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Generel information

Tilsigtet anvendelse

Aptima HIV-1 Quant Dx Assay er en in vitro nukleinsyreamplifikationstest til detektion og
kvantitering af human immundefekt virus type 1 (HIV-1) RNA-grupper M, N og O pa det
helautomatiske Panther™-system. Det er beregnet til brug som en hjeelp ved diagnosticering
af HIV-1 infektion og i forbindelse med den kliniske handtering af patienter smittet med
HIV-1.

Aptima HIV-1 Quant Dx Assay kan bruges som en hjeaelp til diagnosticering af HIV-1 infektion,
herunder akut eller primzer infektion. Tilstedevaerelsen af HIV-1 RNA i plasma eller serum fra
patienter uden antistoffer mod HIV-1 er tegn pa akut eller primaer HIV-1 infektion. Aptima HIV-1
Quant Dx Assay kan bruges som en supplerende test til prgver, som har gentagede reaktive
resultater med godkendte HIV-immunanalyser. Hvis prgven er reaktiv i Aptima HIV-1 Quant Dx
Assay, bekraefter dette en HIV-1 infektion.

Aptima HIV-1 Quant Dx Assay kan endvidere bruges i forbindelse med en klinisk praesentation
samt andre markgrer for sygdomsprognoser hos personer smittet med HIV-1. Aptima HIV-1
Quant Dx Assay kan bruges som en hjeelp ved monitorering af effekten af antiretroviral
behandling ved at male forandringer i koncentrationen af HIV-1 RNA i plasma.

Nar Aptima HIV-1 Quant Dx Assay anvendes ved diagnosticering af HIV-1 infektion,
bestemmes praestationen for kvalitative resultater med bade plasma- og serumpragver. Ved
brug som en hjeelp ved monitorering af effekten af antiretroviral behandling bestemmes
praestationen for kvantitative resultater kun med plasmaprgver. Serumprgver ma ikke bruges
til kvantitative resultater.

Assayet er ikke beregnet til brug ved screening af blod- eller plasmadonorer.

Resumé og forklaring af testen

Epidemiologiske undersggelser har identificeret human immundefekt virus type 1 (HIV-1)
som det aetiologiske stof, der forarsager erhvervet immundefekt syndrom (AIDS) (1-7). HIV
kan overfares ved seksuel kontakt, udsaettelse for inficeret blod eller blodprodukter, eller fra
en HIV-positiv moder til fosteret (8). Inden for 3 til 6 uger fra udseettelsen for HIV udvikler
smittede personer generelt et kortvarigt, akut syndrom, der er kendetegnet ved
influenzaagtige symptomer, og som forbindes med hgje niveauer af vireemi i det perifere blod
(9-12). Hos hovedparten af smittede personer efterfglges denne tidlige fase af et HIV-
specifikt immunrespons og et fald i plasmaviraeemi, hyppigst inden for 4 til 6 uger fra starten
af symptomerne (13-14). Efter serokonversion starter smittede personer typisk en klinisk
stabil og asymptomatisk fase, der kan vare i adskillige ar (15-17). Den asymptomatiske
periode er kendetegnet ved vedvarende plasmavirseemi pa lavt niveau (18) samt en gradvis
udtemning af CD4+ T-lymfocytter. Denne udtemning farer til sveer immundefektsygdom,
adskillige opportunistiske infektioner, maligniteter og ded (19). Pa trods af at virusniveauerne
i det perifere blod er forholdsvis ringe i den asymptomatiske infektionsfase, er der tegn p3, at
replikation og clearance er dynamiske processer, under hvilke hgje rater af virusproduktion
og infektion med CD4+ celler opvejes af tilsvarende hgje rater virusclearance, dgd af
inficerede celler og genoprettelse af CD4+ celler, hvilket resulterer i forholdsvist stabile
niveauer bade af plasmaviremi og CD4+ celler (20-22).

Kvantitative malinger af HIV i perifert blod har vist, at hgjere virusniveauer kan veere
forbundet med en @get risiko for klinisk progression af HIV-associeret sygdom og vist, at
reduktioner i plasmavirusniveauer kan vaere forbundet med en nedsat risiko for klinisk
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progression (23-25). Virusniveauer i perifert blod kan kvantiteres ved at male HIV p24
antigen i serum, ved kvantitativ dyrkning af HIV fra plasma, eller ved direkte maling af viralt
RNA i plasma vha. nukleinsyreamplifikation eller signalamplifikationsteknologier (26-30).

Nuvaerende detektion af HIV-1 infektion er primeert baseret pa serologisk testning for antistoffer
og/eller p24 antigen med en immunanalyse. Det amerikanske Centers for Disease Control
anbefaler brugen af et antistof samt RNA-test til at diagnosticere akutte HIV-infektioner (31). Selv
om sensitiviteten af HIV-1 antistof og p24 antigen til detektion er blevet forbedret, er der stadig en
vinduesperiode mellem tidspunktet for infektionen og tidspunktet for detektionen med serologiske
markerer. Denne vinduesperiode er afhaengig af sensitiviteten af den anvendte serologiske test.
En vurdering (32) skanner, at fierdegenerations p24 antigen-/antistofassays muligvis kan detektere
infektion, hvis HIV-1 RNA koncentrationen nar 14.000 kopier/ml. Detektionsgraensen for Aptima
HIV-1 Quant Dx Assay ligger betydeligt lavere end 14.000 kopier/ml og kan muligvis detektere
tilstedeveerelsen af HIV-1 fgr HIV-immunanalyserne.

Molekyleere teknikker som f.eks. transkriptionsmedieret amplifikation (Transcription mediated
amplification) (TMA) er blevet anvendt i stort omfang til at amplificere nukleinsyrer (31). TMA
anvender specifik target capture og isotermisk amplifikation til at detektere nukleinsyrer i flere
infektiose patogener (32).

Aptima HIV-1 Quant Dx assayet benytter via TMA flere lange primere, som er malrettet mod
flere regioner af HIV-1-genomet for at kompensere for den hgje mutationsfrekvens og flere
potentielle mutationer i target-regionen.

Funktionsprincip

Aptima HIV-1 Quant Dx Assay omfatter tre primaere trin, som alle finder sted i et enkelt ror
pa Panther System: Target capture, target amplifikation med transkriptionsmedieret
amplifikation (Transcription-Mediated Amplification, TMA) og detektion af
amplifikationsprodukterne (amplikon) med fluorescensmeerkede prober (fakler).

Under target capture isoleres virale nukleinsyrer fra praverne. Prgven behandles med en saebe
for at fortynde viruskappen, denaturere proteiner og friggre viralt genomisk RNA. Capture
oligonukleotider hybridiserer til steerkt bevarede regioner af HIV-1 genomet, hvis til stede,

i testprgven. Det hybridiserede target indfanges derefter pa magnetiske mikropartikler, der
separeres fra proven i et magnetisk felt. Vasketrinene fierner uvedkommende komponenter fra
reaktionsrgret.

Target amplifikation sker via TMA, som er en transkriptionsmedieret
nukleinsyreamplifikationsmetode, der benytter to enzymer, MMLV (Moloney murint
leukaemivirus) revers transkriptase og T7 RNA polymerase. Revers transkriptase bruges til at
danne en DNA-kopi (indeholdende en promotersekvens for T7 RNA polymerase) af
targetsekvensen. T7 RNA-polymerase producerer flere kopier af RNA-amplikon fra DNA-
kopiskabelonen. Aptima HIV-1 Quant Dx assay anvender TMA-metoden til at amplificere to
HIV-1 RNA-regioner (pol og LTR). Amplifikation af disse specifikke regioner opnas ved hjeelp
af specifikke primere udviklet til amplifikation af HIV-1 gruppe M, N og O. Primernes design
og dobbelt-target-metoden sikrer ngjagtig detektion og kvantitering af HIV-1.

Detektion opnas ved brug af enkeltstrengede nukleinsyrefakler, som er til stede under
amplifikation af target og som hybridiserer specifikt til amplikonet i realtid. Hver fakkel har en
fluorofor og en quencher. Nar faklen ikke er hybridiseret til amplikonet, ligger quencheren taet
pa fluoroforen og undertrykker fluorescensen. Nar faklen bindes til amplikonet, bevaeger
quencheren sig leengere veaek fra fluoroforen, og den udsender et signal ved en bestemt
bglgeleengde, nar den aktiveres af en lyskilde. Samtidig med at flere fakler hybridiserer til
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amplikonet, dannes der et hgjere fluorescenssignal. Den tid det tager fluorescenssignalet
at nd en bestemt taerskel er proportional med den indledende HIV-1 koncentration. Hver
reaktion har en intern kalibrator/intern kontrol (internal control, IC), der kontrollerer variationer
i preavebehandling, amplifikation og detektion. En prgves koncentration bestemmes af
Panther System softwaren ved at sammenligne HIV-1 og IC-signalerne for hver reaktion med
kalibreringsoplysningerne.

Advarsler og forholdsregler

A.
B.

Til in vitro diagnostisk brug.

For at reducere risikoen for ugyldige resultater skal hele indleegssedlen og Panther
System Operator’s Manual (Brugervejledningen til Panther System) laeses omhyggeligt
igennem, for assayet anvendes.

Vedrorende laboratoriet

&C.

FORSIGTIG: Kontrollerne til dette assay indeholder humant plasma. Plasmaet er negativt
for hepatitis B overfladeantigen (HBsAg), antistoffer mod HCV, antistoffer mod HIV-1 og
HIV-2 og HIV antigen ved testning med procedurer godkendt af USA's Food and Drug
Administration. Plasmaet er endvidere ikke-reaktivt over for HCV RNA og HIV-1 RNA ved
testning med godkendte nukleinsyretests, der benytter poolede prgver. Alle materialer,
der stammer fra humant blod, skal anses for at vaere potentielt smittefarligt og skal
handteres i overensstemmelse med generelle forholdsregler (35-37).

Kun personale med tilstraekkelig uddannelse i brugen af Aptima HIV-1 Quant Dx Assay og i
handtering af potentielt smittefarlige materialer ma udfere denne procedure. Hvis der
forekommer spild, skal omradet straks desinficeres ifglge geeldende procedurer pa lokaliteten.

Brug kun medfglgende eller specificerede laboratorieartikler til engangsbrug.

Rutinemeessige laboratorieforholdsregler skal falges. Der mé ikke pipetteres med munden.
Der ma hverken spises, drikkes eller ryges i arbejdsomradet. Brug engangshandsker uden
pudder, beskyttelsesbriller og laboratoriekittel ved handtering af prever og kitreagenser.
Vask heenderne grundigt efter handtering af prgver og kitreagenser.

Arbejdsflader, pipetter og andet udstyr skal regelmaessigt dekontamineres med 2,5 % il
3,5 % (0,35 M til 0,5 M) natriumhypochloritoplgsning.

. Alle materialer, der har veeret i kontakt med prgver og reagenser, skal bortskaffes i

overensstemmelse med lokale og offentlige vedteegter (35-38). Renggr og desinficer alle
arbejdsoverflader grundigt.

Kontrollerne indeholder natriumazid som konserveringsmiddel. Brug ikke metalrar til
overfgrsel af reagens. Hvis oplgsninger, der indeholder natriumazidforbindelser, skal
bortskaffes i en vvs-installation, skal de fortyndes og skylles med rigelige maengder vand
fra hanen. Disse forholdsregler anbefales for at undga ophobning af aflejringer i metalrgr,
hvor der kan opsta eksplosionsfarlige forhold.

God standardpraksis for molekyleerlaboratorier inkluderer miljgovervagning. Til
overvagning af miljget pa laboratoriet anbefales falgende.

1. Benyt en podepind med vatspids og ragret med Aptima-prgvealikvot (SAT).
2. Forsyn hvert prgvergr med en etiket.
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3. Fyld hvert rgr med 1 ml Aptima pragvefortynder.

4. Til indsamling af overfladeprgver fugtes en podepind let med nukleasefrit
demineraliseret vand.

5. Pod den pageeldende overflade med en lodret beveegelse fra top til bund. Dre;j
podepinden ca. en halv omgang, samtidig med at stedet podes.

6. Placér straks praven i raret, og hvirvl forsigtigt podepinden i fortynderen for at
ekstrahere potentielt podede materialer. Klem podepinden op imod siden af
transportrgret for at klemme s& meget veeske ud af den som muligt. Bortskaf
podepinden, og saet haette pa roret.

7. Gentag disse trin for de resterende podninger.
8. Test podningen med et molekylaert assay.

Vedrgrende prover

K. Prever kan veere infektigse. Overhold de generelle forholdsregler (35-37) ved udfarelse
af assayet. Korrekte handterings- og bortskaffelsesmetoder bgr fastleegges i
overensstemmelse med lokale vedtaegter (38). Kun personale med tilstraskkelig
uddannelse i brugen af Aptima HIV-1 Quant Dx Assay og i handtering af potentielt
smittefarlige materialer ma udfgre denne procedure.

L. Under forsendelse af prgver skal korrekte opbevaringsforhold bevares for at sikre
prgvens integritet. Prgvestabilitet under forsendelsesforhold, der er anderledes end de
anbefalede forhold, er ikke blevet vurderet.

M. Undga krydskontaminering under prgvehandteringstrinnene. Udvis isaer forsigtighed for at
undga kontaminering fra spredning af aerosoler ved lgsning eller fiernelse af heetter fra
praver. Praver kan indeholde meget hgje niveauer af organismer. Pas pa, at
provebeholdere ikke rgrer hinanden, og bortskaf brugte materialer uden at fgre dem hen
over abne beholdere. Skift handsker, hvis de kommer i kontakt med prgvemateriale.

Vedrgrende assay

N. Kvantitative resultater af Aptima HIV-1 Quant Dx Assay er blevet evalueret med plasma.
Serum ma ikke bruges til indsamling af kvantitative resultater. Kvalitative resultater er
blevet evalueret med bade plasma og serum.

O. Brug ikke reagenskittet, kalibratoren eller kontrollerne efter udlgbsdatoen.

Assayreagenser fra kit med forskellige hovedlotnumre ma ikke byttes om med hinanden,
blandes eller kombineres. Assayveesker kan vaere fra forskellige lothumre. Kontroller og
kalibratoren kan veere fra forskellige lotnumre.

Q. Undgé mikrobiel og nukleasekontaminering af reagenser.

R. Saet haette pa og opbevar alle assayreagenser ved de specificerede temperaturer.
Assayets preestation kan pavirkes, hvis der anvendes forkert opbevarede assayreagenser.
Se afsnittet Krav til opbevaring og handtering af reagenser og Testprocedure til Panther
System for yderligere oplysninger.

S. Kombinér ikke assayreagenser og veesker uden specifikke anvisninger. Tilfgj ikke
yderligere reagens eller veeske. Panther System verificerer reagensniveauerne.
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Krav til opbevaring og handtering af reagenser
A. Fglgende tabel viser opbevaringsbetingelser og stabilitet for reagenser, kontroller og

kalibrator.
Opbevaring i Abnet kit (rekonstitueret)
Reagens uabnet stand
Opbevaring Stabilitet
gHIV-1 amplifikationsreagens 2°Ctil8°C
gHIV-1 .y _ 2°C il 8°C 2°Cil 8°C 30 dage®
amplifikationsrekonstitueringsoplgsning
gHIV-1 enzymreagens 2°Ctil8°C
gHIV-1 enzymrekonstitueringsoplgsning 2°Ctil8°C 2°Ctil8°C 30 dage®
gHIV-1 promoterreagens 2°Cti8°C
gHIV-1 promoterrekonstitueringsoplasning 2°Ctil8°C 2°Cti8°C 30 dage®
qHIV-1 target capture reagens 2°Ctil8°C 2°Ctil8°C 30 dage®
gHIV-1 NC CONTROL — (negativ 15 °C til -35 °C 15 °C til 30 °C Heetteglas til engangsbrug
kontrol) Bruges inden 20 timer

gHIV-1 LPC CONTROL + (lav positiv Heetteglas til engangsbrug

-15°Ctil-35°C 15°C il 30 °C

kontrol) Bruges inden 20 timer
gHIV-1 HPC CONTROL + (hgj positiv 15 °C til -35 °C 15 °C til 30 °C Haetteglas_ til engangsbrug
kontrol) Bruges inden 20 timer

. . Heetteglas til engangsbru
gHIV-1 PCAL (positiv kalibrator) -15 °C til -35 °C 15 °C il 30 °C 9 gangsbrug

Bruges inden 20 timer

2 Nar reagenserne fiernes fra Panther System, skal de straks returneres til deres korrekte opbevaringstemperaturer.

B. Bortskaf alle ubrugte rekonstituerede reagenser og target capture reagens (target capture
reagent, TCR) efter 30 dage eller efter hovedlottets udigbsdato, alt efter hvilket, der
kommer fgrst.

C. Reagenser opbevaret i Panther System er stabile i 72 timer i systemet. Reagenser kan
saettes i Panther System op til 5 gange. Panther System registrerer hver gang, der
iseettes reagenser.

D. Efter kalibratoren er optget, skal oplgsningen veere klar, dvs. den ma ikke vaere uklar
eller have udfaeldninger.

/\ E. Promoterreagens og rekonstitueret promoterreagens er lysfglsomme. Beskyt disse
reagenser mod lys under opbevaring og klargaring til brug.
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Indsamling og opbevaring af prover

Bemeaerk: Handtér alle praver som om de indeholder potentielt smitsomme stoffer. Overhold
de generelle forholdsregler.

Bemaerk: Uavis forsigtighed for at undgé krydskontaminering under provehandtering.
Bortskaf fx brugte materialer uden at fare dem hen over abne ror.

Fuldblodspraver opsamlet i falgende typer glas- eller plastrer ma anvendes:
Til kvantitative malinger:

* Rar indeholdende EDTA eller antikoagulans med syre-citrat-dextrose (ACD) eller
* Raor til klarggring af plasma (Plasma Preparation Tubes, PPT).

Til kvalitativ bestemmelse:

* Rgr indeholdende antikoagulans med EDTA eller ACD, eller
* PPTer, eller

« Serumrar, eller

» SST-rgr (Serum Separator Tubes).

Ved serum skal der veere dannet koagel, inden behandlingen fortsaettes.

A. Indsamling af praver

Fuldblod kan lagres ved 2 °C til 30 °C og skal centrifugeres inden for 24 timer fra
pravetagningen. Plasma eller serum skal separeres fra de pelleterede rade blodlegemer
ifalge brugsanvisningen fra producenten af det anvendte rgr. Plasma eller serum kan
testes pa Panther-systemet i det primeere rar eller overfares til det sekundaere Aptima-rgr
til provealikvot (specimen aliquot tube, SAT) og kan testes pa Panther-systemet. Det
minimale volumen af serum eller plasma for primaere prevetagningsrer er 1200 ul, og for
SAT’er er det minimale volumen 700 pl til at opna 500 ul reaktionsvolumen.

Hvis det ikke skal testes med det samme, kan plasma og serum lzegges til opbevaring i
overensstemmelse med nedenstaende specifikationer. Hvis plasma overfgres til SAT, kan
det nedfryses til -20 °C eller -70 °C, og serum kan nedfryses til -20 °C. Overstig ikke tre
nedfrysnings-/opt@ningscyklusser for at undga at pavirke resultaterne. Nedfrys ikke
prover i EDTA, ACD eller primeere prgvetagningsrer til serum.

B. Betingelser for opbevaring af praver
1. Plasmaprover i EDTA og ACD

| op til 24 timer efter pravetagning kan primeere rgr indeholdende centrifugeret plasma
opbevares ved 2 °C til 30 °C (figur 1, averst). Efter 24 timer kan plasma opbevares i
en leengere periode under én af de fglgende betingelser (figur 1, nederst):

* | det primaere opsamlingsrer ved 2 °C til 8 °C i op til 3 dage,
* | SAT ved 2 °C til 8 °C i op til 5 dage, eller
* | SAT ved -20 °C eller -70 °C i op til 90 dage.
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Primaere

30°C
vod

< 24 timer efter prevetagning

Primaere

8°C
2°c

<3 dage

SAT

8°C
2°C

<5 dage

SAT

-15°C 65 °C
/ﬂ/ ELLER jlf
-35°C -85°C

<90 dage

Figur 1. Betingelser for opbevaring af EDTA-/ACD-ror

2. PPT praver

| op til 24 timer efter prgvetagning kan PPT er indeholdende centrifugeret plasma
opbevares ved 2 °C til 30 °C (figur 2, gverst). Efter 24 timer kan plasma opbevares i
en leengere periode under én af de fglgende betingelser (figur 2, nederst):

| PPT ved 2 °C til 8 °C i op til 3 dage,

| SAT ved 2 °C til 8 °C i op til 5 dage, eller

| PPT eller SAT ved -20 °C eller -70 °C i op til 90 dage.

PPT

30°C
vod

< 24 timer efter prevetagning

PPT

8°C
2°c

<3 dage

SAT

8°C
2°C

<5 dage

PPT eller SAT

-15°C -65°C
Jf eller /ﬂ/
-35 °C' -85°C

<90 dage

Figur 2. Opbevaringsbetingelser for PPT’er
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3. Prover i serumrgr

| op til 24 timer efter prgvetagning kan serumrgr indeholdende centrifugeret serum
opbevares ved 2 °C til 30 °C (figur 3, gverst). Efter 24 timer kan serum opbevares i
en leengere periode under én af de fglgende betingelser (figur 3, nederst):

* | serumrgret ved 2 °C til 8 °C i op til 5 dage,
* | SAT ved 2 °C til 8 °C i op til 5 dage, eller
* | SAT ved -20 °C i op til 7 dage.

Serumrer

30°C
2‘]0*

< 24 timer efter prevetagning

Serumrer SAT SAT
8°C 8°C -15°C
2°C 2°C -35°C
<5 dage <5dage <7 dage

Figur 3. Opbevaringsbetingelser for serumror

4. SST praver

| op til 24 timer efter prgvetagning kan SST’er indeholdende centrifugeret serum
opbevares ved 2 °C til 30 °C (figur 4, averst). Efter 24 timer kan serum opbevares i
en leengere periode under én af de fglgende betingelser (figur 4, nederst):

* | SST ved 2 °C til 8 °C i op til 5 dage,
* | SAT ved 2 °C til 8 °C i op til 5 dage, eller
* | SAT eller SST ved -20°C i op til 7 dage.
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SST

30 °C
2°c/ﬂ/

< 24 timer efter pravetagning

SST SAT SST eller SAT
8°C 8°C -15°C
2°C/H/ 2°c/ﬂ/ -35*’0/#/
<5 dage <5 dage <7 dage

Figur 4. Opbevaringsbetingelser for SST’er

C. Fortynding af plasmaprever

En plasmaprgve kan fortyndes i SAT til testning pa Panther-systemet. Se afsnittet
Testprocedure til Panther System, trin E.6 herunder for flere oplysninger.

Bemaerk: Hvis en prove er fortyndet, skal den testes umiddelbart efter fortyndingen.
Fortyndede praver ma ikke nedfryses.

/\ Fortyndede plasmapraver kan kun bruges til kvantitative resultater. Fortynd ikke plasmapraver for
at fa diagnostiske resultater.

Prgver pa Panther System

Prover kan efterlades pa Panther System uden haette i op til 8 timer i alt. Prgver kan fjernes
fra Panther System og testes, sa laenge den samlede tid pa systemet ikke overstiger 8 timer
fgr Panther System pipetterer prgven.

Provetransport
Overhold betingelserne for opbevaring af prgver som beskrevet i Indsamling og opbevaring
af prover.

Bemeerk: Prover skal forsendes i henhold til geeldende nationale, internationale og
regionale transportregulativer.
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Panther System

Reagenserne til Aptima HIV-1 Quant Dx Assay er angivet herunder for Panther System.
Reagensidentifikationssymbolerne er ligeledes angivet ved siden af reagensbetegnelsen.

Vedlagte reagenser og materialer

Bemeerk: For oplysninger om enhver fare og sikkerhedserklaeringer, der kan veere tilknyttet
reagenser, henvises til Safety Data Sheet Library (Arkivet med sikkerhedsdataark) pa
www.hologic.com/sds.

Aptima HIV-1 Quant Dx Assay kit, 100 tests, kat. nr. PRD-03000 (1 assayaeske,

1 kalibratorkit og 1 kontrolkit)

Der kan bestilles ekstra kalibratorer og kontroller separat. Se de respektive katalognumre
nedenfor.

FAEske til Aptima HIV-1 Quant Dx Assay
(opbevares ved 2 °C til 8 °C ved modtagelsen)

Symbol Komponent Kvantitet

A qHIV-1 amplifikationsreagens

. . . , , 1 heetteglas
Ikke-infektigse nukleinsyrer tarret i bufferoplgsning.

E qHIV-1 enzymreagens 1 hestteglas
Revers transkriptase og RNA polymerase tarret i HEPES bufferoplasning.
PRO qHIV-1 promoterreagens 1 hastteglas
Ikke-infektiose nukleinsyrer tarret i bufferoplgsning.
AR qHIV-1 amplifikationsrekonstitueringsoplosning 1x72ml
Vandig oplasning indeholdende glycerol og konserveringsmidler. ’
ER qHIV-1 enzymrekonstitueringsoplasning 1 %58 ml
HEPES-bufferoplasning, der indeholder et overfladeaktivt stof og glycerol. ’
PROR qHIV-1 promoterrekonstitueringsoplosning 1x45ml

Vandig opl@sning indeholdende glycerol og konserveringsmidler.

TCR qHIV-1 target capture reagens
Nukleinsyrer i en buffersaltoplasning indeholdende fastfase, ikke-infektigse 1x72,0ml
nukleinsyrer og intern kalibrator.

Rekonstitueringsmanchetter 3

Stregkodeliste for hovedlot 1 liste
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Aptima HIV-1 Quant Dx-kalibratorkit (kat. nr. PRD-03001)
(opbevares ved -15 °C til -35 °C ved modtagelsen)

Symbol Komponent Kvantitet
PCAL qHIV-1 positiv kalibrator 525 ml
Transkript i bufferoplgsning. '
Kalibratorens stregkode —
Aptima HIV-1 Quant Dx kontrolkit (kat. nr. PRD-03002)
(opbevares ved -15 °C til -35 °C ved modtagelsen)
Symbol Komponent Kvantitet

NC qHIV-1 negativ kontrol
HIV-1 negativt defibrineret humant plasma indeholdende gentamicin og 5x1,5ml
0,2 % natriumazid som konserveringsmidler.

LPC qHIV-1 lav positiv kontrol
Ikke-infektigs HIV-1 Armored RNA i defibrineret humant plasma 5x1,5ml
indeholdende gentamicin og 0,2 % natriumazid som konserveringsmidler.

HPC qHIV-1 hgj positiv kontrol
Ikke-infektigs HIV-1 Armored RNA i defibrineret humant plasma 5x1,5ml
indeholdende gentamicin og 0,2 % natriumazid som konserveringsmidler.

Kontrollens stregkode —
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Nadvendige materialer, der skal anskaffes separat

Bemeaerk: For materialer, der fas fra Hologic, er katalognummeret anfert, medmindre andet
er angivet.

Materiale Kat. nr.

Panther System —

Pather Run Kit for Real Time Assays (kun til assays i realtid) PRD-03455 (5000 tests)

Aptima Assay vaeskekit (ogsa kendt som Universal-vaeskekit) 303014 (1000 test)
indeholder Aptima vaskeopl@sning, Aptima buffer til deaktiveringsvaeske
og Aptima oliereagens

Multireagensglasenheder (Multi-tube units, MTU) 104772-02
Panther affaldsposekit 902731
Panther afdaekningsstykke til affaldsbeholder 504405
Eller, Pather System Run Kit 303096 (5000 tests)

(nér der kares ikke-realtids-TMA assays parallelt med realtids-TMA assays)
indeholder MTU, affaldsposer, afdeekningsstykker til affaldsbeholder,
automatisk detektering og assayvaesker

Spidser, 1000 pl ledende, vaeskeregistrerende 10612513 (Tecan)
Blegemiddel, 5 % til 7 % (0,7 M til 1,0 M) natriumhypochloritoplasning —

Handsker uden pudder, til engangsbrug —
Uigennemtreengelige udskiftningshaetter 103036A

Udskiftningsheetter til reagens

Flasker til rekonstituering af amplifikations-,
enzym- og promoterreagens CL0041 (100 heetter)
TCR-flaske CL0040 (100 heetter)

Plastbagbeklaedning til laboratorieborde —
Fnugfri servietter —
Pipette —
Spidser —

Der kan anvendes primaere provetagningsregr (ACD, EDTA, PPT, SST, —
Serum) med fglgende stgrrelser:
13 mm x 100 mm
13 mm x 75 mm
16 mm x 100 mm

Centrifuge —

Vortexmixer —
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Valgfri materialer

Materiale Kat. nr.

Aptima-rar til pravealikvot (Specimen Aliquot Tubes, SAT’er) (100 stk.) 503762

Haette til transportrar (100 stk.) 504415
heette til SAT

Aptima prevefortynder PRD-03003

Aptima-pravefortynderkit PRD-03478

indeholder provefortynding, 100 SAT’er og 100 haetter
Overfarselspipetter —

Kommercielt tilgeengelige paneler, fx: —

HIV-1 fra Quality Control for Molecular Diagnostics (QCMD) eller College of
American Pathologists (CAP) HIV viral load undersagelsespanel eller
SeraCare ACCURUN HIV paneler

Podepinde med vatspids —

Vendeapparat —

Testprocedure til Panther System

Bemeerk: Se Panther System Operator’s Manual (brugervejledningen til Panther System)
for yderligere oplysninger om proceduren.

A. Klargering af arbejdsomrade

1. Renger de arbejdsoverflader hvor reagenser skal klarggres. Tor arbejdsoverfladerne
af med 2,5 % til 3,5 % (0,35 M til 0,5 M) natriumhypochloritoplgsning. Lad
natriumhypochloritoplgsningen blive pa overfladerne i mindst 1 minut, og skyl dernaest
efter med deioniseret (DI) vand. Natriumhypochloritoplgsningen ma ikke tgrre. Deek
bordoverfladen, hvor reagenserne og prgverne skal klarggres, med rene,
absorberende afdaekningsstykker med plastbagbeklaedning til laboratorieborde.

2. Renggr en separat arbejdsflade, hvor praverne skal klargeres. Falg proceduren
beskrevet herover (trin A.1).

3. Renger eventuelle pipetter. Fglg proceduren beskrevet herover (trin A.1).

B. Klarggring af kalibrator og kontroller
Lad kalibratoren og kontrollerne na 15 °C til 30 °C fer felgende behandling:

1. Fjern kalibrator og kontroller fra opbevaring (-15 °C til -35 °C), og placér dem i
temperaturer fra 15 °C til 30 °C. Vend forsigtigt op og ned pa hvert rgr under optaningen,
sa de blandes grundigt. Sarg for, at rgrenes indhold er taget helt op inden brug.

Valgmulighed: Kalibrator- og kontrolrgr kan laegges i et vendeapparat, sa de blandes
grundigt. Sgrg for, at rarenes indhold er tget helt op inden brug.

Bemaerk: Sorg for, at der ikke dannes for kraftigt skum, nar kalibratoren og kontrollerne
vendes op og ned. Skum pavirker niveauregistreringen i Panther-System.

2. Nar rarets indhold er tget op, skal ydersiden af rgret tgrres af med en ren og ter
engangsserviet.

3. Abn ikke rarene endnu for at undga kontamination.

Aptima HIV-1 Quant Dx Assay 14 AW-11853-1901 Rev. 003



Aptima~ Panther System

C. Reagensrekonstituering/klarggring af et nyt kit

Bemeerk: Rekonstituering af reagenser bgr udfgres, inden der pabegyndes arbejde pa
Panther System.

1. Target capture reagens (TCR) klargares pa fglgende made:
a. Fjern TCR fra opbevaring (2 °C til 8 °C). Kontrollér lotnummeret pa TCR-flasken
for at sikre, at det stemmer overens med lothnummeret pa stregkodelisten for
hovedIot.

b. Omryst straks TCR-flasken kraftigt 10 gange. Lad TCR-flasken blive i
temperaturer pa 15 °C til 30 °C for at varme flasken op i mindst 45 minutter. Inden
for dette tidsrum skal TCR-flasken vendes op og ned mindst hver 10. minut.

Valgmulighed: TCR-flasken kan klargares pa et vendeapparat pa falgende made:
Fjern TCR fra opbevaring (2 °C til 8 °C), og ryst straks omhyggeligt 10 gange.
Placér TCR-flasken i et vendeapparat, og efterlad TCR-flasken ved 15 °C til 30 °C
til opvarmning i mindst 45 minutter.

c. Sgarg for, at alle udfeeldninger oplagses, og at de magnetiske partikler suspenderes
far brug.

2. Til rekonstituering af amplifikations-, enzym- og promoterreagens gares fglgende:

a. Fjern de frysetarrede reagenser og tilhgrende rekonstitueringsoplasninger fra
opbevaring (2 °C til 8 °C). Anbring hver enkelt rekonstitueringsoplgsning parvist
med det tilhgrende fryseterrede reagens.

b. Kontrollér, at rekonstitueringsoplgsningen og det frysetarrede reagens har
matchende etiketfarver. Kontrollér lothnumrene pa stregkodelisten for hovedlot for
at sikre, at de korrekte reagenser er grupperet.

i. Abn hzaetteglasset med frysetarret reagens ved at fijerne metalforseglingen og
gummiproppen.

ii. Indsaet enden af rekonstitueringsmanchetten (sort) med fordybningen med et
fast tryk pa heetteglasset (figur 5, trin 1).

ii. Abn den tilhgrende flaske med rekonstitueringsoplasning, og laeg laget pa et
rent, afdeekket arbejdsbord.

iv. Placér flasken med rekonstitueringsoplgsning pa en stabil flade (dvs. et
arbejdsbord). Vend derpa heetteglasset med frysetarret reagens over flasken
med rekonstitueringsoplasning, og saet manchetten fast pa flasken med
rekonstitueringsoplgsning (figur 5, trin 2).

v. Vend langsomt de samlede flasker (haetteglas sat pa flasken med opl@sning),
sa oplgsningen kan lgbe ned i heaetteglasset (figur 5, trin 3).

vi. Tag fat i de samlede flasker, og hvirvl dem rundt i mindst 10 sekunder (figur 5,
trin 4).

vii. Vent i mindst 30 minutter pa at det frysetgrrede reagens blandes med
oplgsningen.

viii. Efter det frysetgrrede reagens er blevet blandet med oplgsningen, hvirvles de
samlede flasker i mindst 10 sekunder, og derpa vippes oplasningen let frem
og tilbage i heetteglasset, sa indholdet blandes grundigt.

c. Vend langsomt de samlede flasker igen, sa hele oplgsningen kan Igbe tilbage i
flasken med rekonstitueringsoplasning (figur 5, trin 5).

d. Fjern forsigtigt rekonstitueringsmanchetten og hastteglasset (figur 5, trin 6).
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e. Seet laget pa flasken igen. Registrér operatgrinitialer og rekonstitueringsdato pa
etiketten (figur 5, trin 7).

f. Bortskaf rekonstitueringsmanchetten og haetteglasset (figur 5, trin 8).

Advarsel: Undga, at der dannes kraftigt skum, nér reagenserne rekonstitueres. Skum
pavirker niveauregistreringen i Panther-System.

/4 - ™y

H’1 m ™

3 )
i
h

Figur 5. Reagensets rekonstitueringsproces

D. Klarggring af reagens for tidligere klargjorte reagenser

1.
2.

3.

Tag de tidligere klargjorte reagenser ud af opbevaring (2 °C til 8 °C).

Tidligere klargjort amplifikation, enzym, promoterreagenser og TCR skal na 15 °C il
30 °C for start af assayet.

For tidligere klargjort TCR udfares trin C.1 ovenfor fgr isaetning i systemet.

Hvirvl og vend amplifikations-, enzym- og promoterreagens op og ned for at blande
det grundigt far iseetning i systemet. Undga kraftig skumdannelse, nar reagenserne
vendes op og ned.

Der ma ikke tilfgjes reagens til reagensflaskerne. Panther System registrerer og
afviser flasker, der har faet tilfgjet reagens.

E. Handtering af praver

1.

2.

Sarg for, at frosne praver er toet helt op. Bland de optgede prgver i vortexmixer i 3 til
5 sekunder, s& de blandes omhyggeligt.

Lad prgverne na 15 °C til 30 °C far behandlingen. Se afsnittet Praver pa Panther
System for yderligere oplysninger.

Sarg for, at hvert primeert prgvetagningsrer indeholder mindst 1200 pl pragve. Sgrg
for, at hvert Aptima-rar til prgvealikvot (Specimen aliquot tube, SAT) indeholder
mindst 700 pl preve. Hvis fortynding af praven er ngdvendigt, se trin E.6 herunder for
yderligere oplysninger.

Bland SAT-prgver i vortexmixer i 3 til 5 sekunder, s& de blandes grundigt.
Umiddelbart inden isaetning af proverne i et provestativ centrifugeres hver prgve ved
1000 til 3000g i 10 minutter. Tag ikke haetterne af. Bobler i rerene pavirker
niveaumalingen i Panther System.

Se afsnittet Klargaring af systemet, trin F.2 herunder for oplysninger om iseetning af
prover i stativet og fiernelse af haetter.

Fortynding af en plasmapreve i SAT
En plasmaprgve kan fortyndes i SAT til testning pa Panther-systemet.
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Fortyndede plasmaprgver kan kun bruges til kvantitative resultater. Fortynd ikke
plasmaprgver for at fa diagnostiske resultater.

Bemeerk: Hvis en prgve fortyndes, skal den testes straks efter fortyndingen.

a.

Fortynding af prgver med lavt volumen

Volumenet af plasmaprgver kan gges til det pakraevede minimumsvolumen
(700 pl) ved brug af Aptima pravefortynder. Prgver med mindst 240 pl plasma kan
fortyndes med to dele prgvefortynder (1:3) pa felgende made:

i. Placér 240 pul prove i SAT.

ii. Tilseet 480 pl pravefortynder.
iii. Saet heette pa.

iv. Vend rgret op og ned 5 gange.

Prover, der er fortyndet 1:3, kan testes ved brug af 1:3 valgmuligheden pa
Panther System (se Panther System Operator’'s Manual [Brugervejledningen til
Panther System] for yderligere oplysninger). Softwaren rapporterer automatisk de
ufortyndede resultater med denne fortyndingsfaktor. Disse prever markeres som
veerende fortyndede praver.

Fortynding af prgver med hgj titer

Hvis en prgves resultat ligger over den gvre kvantiteringsgraense, kan den
fortyndes med 99 dele Aptima prevefortynder (1:100) pa fglgende made:

i. Placér 30 pl prgve i SAT.

ii. Tilseet 2970 pl prgvefortynder.
iii. Seaet heette pa.

iv. Vend rgret op og ned 5 gange.

Prover, der er fortyndet 1:100, kan testes ved brug af 1:100 valgmuligheden pa
Panther-systemet (se Panther System Operator’s Manual (Brugervejledningen il
Panther-system) for flere oplysninger). Softwaren rapporterer automatisk de
ufortyndede resultater med denne fortyndingsfaktor. Disse prover markeres som
vaerende fortyndede praver.

Bemaerk: For fortyndede praver med ufortyndede koncentrationer sterre end
ULOQ), rapporteres resultaterne ved hjeelp af et videnskabeligt notat.

F. Klarggring af systemet

1. Seet systemet op ifglge anvisningerne i Panther System Operator’s Manual
(Brugervejledningen til Panther System) og Bemeerkninger til fremgangsmaden. Sarg
for, at der anvendes reagensstativer og TCR-adaptere af passende starrelse.

2. Seet proverne i prgvestativet. Udfgr de fglgende trin for hvert prgvergr (prave og,
hvor ngdvendigt, kalibrator og kontroller):

a.

Lgsn én preovergrshaette, men tag den ikke helt af.

Bemeerk: Veer iseer forsigtig med at undga kontamination fra spredning af
aerosoler. Lagsn haetterne forsigtigt.

Seet proveraret i provestativet.
Gentag trin 2.a og 2.b for hver resterende prove.
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d. Nar prgverne er sat i prgvestativet, fiernes og bortskaffes hvert provergrs heette i
ét provestativ. For at undga kontamination ma haetter ikke fares hen over
prevestativer eller pravergr.

e. Brug om nedvendigt en ny engangsoverfarselspipette til at fierne eventuelle
bobler eller skum.

f. Nar den sidste haette er fiernet, skal prgvestativet saettes i pravebasen.

Bemeerk: Hvis der kares andre assays og praovetyper pa samme tid, skal
proveholderen sikres, for provestativet saettes i pravebasen.

g. Gentag trin 2.a til 2.f for det naeste provestativ.

Bemarkninger til fremgangsmaden
A. Kalibrator og kontroller

1. qHIV-1 positiv kalibrator, gHIV-1 lav positiv kontrol, qHIV-1 hgj positiv kontrol og qHIV-1
negative kontrolrgr kan iszettes i en vilkarlig position i prevestativet og i et vilkarligt
pravebasspor pa Panther-systemet. Pipettering af praver begynder, nar ét af de to
felgende forhold er blevet opfyldt:

a. Kalibratoren og kontrollerne behandles i gjeblikket af systemet.

b. Gyldige resultater for kalibratoren og kontrollerne er blevet registreret pa
systemet.

2. Nar kalibratoren og kontrolrgrene er blevet pipetteret og behandles til Aptima HIV-1
Quant Dx assay-reagenskittet, kan pragver testes med det tilhgrende, rekonstituerede
kit i op til 24 timer, medmindre:

a. Kalibratorresultatet eller kontrolresultaterne er ugyldige.
b. Det tilknyttede analysereagenskit fijernes fra systemet.
c. Det tilhgrende analysereagenskit har overskredet stabilitetsgraenserne.
3. Kalibratoren og hvert kontrolrgr kan anvendes én gang. Forsgg pa at anvende rgret
mere end én gang kan fgre til fejl i behandlingen.
B. Handskepudder

Som i alle reagenssystemer kan for meget pudder pa visse handsker forarsage
kontaminering af abnede reagensglas. Det anbefales at bruge handsker uden pudder.
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Kvalitetskontrol

En kgrsel eller et prgveresultat kan blive ugyldiggjort af en operatar, hvis der observeres
problemer hos operatgren eller med instrumentet under udfgrelsen af assayet, og de er
dokumenteret. Hvis det er tilfaeldet, skal prgverne gentestes.

Kalibrering af assayet

For at fa gyldige resultater, skal en assaykalibrering vaere afsluttet. En enkelt, positiv
kalibrator kegres i triplikat, hver gang et reagenskit saettes i Panther-systemet. Nar
kalibreringen er fastlagt, er den gyldig op til 24 timer. Software i Panther System giver
operatgren en meddelelse, nar kalibrering er ngdvendigt. Operatgren scanner en
kalibreringskoefficient fundet pa stregkodelisten for hovedlot, der falger med hvert reagenskit.

Under behandlingen verificeres kriterierne for godkendelse af kalibratoren automatisk af
softwaren i Panther System. Hvis feerre end to kalibratorreplikater er gyldige, ugyldigger
softwaren automatisk karslen. Prgver i en ugyldiggjort karsel skal testes igen med en netop
klargjort kalibrator og netop klargjorte kontroller.

Negative og positive kontroller

For at danne gyldige resultater er det nadvendigt at teste et saet assaykontroller. Et replikat
af den negative kontrol, af den lave positive kontrol og af den hgje positive kontrol skal
testes, hver gang et reagenskit seettes i Panther-systemet. Nar kontrollerne er fastlagt, er de
gyldige op til 24 timer. Software i Panther System giver operatgren en meddelelse, nar
kontroller er ngdvendige.

Under behandlingen verificeres kriterierne for godkendelse af kontrollerne automatisk af
softwaren i Panther System. For at opna gyldige resultater skal den negative kontrol udvise
resultatet “Ikke detekteret”’, og de positive kontroller skal udvise resultater, der ligger inden for
de foruddefinerede parametre. Hvis en af kontrollerne udviser et ugyldigt resultat, ugyldigger
softwaren automatisk kaerslen. Prgver i en ugyldiggjort karsel skal testes igen med en netop
klargjort kalibrator og netop klargjorte kontroller.

Intern kalibrator/intern kontrol

Hver prgve indeholder en intern kalibrator/intern kontrol (IC). Under behandlingen verificeres
IC-godkendelseskriterierne automatisk af Panther System Software. Hvis et IC-resultat er
ugyldigt, bliver prgveresultatet ugyldiggjort. Hver preve med et ugyldigt IC-resultat skal testes
igen for at opna et gyldigt resultat.

Panther-systemsoftwaren er udviklet til at verificere processerne ngjagtigt, nar procedurerne
udfgres efter anvisningerne pa denne indleegsseddel og i Panther System Operator’s Manual
(Brugervejledningen til Panther-system).
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Fortolkning af resultater

Bemeerk: Kvantitative resultater af Aptima HIV-1 Quant Dx Assay er blevet evalueret med
plasma. Serum ma ikke bruges til indsamling af kvantitative resultater. Kvalitative resultater
er blevet evalueret med bade plasma og serum.

Panther System bestemmer automatisk koncentrationen af HIV-1 RNA for prgver og
kontroller ved at sammenligne resultaterne med en kalibreringskurve. HIV-1 RNA
koncentrationer rapporteres i kopier/ml og log4g kopier/ml. Fortolkningen af resultater er vist i
tabel 1. Hvis fortyndingen 1:3 eller 1:100 bruges til fortyndede prgver, beregner Panther-
systemet automatisk HIV-1 koncentrationen for den ufortyndede preove ved at gange den
fortyndede koncentration med fortyndingsfaktoren, og de fortyndede prgver markeres som
veerende fortyndet.

Bemeerk: For fortyndede prover kan resultater, vist som “Not detected” (lkke detekteret)
eller “<30 detected” (<30 detekteret) blive genereret ved fortynding af en prave med

en koncentration over, men teet pa LOD eller LLOQ (detektionsgreense eller nedre
kvantiteringsgraense). Det anbefales at indsamle og teste en anden ufortyndet prove,
hvis et kvantitativt resultat ikke kan opnas.

Panther System giver ikke et kvalitativt resultat (dvs. “Reaktiv” eller “Ikke-reaktiv”) til diagnostisk
brug. Operataren skal fortolke den rapporterede HIV-1 RNA koncentration i form af et kvalitativt
resultat (tabel 1). Prgver med resultater angivet som “Not detected” (lkke detekteret) er ikke-
reaktive over for HIV-1 RNA. Prgver med resultater angivet som “<30 detected” (<30 detekteret)
eller prgver med resultater vist inden for det linesere omrade angiver, at der blev detekteret
HIV-1 RNA, og at disse praver er reaktive over for HIV-1 RNA.

Tabel 1: Fortolkning af resultater

Rapporteret Aptima HIV-1
Quant Dx Assay-resultat Brugerens diagnostiske

kvalitative fortolkning®

Fortolkning af HIV-1 RNA koncentration
Kopier/ml*  Logqq veerdi®

Ikke detekteret |kke detekteret HIV-1 RNA ikke detekteret. Ikke- reaktiv over for HIV-1
RNA

<30 detekteret <1,47 HIV-1 RNA detekteres, men pa et niveau, der Reaktiv for HIV-1 RNA
ligger under den nedre kvantiteringsgreense

(LLOQ)
30 til 1,47 til 7,00  HIV-1 RNA koncentrationen ligger inden for det Reaktiv for HIV-1 RNA
10.000.000 lineaere omrade pa 30 til 10.000.000 kopier/ml.
>10.000.000 >7,00 HIV-1 RNA koncentrationen ligger over den Reaktiv for HIV-1 RNA

gvre kvantiteringsgreense (ULOQ).

Ugyldig® Ugyldig® Der opstod en fejl under udarbejdelsen af Ugyldig
resultatet. Praven skal testes igen.

 Konverteringsfaktoren for kopier til internationale enheder (IE) for den 3. internationale standard for HIV-1 RNA (10/152) er 0,35 kopier/IE.
*Veerdien er afkortet til to decimaler.

°En diagnostisk fortolkning kan udarbejdes pa grundlag af enten serum- eller plasmaprgver, der ikke er blevet fortyndet.

¢ Ugyldige resultater vises med bla skrift.
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Aptima"‘ Begraensninger

Begraensninger

A. Kun personale, som er opleert i fremgangsmaden til dette assay, ma udfgre proceduren.
Hvis anvisningerne pa denne indleegsseddel ikke falges, kan det fare til fejlagtige
resultater.

B. Palidelige resultater er afhaengige af tilstreekkelig pravetagning og korrekt transport,
opbevaring og behandling af praver.

C. Dette assay er kun godkendt til brug som et kvantitativt assay med humant plasma.
D. Assayet er godkendt til brug som et kvalitativt assay med humant plasma og serum.

E. Selv om det er sjeeldent, kan mutationer i de hgjt konserverede regioner af virusgenomet,
der er daekket af primere og/eller prober i Aptima HIV-1 Quant Dx Assay, resultere i
underkvantificering af eller manglende evne til at detektere virusset.
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Praestation

Detektionsgraense (LOD) ved brug af den 3. HIV-1 internationale standard fra WHO

Detektionsgreensen (Limit of Detection, LOD) defineres som koncentrationen af HIV-1 RNA,
der detekteres med 95 % eller stgrre sandsynlighed ifglge CLSI EP17-A2 (39). LOD blev
bestemt ved testning af paneler, der bestod af fortyndinger af den 3. HIV-1 WHO
internationale standard (undertype B, NIBSC kode: 10/152) i HIV-1 negativt plasma. Tredive
replikater af hver fortynding blev kart pa tre Panther Systems ved brug af tre reagenslot til i
alt 90 replikater for hver fortynding. Ifalge CLSI EP17-A2 defineres LOD som resultaterne fra
det reagenslot, der har den hgjeste koncentration for den forudsagte detektionsgraense.
Disse resultater er vist i tabel 2. Ifglge probitanalyse er LOD for Aptima HIV-1 Quant Dx
Assay 12 kopier/ml (35 IE/ml; 0,35 kopier = 1 IE).

Tabel 2: Detektionsgreense for Aptima HIV-1 Quant Dx Assay ved brug af den 3. HIV-1 internationale standard
fra WHO

Forudsagt Koncentration
detektionsgranse (kopier/ml)
10 % 1,2
20 % 1,6
30 % 2,0
40 % 2,5
50 % 3,1
60 % 3,8
70 % 4,8
80 % 6,2
90 % 9,0
95 % 12,1
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Detektionsgraense pa tvaers af HIV-1 undertyper og grupper

For HIV-1 gruppe M (undertype A, C, D, F, G, CRF01_AE, CRF02_AG) og gruppe N og O
blev der lavet syv paneler ved at tilseette enten dyrket HIV-1 virus eller positive kliniske
praver til HIV-1 negativt humant plasma (0 til 40 kopier/ml). Hvert panelmedlem blev testet i
30 replikater med to reagensilot for i alt 60 replikater pr. panelmedlem. Tildelingen af en
koncentration for kliniske prgver eller dyrkede virusstammer blev bestemt med et
komparatorassay. En probitanalyse blev foretaget for at etablere 50 % og 95 % forudsagte
detektionsgreenser. Ifalge CLSI EP17-A2 (39) defineres LOD som resultaterne fra det
reagenslot, der har den hgjeste koncentration for den forudsagte detektionsgreense. Disse
resultater er vist i tabel 3.

Tabel 3: Detektionsgraense pa tveers af HIV-1 undertyper og grupper

Undertype/ Forudsagt Koncentration
gruppe detektionsgranse (kopier/ml)
50 % 3,0
A
95 % 12,3
50 % 1,8
CRFO01_AE
95 % 6,2
50 % 3.4
CRF02_AG
95 % 15,4
50 % 2,0
Cc
95 % 10,7
50 % 3,7
D
95 % 14,0
50 % 2,1
F
95 % 8,3
50 % 3,1
G
95 % 17,5
50 % 1,2
N
95 % 7,8
50 % 1,8
o
95 % 8,0
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Lineaert omrade

Det linezere omrade for Aptima HIV-1 Quant Dx Assay blev fastlagt ved testning af paneler
bestdende af dyrket HIV-1 undertype B virus fortyndet i HIV-1 negativt humant plasma ifglge
CLSI EP06-A (40). Paneler varierede i koncentration fra 1,30 til 7,30 log kopier/ml. Testning
blev udfgrt pa syv Panther Systems med to reagenslot Aptima HIV-1 Quant Dx Assay. Som
vist i figur 6 udviste Aptima Quant Dx Assay linearitet pa tveers af det testede omrade.

8,00

7,00

5,00

4,00

Aptima HIV-1 Quant Dx Assay (log kopier/ml)

0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00 8,00

Targetkoncentration (log kopier/ml)

Figur 6. Linearitet af Aptima HIV-1 Quant Dx Assay
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Linearitet pa tveers af HIV-1 undertyper og grupper

Det linezere respons af Aptima HIV-1 Quant Dx Assay pa tveers af gruppe M (undertype A,
B, C, D, F, G, H, CRFO1_AE) og gruppe N og O blev bekreeftet ved testning af paneler, der
bestod af HIV-1 transkript fortyndet i buffer ved koncentrationer fra 2,00 til 6,70 log kopier/ml.
Testning blev udfert pa fire Panther Systems og seks karsler. Linearitet sas pa tveers af det
testede omrade (figur 7).

8,00

~N
o
(=}

+ Undertype A

Undertype B
6,00
4 Undertype C

* Undertype D

5,00
Undertype AE
4,00 Undertype F
Undertype G
3,00 Undertype H
Gruppe N
2,00 Gruppe O

Aptima HIV-1 Quant Dx Assay (logkopier/ml)

N
[=]
S

0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00 8,00

Targetkoncentration (logkopier/ml)

Figur 7. Linearitet pa tvaers af gruppe M (undertype A, B, C, D, F, G, H, CRF01_AE) og gruppe N og O
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Den nedre kvantiteringsgraense ved brug af den 3. HIV-1 internationale standard

fra WHO

Den nedre kvantiteringsgraense (Lower Limit of Quantitation, LLOQ) defineres som den
laveste koncentration ved hvilken HIV-1 RNA pa palidelig vis kan kvantiteres inden for
greenserne for total fejl (Total Error, TE), ifelge CLSI EP17-A2 (39). TE blev beregnet vha.
Westgard-reglen (TE = |bias| + 2SD). For at sikre ngjagtighed og praecision af malinger blev
TE for Aptima HIV-1 Quant Dx Assay sat til 1 log kopier/ml (dvs. at ved LLOQ er forskellen
mellem to malinger pa mere end 1 log kopier/ml statistisk signifikant).

LLOQ blev bestemt ved testning af paneler, der bestod af fortyndinger af den 3. HIV-1
internationale standard fra WHO (undertype B, NIBSC kode: 10/152) i HIV-1 negativt plasma.
Ifglge CLSI EP17-A2 blev panelerne testet med tre reagenslot i replikater af 30 for hvert lot
fra 23 keorsler. Resultaterne er vist i tabel 4. Den hgjeste nedre kvantiteringsgraense (LLOQ)
for de tre lots, som er testet pa Aptima HIV-1 Quant Dx assay ved brug af den 3. HIV-1
internationale standard fra WHO er 15 kopier/ml (1,17 log kopier/ml) (tabel 5).

Tabel 4: Bestemmelse af LLOQ for Aptima HIV-1 Quant Dx Assay ved brug af den 3. HIV-1 internationale

standard fra WHO

Reagenslot k°“zir’ﬂ?:‘“°“ Alg:zzt.HD“’i 1 (log kc?zer/ml) (log Llii:;lr/ml) (g;rﬁg:i(:r/TrED
(log kopier/ml) (log kopier/ml)
1,15 1,05 0,37 0,10 0,84
1,24 0,94 0,35 0,30 1,00
1,42 1,37 0,33 0,05 0,71
! 1,54 1,47 0,22 0,07 0,50
1,94 1,98 0,13 0,04 0,30
2,42 2,45 0,07 0,03 0,17
1,15 0,50 0,33 0,65 1,31
1,24 0,80 0,44 0,45 1,33
1,42 0,93 0,37 0,49 1,24
2 1,54 1,17 0,31 0,38 0,99
1,94 1,75 0,21 0,19 0,62
2,42 2,28 0,21 0,14 0,55
1,15 0,88 0,41 0,26 1,09
1,24 0,98 0,35 0,27 0,97
1,42 1,15 0,34 0,27 0,96
3 1,54 1,35 0,37 0,20 0,93
1,94 1,84 0,17 0,11 0,44
2,42 2,37 0,11 0,05 0,27

SD = standardafvigelse
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Tabel 5: Oversigt over LLOQ ved brug af den 3. HIV-1 internationale standard fra WHO (3 reagenslot)

Reagenslot (log :;:;gigr/mn (koLpLigr(/Jml)
1 0,94 8,7
2 1,17 15
3 0,98 9,5

Verificering af LLOQ pa tvaers af HIV-1 undertyper og grupper

LLOQ pa tveers af HIV-1 undertyper og grupper blev verificeret ifelge CLSI EP17-A2 (39).
Der blev lavet paneler for hver HIV-1 gruppe M (undertype A, B, C, D, F, G, CRF01_AE,
CRF02_AG) og gruppe N og O ved at tilsaette enten naturligt inficerede kliniske praver eller
kliniske isolater til pooled HIV-1 negativt humant plasma. Testning bestod af i alt 30 replikater
pr. panelmedlem. Data i tabel 6 viser den laveste koncentration for hver undertype eller
gruppe, hvor TE var mindre end 1 log kopier/ml. Den hgjeste LLOQ for alle testede
undertyper og grupper var 30 kopier/ml. Denne hgjere vaerdi blev derfor valgt som LLOQ for
Aptima HIV-1 Quant Dx Assay.

Tabel 6: Verificering af LLOQ med HIV-1 undertype eller gruppe

Panel LLOQ (kopier/ml)

Undertype A 30
Undertype CRF01_AE 10
Undertype CRF02_AG 30
Undertype B 10
Undertype C 30
Undertype D 15
Undertype F 15
Undertype G 30
Gruppe N 10
Gruppe O 15
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Praecision

Til evaluering af praecisionen af Aptima HIV-1 Quant Dx Assay blev et panel, som blev lavet
ved at tilsaette dyrket HIV-1 undertype B virus til HIV-1 negativt plasma, testet af tre operatarer
ved brug af tre reagenslot pa tre Panther Systems i Igbet af 20 dage (tabel 7). Panelet bestod
af et enkelt HIV-1 negativt panelmedlem og otte HIV-1 positive panelmedlemmer. Tildelingen af
en koncentration for kliniske pragver eller dyrkede virusstammer blev bestemt med et
komparatorassay.

Tabel 7: Preecision af Aptima HIV-1 Quant Dx Assay

Mellem Mellem Mellem Inden for en

Antal gyldige Middel-. instrumenter  operatorer Mellem lot kersler kersel Ialt

replikater {fﬁ;‘iﬁ,’;‘,’:ﬁ,‘;’.‘) so SV g OV o OV o OV OV o CV
(%) (%) (%) (%) (%) (%)

137 1.80 0,00 o000 003 172 000 000 000 000 0,6 893 016 9,10
157 2,37 0,00 0,00 005 208 001 036 008 333 015 619 017 734
160 2,47° 0,00 o000 003 137 003 135 007 297 012 503 015 6,15
162 2,95 0,00 o000 008 257 002 061 010 329 0,09 304 015 520
162 3,80 0,01 032 003 08 002 048 006 149 007 180 010 253
159 4,93 0,00 o000 002 037 004 o077 005 110 004 071 008 156
162 5,69 0,00 o000 002 027 004 066 003 058 007 129 009 158
162 6,71 0,00 o000 001 022 004 052 004 060 005 078 008 1,13

CV = variationskoefficient, SD = standardafvigelse

?Dette panelmedlem blev fortyndet 1:3 med pravefortynder og testet for at evaluere preecisionen af den fortyndede prove.
Bemazerk: Variabilitet pga. visse faktorer kan vaere numerisk negativ, hvilket kan forekomme, hvis variabiliteten pga. disse
faktorer er meget lille. Nar dette forekommer, er SD = 0 og CV = 0 %. Det totale antal testede replikater var 162 for hvert panel.
Kun replikater med en numerisk veerdi blev analyseret.
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Praestation

Potentielt interfererende stoffer

Falsomheden af Aptima HIV-1 Quant Dx Assay fra interferens fra eleverede niveauer af
endogene stoffer og fra laegemidler, der normalt ordineres til HIV-1 inficerede personer blev
evalueret. HIV-1 negative humane plasmaprgver og prgver med tilseetninger op til en
koncentration pa 3 log kopier/ml HIV-1 RNA blev testet.

Ingen interferens i praestationen af Aptima HIV-1 Quant Dx Assay blev observeret ved
tilstedevaerelse af albumin (90 mg/ml), haemoglobin (5 mg/ml), triglycerider (30 mg/ml) eller
ukonjugeret bilirubin (0,2 mg/ml).

Der blev ikke observeret interferens af praestationen af Aptima HIV-1 Quant Dx Assay ved
tilstedevaerelse af de eksogene stoffer vist i tabel 8 ved koncentrationer mindst tre gange
hejere end C,,5ks. (humant plasma).

Tabel 8: Eksogene stoffer

Pool af
eksogene Testede eksogene stoffer
stoffer
1 Lopinavir, indinavir, saquinavir, ritonavir, nelfinavir mesylat, darunavir,
amprenavir, atazanavir
2 Nevirapin, efavirenz, rilpivirin, clarithromycin, amphotericin B
3 Tenofovir disoproxil fumarat, adefovir dipivoxil, ribavirin, enfuvirtid, maraviroc,
raltegravir, dolutegravir
4 Abacavir-sulfat, didanosin, zidovudin, lamivudin, stavudin, entecavir,
telbivudin, emtricitabin
5 Paroxetin HCI, fluoxetin, sertralin
6 Ganciclovir, valacyclovir, acyclovir, rifampin/rifampicin, ethambutol
7 Ciprofloxacin, azithromycin, amoxicillin, cephalexin, ampicillin, trimethoprim
8 Valganciclovir-hydrochlorid, boceprevir, telaprevir, simeprevir, sofosbuvir
9 Pegyleret interferon alfa-2b, interferon alfa -2a, interferon alfa -2b
10 Heparin, EDTA, natriumcitrat
1" Tipranavir
12 Isoniazid
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Kliniske plasmaprgver vist i tabel 9 fra patienter med eleverede niveauer af definerede
stoffer, eller fra patienter med de angivnhe sygdomme, blev testet med Aptima HIV-1 Quant
Dx Assay med og uden tilstedevaerelse af 3 log kopier HIV-1 RNA. Ingen interferens af
praestation blev observeret.

Tabel 9: Testede kliniske provetyper

Kliniske provetyper

1 Rheumatoidfaktor (RF)

2 Antinukleeert antistof (ANA)

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

4 Systemisk lupus erythematosus (SLE)
5 Rheumatoid arthritis (RA)

6 Multipel sklerose (MS)

7 Hyperglobulineemi

8 Eleveret alanin-aminotransferase (ALT)
9 Alkoholisk cirrhose (AC)

10 Multipelt myelom (MM)

1" Lipaemisk (eleveret lipid)

12 Ikterisk (eleveret bilirubin)

13 Heaemolyseret (eleveret haeamoglobin)
14 Eleveret protein/albumin

15 HCV antistoffer

16 HBYV antistoffer

17 HIV-2 antistoffer
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Praestation

Specificitet

Specificiteten af Aptima HIV-1 Quant Dx Assay blev bestemt vha. 120 friske og 510 frosne
HIV-1 negative plasmaprgver og 120 friske og 510 frosne HIV-1 negative serumprgver. Alle
resultater var ikke-reaktive (specificitet pa 100 %; 95 % CI: 99,4-100 %).

Tabel 10: Specificitet i plasma- og serumprgver

Friskt Frossent Totalt Friskt Frossent Totalt
plasma plasma plasma serum serum serum
Gyldige replikater (n) 120 510 630 120 510 630
Ikke-reaktiv 120 510 630 120 510 630
e , 100 % 100 % 100 % 100 % 100 % 100 %
Specificitet (95 % Cl) (97 0-100) (99,3-100)  (99,4-100)  (97,0-100)  (99,3-100)  (99,4-100)

CI = confidence interval (konfidensinterval)
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Analytisk specificitet

Potentiel krydsreaktivitet over for patogener (tabel 11) blev evalueret i Aptima HIV-1 Quant
Dx Assay ved tilstedeveerelse eller fravaer af 3 log kopier/ml HIV-1 RNA i HIV-1 negativt
plasma. Der blev ikke observeret interferens i assaypraestationen ved tilstedeveerelse af
patogenerne.

Tabel 11: Patogener testet for analytisk specificitet

Patogen Koncentration
Hepatitis A virus 100.000 PFU/ml?
Hepatitis B virus 100.000 IE/ml°
Hepatitis C Virus 100.000 IE/mlI
Hepatitis G virus 100.000 kopier/ml
Herpes simplex virus 1 (HSV-1) 100.000 PFU/mI
Herpes simplex virus 2 (HSV-2) 75.000 PFU/mI
Human herpes virus 6 100.000 kopier/ml
Human herpes virus 8 42.000 PFU/mI
HIV-2 5.500 PFU/ml

Human T-celle lymfotrofisk

virus (HTLV) 100.000 vp/mi*

Vestnilvirus 100.000 kopier/ml
Parvovirus B19 100.000 IE/mI
Cytomegalovirus 100.000 kopier/ml
Epstein-Barr virus 100.000 kopier/ml
Adenovirus type 5 100.000 PFU/ml
Denguevirus 100.000 kopier/ml
Influenza A virus 100.000 PFU/ml
Staphylococcus aureus 1.000.000 CFU/ml°
Propionibacterium acnes 1.000.000 CFU/mi
Staphylococcus epidermidis 1.000.000 CFU/mi
Neisseria gonorrhoeae 1.000.000 CFU/mlI
Chlamydia trachomatis 300.000 IFU/mI®
Candida albicans 1.000.000 CFU/mlI

*PFU/ml = Plaque forming units (Plakdannende enheder) pr. ml.
°|E/ml = Internationale enheder pr. ml.

evp/ml = Viruspartikler pr. ml.

¢CFU/ml = Colony forming units (Kolonidannende enheder) pr. ml.
°IFU/ml = Inclusion forming units (Inklusionsdannende enheder) pr. ml.
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Praestation

Repeterbarhed af kliniske praver

Ti kliniske plasmaprgver blev testet i tre replikater med Aptima HIV-1 Quant Dx Assay. Den

gennemsnitlige koncentration og standardafvigelse er vist i tabel 12.

Tabel 12: Repeterbarhed af kliniske praver

Gennemsnitlig

Prove koncentration SD
(log kopier/ml)
1 2,57 0,06
2 3,20 0,03
3 3,24 0,06
4 3,97 0,02
5 4,20 0,05
6 4,85 0,01
7 5,17 0,04
8 5,51 0,06
9 5,84 0,02
10 6,64 0,00
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Fortynding af prove ved brug af prevefortynder

Til evaluering af prgvefortynding blev et panel bestaende af 11 prgver med koncentrationer,
der spaendte over det lineaere omrade af Aptima HIV-1 Quant Dx Assay, og som bestod af to
prever over assayets gvre kvantiteringsgraense, testet ufortyndet og fortyndet (1:3 eller 1:100
i prevefortynder) i triplikat (tabel 13).

Tabel 13: Pragvefortynding

Gennemsnitlig Gennemsnitlig
Fortynding ko:fz?;:‘adtlctm, k;zz:::: ::i?)tna Forskel

(log kopier/ml) (log kopier/ml)

2,57 2,72 0,15

3,20 3,33 0,13

3,24 3,55 0,30

3,97 4,05 0,07

4,20 4,24 0,04

1:3 4,85 4,81 -0,04

5,17 5,08 -0,08

5,51 5,32 -0,19

5,84 5,94 0,10

6,64 6,66 0,02

2,46° 2,19 -0,27

1:100 >7,00 (7,16°) 7,48 0,32

1:100 >7,00 (7,40°° 7,39 -0,01

*Rapporteret koncentration er vaerdien rapporteret af Panther-systemet, efter fortyndingsfaktoren
er blevet anvendt.

*Prgve med tilszetning.

°Alle resultater >7,00 log kopier/ml blev estimeret ved yderligere analyse.
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Korrelation mellem metoder

Praestationen af Aptima HIV-1 Quant Dx Assay blev evalueret i forhold til et CE-meerket
komparatorassay ved at teste ufortyndede kliniske plasmaprgver fra HIV-1 inficerede
patienter pa fire Panther Systems og med to lot reagenser. | alt 342 frosne og 108 friske
plasmaprgver med kvantificerbare resultater i savel Aptima HIV-1 Quant Dx Assay som
komparatorassayet blev brugt til lineaer regression (figur 8). Prgverne inkluderede HIV-1
gruppe M (undertype A, B, C, D, F, G, H, CRF01_AE, CRF02_AQG).
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Figur 8. Korrelation mellem Aptima HIV-1 Quant Dx Assay og komparatorassay

Diagnostisk overensstemmelse

Til evaluering af diagnostisk overensstemmelse blev prgver fra HIV-1 positive personer testet
med Aptima HIV-1 Quant Dx Assay og et CE-meerket HIV-1 kvalitativt komparatorassay:
414 prover udviste gyldige resultater (tabel 14). Resultaterne for begge assays blev inddelt i
kategorier pa felgende made: Ethvert resultat, som gav et kvantificerbart eller detekterbart
resultat, blev kategoriseret som “Detected” (“Detekteret”). Ethvert resultat for target, som ikke
blev detekteret, blev kategoriseret som “Target Not Detected” (“Target ikke detekteret”).

Tabel 14: Diagnostisk overensstemmelse mellem Aptima HIV-1 Quant Dx Assay og komparatorassay

Aptima HIV-1 Quant Dx Assay

Target ikke
Detekteret detekteret
Detekteret 214 0
Komparatorassay Target ikke 0 200

detekteret
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Overforsel

For at fastleegge, at Panther System minimerer risikoen for falsk positive resultater pga.
kontamination fra overfarsel, blev der foretaget en analytisk undersggelse med flere kgrsler,
hvor der blev brugt paneler med tilseetninger pa to Panther Systems. Overfgrsel blev
evalueret med hgj titer HIV-1 prever med tilsaetning (7 log kopier/ml) fordelt over HIV-1
negative praver i et skakbraetmanster. Testningen fandt sted over fem karsler. Den samlede
overfgrselsrate var 0 % (n = 469).

Serokonversionspanel

Nitten saet HIV-1 serokonversionspaneler, bestaende af 204 praver, blev testet med Aptima
HIV-1 Quant Dx Assay. Detektion af HIV-1 RNA blev sammenlignet med detektion med p24
antigentests og med HIV-1/2 antistoftests. Antallet af dage til det fgrste reaktive resultat med
p24 antigentests, anti-HIV 1/2 antistoftests og Aptima HIV-1 Quant Dx Assay er vist i tabel 15.
Aptima HIV-1 Quant Dx Assay detekterede HIV-1 RNA i gennemsnit hhv. 5,58 og 11,16 dage
for p24 antigen og anti-HIV 1/2 antistoftestene.

Tabel 15: Oversigt over serokonversionspaneldata

Forskel i dage til forste reaktive

Antal reaktive panelmedlemmer  Dage til forste reaktive resultat resultat (baseret pa dato for
Antal blodprave)
Panel-id testede Dage med Dage med
panelmed-  Aptima . Aptima . tidligere tidligere
lemmer piy-1 VP24 ANRHIVAZ -y HIN P24 A2 etektion end  detektion end
Quant Dx 9 Quant Dx 9 med HIV p24 med Anti-HIV 1/2

antigentest antistoftest
6248 7 3 2 1 14 18 25 4 11
6243 10 6 3 2 18 25 32 7 14
6247 9 4 4 1 21 21 30 0 9
9016 10 3 2 0 27 30 34° 3 7
9018 1 5 3 2 21 28 32 7 11
9020 22 5 4 1 83 87 97 4 14
9021 17 5 4 1 43 47 57 4 14
9022 9 3 2 1 23 25 32 2 9
9023 22 5 3 0 71 78 85° 7 14
9030 16 5 3 1 40 47 54 7 14
9034 13 4 3 1 41 46 53 5 12
9089 6 5 3 2 7 16 20 9 13
12008 13 7 4 4 21 28 33 7 12
PRB962 6 4 2 0 7 14 172 7 10
PRB963 7 4 2 0 9 17 21° 8 12
PRB966 10 5 3 2 35 44 48 9 13
PRB974° 4 3 2 1 7 9 16 2 9
PRB975" 5 3 1 0 7 14 14° 7 7
PRB978° 7 3 1 0 26 33 33° 7 7

Middelvaerdi 5,58 11,16
I alt 204 82 51 20

Middel 7 12

2 Alle blodprgver i dette panel var ikke-reaktive for Anti-HIV 1/2 antistof. Den sidste dag med blodpraver blev brugt som “Dage til ferste

reaktive resultat”.

Anti-HIV-1/2 antistoftestning blev udfert med Abbott Anti-HIV 1/2, med de fglgende undtagelser:
® Panel PRB974, PRB9I75 og PRB978 blev testet med Siemens Anti-HIV 1/2 test.
HIV-1 p24 antigentestning blev afsluttet med Coulter HIV-1 p24 Ag, med de fglgende undtagelser:

® Panel PRB974, PRB9I75 og PRB978 blev testet med BioMerieux p24 Ag test.
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Akvivalensundersogelse af serum / plasma

Til evaluering af sekvivalens blev matchede sat serum og plasma (25 HIV-1 positive og
25 HIV-1 negative) samt 40 praver til hvilke var tilsat dyrket HIV-1 (50-1.000.000 kopier/ml
i HIV-1 negativt plasma og serum), testet med Aptima HIV-1 Quant Dx Assay. Negativ
overensstemmelse var 100,0 % (95 % CI: 97,0 %-100,0 %). Positiv overensstemmelse var
98,4 % (95 % CI: 95,4 % - 99,5 %).
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