Ul/ml a 8,30 log,, Ul/ml. Foi realizada uma diluicdo na proporgéao
de 1:100 com uma parte de amostra e 99 partes de diluente de espécimes Aptima imediatamente
antes dos testes. Os testes foram realizados utilizando um lote de reagentes do ensaio num
sistema Panther com dois lotes de diluente de espécimes Aptima. A diferenca entre os
resultados dos testes nao diluidos e diluidos foi calculada para cada conjunto de amostras,
como mostra a Tabela 19 para plasma e a Tabela 20 para soro.

Tabela 19: Resumo da comparag¢ao de matrizes de diluigdo na proporgéo de 1:100 de espécimes de plasma
de Logqy Ul/mi

Matriz de plasma Diluente
Matriz Diluicido Concentracdo média apresentada Concentracéo média apresentada Diferenca
(log1o Uliml)n=3 (log1o Ul/Iml) n=6
8,03° 7,95 -0,08
8,07° 7,93 -0,15
8,14° 7,97 -0,17
8,16° 7,94 -0,22
8,09° 7,96 -0,13
8,38° 7,97 -0,42
7,987 7,89 -0,09
Plasma 1:100 8,08° 7,89 -0,19
8,14% 7,92 -0,22
8,08° 7,97 -0,11
6,41 6,22 -0,19
6,73 6,58 -0,15
6,88 6,75 -0,14
6,54 6,51 -0,03
6,55 6,29 -0,27

®Espécime ao qual foi adicionado um analito
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Tabela 20: Resumo da comparagao de matrizes de diluigdo na proporgéo de 1:100 de espécimes de soro de
Logqo Ul/ml

Matriz de soro Diluente
Matriz Diluigdo Concentracdo média apresentada Concentragcdo média apresentada Diferenga
(logqo Ul/Iml) n=3 (log1o Ul/Iml) n=6

8,04° 7,94 -0,09
8,07° 7,91 -0,16
7,99° 7,91 -0,08
8,03° 7,92 -0,11
7,99° 7,89 -0,09
8,05° 7,85 -0,20
8,16° 7,93 -0,23

Soro 1:100 8,16° 7,90 -0,26
8,06° 7,89 -0,17
8,26° 7,92 -0,34
7,34 7,09 -0,25
7,07 6,83 -0,24
7,18 6,80 -0,38
7,35 7,12 -0,23
7,07 6,68 -0,39

a PO . .. .
Espécime ao qual foi adicionado um analito

b N - . .
Resultado de duas em trés réplicas testadas. Uma réplica outlier removida.

Confirmagao do LLoQ em espécimes clinicos diluidos em diluente de espécimes

O LLoQ do Aptima HCV Quant assay foi confirmado com espécimes clinicos do gendtipo 1
do HCV diluidos em diluente de espécimes Aptima. Os espécimes foram preparados em soro
e plasma humano HCV negativo a 21, 30 e 45 Ul/ml. Cada painel foi diluido na propor¢éao de
1:3 em diluente de espécimes Aptima antes dos testes de forma a obter concentragbes finais
de aproximadamente 7, 10 e 15 Ul/ml. Foram testadas trinta e seis (36) réplicas de cada
membro do painel com um lote de reagente em trés dias. Foi confirmado um LLoQ < 10 Ul/ml
para soro e plasma HCV diluidos em diluente de espécimes Aptima como mostra a Tabela 21.

Tabela 21: Confirmagéo do LLoQ — amostras clinicas em diluente de espécimes Aptima

_ Concentragdo-Concentragdo- ,  AptimaHCV Aptima HCV Desvio pr aiculado EAT calculado
Matriz  alvo ave  petetado QUaNtDx  QuantDx o Ny Sistematico o0 yymiy iog,o Ulimi)
(UUmI)  (logso Uliml) (UUmI)  (logse Uimi) (10910 UMD (o0 " yimi) (10910 10
Plasma 7 0,85 100% 9 0,94 0,25 0,10 0,71 0,60
Soro 7 0,85 100% 9 0,96 0,21 0,12 0,60 0,54
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Precisdao das amostras diluidas

O painel de precisao do Aptima HCV Quant Dx foi criado diluindo plasma clinico HCV
positivo e aRNA do HCV em plasma clinico HCV negativo. Estes foram ainda mais diluidos
em diluente de espécimes Aptima. Os painéis positivos foram diluidos em diluente de
espécimes Aptima. Estes foram testados em trés réplicas por execugao por um operador,
utilizando um lote de reagentes num sistema Panther ao longo de 21 dias de testes, duas
execucgoes por dia.

A Tabela 22 mostra a precisdo dos resultados do ensaio (em log,, Ul/ml) entre execucgdes,
dentro das execucgoes, entre dias e globais. A variabilidade total foi de < 0,15 em todos os
membros do painel, principalmente devido a variabilidade intra-execucao (por exemplo, erro
aleatorio).

Tabela 22: Precisao dos painéis diluidos em diluente de espécimes Aptima

Diluics N Concentragao média Desvio padrao
fluigao (log4o Ul/ml) - - -
Inter-dia Entre execugdes Intra-execugao Total
1:3 126 2,24 0,00 0,05 0,13 0,14
1:100 126 3,86 0,06 0,05 0,12 0,15
1:100 126 7,31 0,03 0,10 0,05 0,12

®Numero de resultados validos no intervalo linear do ensaio
Nota: a variabilidade de alguns fatores pode ser numericamente negativa, o que pode ocorrer se a variabilidade devido a esses
fatores for muito pequena. Quando tal sucede, o DP e o CV sdo mostrados como 0.

Contaminagao por transferéncia

Para estabelecer se o sistema Panther minimiza o risco de resultados positivos falsos decorrentes
de contaminagéao por transferéncia, foi realizado um estudo utilizando painéis com virus
adicionado em trés sistemas Panther. A contaminagéo por transferéncia foi avaliada utilizando
amostras de plasma com adi¢cdo de aRNA de titulagéo elevada (7 log,, Ul/ml) dispersas entre
amostras HCV negativas num padréo em tabuleiro de damas. Os testes foram realizados ao
longo de quinze execugdes. A taxa geral de contaminagao por transferéncia foi de 0,14% (1/704)

Painel de seroconversao

Foram testados onze conjuntos de painéis de seroconversado do HCV, totalizando 72 amostras.
Os resultados do Aptima HCV Quant Dx assay foram comparados com os resultados de
teste de anticorpos do HCV. O numero de dias até ao primeiro resultado reativo esta
indicado na Tabela 23. O Aptima HCV Quant Dx assay detetou a presenga do HCV numa
média de 20 dias antes dos testes de anticorpos.
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Tabela 23: Resumo de dados do painel de seroconverséao

Diferenga em dias até ao

Numero de membros do painel Dias até ao primeiro primeiro resultado reativo
Numero de reativos resultado reativo (com base na data da
ID do membros colheita)

painel do painel Dias antes do Dias antes do

Teste 1 dos Teste 2 dos Teste 1 dos Teste 2 dos

testados  Aptima HCV anticorpos anticorpos Aptima HCV anticorpos anticorpos test_e 1 dos te_ste 2 dos
Quant Dx do HCV do HCV Quant Dx do HCV do HCV ar:jtlcorpos anticorpos do

o HCV HCV
PHV911 4 4 3 3 3@ 14 14 1 1
PHV913 4 4 0 2 0 9P 7 9 7
PH919 7 4 3 3 25 28 28 3 3
PH920 9 9 7 6 0° 13 16 13 16
PH921 1 11 9 7 0 7 18 7 18
PH923 6 6 2 2 0 21 21 21 21
PH924 6 6 3 3 0 59 59 59 59
PH925 5 5 1 1 0 27 27 27 27
PH926 5 5 1 0 0 14 14° 14 14
6227 7 4 2 2 42 74 74 32 32
6229 8 8 4 3 0 17 20 17 20

Total 72 66 35 32 Média 19,36 20,73
Mediana 14 18

O teste 1 de anticorpos HCV foi realizado com o Abbot Prism HCV assay

O teste 2 de anticorpos HCV foi realizado com o Ortho Enhanced SAVE assay, com as seguintes excegdes:

Os painéis 6227 e 6229, que foram testados com o Ortho ELISA Anti-HCV 3.0 assay

2 A primeira colheita n&o foi testada devido a indisponibilidade da amostra do fornecedor.

P Todas as colheitas neste painel foram nao reativas para os anticorpos do HCV. O ultimo dia da colheita foi utilizado como “Dias até
ao primeiro resultado reativo”.

° A segunda colheita ndo foi testada devido a indisponibilidade da amostra do fornecedor

Estudo de reprodutibilidade

A reprodutibilidade foi avaliada no sistema Panther em trés locais externos nos EUA. Dois
operadores realizaram testes em cada centro. Cada operador realizou duas execucbes por
dia durante trés dias, utilizando 3 lotes de reagentes durante os testes. Cada execugéao teve
3 réplicas de cada membro do painel. No geral, foram testadas 108 réplicas de cada
membro do painel.

A reprodutibilidade foi testada utilizando membros do painel criados a partir de plasma HCV
negativo. Os membros do painel positivo eram positivos para gendétipo 1, gendtipo 2 ou gendtipo
3 do HCV. As concentragbes de RNA do HCV abrangeram o intervalo linear do ensaio.

A Tabela 24 mostra a reprodutibilidade e a precisdo dos resultados do ensaio para cada
membro do painel positivo entre centros, entre operadores, entre lotes, entre dias, entre
execugodes, dentro das execucgdes e globais, e a propor¢ao de réplicas com resultados fora
do intervalo notificavel do Aptima HCV Quant Dx assay.

O coeficiente de variagéo foi calculado utilizando a equagao seguinte em que o é a variagdo
da amostra dos dados apos a transformagéo log.

%CV = 100 x V(10%"19 - 1)

Para o membro do painel HCV negativo, foram testadas 108 réplicas e nado foi detetado RNA
do HCV em nenhuma das 108 réplicas (concordancia negativa=100%, Cl de 95%: 96,6% a
100%). Para todos os membros do painel HCV positivos, os valores de concordancia foram
de 100%.
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Tabela 24: Reprodutibilidade dos niveis de RNA do HCV do Aptima HCV Quant Dx assay no Panther System
nos membros do painel positivo

Média observada _ Entre Entre Entre ) Entre Em Total
instalagdes lotes operadores/dias?® execucgodes execucoes
GT Abaixo do Acima do
Logio SD SD sD sD sD SD LLoQ ULoQ
N Uliml Uliml (%CV) (%CV) (%CV) (%CV) (%CV) (%CV) n (%) n (%)
1 108 106 10 0,070 0,048 0,000 0,040 0,258 0,274 59 0
k ; (16,22) (10,98) (0,00) (9,20) (64,93) (69,94) (54,6) (0,0)
107 195 1s 0,034 0,035 0,009 0,064 0,169 0,187 9 0
k . @.77) (7,97) (2,10) (14,91) (40,31) (45,12) ®.4) (0,0)
108 436 16 0,000 0,070 0,000 0,061 0,155 0,180 0 0
; : (0,00) (16,11) (0,00) (14,13) (36,82) (43,39) (0,0) (0,0)
0,042 0,035 0,022 0,023 0,075 0,098 0 0
108 602,7 28 (9.58) 8,02) (5,05) (5.30) (17,40) (22,81) ©.0) (0,0)
0,075 0,045 0,044 0,058 0,071 0,135 0 0
108 227108 43 (17.42) (10,49) (10,08) (13,46) (16,57) (31,74) (0.0) (0,0)
0,007 0,026 0,045 0,000 0,131 0,142 0 0
108 4195539,0 6.6 (1,65) (6,08) (10,43) (0,00) (30,97) (33,50) (0,0) (0,0)
0,010 0,000 0,022 0,035 0,105 0,113 0 1
108 585492712 7.8 (2,26) (0,00) (5,10) (8,08) (24,42) (26,43) 0,0) 0,9)
2 108 13 10 0,062 0,075 0,112 0,000 0,290 0,326 53 0
: : (14,29) (17,28) (26,28) (0,00) (75,02) (86,94) (49,1) (0,0)
108 120 " 0,000 0125 0128 0,068 0,211 0,285 46 0
. : (0,00) (29,36) (30,18) (15,83) (51,69) (73,45) (42,6) 0,0)
108 626 18 0,000 0,044 0,101 0,069 0,124 0,180 0 0
: ; (0,00) (10,18) (23,48) (16,00) (29,25) (43,24) ©0,0) (0,0)
0,022 0,062 0,004 0,045 0,081 0,113 0 0
108 351.0 25 (5,18) (14,38) (1,01) (10,31) (18,70) (26,56) (0,0) (0,0)
0,000 0,051 0,048 0,011 0,092 0,116 0 0
108 14519,2 41 (0,00) (11,78) (11,01) (2,42) (21,50) (27,25) ©0,0) (0,0)
0,000 0,017 0,041 0,015 0,104 0,114 0 0
108 58100123 6.8 (0,00) (4,00) (9,54) (3,53) (24,25) (26,73) (0,0) (0,0)
0,000 0,018 0,028 0,000 0,077 0,084 0 10
108 77499195,7 7,9 (0,00 (4,24) (6,56) (0,00) (17,77) (19,46) (0,0 9,3)
Média observada _ Entre Entre Entre ) Entre Em Total
instalagoes lotes operadores/dias® execucgodes execucoes
GT Abaixo do Acima do
Logie SD SD sb ) sb Sb LLoQ ULoQ
N Uliml Uliml 4CV 4CV. 4CV 4CV. 4CV. 4CV. n (% n (%
I T (%4CV) (%CV) (%CV) (%CV) (%CV) (%CV) %) (%)
3 107 66 00 0,049 0,103 0,056 0,000 0,225 0,258 71 0
, . (11,32) (24,05) (12,95) (0,00) (55,47) (65,16) (66.,4) (0,0)
108 143 T 0,157 0,000 0,090 0,000 0,178 0,254 36 0
: . (37,31) (0,00) (21,04) (0,00) (42,88) (63,90) (33,3) (0,0)
o 490 s 0,119 0,065 0,047 0,034 0,109 0,183 0 0
: ; (27,96) (15,08) (10,80) (7,81) (25,42) (44,15) 0,0) (0,0)
0,324 0,043 0,139 0,063 0,082 0,370 0 0
108 2183 22 (86,23) (10,01) (32,83) (14,64) (19,09) (103,21) 0,0) (0.0)
0,248 0,056 0,151 0,048 0,078 0,309 0 0
107 8541,1 3.9 (61,97) (12,90) (35,77) (10,99) (18,19) (81,20) (0,0) 0.0)
0,044 0,000 0,000 0,042 0,126 0,140 0 0
107 41287614 6.6 (10,17) (0,00) (0,00) (9,61) (29,65) (33,06) (0,0) 0,0)
0,012 0,000 0,000 0,059 0,092 0,110 0 3
108 63813728,0 7.8 (2,84) (0,00) (0,00) (13,76) (21,32) (25,71) (0,0) (2.8)

%CV=coeficiente de variagéo log-normal, GT=genétipo, DP=desvio padréo (log4q Ul/ml)
Nota: a variabilidade derivada de alguns fatores pode ser numericamente negativa. Tal ocorreu quando a variabilidade devido a

esses fatores foi muito pequena. Nesses casos, o DP e o CV sdo mostrados como 0.

@ Entre operadores pode ser confundido com Entre dias; assim, as estimativas Entre operadores e Entre dias sd0 combinadas em

Entre operadores/dias.
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Desempenho clinico

Correlagao de métodos

O desempenho do Aptima HCV Quant Dx assay foi avaliado em relagdo a um ensaio
comparador com marcag¢ao CE testando espécimes clinicos néo diluidos de pacientes
infetados pelo HCV em trés sistemas Panther com quatro lotes de reagentes. Foi utilizado
para a regressao linear um total de 1058 amostras de plasma e soro (872 de plasma, 186
de soro) em todos os genétipos do HCV no intervalo linear comum a ambos os ensaios,
conforme mostrado na Figura 10.
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Figura 10. Correlacdo entre o Aptima HCV Quant Dx Assay e o ensaio comparador

Aptima HCV Quant Dx Assay

43 AW-28216-601 Rev. 001



Aptima® Desempenho clinico

Estudo de utilidade clinica

O estudo foi desenhado para demonstrar a utilidade clinica estimando as caracteristicas de
desempenho para alcancgar a resposta viroldgica sustentada (SVR) ou a resposta virolégica
nao sustentada (NSVR) em pontos temporais clinicamente relevantes estabelecidos durante
o tratamento antiviral de 8, 12 ou 24 semanas. O estudo também avaliou o impacto das
covariaveis (ou seja, idade, sexo, raca, nivel de RNA do HCV na linha de referéncia,
presenga ou auséncia de cirrose) na resposta SVR.

Foram colhidos prospetivamente espécimes de pacientes com os genétipos 1, 2 e 3 com
infecdo crénica por HCV que estavam a iniciar a terapéutica com tratamentos a base de
sofosbuvir de 8, 12 ou 24 semanas utilizando farmacos aprovados pela FDA, prescritos de
acordo com a rotulagem aprovada pela FDA e/ou as diretrizes de tratamento do HCV da
AASLD/IDSA.»** Os pacientes sem tratamento prévio ou com experiéncia de tratamento do
HCV, e os pacientes sem cirrose ou com cirrose compensada eram elegiveis, conforme
aplicavel para cada regime de tratamento.

A determinacao da carga viral de RNA do HCV foi realizada na linha de referéncia, na
semana 1, semana 2, semana 4, semana 8, semana 12 e semana 24 utilizando o Aptima
HCV Quant Dx assay. Os resultados de acompanhamento de fim do tratamento (EOT) e
pos-tratamento da semana 4 e semana 12 foram determinados utilizando o Aptima HCV
Quant Dx assay e dois ensaios quantitativos aprovados de RNA do HCV. A SVR foi definida
como um nivel de RNA do HCV < LLoQ conforme determinado por um ensaio quantitativo
aprovado para a amostra da semana 12 apés o tratamento.

Dos 352 pacientes incluidos dos 35 centros clinicos dos EUA, 274 pacientes tiveram um
estado de SVR conclusivo e eram avaliaveis para analise. 56 pacientes tiveram um estado
de SVR néo avaliavel e nao foram incluidos na analise. 22 pacientes adicionais tiveram um
estado de SVR conclusivo, mas ndo eram avaliaveis devido a resultados pré-tratamento/de
linha de referéncia em falta, todos os resultados durante o tratamento <LLoQ ou néo
detetados ou os gendtipos ndo foram estabelecidos com um ensaio aprovado. Neste estudo,
90,5% (248/274) dos pacientes alcangaram a SVR e 9,5% (26/274) alcangaram a NSVR (ver
Tabela 31 a Tabela 33 para obter as contagens por gendtipo e DRA). A carga viral na linha
de referéncia mais elevada foi 7,58 log4g Ul/ml, conforme determinado pelo Aptima HCV
Quant Dx assay. Todos os pacientes avaliaveis concluiram a terapéutica, sem falhas durante
o tratamento (por ex., ndo resposta). Foi testado um total de 2449 amostras colhidas em
diferentes pontos temporais de cada paciente, em trés centros de testes nos EUA.
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A Tabela 25 mostra as caracteristicas demograficas e clinicas dos 274 pacientes avaliaveis.

Tabela 25: Caracteristicas demograficas e clinicas

Caracteristicas

Total N 274
Feminino, n (%) 112 (40,9)
Sexo
Masculino, n (%) 162 (59,1)
n 274
Média 55,1
Mediana 56,0
DP 10,40
Idade (anos) Minima 23
Méaxima 83
21-49, n (%) 61 (22,3)
50-70, n (%) 203 (74,1)
>70, n (%) 10 (3,6)
n 274
Hispénico ou latino, n (%) 65 (23,7)
Etnia N&o hispénico ou latino, n (%) 202 (73,7)
Desconhecido, n (%) 6 (2,2)
Recusado, n (%) 1(0,4)
n 274
Caucasiano, n (%) 223 (81,4)
Negro ou afro-americano, n (%) 43 (15,7)
Asiatico, n (%) 1(0,4)
Raca® Americano nativo/nativo do Alasca, n (%) 3(1,1)
Nativo do Havai/das ilhas do Pacifico, n (%) 0(0,0)
Outro, n (%) 3(1,1)
Desconhecido, n (%) 1(0,4)
Recusado, n (%) 0(0,0)
n 274
» Gendtipo 1, n (%) 158 (57,7)
Gendtipo —
Genotipo 2, n (%) 66 (24,1)
Genétipo 3, n (%) 50 (18,2)
n 274
Sem tratamento prévio, n (%) 232 (84,7)
Com experiéncia de tratamento, n (%) 42 (15,3)
Recaida, n (%) 32(76,2)
Resposta nula, n (%) 1(2,4)
Estado de tratamento do HCV ~ Na&o resposta, n (%) 2(4,8)
Resposta parcial, n (%) 3(7,1)
Breakthrough, n (%) 1(2,4)
Recidiva, n (%) 0(0,0)
Resposta ao tratamento desconhecida, n (%) 3(7,1)
Em falta, n (%) 0(0,0)
n 274
Estado cirrético Cirrético, n (%) 98 (35,8)
Na&o cirrético, n (%) 176 (64,2)

# Os pacientes podem declarar varias racas
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A Tabela 26 mostra as atribuicdes do regime de farmacos final dos 274 pacientes avaliaveis.

Tabela 26: Resumo das atribuicbes do regime de farmacos final dos pacientes por genétipo

Genétipo do HCV n (%)

Atribuigao do regime de farmacos

1 2 3
Sofosbuvir e peginterferao e ribavirina durante 12 semanas 25 (15,8) - 3(6,0)
Sofosbuvir e simeprevir e/ou ribavirina durante 12 semanas 63 (39,9) - -
Sofosbuvir e simeprevir e/ou ribavirina durante 24 semanas 4 (2,5) - -
Sofosbuvir e ribavirina durante 12 semanas - 66 (100) -
Sofosbuvir e ribavirina durante 24 semanas 6 (3,8) - 47 (94,0)
Ledipasvir e sofosbuvir durante 8 semanas 14 (8,9) - -
Ledipasvir e sofosbuvir durante 12 semanas 39 (24,7) - -
Ledipasvir e sofosbuvir durante 24 semanas 7 (4,4) - -
Total de pacientes elegiveis 158 66 50
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A Tabela 27 avalia a associagao das covariaveis na linha de referéncia (idade, raga, sexo,
carga viral de HCV na linha de referéncia [variavel binaria] e estado cirrético) e da SVR
utilizando a relagao de probabilidade (OR) com analise de regressao logistica univariada
(ndo ajustada). Os resultados dos 274 pacientes avaliaveis foram avaliados por gendétipo do
HCV. Para os gendtipos 1 e 2, os pacientes cirréticos tinham menor probabilidade do que os
pacientes nao cirréticos de alcangarem a SVR (OR=0,16 [Cl de 95% de Wald: 0,04 a 0,63],
P=0,009 e OR=0,13 [CI de 95% de Wald: 0,02 a 0,70], P=0,017, respetivamente). Os
valores do Cl de 95% para outras variaveis para o genoétipo 1 e 2, e todas as covariaveis
para o gendtipo 3, incluiram o valor 1 e ndo foram estatisticamente significativos.

Tabela 27: Avaliacdo dos indicadores na linha de referéncia da SVR na linha de referéncia

Relagao de probabilidade

Percentagem o
GT Categoria N Agrupamento N(%) que alcangou util(i(z:;r?gogg g)ni‘lei::’ea(ﬁ)LR Valor P
SVR univariada
> 40 anos 146 (92,4) 91,8 0[0— ) Nao calculavel
Idade 158
< 40 anos 12 (7,6) 100
Masculino 92 (58,2) 90,2 0,44 (0,11 —1,69) 0,231
Sexo 158
Feminino 66 (41,8) 95,5
Caucasiano 116 (73,4) 94,0 2,10 (0,63 — 7,03) 0,227
1 Raca 158 -
N&o caucasiano 42 (26,6) 88,1
Carga viral nalinha > 740.000 Ul/ml 111 (71,2) 92,8 1,26 (0,36 — 4,40) 0,721
de referéncia de 156
RNA do HCV® < 740.000 Ul/ml 45 (28,8) 91,1
Cirrético 57 (36,1) 84,2 0,16 (0,04 — 0,63) 0,009
Estado cirrético 158
N3o cirrético 101 (63,9) 97,0
2 40 anos 60 (90,9) 88,3 1,51 (0,15 - 14,91) 0,722
Idade 66
< 40 anos 6 (9,1) 83,3
Masculino 36 (54,5) 86,1 0,69 (0,15 - 3,15) 0,631
Sexo 66
Feminino 30 (45,5) 90,0
Caucasiano 61 (92,4) 86,9 0[0—) N&o calculavel
2 Raca 66
N&o caucasiano 5(7,6) 100
Carga viral nalinha > 740.000 Ul/ml 44 (66,7) 84,1 0,25 (0,03 —2,19) 0,211
de referéncia de 66
RNA do HCV < 740.000 Ul/ml 22 (33,3) 95,5
Cirrético 22 (33,3) 72,7 0,13 (0,02 - 0,70) 0,017
Estado cirrético 66
Nao cirrético 44 (66,7) 95,5
> 40 anos 44 (88,0) 86,4 0 [0 — ) NC
Idade 50
< 40 anos 6 (12,0) 100
Masculino 34 (68,0) 85,3 0,39 (0,04 — 3,62) 0,405
Sexo 50
Feminino 16 (32,0) 93,8
Caucasiano 46 (92,0) 87,0 0[0— ) N&o calculavel
3 Raca 50
N&o caucasiano 4 (8,0) 100
Carga viral na linha > 740.000 Ul/ml 30 (61,2) 83,3 0,28 (0,03 — 2,59) 0,261
de referéncia de 49
RNA do HCV? < 740.000 Ul/ml 19 (38,8) 94,7
Cirrético 19 (38,0) 78,9 0,26 (0,04 — 1,58) 0,143
Estado cirrético 50 —
Nao cirrético 31 (62,0) 93,5

Cl=intervalo de confianca, GT=genétipo, LR=regressao logistica
®A covariavel de carga viral na linha de referéncia de RNA do HCV n&o inclui os pacientes que nao forneceram uma carga viral
quantitativa de RNA do HCV antes do inicio da terapéutica.
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Resposta a terapéutica antiviral

As caracteristicas do desempenho do ensaio foram estabelecidas para individuos tratados
com certos regimes de DAA. Nao estido disponiveis informagdes sobre o valor preditivo do
ensaio quando sao utilizadas outras terapéuticas de combinacdo de DAA.

Definigcoes:

Carga viral (VL) na semana 1 = RNA do HCV <LLoQ = 10 Ul/ml na semana 1 da

terapéutica antiviral

VL na semana 2 = RNA do HCV < LLoQ = 10 Ul/ml na semana 2 da terapéutica antiviral

VL na semana 4 = RNA do HCV < LLoQ = 10 Ul/ml na semana 4 da terapéutica antiviral

VL na semana 8 = RNA do HCV < LLoQ = 10 Ul/ml na semana 8 da terapéutica antiviral

VL na semana 8 (EOT): RNA do HCV < LLoQ na semana 8 da terapéutica antiviral

VL na semana 12 = RNA do HCV < LLoQ = 10 Ul/ml na semana 12 da terapéutica antiviral

VL na semana 12 (EOT): RNA do HCV < LLoQ na semana 12 da terapéutica antiviral
VL na semana 24 (EOT): RNA do HCV < LLoQ na semana 24 da terapéutica antiviral

Resposta viroldgica sustentada (SVR)12: RNA do HCV < LLoQ na semana 12 apos a
conclusdo da terapéutica antiviral, medida com um teste de RNA do HCV independente.

A Tabela 28 e a Tabela 29 mostram a frequéncia da resposta e da nao resposta SVR,
respetivamente, por gendtipo e regime de farmacos global, e para pacientes cirréticos, ndo
cirréticos, sem tratamento prévio e com experiéncia de tratamento. A maioria dos pacientes
alcancou a SVR em varios genotipos: 92,4% gendtipo 1, 87,9% gendtipo 2 e 88,0% gendtipo
3. Em varios gendtipos, as taxas de SVR foram geralmente mais elevadas em pacientes nao
cirrdticos do que em pacientes cirréticos e semelhantes entre pacientes sem tratamento
prévio e com experiéncia de tratamento.

Tabela 28: Frequéncia de resposta SVR por gendtipo e regime de farmacos

GT DRA

Pacientes com resposta SVR

n (%)

Global

Cirrético Nao cirrético

Sem tratamento Com experiéncia

prévio de tratamento
13/14 13/14 13/14

Ledipasvir e sofosbuvir durante 8 semanas (932/ 9) N/A (932/ 9) (932/ 9) N/A
. . . 39/39 9/9 30/30 34/34 5/5

Ledipasvir e sofosbuvir durante 12 semanas (100) (100) (100) (100) (100)

Ledipasvir e sofosbuvir durante 24 semanas (865/77) (865/77) N/A N/A (865/77)
Sofosbuvir e peginterferdo e ribavirina durante ~ 24/25 77 17/18 22/23 2/2

1 12 semanas 96,0) (100) (94,4) (95,7) (100)

Sofosbuvir e ribavirina durante 24 semanas (166%) (11(/J10) (15(/)50) (15(/J50) (11(/)10)
Sofosbuvir e simeprevir e/ou ribavirina durante ~ 54/63 21/29 33/34 45/54 9/9

12 semanas (85,7) (72,4) (97,1) (83,3) (100)
Sofosbuvir e simeprevir e/ou ribavirina durante 4/4 4/4 N/A 2/2 2/2

24 semanas (100) (100) (100) (100)

2 Sofosbuvir e ribavirina durante 12 semanas ?887/696) (1762/272) ?925/4;) 5834630) (853/63)
Sofosbuvir e peginterferéo e ribavirina durante 313 3/3 N/A 11 2/2

3 12 semanas (100) (100) (100) (100)
Sofosbuvi ibavirina d 24 41/47 12/16 29/31 35/39 6/8

ofosbuvir e ribavirina durante 24 semanas (87.2) (75,0) (93.5) (89.7) (75,0)

DRA=atribuigdo do regime de farmacos, GT=gendtipo, N/A=o regime de farmacos nao é aplicavel a este grupo de pacientes
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Tabela 29: Frequéncia de néo resposta SVR por gendtipo e regime de farmacos

o
Pacientes com nao resposta SVR

GT DRA n (%)
N R Sem tratamento Com experiéncia
Global Cirrético  Nao cirrético .
prévio de tratamento
114 1/14 1/14
Ledipasvir e sofosbuvir durante 8 semanas (7.1) N/A (7.1) 7.1) N/A
. ) . 0/39 0/9 0/30 0/34 0/5
Ledipasvir e sofosbuvir durante 12 semanas (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0)
117 1/7 1/7
Ledipasvir e sofosbuvir durante 24 semanas (14,3) (14,3) N/A N/A (14.3)
Sofosbuvir e peginterferéo e ribavirina 1/25 0/7 1/18 1/23 0/2
1 durante 12 semanas (4,0 (0,0 (5,6) (4.3) (0,0)
. L 0/6 01 0/5 0/5 0/1
Sofosbuvir e ribavirina durante 24 semanas (0,0) (0,0) (0,0) (0.0) (0,0)
Sofosbuvir e simeprevir e/ou ribavirina 9/63 8/29 1/34 9/54 0/9
durante 12 semanas (14,3) (27,6) (2,9) (16,7) (0,0
Sofosbuvir e simeprevir e/ou ribavirina 0/4 0/4 N/A 0/2 0/2
durante 24 semanas (0,0 (0,0 (0,0) (0,0)
Sofosbuvi ibavirina d 12 8/66 6/22 2/44 7160 1/6
2 ofosbuvir e ribavirina durante 12 semanas (12,1) (27.3) (4.5) (11,7) (16,7)
Sofosbuvir e peginterferéo e ribavirina 0/3 0/3 N/A 0/1 0/2
3 durante 12 semanas (0,0 (0,0 (0,0) (0,0)
. S 6/47 4/16 2/31 4/39 2/8
Sofosbuvir e ribavirina durante 24 semanas (12,8) (25,0) (6,5) (10,3) (25,0)

DRA=atribuigdo do regime de farmacos, GT=gendtipo, N/A=o regime de farmacos nao é aplicavel a este grupo de pacientes
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A Tabela 30 mostra a percentagem de pacientes com resposta virolégica (definida como
resultados do Aptima HCV Quant Dx assay < LLoQ) para cada gendtipo e atribuicao do
regime de farmacos em cada consulta das semanas durante o tratamento e apos o
tratamento. A maioria dos pacientes alcancou a SVR até a semana 4 em varios genotipos e
todos os pacientes alcangcaram a SVR até a semana 8.

Tabela 30: Probabilidade de alcancar a SVR em vérias semanas durante e apos o tratamento

Percentagem de pacientes com resposta virolégica por

GT DRA N Cosn\} I;e;posta " escpc:)r;‘tQQSOVR consulta® n (%)
(") % (n) Semanas EOT  PTo4
1 2 4 8 12
LDV + SOF 14 92,9 71 42,9 76,9 100 N/A N/A 100 90
(8 semanas) (13/14) (1/14) (6/14)  (10/13) (14/14) (14/14) (9/10)
LDV + SOF 39 100 0,0 11,1 52,6% 92,1 100 N/A 100 100
(12 semanas) (39/39) (0/39) (4/36) (20/38) (35/38) (36/36) (39/39) (33/33)
LDV + SOF 7 85,7 14,3 0,0 42,9 71,4 100 100 100 80
(24 semanas) 6/7) A7) o)  (37) (5I7) (77 (TT)  (606) (4/5)
1 SOF+PEG+RBV g 96,0 4,0 40,0 80,0 100 100 N/A 100 100
(12 semanas) (24/25) (1/25) (10/25) (20/25) (25/25) (25/25) (25/25) (25/25)
SOF+RBV 6 100 0,0 16,7 66,7 83,3 100 100 100 100
(24 semanas) (6/6) (0/6) (1/6)  (4/6)  (5/6) (5/5) (6/6)  (S/5) (6/6)
SOF+SIM+RBV 63 85,7 14,3 20,7 67,9 98,4 100 N/A 96,6 90,0
(12 semanas) (54/63) (9/63) (12/58) (38/56) (62/63) (57/57) (57/59)  (54/60)
SOF+SIM+RBV 100 0,0 66,7 66,7 100 100 100 100 100
(24 semanas) (4/4) (0/4) (2/3) (2/3) (4/4)  (3/3)  (313) (4/4) (4/4)
2 SOF+RBV 66 87,9 12,1 22,2 69,4 95,4 100 N/A 98,5 93,5
(12 semanas) (58/66) (8/66) (12/54) (43/62) (62/65) (64/64) (64/65) (58/62)
SOF+PEG+RBV 3 100 0,0 33,3 100 100 100 N/A 100 100
, (12 semanas) (3/3) (0/3) B3)  (22)  (33) (22 (3/3) (3/3)
SOF+RBV 47 87,2 12,8 20,9 70,5 100 100 100 100 89,1
(24 semanas) (41/47) (6/47) (9/43) (31/44) (46/46) (46/46) (47/47) (42/42) (41/46)

DRA= atribuicdo do regime de farmacos, EOT=fim do tratamento, N/A=n&o aplicavel porque a consulta corresponde a EOT do
tratamento administrado ou esta além da janela de tratamento, PT04=semana 4 apods o tratamento

®Resposta viral durante e apos o tratamento definida como < 10 Ul/ml.

Nota: EOT néo incluido na semana de tratamento

Em pacientes com o gendtipo 1, 95,5% (150/157) dos pacientes avaliados tiveram respostas
virais durante o tratamento até a semana 4. Os 7 pacientes com o genétipo 1 que nao tinham
tido resposta até a semana 4 (3 pacientes tratados com LDV + SOF [12 semanas], 2 pacientes
tratados com LDV + SOF [24 semanas], 1 paciente cada tratado com SOF + RBV [24 semanas]
ou SOF + SIM = RBV [12 semanas]) tiveram respostas virais durante o tratamento até a semana
8. Dois (2) pacientes tratados com SOF + SIM + RBV (12 semanas) tiveram recaida até ao
fim do tratamento e 6 (1 paciente tratado com LDF + SOF [8 semanas], 1 paciente tratado
com LDF + SOF [24 semanas] e 4 pacientes tratados com SOF + SIM + RBV [12 semanas])
tiveram recaida até a semana 4 apoés o tratamento.

Em pacientes com o genétipo 2, 95,4% (62/65) dos pacientes avaliados tiveram respostas

virais durante o tratamento até a semana 4. Os 3 pacientes com o gendtipo 2 que nao tiveram
resposta até a semana 4 tiveram respostas virais durante o tratamento até a semana 8. Um
(1) paciente tratado com SOF + RBV (12 semanas) teve recaida até ao fim do tratamento e
4 pacientes com a mesma atribuicdo do regime de farmacos tiveram recaida até a semana
4 apds o tratamento.

Em pacientes com o genétipo 3, 100% (49/49) dos pacientes avaliados tiveram respostas
virais durante o tratamento até a semana 4. Nenhum (0) paciente teve recaida até ao fim do
tratamento e 5 pacientes tratados com SOF + RBV (24 semanas) tiveram recaida até a
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semana 4 apds o tratamento.

Com base nos resultados deste estudo, o Aptima HCV Quant Dx assay pode ser utilizado
como auxiliar no controlo de pacientes infetados por HCV submetidos a terapéutica antiviral
a base de sofosbuvir e pode ser utilizado para determinar a resposta e a nao resposta SVR.
Os resultados do ensaio podem ser utilizados para medir quantitativamente os niveis de
RNA do HCV no plasma humano na linha de referéncia e durante o tratamento.

Estudo de utilidade diagnoéstica

A sensibilidade foi avaliada em 338 pacientes positivos a anticorpos do HCV de uma populagéo
de alto risco. A Tabela 31 mostra as caracteristicas demogréficas e clinicas dos pacientes.

Tabela 31: Caracteristicas demograficas e clinicas em pacientes positivos a anticorpos do HCV

Caracteristicas

Total N 338
Sexo Feminino, n (%) 80 (23,7)
Masculino, n (%) 258 (76,3)
Média 48,2
Mediana 51,0
DP 11,01
Idade (anos) <21, n (%) 2(0,6)
21-49, n (%) 152 (45,0)
50-70, n (%) 182 (53,8)
>70, n (%) 2(0,6)
Caucasiano, n (%) 86 (25,4)
Negro, n (%) 118 (34,9)
Asiatico, n (%) 1(0,3)
Raga/Etnia® Hispanico, n (%) 123 (36,4)
Etnias mistas, n (%) 4(1,2)
Outro, n (%) 10 (3,0)
Desconhecido, n (%) 0(0,0)
Uso de drogas injetaveis, n (%) 294 (87,0)
Recetores de fatores de coagulagdo fabricados antes de 1990, n (%) 0(0,0)
Diagnéstico/tratamento de hepatite, n (%) 172 (50,9)
Diagnéstico/tratamento de HIV, n (%) 13 (3,8)
Historico de encarceramento, n (%) 311 (92,0)
Fatores de risco” —~ -
Recegao de uma transfusdo de sangue ou componentes do sangue, n (%) 39 (11,5)
Rececao de um transplante, n (%) 0(0,0)
Hemodialise, n (%) 3(0,9)
Niveis de ALT persistentemente elevados, n (%) 2(0,6)
Nascido entre 1945 e 1965, n (%) 192 (56,8)
Estado de infecdo por HCV RNA do HCV positivo, n (%) 259 (76,6)
RNA do HCV negativo, n (%) 79 (23,4)

ALT=alanina aminotransferase, HIV=virus da imunodeficiéncia humana
@ Podem ser declaradas varias racas.
b . .

Podem ser declarados varios fatores de risco.
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Os espécimes foram testados com um teste de RNA do HCV qualitativo aprovado, um teste
de anticorpos HCV aprovado e o Aptima HCV Quant Dx assay. O estudo incluiu 338 pacientes
reativos a anticorpos HCV. De acordo com as diretrizes atuais da AASLD, deve ser utilizado
um NAAT aprovado pela FDA com um nivel de detecdo de 25 Ul/ml ou inferior® para confirmar
um estado de infecdo por HCV positivo apds um resultado de teste de anticorpos HCV reativo.
A concordancia entre o estado de infecdo dos pacientes e os resultados do Aptima HCV
Quant Dx assay foi determinada utilizando um cutoff de 25 Ul/ml. Os espécimes < 25 Ul/ml
foram considerados como “nao detetado” e os espécimes com resultados = 25 Ul/ml foram
considerados como “detetado” Consulte a Tabela 32.

Os resultados do Aptima HCV Quant Dx assay foram comparados com um estado de infecao
do paciente com base nos resultados do teste de anticorpos HCV aprovado e os resultados
do teste de RNA qualitativo aprovado. O estado de infe¢do do paciente foi considerado HCV
positivo se o teste de anticorpos HCV aprovado e o teste qualitativo aprovado tivessem
resultados reativos. O estado de infecdo do paciente foi considerado HCV negativo se o
teste de anticorpos HCV aprovado tivesse um resultado nio reativo.

Dos 338 pacientes com resultados reativos a anticorpos HCV, 256 foram detetados pelo
Aptima HCV Quant Dx assay (% de concordancia positiva = 98,8%). Dos trés pacientes com
quantificacdo de RNA do HCV abaixo de 25 Ul/ml ou ndo detetado, dois pacientes tiveram
um resultado detetado mas ndo quantificado (RNA do HCV < 10 Ul/ml) e um paciente teve
um resultado de RNA do HCV quantitativo de 12 Ul/ml.

Tabela 32: Concordancia entre os resultados do Aptima HCV Quant Dx Assay com o estado de infe¢do do
paciente utilizando um cutoff de 25 Ul/ml

ARptimIa ';C\;Q“a"t Dx Estado de infe¢do do paciente Total
esultado do ensaio HCV positivo = HCV negativo

RNA dq HCV quantificado 256 0 256
a ou acima de 25 Ul/ml

RNA do HCV quantificado
ou detetado abaixo de 25 Ul/ml 3 79 82
ou ndo detetado

Total 259 79 338
% de concordancia positiva 98,8
N/A N/A
(Cl de 95% da pontuagéo) (96,7-99,6)
% de concordancia negativa 100
N/A N/A
(Cl de 95% da pontuagéo) (95,4-100)

Cl = intervalo de confianga, N/A = n&o aplicavel
0 Aptima HCV Quant Dx assay detetou mas nao quantificou RNA do HCV (<10 Ul/ml) para dois pacientes e o terceiro teve uma
quantificagdo de RNA do HCV de 12 Ul/ml.

Este estudo demonstra a utilidade clinica do Aptima HCV Quant Dx assay para diagnosticar
corretamente pacientes com infegdo por RNA do HCV ativa em curso e distingui-los de
pacientes com infe¢des inativas numa populagcdo com uma exposicao prévia ao HCV
(serologia positiva a anticorpos HCV).
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Reatividade cruzada em pacientes com doencga do figado nao relacionada com HCV

Foram obtidas amostras de soro e plasma (n=214) de individuos com outras doengas do
figado (nas quais a infecao por HCV ativa ndo era indicada como a causa subjacente). As
amostras foram testadas com um teste anti-HCV aprovado e um teste de RNA do HCV
qualitativo aprovado para confirmar que as amostras eram HCV negativas. Dezassete (17)
amostras HCV positivas (com resultados anti-HCV positivos e/ou resultados do teste de RNA
do HCV qualitativo reativos) e trés amostras nao elegiveis foram excluidas. Os testes com o
Aptima HCV Quant Dx assay foram realizados internamente com trés lotes de kits de
reagentes. A Tabela 33 mostra as caracteristicas demograficas e o estado da doenga do
figado dos 194 pacientes avaliaveis.

Tabela 33: Caracteristicas demograficas e estado da doenga do figado dos pacientes

Caracteristicas Todos
Total N 194
n 193
Sexo Feminino, n (%) 116 (60,1)
Masculino, n (%) 77 (39,9)
n 194
Média 55,2
Mediana 56,0
DP 12,19
Idade (anos) Minima 25
Maxima 82
21-49, n (%) 60 (30,9)
50-70, n (%) 114 (58,8)
>70, n (%) 20 (10,3)
n 194
Hispanico ou latino, n (%) 9 (4,6)
Etnia Na&o hispanico ou latino, n (%) 147 (75,8)
Desconhecido, n (%) 38 (19,6)
Recusado, n (%) 0(0,0)
n 194
Caucasiano, n (%) 122 (62,9)
Negro ou afro-americano, n (%) 20 (10,3)
Asiatico, n (%) 17 (8,8)
Raca® Americano nativo/nativo do Alasca, n (%) 0(0,0)
Nativo do Havai/das ilhas do Pacifico, n (%) 1(0,5)
Outro, n (%) 34 (17,5)
Desconhecido, n (%) 2(1,0)
Recusado, n (%) 0(0,0)
n 194
Hepatite autoimune, n (%) 31 (16,0)
Doenca hepatica alcodlica, n (%) 51 (26,3)
Doenga do figado® HBV crénico, n (%) 34 (17,5)
Cirrose biliar primaria, n (%) 37 (19,1)
NASH, n (%) 39 (20,1)
Varias doengas do figado declaradas, n (%) 2(1,0)

HBV = virus da hepatite B, NASH = esteato-hepatite ndo alcodlica
# Os pacientes podiam declarar varias ragas.
®0s pacientes com varias doencas do figado declararam hepatite autoimune e cirrose biliar primaria.
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A Tabela 34 mostra a especificidade do Aptima HCV Quant Dx assay por doenga do figado
e a distribuigdo dos resultados do Aptima HCV Quant Dx assay em varias categorias de carga
viral. A especificidade foi de 100% em pacientes com virus da hepatite B (HBV) cronico, cirrose
biliar primaria, esteato-hepatite nao alcodlica (NASH) e varias doencas do figado declaradas.
O RNA do HCV foi detetado em niveis muito baixos num paciente com hepatite autoimune
(<10 Ul/ml) e em 4 pacientes com doenca hepatica alcodlica (< 10 Ul/ml para 3 pacientes e
16 Ul/ml para 1 paciente). Num dos 5 pacientes, o0 RNA do HCV foi detetado por um ensaio
quantitativo de HCV aprovado.

Tabela 34: Especificidade do Aptima HCV Quant Dx Assay e resultados da distribuicdo em pacientes negativos
a anticorpos e RNA do HCV com doengas do figado nédo relacionadas com HCV

Doenca do fiado Especificidade (%)  Nzo <10 10a<25 252100000000 >100000000 . .
¢ g Cl de 95%° Detetado  Uliml Ul/ml Ul/ml Ul/ml
Hooat , 96,8 30 1 0 0 0 a1
epatite autoimune (83,8-99,4) (96,8) (3.2) (0,0) (0,0) (0,0)
5 henatica alcodi 92,2 47 3 1 0 0 5
oenca hepatica alcodlica (81,5-96,9) (92,2) (5,9)b (2,0) (0,0) (0,0)
N 100 34 0 0 0 0 2
HBV crénico (89,8-100) (100) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0)
o o 100 37 0 0 0 0 37
irrose biliar priméaria (90,6-100) (100) (0,0 (0,0 (0,0) (0,0)
S 100 39 0 0 0 0 39
NASH (91,0-100) (100) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0)
B . 100 2 0 0 0 0 )
Varias doencgas do figado (34,2-100) (100) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0)
97,4 189 4 1 0 0 194
Total (94,1-98,9) (97,4) 2,1) (0,5) (0,0) (0,0)

HBV = virus da hepatite B, NASH = esteato-hepatite ndo alcodlica

4Cl da pontuagao.

PNum paciente, o RNA do HCV foi detetado por um ensaio quantitativo de HCV aprovado pela FDA.
°Os pacientes tinham hepatite autoimune e cirrose biliar primaria.
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Informacodes de contacto e histérico de revisoes

Australian Sponsor
M IVDI c € zrer EE] Hologic (Australia & New

Hologic BV Zealand) Pty Ltd.
Hologic, Inc Da Vincilaan 5 Macquarie Park NSW 2113
; S . 1930 Zaventem
10210 Genetic Center Drive Belgium

San Diego, CA 92121 USA

Para obter o enderego de e-mail e o niumero de telefone da assisténcia técnica e do apoio ao cliente especificos de
cada pais, visite www.hologic.com/support.

Os incidentes graves relacionados com o dispositivo na Unido Europeia devem ser comunicados ao fabricante e a
autoridade competente do Estado-Membro em que o utilizador e/ou o paciente se encontram estabelecidos.

Hologic, Aptima, Panther, Panther Fusion e os logétipos associados s&o marcas comerciais ou marcas comerciais
registadas da Hologic, Inc. e/ou das respetivas subsidiarias nos Estados Unidos e/ou noutros paises.

Armored RNA é uma marca comercial da Asuragen, Inc.
Quaisquer outras marcas comerciais que possam aparecer neste folheto informativo pertencem aos respetivos proprietarios.

Este produto pode estar abrangido por uma ou varias patentes nos EUA, as quais podem ser consultadas em:
www.hologic.com/patents.

©2016-2025 Hologic, Inc. Todos os direitos reservados.
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