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Allgemeine Informationen

Einleitung

Diese Packungsbeilage ergénzt die Packungsbeilage des Aptima HIV-1 Quant Dx Assays
(AW-11853). In diesem Dokument sind Erlduterungen, Warn- und Vorsichtshinweise sowie
Anleitungen zur Vorbereitung und Durchflihrung von Tests aus Trockenblutproben

(DBS, Dried Blood Spot) mit dem Aptima HIV-1 Quant DX Assay zur Uberwachung der
HIV-1-Viruslast und der Frihdiagnose bei Sauglingen (EID, Early Infant Diagnosis) zu finden.
Allgemeine Warn- und Vorsichtshinweise sowie Anweisungen zur Reagenzvorbereitung

far den Aptima HIV-1 Quant Dx Assay sind in AW-11853 zu finden.

Verwendungszweck

Der Aptima HIV-1 Quant Dx Assay ist ein In-vitro-Nukleinsaure-Amplifikationstest fur
den Nachweis und die Quantifizierung der RNA-Gruppen M, N und O des Humanen
Immundefizienz-Virus Typ 1 (HIV-1) auf dem vollautomatischen Panther System.

Der Test ist zur Unterstutzung im Rahmen einer HIV-1-Diagnostik oder zur Bestatigung
einer HIV-1-Infektion oder zur Unterstitzung im Rahmen der klinischen Versorgung von
Patienten mit HIV-1-Infektion bestimmt.

Daruber hinaus kann der Aptima HIV-1 Quant Dx Assay die Diagnose einer akuten

bzw. primaren HIV-1-Infektion unterstitzen. Eine akute bzw. primare HIV-1-Infektion

ist durch die Gegenwart von HIV-1-RNA im Plasma, Serum oder Blut von Patienten

bei gleichzeitiger Abwesenheit von Antikérpern gegen HIV-1 gekennzeichnet. Liefern
zugelassene HIV-Immunassays bei einer Probe wiederholt reaktive Ergebnisse, kann
der Aptima HIV-1 Quant Dx Assay als erganzender Test verwendet werden. Ist das
Ergebnis des Aptima HIV-1 Quant Dx Assays reaktiv, gilt die HIV-1-Infektion als bestatigt.

Bei Personen mit HIV-1-Infektion kann der Aptima HIV-1 Quant Dx Assay aufierdem im
Zusammenhang mit anderen Labormarkern und dem klinischen Bild zur Beurteilung der
Erkrankungsprogression dienen. Bei Sauglingen im Alter unter 18 Monaten kann der
Aptima HIV-1 Quant Dx Assay die Fruhdiagnose einer HIV-1-Infektion anhand
Trockenblutproben unterstitzen. Der Aptima HIV-1 Quant Dx Assay kann die
Uberwachung einer antiretroviralen Therapie unterstiitzen. Dazu werden die Anderungen
der HIV-1-RNA-Konzentration in Plasma- oder Trockenblutproben gemessen.

Soll der Aptima HIV-1 Quant Dx Assay die Diagnose einer HIV-1-Infektion unterstutzen,
dienen Plasma-, Serum- oder Trockenblutproben von Sauglingen unter 18 Monaten zur
Ermittlung von qualitativen Ergebnissen. Soll der Aptima HIV-1 Quant Dx Assay die
Uberwachung einer antiretroviralen Therapie unterstiitzen, kommen nur Plasma- oder
Trockenblutproben zur Ermittlung von quantitativen Ergebnissen in Frage. Serumproben
darfen nicht zur Ermittlung von quantitativen Ergebnissen verwendet werden.

Dieser Assay ist nicht flir das Screening von Blut- oder Plasmaspendern vorgesehen.

Zusammenfassung und Erlauterung des Tests fur Trockenblutproben (DBS)

Trockenblutproben eignen sich zur Uberwachung der Viruslast und zum Nachweis eines
virologischen Versagens bei einem Schwellenwert von 1000 Kopien/ml. (1)
Trockenblutproben eignen sich auch zur Unterstutzung einer Frihdiagnose einer
HIV-1-Infektion bei Sauglingen bis zu einem Alter von 18 Monaten. (2).
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Bei Sauglingen, die mit HIV infiziert sind, besteht ein hohes Todesrisiko im ersten Lebensjahr.
Morbiditat und Mortalitdt kdnnen durch die frihzeitige Einleitung einer antiretroviralen Therapie
(ART) erheblich gesenkt werden. Im Rahmen der Frihdiagnose werden serologische HIV-Tests
nicht empfohlen, da mutterliche IgG-Antikérper die Plazentaschranke passieren und bei

nicht infizierten Sauglingen unter 18 Monaten persistieren kénnen, was unter Umstanden

zu falsch-positive HIV-Antikorper-Test-Ergebnissen fuhren kann. Zur Diagnose einer
HIV-1-Infektion bei Kindern unter 18 Monaten sind Assays erforderlich, mit denen
Komponenten des HIV-1-Virus nachgewiesen werden kénnen — beispielsweise HIV-1-RNA
oder p24-Antigen. Die Weltgesundheitsbehdrde empfiehlt bei Sauglingen unter 18 Monatn
virologische Tests auf HIV-1-DNA, HIV-1-RNA oder HIV-1-p24-Antigen. Fir die Frihdiagnose
bei Sauglingen mit HIV-RNA-Nachweismethoden wird Trockenblut empfohlen. (2,3)

Warnhinweise und VorsichtsmaRBnahmen

Hinweis: Die Gefahrenkommunikation spiegelt die Einstufung der EU-Sicherheitsdatenblatter
(SDB) wider. Informationen zu Gefahrenhinweisen spezifisch fiir lhre Region sind im
regionsspezifischen SDB in der Sicherheitsdatenblatt-Sammlung unter www.hologicsds.com
zu finden.

A. In-vitro-Diagnostikum.

B. Zur Verringerung des Risikos ungultiger Ergebnisse mussen die Packungsbeilage und
das Panther System Operator’s Manual (Bedienungsanleitung fiir das Panther System)
sorgfaltig und vollstandig gelesen werden, bevor dieser Assay durchgefiihrt wird.

Hinweise zu Trockenblutproben

C. Proben koénnen infektids sein. Bei der Durchfuhrung dieses Assays sind allgemeine
VorsichtsmalRnahmen (4, 5, 6) zu befolgen. Entsprechend den vor Ort geltenden
Bestimmungen sind angemessene Handhabungs- und Entsorgungsmethoden
festzulegen.(7) Dieses Verfahren darf nur von Personen durchgefiihrt werden, die in der
Anwendung des Aptima HIV-1 Quant Dx Assays und in der Handhabung infektiésen
Materials geschult sind.

D. Um die Probenintegritat zu wahren, missen wahrend des Probenversands die
ordnungsgemalien Lagerungsbedingungen aufrechterhalten werden. Die Probenstabilitat
unter anderen Versandbedingungen als den hier empfohlenen wurde nicht untersucht.

E. Kreuzkontamination wahrend der Probenhandhabungsschritte vermeiden. Insbesondere
ist darauf zu achten, bei der Bearbeitung der Trockenblutproben beim Ldésen oder
Entfernen von Probenkappen eine Kontamination durch Verbreitung von Aerosolen zu
vermeiden. Die Proben kénnen sehr hohe Konzentrationen von Organismen aufweisen.
Es ist sicherzustellen, dass die Probenbehalter nicht miteinander in Berihrung kommen.
Benutzte Materialien durfen nicht Gber offene Behalter hinweg entsorgt werden. Die
Handschuhe wechseln, wenn diese mit Proben in Kontakt kommen.

F. Venenblutproben (EDTA) und Fingerbeeren- oder Fersenblut fir Trockenblutproben und
Trockenblut-Testkarten mussen gemal den Bestimmungen vor Ort enthommen und
aufbewahrt werden, um eine Ubertragung von Krankheitserregern durch das Blut zu
vermeiden.

G. Es werden mindestens drei Trockenblutflecken pro Testkarte empfohlen.
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H.

Eine unsachgemalle Herstellung, Trocknung, Lagerung und Handhabung von
Trockenblutproben kdnnen zu fehlerhaften Testergebnissen fuhren.

Es muss sichergestellt werden, dass die Trockenblut-Testkarten vollstandig trocken sind,
bevor sie in ReilRverschlussbeuteln zusammen mit Trockenmittel aufbewahrt werden.
Eine unvollstandige Trocknung der Proben kann die Haltbarkeit verkirzen und zu
fehlerhaften Ergebnissen flhren.

Noch nicht benutzte Testkarten missen gemaR den Herstelleranweisungen aufbewahrt
und gehandhabt werden.

Weiterflhrende Hinweise zur Herstellung und Handhabung von Trockenblutproben sind in
den Anweisungen der Testkartenhersteller zu finden.

Um eine Kontamination durch Verschleppung zu vermeiden, missen die Instrumente zum
Schneiden von Trockenblutscheiben aus Testkarten und zur Handhabung dieser
Scheiben vor und nach Kontakt mit einer Probe dekontaminiert werden.

Zur Extraktion von Trockenblutproben darf nur Aptima DBS-Extraktionspuffer verwendet
werden. Aptima Probenverdiinner oder andere Puffer dirfen nicht flr die Extraktion von
Trockenblutproben verwendet werden.

Zusatzliche Warnhinweise und VorsichtsmalRnahmen fir das Labor sind in der
Packungsbeilage des Aptima HIV-1 Quant Dx Assays (AW-11853) zu finden.

Hinweise zum Assay

0.

Die quantitativen Ergebnisse des Aptima HIV-1 Quant Dx Assay wurden mit
Trockenblut- und Plasmaproben evaluiert. Serum darf nicht zur Ermittlung von
quantitativen Ergebnissen verwendet werden. Die qualitativen Ergebnisse von
Plasma-, Serum- und Trockenblutproben wurden einer Beurteilung unterzogen.
Das Reagenzien-Kit, den Kalibrator oder die Kontrollen nicht nach Ablauf des
Verfallsdatums verwenden.

Die Testkarten nach Ablauf des vom Hersteller angegebenen Verfallsdatums nicht
mehr benutzen. Assay-Reagenzien aus Kits mit verschiedenen Chargennummern
nicht austauschen, vermischen oder kombinieren. Assay-Flissigkeiten dirfen
verschiedene Chargennummern aufweisen. Kontrollen und Kalibratoren dirfen
verschiedene Chargennummern aufweisen.

Q. Eine Kontamination der Reagenzien mit Mikroben oder Nuklease ist zu vermeiden.

Alle Assay-Reagenzien verschlieRen und bei den angegebenen Temperaturen lagern.
Die Assay-Leistung kann durch Verwendung von falsch gelagerten Assay-Reagenzien
beeintrachtigt werden. Weiterfihrende Informationen siehe Testverfahren mit dem
Panther System.

Assay-Reagenzien oder Flussigkeiten nur auf ausdrickliche Anweisung miteinander
kombinieren. Reagenzien und Flussigkeiten nicht nachfullen. Das Panther System
Uberprift die Reagenzien-Flllstande.

Zusatzliche Gefahrenhinweise sind in der Packungsbeilage des Aptima HIV-1 Quant Dx
Assays (AW-11853) zu finden.
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Entnahme und Lagerung von Trockenblutproben

Hinweis: Alle Patientenproben sind als potenziell infektibs zu handhaben. Es sind
allgemeine VorsichtsmalBnahmen zu treffen.

Hinweis: Bei den Schritten, die eine Handhabung von Proben erfordern, darauf achten, dass
es zu keiner Kreuzkontamination kommt. Benutztes Material ist beispielsweise so zu
entsorgen, dass es nicht liber gebffnete Réhrchen gefiihrt wird.

Geeignet sind EDTA-Vollblutproben oder Kapillarblutproben aus der Fingerbeere oder Ferse.

A. Entnahme und Herstellung von Trockenblutproben

» Vollblut fir Trockenblut-Testkarten kann in geeigneten Blutentnahmerdhrchen bis zu
24 Stunden zwischen 2 °C und 30 °C aufbewahrt werden. Vor der Herstellung der
Trockenblutprobe muss das Blut sorgfaltig gemischt werden. Je nach
Standardverfahren und den Verfahren vor Ort kann Kapillarblut aus der Fingerbeere
oder der Ferse entnommen werden.

» Auf Ahlstrom/Munktell TNF-Testkarten oder einem vergleichbaren Produkt (z. B.
Whatman 903) ungefahr 70 ul Vollblut in die Mitte eines Kreises (Durchmesser 12 mm)
tropfen. Im Falle von Fingerbeeren- bzw. Fersenblut 3 bis 5 Tropfen (ca. 70 pl) in jeden
Kreis tropfen. Dabei ist darauf zu achten, dass die gesamte Flache des Kreises (auf
der Ober- und Unterseite der Testkarte) gesattigt ist.

* Die Trockenblut-Testkarte bei Raumtemperatur (15 °C bis 30 °C) 4 bis 24 Stunden lang
an der Luft trocknen. Bei hoher Luftfeuchtigkeit sind unter Umstanden langere
Trocknungszeiten erforderlich.

* Die Testkarten dirfen keinem direkten Sonnenlicht ausgesetzt werden, dirfen sich
nicht gegenseitig berihren und mussen vollstandig trocken sein, bevor sie verpackt,
gelagert und versendet werden.

Hinweis: Wenn die Blutmenge nicht ausreicht, die Blutflecken nicht ausreichend
getrocknet und/oder die Trockenblut-Testkarten nicht ordnungsgeméal behandelt oder
aufbewahrt wurden, dann kénnen die Testergebnisse fehlerhaft sein.

B. Trockenblutproben

Die primaren Entnahmerdhrchen fir Vollblut kénnen vor der Herstellung der
Trockenblutproben bis zu 24 Stunden lang bei 2 °C bis 30 °C aufbewahrt werden
(Abbildung 1, oberer Kasten).

Die hergestellten Trockenblut-Testkarten konnen unter den folgenden Bedingungen
aufbewahrt werden (Abbildung 1, untere Kasten):

* bis zu 12 Wochen bei 2 °C bis 30 °C und normaler Luftfeuchtigkeit oder

* bis zu 12 Wochen bei -15 °C bis -35 °C oder

* bis zu 2 Wochen bei 40 °C und einer Luftfeuchtigkeit von 85 %.
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Vor dem Test kdnnen extrahierte Trockenblutproben in Probenaliquotréhrchen (SAT) bis
zu 24 Stunden lang bei 15 °C bis 30 °C aufbewahrt werden.

Vollblut

30°C
2 OC*

< 24 Stunden

J

Trockenblutprobe Trockenblutprobe Trockenblutprobe

/H/EOQC .:-/ﬂ/ /1/40 i
2°c 35¢
<

-15°C
< 2 Wochen bei einer
< 12 Wochen 12 Wochen Luftfeuchtigkeit von
8 0

extrahierte

Trockenblutproben
30 °C

15°C
vor dem Test
bis zu 24 Stunden lang

Abbildung 1. Bedingungen fiir die Lagerung von Trockenblutproben

Proben im Panther System

Extrahierte Trockenblutproben kénnen bis zu 8 Stunden lang unverschlossen im Panther
System aufbewahrt werden. Solange die Gesamtverweildauer auf dem System vor dem
Pipettieren der Probe durch das Panther System 8 Stunden nicht Gbersteigt, kdnnen die
Proben wieder aus dem Panther System genommen und getestet werden.

Transport von Patientenproben

Die unter Entnahme und Lagerung von Trockenblutproben beschriebenen Lagerbedingungen
fur Proben mussen eingehalten werden.

Hinweis: Ein Versand der Patientenproben muss in Ubereinstimmung mit geltenden
nationalen, internationalen und regionalen Frachtbestimmungen erfolgen.
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Panther System

Die Reagenzien fur den Aptima HIV-1 Quant Dx Assay im Panther System werden in der
Packungsbeilage Aptima HIV-1 Quant Dx Assay (AW-11853) aufgefuhrt.

Erforderliche Materialien fur Trockenblutproben, die separat erhaltlich sind

Hinweis: Die von Hologic erhéltlichen Materialien sind mit der Katalognummer aufgefiihrt,
sofern nicht anders angegeben.

Material Kat.- Nr.
Aptima DBS-Extraktionspuffer (100 ml) PRD-04772
Aptima Probenaliquotréhrchen (SAT) (100 St.) 503762
Kappe flr Transportréhrchen (100 St.) 504415

Kappe fiir SAT

Im Handel erhéltliche Trockenblut-Testkarten: —
Ahlstrom/Munktell TEN-Testkarten oder vergleichbares Produkt (z. B. Whatman 903)

Schere, Pinzette oder andere Instrumente zum Ablésen des Trockenblutes von —
der Trockenblut-Testkarten

Spitzen, 1000 ul, leitfahig, zur Flissigkeitsstandmessung 10612513 (Tecan)
Bleichmittel, 5%ige bis 7%ige (0,7 M bis 1,0 M) Natriumhypochloritldsung —
Ungepuderte Einweghandschuhe —

Ersatzkappen fiir Reagenzien

Rekonstitutionslésungs-Flaschen fiir Amplifikations-,
Enzym- und Promoterreagenz CL0O041 (100 Kappen)
TCR-Flasche CL0040 (100 Kappen)

Labortischunterlagen mit Kunststoffriickseite —
Fusselfreie Tucher —
Pipette —
Spitzen —
Primare Entnahmerdhrchen (ACD, EDTA, PPT) Optionen:

13 mm x 100 mm —
13mmx 75 mm —
16 mm x 100 mm —

Zentrifuge —
Wippschttler flir R6hrchen —
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Testverfahren mit dem Panther System

A. Extraktion der Trockenblutproben

1. Vor der Verarbeitung die Temperatur der Proben auf 15 °C bis 30 °C bringen.

1 ml DBS-Extraktionspuffer in das Probenaliquotréhrchen (SAT, Specimen Aliquot
Tube) geben.

Die Trockenblutprobe mit einem dekontaminierten Instrument (z. B. Pipettenspitze,
Pinzette oder Schere) in das Probenaliquotréhrchen mit DBS-Extraktionspuffer
Uberfihren. Alle Trockenblutproben-Scheiben sollten einen Durchmesser von
ungefahr 12 mm haben.

Hinweis: Bei Trockenblut-Testkarten ohne Perforation muss darauf geachtet werden,
dass die Trockenblutprobe an der Wand des Probenaliquotréhrchens haftet.

Die Probenaliquotréhrchen, die DBS-Extraktionspuffer und Trockenblutproben
enthalten, mit den Kappen flr Transportrohrchen verschlieRen.

Die Réhrchen 30 Minuten lang vorsichtig bei Raumtemperatur schwenken. Darauf
achten, dass der DBS-Extraktionspuffer beim Schwenken Uber die Trockenblutprobe
lauft. UbermaRige Schaumbildung vermeiden.

Hinweis: Vor dem Test kébnnen extrahierte Trockenblutproben in den
Probenaliquotréhrchen bis zu 24 Stunden lang bei 15 °C bis 30 °C aufbewahrt
werden.

Vor dem Beladen des Panther die Probenaliquotréhrchen mit den extrahierten
Trockenblutproben 2 Minuten lang bei 3000 g zentrifugieren.

Die Probenaliquotréhrchen mit den Trockenblutproben in das Panther System laden
(die extrahierten Trockenblutproben durfen bis zu 8 Stunden lang im Panther System
aufbewahrt werden).

Hinweis: Zur Vermeidung von Kontamination durch Verschleppung miissen die
Instrumente, die bei der Vorbereitung und Handhabung von Proben verwendet werden,
zwischen unterschiedlichen Proben dekontaminiert werden.

B. Vorbereitung des Systems auf Trockenblutproben

1.

Das System entsprechend den Anweisungen in der Bedienungsanleitung fiir das
Panther System (Panther System Operator’s Manual) einrichten.

Probenstander laden.

Bertcksichtigen des Trockenblut-Umrechnungsfaktors bei der Durchfiihrung eines
Tests aus Trockenblutproben.

DBS Supplement to the Aptima HIV-1 Quant Dx Assay 8 AW-17780-801 Rev. 002



Aptima"" Testverfahren mit dem Panther System

Berlcksichtigen des Trockenblut-Umrechnungsfaktors fur einen ganzen Stander von
Trockenblutproben:

a. Wahlen Sie auf dem Bildschirm ,Laden von Probenstdndern”das Feld
»verdiinnung bei allen anwenden®.

Das Fenster ,Verdiinnungsfaktor” wird angezeigt.

= o @
Reports Admin Help Logoff
Sample Rack Loading Ready '
Sample ID Assay Name Status
Low Positive Control - Lot
HIV-1 (1
691898 At
High Positive Control -
Lot 000360 SV G
Negative C
605 Dilution Factor
Positive Cal|
At Select Dilution Factor
0329-
Selected Dilution Factor Dilution Flag
0329-
1:100 DIL2
08329
353 DIL1
0329-
0329- Custom DILC ‘
0329-9 . .
w Dried Blood Spot Conversion Factor DBS
0329-9
| 4 Total Records
0329-9
OK Cancel
03299
0325-5R1-14 qHIV-1
0325-5R1-15 qHIV-1

Accept Rack l Sample Details/Edit ' STAT All '
93¢ ¥ K

- —
{J]

EKoperator L 3/29/2017 11:00:21

Abbildung 2. Das Fenster ,,Verdiinnungsfaktor® im Bildschirm ,,Probenstédnder laden“
b. Trockenblut-Umrechnungsfaktor wahlen.

c. OK wahlen.
Das Fenster ,Verdiinnungsfaktor fiir Probenstdnder einrichten” wird angezeigt.

d. Jawahlen, um alle Trockenblutproben im Stander mit der Trockenblut-
Umrechnungsfaktor-Markierung zu kennzeichnen.
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Testverfahren mit dem Panther System

So kann der Trockenblut-Umrechnungsfaktor nur bei einer Testanforderung
angewendet werden (z. B. bei der dritten Probe im Stander, siehe folgende
Abbildung):

a. Im Bildschirm ,Probendetails“ die zu bearbeitende Testanforderung und dann
,verdiinnung anwenden“ wahlen.

Das Fenster ,Verdiinnungsfaktor” wird angezeigt.

Sample IT: 0329-5R2-3

i ~1 Type: § on

Acany STAT —
Select Dilution Factor .
GHIV-1 No I
Selected Dilution Factor Dilution Flag
1:100 DiL2
3 DiL1
Custom DILC ‘ ‘
e Dried Blood Spot Cenversion Factor DBs ‘ ‘
)| | 1TotalRecordst 4 Total Records . )

Abbildung 3. Das Fenster ,,Verdiinnungsfaktor” im Bildschirm ,,Probendetails*

b. Trockenblut-Umrechnungsfaktor wahlen.

c. OK wahlen, um den Trockenblut-Umrechnungsfaktor bei allen ausgewahlten
Testanforderungen anzuwenden.

Bei Bedarf kann der Trockenblut-Umrechnungsfaktor vor Beginn der Verarbeitung aus
Testanforderungen entfernt werden.
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So kann der Trockenblut-Umrechnungsfaktor aus einem gesamten Probenstander
entfernt werden:

1. Auf dem Bildschirm ,Laden von Probenstdndern auf den auszuwahlenden Stander
doppelklicken.

Fir den ausgewahlten Stander wird der Bildschirm ,Laden von Probenstdndern®
angezeigt.

2. ,Verdiinnung auf alle anwenden“ wahlen.

Im Fenster ,Verdiinnungsfaktor” die Option ,,Trockenblut-Umrechnungsfaktor
deaktivieren.

4. OK wahlen.
Das Fenster ,Verdinnungsfaktor fiir Probensténder einrichten wird angezeigt.
5. Ja wahlen, um den Trockenblut-Umrechnungsfaktor fir einen gesamten
Probenstander zu entfernen.
So kann der Trockenblut-Umrechnungsfaktor aus Assay-Testanforderungen entfernt
werden:

1. Im Bildschirm ,Probenstédnderfach” auf den geladenen Stander doppelklicken, der die
Zielproben enthalt.

Fir den ausgewahlten Probenstander wird der Bildschirm Laden von Probensténdern
angezeigt.

2. Auf dem Bildschirm ,Laden von Probenstédndern® auf die betroffene(n) Probe(n)
doppelklicken.

Im Bildschirm ,Probendetails“ werden die aktuellen Testanforderungen fir die
ausgewahlte Probe angezeigt.

Im Bereich , Testanforderungen® die Zieltestanforderung wahlen.
»verdiinnung anwenden“ wahlen.

Im Fenster ,Verdlinnungsfaktor” die Option ,,Trockenblut-Umrechnungsfaktor
deaktivieren.

6. OK wahlen, um den Trockenblut-Umrechnungsfaktor aus der Testanforderung zu
entfernen.

Verfahrenshinweise mit Bezug auf Kalibratoren und Kontrollen

Im Falle von Trockenblutproben werden keine positiven und negativen Trockenblut-
Kontrollen bereitgestellt. Fir Trockenblutproben werden die gleichen Kalibratoren und
Kontrollen benutzt wie fir Serum- und Plasmaproben. Siehe AW-11853.
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Qualitatskontrolle

Ein Lauf- oder Patientenprobenergebnis kann von einem Anwender fir ungultig erklart
werden, wenn wahrend der Durchfiihrung des Assays technische, anwender- oder
geratebezogene Probleme aufgetreten sind und dokumentiert wurden. In diesem Fall missen
die Proben erneut getestet werden.

Assay-Kalibrierung

Fir Trockenblutproben werden die gleichen Kalibratoren benutzt wie fiir Serum- und
Plasmaproben. Siehe AW-11853.

Negativ- und Positivkontrollen

Fir die Trockenblutproben werden die gleichen Kontrollen benutzt wie fir Serum- und
Plasmaproben. Siehe AW-11853.

Interner Kalibrator/Interne Kontrolle
Jede Probe enthalt einen internen Kalibrator/eine interne Kontrolle (IC). Siehe AW-11853.
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Auswertung der Ergebnisse von Trockenblutproben

Das Panther System bestimmt die Konzentration der HIV-1-RNA in Patientenproben und
Kontrollen automatisch, indem es die Testergebnisse mit einer Kalibrationskurve vergleicht.

Im Falle von Trockenblutproben berichtet das Panther System Ergebnisse automatisch in der
Form Kopien/ml und logy Kopien/ml HIV-1-RNA, wobei der Trockenblut-Umrechnungsfaktor
29,1 betragt. Die logarithmische Umrechnung der unteren Nachweisgrenze fir Trockenblut
(873 Kopien/ml) ist 2,94 log Kopien/ml. Die Ergebnisauswertung wird in Tabelle 1 bereitgestellt.

Das Panther System liefert fur die diagnostische Anwendung kein qualitatives Ergebnis (d. h.
Jreaktiv’ oder ,nicht-reaktiv‘). Der Anwender muss die angegebene HIV-1-RNA-Konzentration
selbst qualitativ interpretieren (siehe Tabelle 1). Bei Patientenproben mit dem Ergebnis
,Nicht nachgewiesen“ kann keine HIV-1-RNA nachgewiesen werden (nicht-reaktiv). Ist das
Ergebnis einer Patientenprobe ,<873 nachgewiesen® oder liegt es im linearen Bereich,
wurde HIV-1-RNA nachgewiesen und die betroffenen Proben sind HIV-1-RNA-reaktiv.

Tabelle 1: Ergebnisauswertung von Trockenblutproben

Ausgegebenes Ergebnis des
Aptima HIV-1 Quant Dx

Assavs Auswertung der Qualitative Auswertung fiir
y HIV-1-RNA-Konzentration diagnostische Zwecke
Kopien/ml logqo Wert*
Nicht Nicht Keine HIV-1-RNA festgestellt. Bezuglich HIV-1-RNA
nachgewiesen nachgewiesen nicht-reaktiv
<873 <2,94 Es wird HIV-1-RNA nachgewiesen, aber Test wiederholen, um
nachgewiesen unterhalb der unteren Quantifizierungsgrenze reaktives Ergebnis fir die
fur Trockenblutproben (LLoQ, Lower Limit of Diagnose zu bestatigen. Nur
Quantification: 873 Kopien/ml) bestatigte positive
Ergebnisse gelten als
Jreaktive.’
873 bis 2,94 bis 7,00 Die HIV-1-RNA-Konzentration liegt im linearen HIV-1-RNA-reaktiv
10.000.000 Bereich von 873 Kopien/ml bis
10.000.000 Kopien/ml.
>10.000.000 >7,00 Die HIV-1-RNA-Konzentration liegt Gber der HIV-1-RNA-reaktiv
oberen Quantifizierungsgrenze (ULoQ, Upper
Limit of Quantification).
Ungiltig ® Ungiiltige  Bei der Bestimmung ist ein Fehler aufgetreten. Ungliltig

Die Probe sollte noch einmal getestet werden.

2 Wert ist auf zwei Dezimalstellen gekiirzt.
® World Health Organization, Policy Brief. July 2018. Update on Antiretroviral Regimens for Treating and Preventing HIV Infection and
Update on Early Infant Diagnosis of HIV: HIV Treatment—Interim Guidance. Genf, Schweiz. http://www.who.int/hiv.

¢ Ungliltige Ergebnisse werden in blauer Schrift angezeigt.
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Einschrankungen

A

Dieser Assay darf nur von geschulten Mitarbeitern durchgefuhrt werden, die im Verfahren
unterwiesen wurden. Eine Nichtbefolgung der Anweisungen in dieser Packungsbeilage
kann fehlerhafte Ergebnisse zur Folge haben.

Es muss sichergestellt werden, dass dieser Assay mit der Panther System Software ab
Version 6.2 durchgefuhrt wird.

Die Anwendung unterschiedlicher Testmethodiken kann zur Berichterstattung von
unterschiedlichen Werten flhren. Bei Umstellung auf einen neuen Assay besteht die
Gefahr einer Fehlinterpretation der Ergebnisse. Um diese Gefahr zu reduzieren, wird eine
Validierung der neuen Methodik zur Ermittlung und Bertcksichtigung von Unterschieden
in den berichteten Ergebnissen zu empfohlen.

Unsachgemalle Entnahme, Beforderung, Lagerung oder Verarbeitung von Proben
konnen zu fehlerhaften Ergebnissen flihren.

Dieser Assay wurde mit Ahlstrom/Munktell TFN und Whatman 903 Trockenblut-Testkarten
validiert. Es muss sichergestellt werden, dass Trockenblut-Testkarten fiir die
laborspezifischen Anforderungen validiert sind.

Es muss sichergestellt werden, dass Trockenblut-Testkarten gemaf den
Herstellerangaben gehandhabt und gelagert sind.
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Die Leistung von Trockenblutproben

Nachweisgrenze bei Verwendung des 3. internationalen WHO-Standards fiir HIV-1

Die Nachweisgrenze (LoD, Limit of Detection) des Assays ist definiert als die
HIV-1-RNA-Konzentration, die gemal CLSI EP17-A2 (8) mit einer Wahrscheinlichkeit
von mindestens 95 % festgestellt wird. Die LoD wurde durch Testen einer Reihe von
Verdinnungspanels des 3. internationalen WHO-Standards fir HIV-1 (Subtyp B,
NIBSC-Code: 10/152) in HIV-1-negativem Vollblut ermittelt. Es wurden 30 Replikate jeder
Verdlnnung in drei Panther Systemen mit drei Reagenzchargen analysiert d. h. fur jede
Verdlinnung insgesamt 90 Replikate. Gemaly CLSI EP17-A2 wurde die Nachweisgrenze
auf Grundlage der Ergebnisse der Reagenzcharge mit der hdchsten Konzentration
vorhergesagt und als LoD festgelegt (siehe Tabelle 2). Die Probit-Analyse flr

den Aptima HIV-1 Quant Dx Assay ergab eine LoD von 873,88 Kopien/ml
(95%-Konfidenzintervall: 653,98 — 1.311 Kopien/ml) oder 2496,8 1U/ml
(95%-Konfidenzintervall: 1868,5 — 3745,72 IU/ml, 0,35 Kopien = 1 [U).

Tabelle 2: LoD des Aptima HIV-1 Quant Dx Assays fiir Trockenblutproben mit dem 3. internationalen WHO-
Standard fiir HIV-1

Vorhergesagte Konzentration Konzentration

Nachweisgrenze (Kopien/ml) (IU/ml)
10 % 49,21 140,60
20 % 75,61 216,01
30 % 103,05 294,42
40 % 134,26 383,60
50 % 171,93 491,22
60 % 220,17 629,04
70 % 286,86 819,58
80 % 390,97 1117,05
90 % 600,69 1716,24
95 % 873,88 2496,80
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Linearer Bereich

Der lineare Bereich des Aptima HIV-1 Quant Dx Assays wurde gemafR CLSI EP0G-A
anhand einer Reihe von Testpanels ermittelt. Dazu wurde kultiviertes HIV-1-Virus (Subtyp B)
in HIV-1-negativem Vollblut verdiinnt (9). Die Konzentration der Panels lag im Bereich von
2,70 bis 7,60 log Kopien/ml. Die Messungen erfolgten auf vier Panther Systemen mit zwei
Reagenzchargen des Aptima HIV-1 Quant Dx Assays. Der Aptima Quant Dx Assay

ergab im gesamten getesteten Bereich lineare Ergebnisse, siehe Abbildung 4.
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Abbildung 4. Linearitdt des Aptima HIV-1 Quant Dx Assays bei Trockenblutproben

Untere Quantifizierungsgrenze bei Verwendung des 3. internationalen HIV-1-WHO-
Standards

Die untere Quantifizierungsgrenze (LLoQ) entspricht der LoD von 873,88 Kopien/ml (95%-
Konfidenzintervall: 653,98 — 1311 Kopien/ml) bzw. 2496,8 IU/ml (1868,5 — 3745,72 IU/ml).
Die LLoQ wurde gemall CLSI EP-17-A2 ermittelt und erfullt die Anforderungen an die
Reaktivitat (>95 %) und den Gesamtfehler (<1 log c/ml).

Prazision
Zur Ermittlung der Prazision des Aptima HIV-1 Quant Dx Assays wurde ein Testpanel erstellt.
Dazu wurden HIV-1-negative Vollblutproben mit kultiviertem HIV-1-Virus (Subtyp B) versetzt.
Das Testpanel wurde von drei Anwendern mit drei Reagenzchargen auf drei Panther
Systemen Uber einen Zeitraum von 20 Tagen getestet (siehe Tabelle 3). Das Testpanel
umfasste eine HIV-1-negative und funf HIV-1-positive Panelproben. Die Konzentrationen
der klinischen Proben bzw. der kultivierten Virusstdmme wurden durch Testen von
Trockenproben mit dem Aptima HIV-1 Quant Dx Assay ermittelt.
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Tabelle 3: Prézision des Aptima HIV-1 Quant Dx Assays bei Trockenblutproben

. . . . Vergleich

giiltigen Konzentration eines Laufs
Replikate  (log Kopien/ml) sD (\:/S sD (VO/S sD (\:/L() sD (\/VS sb (\i/lo() sD (\:/I:)
64 3,25 0,02 065 000 000 007 215 000 000 0,217 521 018 567
81 3,71 0,00 0,00 000 0,00 007 19 008 214 0,14 375 017 4,72
81 4,60 0,01 015 001 019 001 025 0,07 161 007 150 0,10 2,23
81 5,68 0,00 000 003 055 001 020 007 130 005 084 0,09 1,66
81 6,51 0,00 000 002 035 002 025 006 093 005 0,71 0,08 1,25

VK = Variationskoeffizient, SD = Standardabweichung

Hinweis: Die Variabilitat von einigen Faktoren kann numerisch negativ sein. Das kann auftreten, wenn die durch diese Faktoren
bedingte Variabilitat sehr klein ist. In diesem Fall gilt SD = 0 und VK = 0 %. Es wurden insgesamt von jeder Panelprobe 81 Replikate
gemessen. Bei der Ermittlung der Prazision wurden nur Replikate mit quantifizierbaren Ergebnissen bericksichtigt.

Mogliche Storsubstanzen

Die Anfalligkeit des Aptima HIV-1 Quant Dx Assays fur Interferenzen durch erhdhte
Hamoglobin- und Human-DNA-Konzentrationen wurde untersucht. Dazu wurden aus Vollblut
mit und ohne 4,7 log Kopien/ml HIV-1 Trockenblutproben hergestellt. In Gegenwart von 5 mg/
ml Hamoglobin und 2 ug/ml genomischer Human-DNA wurde keine Beeintrachtigung der
Testleistung beobachtet.

AulRerdem wurde die Anfalligkeit des Aptima HIV-1 Quant Dx Assays fur Interferenzen bei
Plasmaproben untersucht. In Gegenwart von exogenen und endogenen Substanzen wurde
keine Beeintrachtigung der Testleistung beobachtet. Die vollstandige Liste der bei
Plasmaproben untersuchten, moglicherweise stérenden Substanzen finden Sie auf der
Packungsbeilage des Aptima HIV-1 Quant Dx Assays (AW-11853).

Spezifitat

Die Spezifitat des Aptima HIV-1 Quant Dx Assays wurde untersucht. Dazu wurden
Trockenblutproben aus Blut von 500 HIV-1-negativen Blutspendern getestet. Die Spezifitat
des Assays fur Trockenblutproben lag bei 99,2 % (95%-Konfidenzintervall: 98,0 % - 99,7 %).

Analytische Spezifitat

Die mdgliche Kreuzreaktivitdt des Aptima HIV-1 Quant Dx Assays mit Pathogenen im
Vollblut wurde untersucht. Dazu wurden Trockenblutproben aus Vollblut mit und ohne 4,7 log
Kopien/ml HIV-1 hergestellt, dem 1e6 Zellen/ml jedes Organismus zugesetzt wurden.

In Gegenwart von Leishmania major, Trypanosoma gambiense, Babesia microti Gray,
Plasmodium falciparum und Toxoplasma gondii und in Gegenwart bzw. Abwesenheit von
HIV-1 wurde keine Beeintrachtigung der Testleistung fir Trockenblutproben beobachtet.

Auerdem wurde die Kreuzreaktivitat des Aptima HIV-1 Quant Dx Assays bei Plasmaproben
untersucht. In Gegenwart von Pathogenen wurde keine Beeintrachtigung der Testleistung
beobachtet. Die vollstandige Liste der bei Plasmaproben untersuchten Pathogene finden Sie
auf der Packungsbeilage des Aptima HIV-1 Quant Dx Assays (AW-11853).
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Klinische Leistungsdaten

Diagnostische Ubereinstimmung fiir die Friihdiagnose bei Siduglingen

Zur Ermittlung der diagnostischen Ubereinstimmung wurden Trockenblutproben aus
Fingerbeeren- oder Fersenblut hergestellt. Das Blut stammte von Sauglingen im Alter < 18
Monaten mit HIV-1-positiven Mittern in Kenia, Afrika. Das Blut dieser Sauglinge wurde mit
zwei Verfahren untersucht: Es wurden ein Einzeltest der Trockenblutprobe mit dem Aptima
HIV-1 Quant Dx Assay und ein qualitativer HIV-1-Assay mit CE-Kennzeichen durchgefihrt.
Bei 1975 Proben lieferten beide Verfahren glltige Ergebnisse (siehe Tabelle 4). Im Falle des
qualitativen Assays mit CE-Kennzeichen wurden alle reaktiven Proben erneut getestet. Nur
wenn beide Tests das Ergebnis ,reaktiv* lieferten, wurde das Ergebnis insgesamt als
,nachgewiesen® eingestuft. Alle nicht-reaktiven Probenergebnisse wurden als ,Ziel nicht
nachgewiesen“ eingestuft. Die diagnostische Ubereinstimmung der beiden Assays im
Rahmen der Frihdiagnose bei Sauglingen lag bei 99,6 %.

Tabelle 4: Diagnostische Ubereinstimmung zwischen dem Aptima HIV-1 Quant Dx Assay und einem
Vergleichsassay

Vergleichsassay mit CE-Kennzeichnung

Ziel nicht nachgewiesen Nachgewiesen
Ziel nicht 1888 4
Aptima HIV-1 nachgewiesen
Quant Dx Assay 3 50

Nachgewiesen

Methodenkorrelation

Zur Bewertung der Leistung des Aptima HIV-1 Quant Dx Assays bei Trockenblutproben
wurden die Ergebnisse von Trockenblutproben mit den Aptima Ergebnissen

von Plasmaproben verglichen. An dieser Studie nahmen insgesamt 258 Patienten

mit HIV-1-Infektion an finf Standorten in Kenia, Afrika teil. Bei allen Patienten wurden
Trockenblutproben aus Kapillarblut (Fingerbeere) und venésem Blut hergestellt. Aullerdem
wurde bei jedem Patienten eine Plasmaprobe enthommen. Alle Untersuchungen von
Trockenblut- und Plasmaproben mit dem Aptima Assay wurden mit der gleichen
Reagenzcharge durchgefiihrt. Bei den quantifizierbaren Ergebnissen aller Probentypen
wurde eine lineare Ausgleichsrechnung mit der Methode der kleinsten Quadrate durchgefihrt
(siehe Abbildungen 5, 6 und 7).
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AuRerdem wurde die Ubereinstimmung der Trockenblut- und Plasmaergebnisse mit Blick auf
den Schwellenwert 1000 Kopien/ml ermittelt (Tabellen 5 und 6). Die Ubereinstimmung der
positiven Ergebnisse von Fingerbeeren-Trockenblut und Plasma lag bei 89 % und die
Ubereinstimmung der negativen Ergebnisse bei 97 %. Die Ubereinstimmung der positiven
Ergebnisse von vendésem Trockenblut und Plasma lag bei 91 % und die Ubereinstimmung
der negativen Ergebnisse bei 96 %. Die Ubereinstimmung der positiven HIV-1-Ergebnisse
von Plasma und von Trockenblut (Fingerbeere und vendses Blut) lag insgesamt bei 92,2 %
und die Ubereinstimmung der negativen Ergebnisse bei 93 %.

Tabelle 5: Ubereinstimmung zwischen Fingerbeeren-Trockenblutproben und Plasmaproben mit dem
Aptima HIV-1 Quant Dx Assay

Aptima Plasma

<1000 >1000
Aptima <1000 99 17
Fingerbeeren- 3 139

Trockenblut >1000

Tabelle 6: Ubereinstimmung zwischen venésen Trockenblutproben und Plasmaproben mit dem
Aptima HIV-1 Quant Dx Assay

Aptima Plasma

<1000 >1000
Aptima <1000 98 14
Vendse 4
Trockenblutproben >1000 142
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