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COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, version 2.0 (v2.0) er en in vitro-nukleinsyre-
amplifikationstest til kvantificering af HIV-1 (human immundefektvirus, type 1) RNA i humant EDTA-
plasma eller fra en torret cobas® Plasma Separation Card-pl ot (PSC-pl ot) ved hjeelp af
COBAS® AmpliPrep-instrumentet til automatisk prevebehandling og COBAS® TagMan®-analyse-
instrumentet eller COBAS® TagMan® 48-analyseinstrumentet til automatisk amplifikation og detektion.
Testen kan kvantificere HIV-1 RNA i intervallet 20-10.000.000 kopier/ml (33 til 1,67 x 107 internationale
enheder [IE]/ml i EDTA-plasma og 738-10.000.000 kopier/ml (1230 til 1,67 x 107 internationale enheder
[IEl/ml) i en torret PSC-plasmaspot). En kopi af HIV-1 RNA svarer til 1,67 IE baseret pA WHO
1% International Standard for HIV-1 RNA for Nucleic Acid-Based Techniques (NAT) (NIBSC 97/656)%.

Sammen med det kliniske billede og andre laboratoriemarkgrer for sygdomsudvikling anvendes denne test
i forbindelse med den kliniske behandling af patienter, der er smittet med HIV-1 gruppe M og HIV-1
gruppe O. Testen kan bruges til at vurdere patientens prognose ved at méale baseline-HIV-1 RNA-niveauet
eller til at overvage virkningerne af antiretroviral behandling ved at male andringer i HIV-1 RNA-niveauet i
Iobet af den antiretrovirale behandling.

COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 er ikke beregnet til brug ved screening
af blod eller blodprodukter for tilstedeveerelsen af HIV-1 eller som diagnostisk analyse til
ftelse af forel af HIV-1-infekti

hel
bekr

OVERSIGT OVER OG FORKLARING AF TESTEN

HIV (human immundefektvirus) er den eetiologiske agens, der forarsager AIDS (erhvervet immundefekt-
syndrom)'. HIV-infektion kan overfores ved seksuel kontakt, via inficeret blod eller inficerede
blodprodukter eller fra en inficeret mor til fosteret®. Tre til seks uger efter udseettelsen for HIV udvikler den
inficerede person typisk et kortvarigt, akut syndrom, der er kendetegnet ved influenzalignende symptomer
og ledsaget af hgje niveauer af vireemi i det perifere blod®>®. Hos de fleste inficerede personer efterfalges
dette af en HIV-specifik immunreaktion og et fald i plasmavireemi, normalt inden for fire til seks uger fra
symptomernes indtreeden®'®. Efter serokonvertering kommer de inficerede personer typisk i en klinisk
stabil og symptomfri fase, der kan vare i flere ar''"'3, Den symptomfrie periode er karakteriseret ved
vedvarende, lav vireemi i plasma' og en gradvis udtemning af CD4* T-lymfocytter, der farer til sveer
immundefekt, flere opportunistiske infektioner, maligniteter og ded'®. Selvom virusniveauet i det perifere
blod er relativt lavt i infektionens symptomfrie fase, ser virusreplikation og -clearance ud til at veere
dynamiske processer, hvor en stor forekomst af virusproduktion og -infektion af CD4*-celler opvejes af
lige store forekomster af virus-clearance, degd af inficerede celler og opfyldning af CD4*-celler, der
resulterer i relativt stabile niveauer af bade plasmavireemi og CD4*-celler's-'8.

Afsnittet med oplysninger om dokumentrevision findes sidst i dette dokument.
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Kvantitative malinger af HIV-vireemi i det perifere blod har vist, at hgjere virusniveauer kan korrelere med
aget risiko for klinisk progression af HIV, og reduktionen af virusniveauer i plasma kan knyttes til nedsat
risiko for klinisk progression'®-?'. Virusniveauerne i det perifere blod kan kvantificeres ved méling af HIV
p24-antigenet i serum, ved kvantitativ dyrkning af HIV fra plasma eller ved direkte méaling af viral RNA i
plasma med teknikker til nukleinsyreamplifikation eller signalamplifikation?2-25,

WHO anbefaler nu ogsé brugen af terrede spotprgver for at udvide reekkevidden af virusbelastningstest i
omgivelser med begreensede ressourcer uden adgang til flebotomi eller mulighed for robust transport af
EDTA-plasmaprover?. En tgrret PSC-plasmaspot, som ogsa stabiliserer HIV RNA i torret plasma, kan
forbedre virusbelastningstestens deekningsomrade i disse omrader ved at give mulighed for provetransport
over leengere afstande og under mere kraevende miljgforhold end for EDTA-plasma.

p24-antigenet er det primeere kerneprotein i HIV og findes i serum enten frit eller bundet til anti-p24-
antistof. Frit p24-antigen kan males med kommercielt tilgaengelige immunanalyser (EIA), selvom
nytteveerdien af p24-antigen som marker for virusbelastningen er begraenset, idet antigenet kun kan
pavises hos 20 % af de symptomfri patienter og hos 40-50 % af patienterne med symptomer. Procedurer til
at spalte antigen-antistof-komplekser forbedrer sensitiviteten af p24-antigentestene, men virusproteinet
kan fortsat ikke pavises hos de fleste symptomfri patienter?.

Smitsomt HIV i plasma kan dyrkes ved podning i aktiverede PBMC'er (Peripheral Blood Mononuclear Cell,
mononuklezere celler fra perifert blod) fra normale donorer. Kvantificering opnés ved podning af PBMC
med serielle fortyndinger af plasmaproven. Kvantitativ dyrkning har begraenset nytteveerdi til monitorering
af virusniveauet hos smittede personer, idet kun en brgkdel af viruspartiklerne er smitsomme in vitro.
Smitsomt virus kan ofte ikke pavises hos symptomfri individer??.

HIV RNA i plasma kan kvantificeres med nukleinsyreamplifikationsteknologier, f.eks. PCR (Polymerase
Chain Reaction)?$-°, COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 bruger PCR-metoden til at
opna maksimal sensitivitet og et dynamisk interval for den kvantitative detektion af HIV-1 RNA i plasma
antikoaguleret med EDTA og i en torret PSC-plasmaspot.

PRINCIPPER FOR PROCEDUREN

COBAS® AmpliPrep/COBAS® TaqMan® HIV-1 Test, v2.0 er en nukleinsyreamplifikationstest til
kvantificering af HIV-1 (human immundefektvirus, type 1) RNA i humant EDTA-plasma eller fra en tarret
PSC-plasmaspot. COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 er baseret pa tre hoved-
processer: (1) preveforberedelse for at isolere HIV-1 RNA, (2) revers transkription af target-RNA'et for at
danne komplementeer DNA (cDNA) og (3) samtidig PCR-amplifikation af target-cDNA og detektion af
spaltede dobbeltmzerkede oligonukleotide detektionsprober, der er specifikke for target.

Med COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 kan der foretages automatiseret
proveforberedelse efterfulgt af automatiseret revers transkription, PCR-amplifikation og detektion af HIV-1
target-RNA og HIV-1-kvantificeringsstandard (QS) Armored RNA. Master Mix-reagenset indeholder
primere og prober, der er specifikke for bade HIV-1 RNA og HIV-1 QS RNA. Master Mix-reagenset er
udviklet med henblik pa at sikre en eekvivalent kvantificering af gruppe M-undertyper af HIV-1 og HIV-1
gruppe O. Detektionen af amplificeret DNA udferes ved hjeelp af targetspecifikke og kvantificerings-
standardspecifikke (QS) dobbeltmeerkede oligonukleotidprober, der tillader uafheengig identifikation af
HIV-1-amplikon og HIV-1 QS-amplikon.

Kvantificeringen af HIV-1-virus-RNA udfgres med HIV-1 QS. Den kompenserer for virkningen af heemning
og fungerer som kontrol for forberedelsen og amplifikationsprocessen for at give mulighed for en mere
ngjagtig kvantificering af HIV-1 RNA i hver prove. HIV-1 QS er en ikke-smitsom Armored RNA-
konstruktion, der indeholder HIV-sekvenser med de samme primerbindingsregioner som HIV-1 RNA-target
og en unik probebindingsregion, der ger det muligt at skelne HIV-1 QS-amplikonet fra HIV-1-
targetamplikonet.
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HIV-1 QS tilseettes til hver preve med et kendt kopiantal, hvorefter der udferes proveforberedelse, revers
transkription, samtidig PCR-amplifikation og pavisning af spaltede dobbeltmeerkede detektionsprober.
COBAS® TagMan®-analyseinstrumentet eller COBAS® TagMan® 48-analyseinstrumentet beregner HIV-1
RNA-koncentrationen i testproverne ved at sammenligne HIV-1-signalet med HIV-1 QS-signalet for hver
prave og kontrol.

Valg af target

Udveelgelsen af target-RNA-sekvensen for HIV-1 afhaenger af identificeringen af de regioner i HIV-1-
genomet med den hgjeste sekvenskonservering blandt de forskellige gruppe M-undertyper af HIV-1 og
gruppe O-prgver af HIV-1. For at imgdekomme den hgje genetiske variationsgrad i virus er to regioner af
HIV-genomet samtidige targets for amplifikation og detektion af COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®
HIV-1 Test, v2.0.

To targetspecifikke og en kvantificeringsstandardspecifik (QS) dobbeltmaerket oligonukleotid probe tillader
uafheengig identifikation af HIV-1-amplikon og HIV-1 QS-amplikon. Dermed er udvaelgelsen af primere og
den dobbeltmaerkede oligonukleotidprobe afgarende for testens evne til at amplificere og detektere HIV-1
gruppe M-undertyper og HIV-1 gruppe O. COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagqMan® HIV-1 Test, v2.0 bruger
revers transkription- og PCR-amplifikationsprimere, der definerer sekvenser i den bedst konserverede
region i HIV-1 gag-genet® og HIV-1 LTR-regionen.

Klargering af prover

COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 anvender automatisk proveforberedelse i COBAS®
AmpliPrep-instrumentet ved en generisk siliciumbaseret capture-teknik. Proceduren behandler 850 pl plasma
eller SPEX-baseret ekstrakt fra PSC. HIV-1-viruspartiklerne lyseres under inkubation ved en forhgjet
temperatur med en protease- og kaotropisk lysis/bindingsbuffer, der frigiver nukleinsyrer og beskytter det
frigivne HIV-1 RNA fra RNaserne i plasma. Et kendt antal HIV-1 QS RNA-molekyler tilszettes til hver prove
samtidigt med lysisreagenset og magnetiske glaspartikler (beads). Derefter inkuberes blandingen, og HIV-1
RNA'et og HIV-1 QS RNA'et bindes til overfladen af de magnetiske glaspartikler. Ubundne stoffer, f.eks. salte,
proteiner og andre celluleere urenheder, fiernes ved vask af de magnetiske glaspartikler. Efter separation af de
magnetiske glaspartikler og udfgrelse af vasketrinene elueres de adsorberede nukleinsyrer ved en forhgjet
temperatur med en vandig oplgsning. Den behandlede prove, der indeholder de magnetiske glaspartikler samt
det frigivne HIV-1 RNA og HIV-1 QS RNA, tilseettes til amplifikationsblandingen og overfores til COBAS®
TagMan®-analyseinstrumentet eller COBAS® TagMan® 48-analyseinstrumentet. Derefter revers-transkriberes,
amplificeres og detekteres HIV-1 target-RNA'et og HIV-1 QS RNAet samtidigt via spaltning af to
targetspecifikke og en QS-specifik dobbeltmaerket oligonukleotidprobe.

Revers transkription og PCR-amplifikation

Revers transkriptions- og PCR-amplifikationsreaktionerne udferes med det termostabile rekombinante
enzym Thermus specie Z05 DNA-polymerase (Z05). Ved tilstedeveerelsen af mangan (Mn?*) og under
passende bufferforhold har Z05 bade revers transkriptase- og DNA-polymerase-aktivitet®'-*2. Dermed kan
bade revers transkription og PCR-amplifikation forega samtidig med real-time detektion af amplikonet.

Behandlede prover tilseettes amplifikationsblandingen i amplifikationsrgrene (K-tubes), hvor der foregar
bade revers transkription og PCR-amplifikation. Reaktionsblandingen tempereres for at lade downstream-
primerne binde sig specifikt til HIV-1 target-RNA'et og til HIV-1 QS RNA'et. Ved tilstedeveerelsen af Mn?*
og overskydende deoxynukleotidtrifosfater (dNTP'er), herunder deoxyadenosin-, deoxyguanosin-,
deoxycytocin- og deoxyurin- og deoxythymidintrifosfater, forl&enger Z05-polymerase de bundne primere
og danner DNA-strenge, der er komplementaere ift. RNA-target.
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Amplifikation af target

Behandlede prover tilseettes til amplifikationsblandingen i amplikationsrerene (K-tubes), hvor PCR-
amplifikationen foregar. Efter revers transkription af HIV-1-target-RNA og HIV-1 QS RNA'et tempereres
reaktionsblandingen i thermo cycleren i COBAS® TagMan®-analyseinstrumentet eller COBAS® TagMan®
48-analyseinstrumentet for at denaturere RNA:cDNA-hybriderne og blotleegge de specifikke primer-
targetsekvenser. Nar blandingen afkgler, binder primerne sig til target-DNA'et ved annealing. Z05 ved
tilstedeveerelsen af Mn?* og overskydende deoxynukleotidtrifosfater (dNTP'er), herunder deoxyadenosin-,
deoxyguanosin-, deoxycytocin- og deoxyurin- og deoxythymidintrifosfater, forleenges i primerens retning
langs targetskabelonen for at producere dobbeltstrengede DNA-molekyler, kaldet amplikoner. COBAS®
TagMan®- eller COBAS® TagMan® 48-analyseinstrumentet gentager automatisk denne proces et bestemt
antal gange, hvor meaengden af amplikon-DNA fordobles for hver cyklus. Det pakreevede antal cyklusser er
forprogrammeret i COBAS® TagMan®- eller COBAS® TagMan® 48-analyseinstrumentet. Amplifikationen
foregar kun i de to omrader mellem primerne pa HIV-1-genomet. Hele HIV-1-genomet amplificeres ikke.

Selektiv amplifikation

Selektiv amplifikation af targetnukleinsyren fra preven opnas i COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-
1 Test v2.0 ved hjelp af AmpErase-enzym (uracil-N-glycosylase) og deoxyuridintrifosfat (dUTP).
AmpErase-enzymet registrerer og katalyserer nedbrydningen af DNA-strenge, der indeholder
deoxyuridin®, men ikke DNA, der indeholder deoxythymidin.

Deoxyuridin findes ikke i naturligt forekommende DNA, men findes altid i amplikon som fglge af brugen af
deoxyuridintrifosfat som et af dNTP'erne i Master Mix-reagenset. Det er derfor kun amplikonet, der
indeholder deoxyuridin. Deoxyuridin ger det kontaminerende amplikon modtageligt for nedbrydning med
enzymet AmpErase for amplifikationen af target-DNA'et. Desuden vil alle ikke-specifikke produkter, der
dannes efter den forste aktivering af Master Mix ved hjeelp af mangan, blive gdelagt af AmpErase-
enzymet. Enzymet AmpErase, der findes i Master Mix-reagenset, katalyserer spaltningen af
deoxyuridinholdigt DNA ved deoxyuridin-residues ved at &bne deoxyribosekeeden i positionen C1. Ved
opvarmning i den farste termiske cyklus brydes amplikonets DNA-kaede ved positionen for deoxyuridin, og
dermed kan DNA'et ikke amplificeres. AmpErase-enzymet forbliver inaktivt i leengere tid, nar det udseettes
for temperaturer over 55 °C, dvs. under thermo cycler-processen, og derfor gdeleegges target-amplikonet,
der dannes under amplifikation, ikke.

Pavisning af PCR-produkter i en COBAS® TagMan® Test

COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 anvender real-time®3 PCR-teknologi.
Anvendelsen af dobbeltfluorescerende prober ger det muligt at foretage real-time pavisning af PCR-
produktopbygningen ved at overvage emissionsintensiteten i de fluorescerende rapportfarvestoffer, der
frigives under amplifikationen. Proberne bestar af HIV-1- og HIV-1 QS-specifikke oligonukleotide prober,
der er meerket med et rapportfarvestof og et quencher-farvestof. | COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®
HIV-1 Test, v2.0 meerkes HIV-1- og HIV-1 QS-proberne med forskellige fluorescerende rapportfarvestoffer.
Nar proberne er intakte, undertrykkes rapportfarvestoffets fluorescens pé grund af naerheden af quencher-
farvestoffet som falge af Forster-energioverfarselseffekten. Under PCR-reaktionen hybridiseres proben til
en targetsekvens og spaltes af 5' — 3'-nukleaseaktiviteten i den termostabile Z05 DNA-polymerase. Nar
rapport- og quencher-farvestofferne frigives og separeres, stopper quenching-effekten, og
rapportfarvestoffets fluorescensaktivitet gges. Amplifikationen af HIV-1 RNA og HIV-1 QS RNA males
uafheengigt ved forskellige balgeleengder. Denne proces gentages et bestemt antal gange, og hver cyklus
gger effektivt emissionsintensiteten i det individuelle rapportfarvestof, hvilket giver mulighed for en
uafheengig identifikation af HIV-1 RNA og HIV-1 QS RNA. Den PCR-cyklus, hvor en veekstkurve starter sin
eksponentielle veekst, stér i forhold til meengden af udgangsmateriale ved begyndelsen af PCR-reaktionen.
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Grundprincipper for kvantificering i COBAS® TagMan®-testen

COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 giver ngjagtige kvantitative resultater over et
meget bredt dynamisk interval, idet monitoreringen af amplikonet foregar under amplifikationens
eksponentielle fase. Jo hgjere HIV-1-titeren er for en prove, jo tidligere stiger rapportfarvestoffets
fluorescens for HIV-1-probernee til over startniveauet (se Figur 1). Da meaengden af HIV-1 QS RNA er
konstant i alle prever, bar rapportstoffets fluorescens for HIV-1 QS-proben optreede i samme cyklus for alle
prover (se Figur2). | prever, hvor QS-fluorescensen pavirkes, justeres koncentrationen tilsvarende.
Tilstedeveerelsen af de specifikke fluorescerende signaler rapporteres som en kritisk graenseveerdi (Ct). Ct-
veerdien defineres som det delcyklusnummer, hvor fluorescensen i rapportfarvestoffet overstiger en
foruddefineret greense (det tildelte fluorescensniveau), og starter en eksponentiel veekstfase for dette
signal (se Figur 3). En hgjere Ct-veerdi angiver en lavere titer af det oprindelige HIV-1-targetmateriale. En
fordobling af titerveerdien korrelerer med et fald pa 1 Ct for target-HIV-1 RNA'et, mens en 10-dobling af
titerveerdien korrelerer med et fald pa 3,3 Ct.

Figur 1 viser targetveekstkurverne for en virusfortyndingsserie over et 5-logio-interval. Nar virus-
koncentrationen gges, skifter veekstkurverne til tidligere cyklusser. Veekstkurven helt til venstre svarer
derfor til det hgjeste virale titerniveau, mens kurven helt til hgjre svarer til det laveste virale titerniveau.

Figur 1
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Figur 2 viser kvantificeringsstandardens veekstkurver for prover fra en virusfortyndingsserie over et 5-logio-
interval. Maengden af kvantificeringsstandard, der tilseettes til hver prove, er konstant for alle reaktioner.
Kvantificeringsstandardens Ct-veerdi er den samme, uafhaengig af den virale titer.
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Figur 2
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Figur 3 viser et eksempel p&, hvordan fluorescensveerdierne for hver cyklus normaliseres for hver
vaekstkurve. Delcyklusnummeret (Ct) beregnes for det sted, hvor fluorescenssignalet krydser det tildelte

fluorescensniveau.
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Kvantificering af HIV-1 RNA

COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 kvantificerer HIV-1 viral RNA ved hjeelp af en
ekstra targetsekvens (HIV-1-kvantificeringsstandard), der tilseettes i hver testprove i en kendt
koncentration. HIV-1 QS er en ikke-smitsom Armored RNA-konstruktion, der indeholder fragmenter af
HIV-1-sekvenser med primerbindingsregioner, der er identiske med dem i HIV-1 gag-targetsekvensen.
HIV-1 QS indeholder HIV-1-primerbindingsregioner og genererer et amplifikationsprodukt af samme
leengde og basesammenszetning som HIV-1-gag-target-RNA'et. Detektionsprobebindingsregionen for
HIV-1 QS er eendret, sa den skelner mellem HIV-1 QS-amplikon og HIV-1-gag-targetamplifikation.

Under PCR-reaktionens annealingfase pd COBAS® TagMan®- eller COBAS® TagMan® 48-analyse-
instrumentet belyses proverne og exciteres af filtreret lys, og der indsamles filtrerede
emissionsfluorescensdata for hver prave. Afleesningerne fra hver prgve korrigeres derefter for instrument-
udsving. Fluorescensafleesningerne sendes af instrumentet til AMPLILINK-softwaren og gemmes i en
database. Der foretages pree-check for at bestemme, om dataseettene for HIV-1 RNA og HIV-1 QS RNA er
valide, og der genereres markeringer, hvis dataene falder uden for de forudindstillede greenser. Nar alle
pree-check er udfert og godkendt, behandles fluorescensafleesningerne for at generere Ct-veerdier for
HIV-1 RNA'et og HIV-1 QS RNA'et. De lotspecifikke kalibreringskonstanter, der falger med COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test v2.0 bruges til at beregne titerveerdien for proverne og
kontrollerne, baseret pd Ct-veerdierne for HIV-1 RNA og HIV-1 QS RNA. COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TagMan® HIV-1 Test, v2.0 er standardiseret i henhold til en WHO-standard (World Health Organization) for
HIV-1 RNA. Titerresultaterne angives i kopier/ml (cp/ml) eller internationale enheder/ml (IE/ml).
Omregningsfaktoren mellem rapporterede HIV-1 RNA cp/ml og HIV-1 IE/ml er bestemt af Roche
Molecular Systems, Inc. til at veere 0,6 cp/IE (1,67 IE/cp).
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REAGENSER

COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0
(P/N: 05212294 190)

HIV-1 v2.0 CS1

(HIV-1-reagenskassette med magnetiske glaspartikler)
Magnetiske glaspartikler
93 % isopropanol

HIV-1 v2.0 CS2
(HIV-1-lysisreagenskassette)
Natriumcitratdihydrat
42,5 % guanidinthiocyanat
< 14 % polydocanol
0,9 % dithiothreitol

HIV-1 v2.0 CS3
HIV-1-multireagenskassette, der indeholder:

Pase

(proteinaseoplgsning)
Trisbuffer
< 0,05 % EDTA
Kalciumklorid
Kalciumacetat
<7,8 % proteinase
Glycerol

EB

(elueringsbuffer)
Tris-base-buffer
0,2 % methylparaben

HIV-1 v2.0 CS4
HIV-1-testspecifik reagenskassette, der indeholder:

HIV-1 QS
(HIV-1-kvantificeringsstandard)
Tris-HCl-buffer
EDTA
< 0,005 % poly rA RNA (syntetisk)
< 0,001 % Armored HIV-1 RNA-konstruktion, der
indeholder HIV-1-primerbindingssekvenser og en unik
probebindingsregion (ikke-smitsomt RNA i MS2-
bakteriofag)
0,05 % natriumazid

HIV-1 MMX

(HIV-1 Master Mix)
Tricinbuffer
Kaliumacetat
Kaliumhydroxid
20% dimethylsulfoxid
Glycerol
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48 test

1 x 48 test

1 x 48 test

1 x 48 test

1x38ml

1x7,0ml

1 x 48 test

1x3,6ml

1x25ml
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< 0,04 % dATP, dCTP, dGTP, dUTP, dTTP

< 0,003 % upstream- og downstream-primere til gag- og LTR-
intervallet for HIV-1

< 0,003 % oligonukleotid aptamer

< 0,003 % fluorescensmeerkede oligonukleotide prober, der er

specifikke for HIV-1 og HIV-1-kvantificeringsstandarden

< 0,05 % Z05 DNA-polymerase (mikrobiel)

< 0,1 % AmpErase-enzym (uracil-N-glycosylase) (mikrobielt)

0,09 % natriumazid

CAP/CTM Mn?* 1x19,8ml
(CAP/CTM-manganoplgsning)

< 0,5 % manganacetat

Iseddikesyre

0,09 % natriumazid

HIV-1 H(+)C v2.0 4x1,0ml
(HIV-1 High Positive Control, v2.0)

< 0,001 % Armored HIV-1 RNA-konstruktion, der
indeholder HIV-1-sekvenser (ikke-smitsomt RNA i
MS2-bakteriofag)

Negativt humant plasma, ikke-reaktivt med test for
antistoffer mod HCV, antistoffer mod HIV-1/2, HIV
p24-antigen og HBsAg; HIV-1 RNA, HCV RNA og
HBV DNA kan ikke detekteres ved hjeelp af PCR-
metoder

0,1 % ProClin® 300, konserveringsmiddel

HIV-1 L(+)C v2.0 4x1,0ml
(HIV-1 Low Positive Control, v2.0)
< 0,001 % Armored HIV-1 RNA-konstruktion, der
indeholder HIV-1-sekvenser (ikke-smitsomt RNA i
MS2-bakteriofag)
Negativt humant plasma, ikke-reaktivt med test for
antistoffer mod HCV, antistoffer mod HIV-1/2, HIV
p24-antigen og HBsAg; HIV-1 RNA, HCV RNA og HBV
DNA kan ikke detekteres ved hjeelp af PCR-metoder
0,1 % ProClin® 300, konserveringsmiddel

CTMm(-)C 4x1,0ml
[COBAS® TagMan®-negativ kontrol (humant plasma)]
Negativt humant plasma, ikke-reaktivt med test for
antistoffer mod HCV, antistoffer mod HIV-1/2, HIV
p24-antigen og HBsAg; HIV-1 RNA, HCV RNA og HBV
DNA kan ikke detekteres ved hjeelp af PCR-metoder
0,1 % ProClin® 300, konserveringsmiddel

HIV-1 H(+)C, v2.0 Clip 1 x 4 clips
(HIV-1 High Positive Control, v2.0, barkodeclip)

HIV-1 L(+)C, v2.0 Clip 1 x 4 clips
(HIV-1 Low Positive Control, v2.0, barkodeclip)

HIV-1 (<) C Clip 1 x 4 clips
(HIV-1 Negative Control, v2.0 barkodeclip)
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COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® Wash Reagent 1x5,11

(P/N: 03587797 190)

PG WR ,
(COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®-vaskereagens)

Natriumcitratdihydrat

< 0,1 % N-methylisothiazolon-HCI

COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® Specimen
Pre-Extraction Reagent
(P/N: 06989861190)

SPEX
(cobas® Specimen Pre-Extraction Reagent (SPEX))
42,5 % guanidinthiocyanat
0,79 % natriumazid
0,01 % citronsyre
3,6 % polydocanol
1,8 % dithiothreitol

5x78 ml

Bemazrk! Dette reagens er valgfrit og ma kun anvendes sammen med PSC til at generere
torrede aver. Se deark til PSC ms_09411763190.

ADVARSLER 0G FORHOLDSREGLER

A TIL IN VITRO-DIAGNOSTIK.

B. Denne test er beregnet til brug med humant plasma, der er indsamlet i det antikoagulerende
middel EDTA eller fra en terret PSC-plasmaspot.

C. Brug ikke mundpipettering.
Der ma ikke spises, drikkes eller ryges i laboratoriets arbejdsomrader. Anvend engangs-

beskyttelseshandsker, seerligt arbejdstgj og beskyttelsesbriller ved handtering af prever og
reagenser. Vask haenderne grundigt efter at have handteret prover og testreagenser.

E. Undga mikrobiel og ribonukl } ing af reag , nar der fjernes afmalte
mengder fra kontrolflaskerne.

F. Det anbefales at bruge sterile engangspipetter og RNase-fri pipettespidser.

G. Kontroller fra forskellige lotnumre eller fra forskellige flasker fra det samme lotnummer méa ikke
blandes.

H. Reagenskassetter eller kontroller fra forskellige kit m4 ikke blandes.

. Der ma ikke ombyttes, blandes, fiernes eller indseettes flasker i COBAS® AmpliPrep-kassetterne.

J. Reagenser, affald og prover skal bortskaffes i overensstemmelse med nationale, regionale og lokale
bestemmelser.

K. Brug ikke et kit efter udlgbsdatoen.

-

Der kan rekvireres sikkerhedsdatablade (SDS) ved henvendelse til det lokale Roche-kontor.

M. Prover og kontroller skal handteres som smittefarligt materiale i overensstemmelse med
forskrifterne for sikkerhed i laboratoriet, f.eks. Biosafety in Microbiological and Biomedical
Laboratories® og CLSI-dokument M29-A3%. Renger og desinficer alle arbejdsflader grundigt med
en nyfremstillet 0,5 % oplgsning af natriumhypoklorit i deioniseret eller destilleret vand.

R k! Almindeligt til it flvdende bl iddel til husholdningsb o ahold

s e 4 =4
typisk it 1ypoklorit med en k ion pa 5,25 %. En 1:10 fortynding af
blegemidlet giver en 0,5 % oplosning af it ypoklorit.
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Bemark! Hvis der forekommer spildt materiale fra torrede PSC-plasmaspotprover i
cobas® Specimen Pre-Extraction Reagent (SPEX) (der indeholder guanidin-
thiocyanat), ma det ikke Kk i k kt med natri it, der

kan

i daholder desinfekti idler som f.eks.

iddel. Denne blandi

i

danne en meget giftig gas.

N. FORSIGTIG: CTM (-) C, HIV-1 L(+)C, v2.0 og HIV-1 H(+)C, v2.0 indeholder humant plasma,
der stammer fra humant blod. Kildematerialet er ved test fundet ikke-reaktivt for tilstedeveerelsen af
hepatitis B-overfladeantigen (HBsAg), antistoffer mod HIV-1/2 og HCV samt HIV p24-antigen. Test
af negativt humant plasma ved PCR-metoder paviste ikke forekomst af HIV-1 RNA, HCV RNA eller
HBV DNA. Ingen kendte testmetoder kan helt udelukke, at produkter, der stammer fra humant
blod, kan overfare smitstoffer. Alt materiale, der stammer fra mennesker, skal derfor betragtes som
potentielt smittefarligt. CTM (=) C, HIV-1 L(+)C, v2.0 og HIV-1 H(+)C, v2.0 skal handteres som
smittefarligt materiale i overensstemmelse med forskrifterne for sikkerhed i laboratoriet, f.eks.
Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories®® og i CLSI-dokumentet M29-A3%. Rengar
og desinficer alle arbejdsflader grundigt med en nyfremstillet 0,5 % oplgsning af natriumhypoklorit i
deioniseret eller destilleret vand.

0. HIV-1 @S, CAP/CTM Mn?* og HIV-1 MMX indeholder natriumazid. Natriumazid kan reagere
med bly- og kobberinstallationer og danne hgjeksplosive metalazider. Nar natriumazidholdige
oplgsninger hzeldes ud i laboratorievasken, skal aflabet skylles med store meaengder vand for at
undgé ophobning af azider.

P. Anvend beskyttelsesbriller, seerligt arbejdstej og engangsbeskyttelseshandsker ved handtering af
alle reagenser. Undgé kontakt med huden, gjnene og slimhinderne. Ved kontakt skylles straks med
store maengder vand. Der kan opsté etsninger, hvis omradet ikke behandles. Hvis disse reagenser
spildes, skal de fortyndes med vand, fer de tarres op.

Q HIV-1 v2.0 CS2, SPEX (anvendt i proceduren for terrede PSC-plasmaspotpraver) og flydende
affald fra COBAS® AmpliPrep-instrumentet, der indeholder guanidinthiocyanat, méa ikke komme i
kontakt med natriumhypoklorit (blegemiddel). Denne blanding kan danne en meget giftig gas.

R. SPEX er lysfalsomt og leveres i lysbeskyttende flasker.

S. Ved bortskaffelse af brugte COBAS® AmpliPrep-SPU'er (Specimen Processing Units), der
indeholder guanidinthiocyanat, skal enhver kontakt med natriumhypokloritoplgsning (blegemiddel)
undgés. Denne blanding kan danne en meget giftig gas.

T. Se flere advarsler og forholdsregler i metodeark til PSC ms_09411763190.

KRAV TIL OPBEVARING OG HANDTERING

A Reagenser og kontroller ma ikke nedfryses.

B. Inspicer hver reagenskassette visuelt for brug for at sikre, at der ikke er tegn pa uteetheder.
Materialet ma ikke anvendes til test, hvis der er tegn pa uteetheder.

C. Opbevar HIV-1 v2.0 CS1, HIV-1 v2.0 CS2, HIV-1 v2.0 CS3 og HIV-1 v2.0 CS4 ved 2-8 °C.
Uébnet kan disse reagenser holde sig til den angivne udlgbsdato. Efter &bning kan disse reagenser
holde sig i 28 dage ved 2-8 °C eller indtil udlgbsdatoen afheaengigt af, hvad der indtreeder forst.
HIV-1 v2.0 CS1, HIV-1v2.0 CS2, HIV-1 v2.0 CS3 og HIV-1 v2.0 CS4 kan anvendes i hgjst
4 instrumentcyklusser, op til 64 timer i alt i COBAS® AmpliPrep-instrumentet. Reagenser skal
opbevares ved 2-8 °C mellem instrumentcyklusser.

D. Opbevar HIV-1 H(+)C, v2.0, HIV-1 L(+)C, v2.0 og CTM (-) C ved 2-8 °C. Kontrollerne kan
holde sig til den angivne udlgbsdato. Efter abning skal ubrugt materiale kasseres.

E. Opbevar barkodeclips [HIV-1 H(+)C, v2.0 Clip, HIV-1 L(+)C, v2.0 Clip og HIV-1 (-) C Clip]
ved 2-30 °C.
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PG WR opbevares ved 2-30 °C. PG WR kan holde sig indtil den angivne udlgbsdato. Efter abning
kan dette reagens holde sig i 28 dage ved 2-30 °C eller indtil udlgbsdatoen afheengigt af, hvad der

indtreeder forst.

Opbevar SPEX (anvendt i proceduren for tarrede PSC-plasmaspot) ved 2-8 °C. SPEX kan holde sig
indtil den angivne udlgbsdato. Efter abning kan dette reagens holde sig i 28 dage ved 2-30 °C eller

indtil udlgbsdatoen afhaengigt af, hvad der indtraeder forst.

Kravene til opbevaring og handtering af PSC er specificeret i metodeark til PSC ms_09411763190.

MEDFOLGENDE MATERIALER

A

COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0

(P/N: 05212294 190)

HIV-1 v2.0 CS1
(HIV-1-reagenskassette med magnetiske glaspartikler)

HIV-1 v2.0 CS2
(HIV-1-lysisreagenskassette)

HIV-1 v2.0 CS3
(HIV-1-multireagenskassette)

HIV-1 v2.0 CS4
(HIV-1-testspecifik reagenskassette)

HIV-1 H(+)C, v2.0
(HIV-1 High Positive Control, v2.0)

HIV-1 L(+)C, v2.0
(HIV-1 Low Positive Control, v2.0)

CTM(-) C
[COBAS® TagMan®-negativ kontrol (humant plasma)]

HIV-1 H(+)C, v2.0 Clip
(HIV-1 High Positive Control, v2.0 barkodeclip)

HIV-1 L(+)C, v2.0 Clip
(HIV-1 Low Positive Control, v2.0 barkodeclip)

HIV-1 (-) C Clip
(HIV-1 Negative Control barkodeclip)

COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® Wash Reagent

(P/N: 03587797 190)

COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® Specimen
Pre-Extraction Reagent
(P/N: 06989861190)

05447909001-18DA 12

Doc Rev. 19.0



NODVENDIGE, MEN IKKE MEDFOLGENDE MATERIALER
Instrumenter og software

COBAS® AmpliPrep-instrument

COBAS® TagMan®- eller COBAS® TagMan® 48-analyseinstrument
Valgfrit: cobas p 630-instrumentet

Valgfrit: Dockingstation

AMPLILINK Software, version 3.3- eller version 3.4-serien
Kontrolenhed til AMPLILINK Software med printer

Vejlednlnger til instrument og software:

Instrumentmanual til COBAS® AmpliPrep til brug med AMPLILINK Software, version
3.3- og 3.4-serien
Instrumentmanual til COBAS® TagMan®-analyseinstrumentet til brug med
AMPLILINK Software, version 3.3- og 3.4-serien
Instrumentmanual til COBAS® TagMan® 48-analyseinstrumentet til brug med
AMPLILINK Software, version- 3.3 og 3.4-serien
Applikationsmanual til AMPLILINK Software, version 3.3-serien til brug med
COBAS® AmpliPrep-instrumentet, COBAS® TagMan®-analyseinstrumentet, COBAS®
TagMan® 48-analyseinstrumentet, COBAS® AMPLICOR®-analyseinstrumentet og
cobas p 630-instrument

eller
Applikationsmanual til AMPLILINK Software, version 3.4-serien

Valgfrit: Brugermanual til cobas p 630-instrument, softwareversion 2.2

L] Testdefinitionsfil (TDF). Se navnet pa og versionen af testdefinitionsfilen pa det
produktoplysningskort, der fulgte med kittet.

Forbrugsartikler

Prgvebehandlingsenheder: SPU'er

S-tubes (Sample input tubes) med barkodeclips
Racks med K-tips

K-tube, seske med 12 x 96

ANDRE N@ODVENDIGE, MEN IKKE MEDFOLGENDE MATERIALER (KUN VED ANVENDELSE AF
EDTA-PLASMAPROVER)

05447909001-18DA

Praverack (SK24-rack)

Reagensrack

SPU-rack

Capper til K-tubes, motoriseret

Capper til K-tubes

K-carrier

K-carrier-transportar

K-carrier-rack

Pipetter med aerosolfilter eller RNase-frie stempelspidser (kapacitet 1000 pl)*
Engangsbeskyttelseshandsker, uden talkum
Vortex-mixer
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* Pipetter skal vaere nojagtige inden for 3 % af den angivne volumen. Der skal anvendes aerosolbarriere-
eller RNase-fri "positive displacement'-spidser, hvor det er angivet, for at undga krydskontaminering af
praver og amplikoner.

ANDRE NODVENDIGE, MEN IKKE MEDFOLGENDE MATERIALER OG FORBRUGSARTIKLER (KUN
VED ANVENDELSE AF TORREDE PSC-PLASMASPOTPROVER)

. cobas® Plasma Separation Card (P/N 07963084190 eller P/N 09411763190)*

L] Steril eller engangstang eller -pincet**

L 140 pl kapilleerrgr (f.eks. Vitrex-plastikror) med kompatibel dispenser (f.eks. Vitrex-
pipetteholder)*

L] En fingerprikker til engangsbrug (f.eks. Greiner Bio-one: MiniCollect® Safety Lancet

med en indstiksdybde p& 2,00 mm)*

L Provepose (i gennemsigtig plastik med genlukkelig lynlas) og silikagelposer med
torremiddel (til i alt 4 gram. Se metodeark til PSC ms_09411763190 for at fa flere
oplysninger om opbevaring og levering af PSC).

. Transportpose (f.eks. Wicoseal 180 x 60 x 240 mm)
L] Pipette (f.eks. Multistepper-pipette)
. Eppendorf Thermomixer® (f.eks. model R 5355 eller C eller tilsvarende) med

Thermoblock til 24 cryorar
* Se metodeark til PSC ms_09411763190 for at fa flere oplysninger om PSC-pravetagning.

** For at forhindre krydskontaminering m& man kun bruge én tang til hver patient! Det anbefales at bruge
en metaltang, der autoklaveres efter en enkelt anvendelse.

UDTAGNING, TRANSPORT OG OPBEVARING AF EDTA-PLASMAPROVER

Bemark!  Alle prover og kontroller skal ha som p it lige.

Bemzrk!  Denne test er kun valideret til brug med h I der er ind: let i det
antikoagulerende middel EDTA eller fra en torret PSC-plasmaspot. Test af andre
provetyper kan medfore unojagtige resultater.

A. Provetagning

COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test v2.0 er kun beregnet til plasmaprover. Blod skal tages i
sterile rgr med EDTA som antikoagulerende middel og blandes tilstraekkeligt i henhold til instruktionerne
fra rgrproducenten.

Fuldblod skal opbevares ved 2-25 °C i hgjst 24 timer. Plasma skal separeres fra fuldblod inden for 24 timer
efter prgvetagning ved centrifugering ved 800-1600 x g i 20 minutter ved stuetemperatur. Plasmaet
overfgres til et sterilt polypropylenrar. Figur 4 viser data for preveholdbarhed fra undersggelser udfert med
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1-testen (P/N: 03543005 190).
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Figur 4

Holdbarhed af HIV-1 i fuldblod (ind let i EDTA-pl ar)
8 50
-]
8
T 40 — — )
<=
— 630 O < 1time (T0)
=g [ 24 timer, 25-30 °C
Tz : o
] Er01— m 24 timer, 2-8 °C
L2
s
51O
=<
c o
2 oo :
2 Donor P1 Donor P2 Donor P3
5 Prove-id
[G]
B. Transport af prover

Transport af fuldblod eller plasma skal overholde nationale, regionale og lokale bestemmelser for transport
af atiologiske stoffer*?. Fuldblod skal transporteres ved 2-25 °C og centrifugeres inden for 24 timer efter
provetagningen. Plasma skal transporteres ved 2-8 °C eller nedfrosset ved -20 °C til -80 °C.

C. Opbevaring af prover

Plasmaprover kan opbevares ved stuetemperatur (25-30 °C) i op til 1 dag eller i op til 6 dage ved 2-8 °C.
Plasmaprover har vist sig at veere stabile i seks uger nedfrosset ved -20 °C til -80 °C. Det anbefales at
opbevare prover i meengder pa 1100-1200 pl i sterile 2,0 ml polypropylenror med skruelag (f.eks. Sarstedt
72.694.006). Figur 5 viser data for preveholdbarhed fra undersggelser af proveopbevaring udfert med
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1-testen (P/N: 03543005 190).

Figur 5
HIV-1-holdbarhed i EDTA-plasma
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Plasmapraverne kan nedfryses og optes op til fem gange uden betydelige tab af HIV-1 RNA. Figur 6 viser
data for undersggelser af nedfrysning/optening af prever udfert med COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TagMan® HIV-1-testen (P/N: 03543005 190).
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Figur 6

HIV-1-resultater efter op til fem nedfrysninger/opteninger (EDTA-pl )
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UDTAGNING, TRANSPORT OG OPBEVARING AF TORREDE PSC-PLASMASPOTPROVER

Bemark!  Alle prover og kontroller skal handteres som p ielt lige.

Bemzrk!  Denne test er kun valideret til brug med h pl: der er ind: let i det

antikoagulerende middel EDTA eller fra en torret PSC-plasmaspot. Test af andre
provetyper kan medfore unojagtige resultater.

A. Provetagning

Torrede PSC-plasmaspotpraver udtages ved brug af passende kliniske procedurer. Udlgbsdatoen for PSC
skal kontrolleres for brug. Fortseet kun, hvis PSC'et endnu ikke er udlgbet, og hvis den forseglede pose
med PSC'et er helt lukket og intakt. Meerk PSC'et med patientens navn, fadselsdato og klokkesleet for
provetagning. Anvend 140 pl af fuldblod pa hver cirkel af PSC-membranen, der er afgreenset til laget af
spotpraver, ved hjeelp af et passende kapilleerrar og en dispenser. Det anbefales at fylde alle tre spots pa
PSC'et for at give mulighed for at teste igen. Der ma ikke paferes prever fra mere end én patient pa
samme PSC. Sgrg for, at BEGGE sider af spots pa PSC'et (forsiden: membran med blod; bagsiden: spot
med plasma) er meettet efter 5 minutter. Kontrollér bagsiden gennem det gennemsigtige bagerste lag.
Membranerne ma ikke komme i kontakt med handsker, veerktgj eller potentielt kontaminerede overflader
under denne procedure.

Lad PSCet torre ved stuetemperatur i mindst 4 timer (hgjst natten over), mens det er beskyttet mod
direkte sollys. Laget til spotprever ma ikke fjernes. Dette udferes i laboratoriet. Nar det er tort, skal PSC'et
opbevares i en individuel provepose med 4 gram terremiddel, og posen skal forsegles (Figur 7).
Proveposerne skal pakkes i en transportpose sammen med det relevante patientoplysningsskema. Det
anbefales at pakke maks. 25 PSC'er pr. transportpose.
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Figur 7
Oversigt over pakkerne til PSC-transport
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B. Provetransport

Hvis preverne skal sendes, skal de pakkes og meerkes i overensstemmelse med de geeldende nationale
og/eller internationale bestemmelser for transport af prgver og eetiologiske stoffer. Transportposer, der
indeholder PSC'er, skal transporteres inden for 28 dage ved 18-45 °C og en luftfugtighed pa op til 85 %.

C. Praveopbevaring

PSCler i individuelle proveposer med 4 gram tgrremiddel i en transportpose kan opbevares efter transport ved
stuetemperatur (18-30 °C), ved 2-8 °C eller ved < -10 °C i op til 56 dage (med eller uden adskillelse af lag).
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BRUGSANVISNING

Bemzaerk! For at fi en detaljeret br isning, en detalje beskrivelse af lig
konfig i Iskrivning af It og fortolkning af markeringer,
k samt fejlmeddelelser henvises til: (1) il len til COBAS®
AmpliPrep til brug med AMPLILINK Saftware, version 3.3- og 3.4-serien;
(2) instrumentmanualen til COBAS® TaqM: lysei til brug med
AMPLILINK Saftware, vels:on 3.3- og 3.4 ien; [3] instr I til
COBAS® TaqM. til brug med AMPLILINK Software,

version 3.3- og 34-88!’[8", ) appllkatlonsmanualen til AMPLILINK Software,
versmn 33-serlen til brug med COBAS® AmlePrep-lnstrumentet, COBAS®
COBAS®  TaqM.

appllkatmnsmanualen til COBAS® AMPLlCOR‘”-anaIysemstrumentet og cobas p 630-
instrumentet eller AMPLILINK Software, version 3.4-serien; (5) valgfrit: bruger-
manualen til cobas p 630-instrumentet, softwareversion 2.2.

Oplysmngerne idel A-C og F-J gaelder for begge pr typer (EDTA-pl. prover og
torrede PSC- spotprover). Del D indeh kun oplysnii om lzestlllmg og
indsaetning af prover til EDTA-pl: iprover. Del E indeholder kun oply om

bestilling og indsaetning af praver til torrede PSC-plasmaspotprover.

Batch-starrelse

Hvert kit indeholder nok reagenser til 48 test, der kan udferes i batches fra 12 til 24 test. Der skal
inkluderes mindst én af hver af kontrollerne [CTM (=) C, HIV-1 L(+)C, v2.0 og HIV-1 H(+)C, v2.0]
i hver batch (se afsnittet "Kvalitetskontrol").

Arbejdsgang

Karslen i COBAS® TagMan®-analyseinstrumentet eller COBAS® TagMan® 48-analyseinstrumentet skal
startes, inden der er gdet 120 minutter efter feerdiggerelsen af prove- og kontrolforberedelsen.

Bemzrk!  Behandlede prover og kontroller ma ikke nedfryses eller opbevares ved 2-8 °C.

Prove- og kontrolforberedelse

Bemaerk!  Hvis der benyttes frosne prover, skal proverne placeres ved stuetemperatur, indtil de
er fuldstaendig optoede, og vortexes i 3-5 sekunder for brug. Hvis kontrollerne
opbevares ved 2-8 °C, skal de tages ud og es til den omgivend. P
for brug.

p

Opsaetning af COBAS® AmpliPrep-instrumentet
Del A. Vedligeholdelse og priming
Al.  COBAS® AmpliPrep-instrumentet er klar til brug i standby-tilstand.

A2.  Teend for kontrolenheden til AMPLILINK Software (ON). Forbered kontrolenheden pa folgende
made:

1. Log pé Microsoft Windows-operativsystemet.
2. Dobbeltklik pa ikonet for AMPLILINK-softwaren.
3. Log p4 AMPLILINK-softwaren ved at indtaste bruger-id og adgangskode.

A3.  Kontroller beholdningen af PG WR pa skeermbilledet Status, og foretag udskiftning, hvis det er
ngdvendigt.

A4.  Udfer de vedligeholdelsesprocedure, der er angivet pa fanen Due. Systemet primes automatisk af
COBAS® AmpliPrep-instrumentet.
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af r ter

B1.

B2.

B3.

Del C.

k! Alle r k skal fjernes fra opbevaringen ved 2-8°C og indszttes i
COBAS® AmpliPrep-instrumentet, mindst 30 mmutter for den farste prove skal
behandles, for at blive ipereret til den omg d ne ma
ikke ipereres til den 1gi 1 P uden for lnstrumentet, da der kan

dannes kondens pa barkodeetiketterne. Hvis der dannes kondens pa barkode-
etiketterne, ma disse ikke torres af.

Placer HIV-1 v2.0 CS1 pa et reagensrack. Placer HIV-1 v2.0 CS2, HIV-1 v2.0 CS3 og
HIV-1 v2.0 CS4 pa et separat reagensrack.

Indseet det reagensrack, der indeholder HIV-1 v2.0 CS1, i rackposition A i COBAS® AmpliPrep-
instrumentet.

Indseet det reagensrack, der indeholder HIV-1 v2.0 CS2, HIV-1 v2.0 CS3 og HIV-1 v2.0 CS4, i

rackpositionerne B, C, D eller E i COBAS® AmpliPrep-instrumentet. (Se Tabel 1 for at fa flere
oplysninger).

Indsaetning af forbrugsartikler

Bemzrk!  Bestem det antal COBAS® AmpliPrep-reagenskassetter, -SPU'er (Sample Processing

Units), input-S-tubes (S-tubes), K-tips og K-tubes, der skal bruges. Der skal bruges
én SPU, én input-S-tube, én K-tip og én K-tube til hver prove eller kontrol.

Der er flere mulige arbejdsgange for brug af COBAS® AmpliPrep-instrumentet med COBAS® TagMan®-
eller COBAS® TagMan® 48-analyseinstrumentet. Se Tabel 1 nedenfor for at f& yderligere oplysninger.
Afheengigt af den valgte arbejdsgang indseettes det relevante antal reagenskassetteracks, prgveracks med
input S-tubes, SPU-racks, K-tip-racks, K-tube-racks og K-carriers pa K-carrier-racks i de respektive
rackpositioner i COBAS® AmpliPrep-instrumentet (se Tabel 1 for at f& yderligere oplysninger).

C1.

c2.

C3.

Ca.

Placer SPU'erne i SPU-racket eller -rackene, og indsaet racket eller rackene i positionerne J, K eller
L i COBAS® AmpliPrep-instrumentet.

Afheengigt af den valgte arbejdsgang indseettes det fulde rack med K-tubes pa rackposition M, N,
0 eller P i COBAS® AmpliPrep-instrumentet.

Indseet fulde racks med K-tips pa rackposition M, N, O eller P i COBAS® AmpliPrep-instrumentet.
| forbindelse med arbejdsgang 3 med brug af COBAS® TagMan® 48-analyseinstrumentet indseettes

K-carriers p& K-carrier-rack(s) i rackposition M og N eller O og P i COBAS® AmpliPrep-
instrumentet.
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Tabel 1
Mulige arhejdsgange ved brug af COBAS® AmpllPrep-mstrumentet

med COBAS® TagMan"®: ly eller COBAS® TagMan® 48. ly
Overforselstilstand til Position i
® ®_ o
. COBAS TaqMa@n Racks, carriers og COBAS®
Arbejdsgang eller COBAS' " "
® forbrugsartikler AmpliPrep-
TagMan® 48- .
N instrumentet
analyseinstrumentet
COBAS® K-tubes i fulde K-tube-racks M- P
AmpliPrep- K-tips i fulde K-tip-racks M- P
i Indseet S-tub d
|nst.rumen.t, Automatisk overfgrsel nase Y e.s med praver F-H
1 dockingstation af K-carrier og kontroller i praveracks
og SPU'er i SPU-racks J-L
COBAS® TagMan®- CS1 i kassetterack A
analyseinstrumentet CS2, CS3, CS4 i kassetterack B-E
K-tubes i fulde K-tube-racks M-P
K-tips i fulde K-tip-racks M- P
® Indseet S-tubes med prover
Aﬁloﬁ:)\rse& ~ Manuel overfgrsel af og kontroller i prgveracks F-H
Al K-tubes via SPUer i SPU-racks 1oL
2 og proverack(s) pa CS1 i kassetterack A
COBAS® TagMan®- COBAS* TagMan"®- CS2, CS3, CS4 i kassetterack B-E
analyseinstrument analyseinstrumentet Efter udfme|5? af Samme som
provebehandling: ovenfor
K-tubes pa proveracks (klar (F-H)
til manuel overfarsel)
K-tubes pé proveracks F-H
K-tips i fulde K-tip-racks M- P
Indszet S-tubes med prover F-H
COBAS® Manuel overfarsel og kontroller i praveracks
AmpliPrep- af K-carrier via SPU'er i SPU-racks J-L
3 mStrss;n " K-carrier racks Cs2 23; 'cksfs»ekt'eracnk K BAE
: . 4 COBAS® , CS3, i kassetteracl -
COBAS® TagMan® P ® Tom barkodet K-carrier
48- TagMan® 48- v M-P
X pé K-carrier-rack
analyseinstrument analyseinstrumentet Efter udiorelse af
N Samme som
rgvebehandling: ovenfor
K-tubes i K-carrier M-P)
pa K-carrier-racks
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Del D.

D1.

D2.

D3.

Da4.

D5.

D6.

D7.

Ds8.

Bestilling og indszetning af prover: EDTA-plasmaprover

Forbered proveracks pé folgende méde: Seet en clip med barkodemeerkat pa alle de
proverackpositioner, hvor der skal placeres en prove (S-tube). Seet de specifikke clips med
barkodemeerkat for kontrollerne [CTM (=) C, HIV-1 L(+)C, v2.0 og HIV-1 H(+)C, v2.0] pa hver
proverackposition, hvor der skal placeres kontroller (S-tubes). Clipsene med barkodemeerkater til
kontrollerne skal have det samme kontrollothummer som lotnummeret pa kontrolflaskerne i kittet.
Serg for at tilknytte den rigtige kontrol til positionen med den tilhgrende kontrolbarkodeclip. Placer
en input-S-tube pa hver position, der indeholder en clip med barkodemaerkat.

Brug AMPLILINK-softwaren til at veelge testdefinitionsfilen (HI2CAP96 til COBAS® AmpliPrep-
instrumentet og COBAS® TagMan®-analyseinstrumentet, HI2CAP48 til COBAS® AmpliPrep-
instrumentet og COBAS® TagMan® 48-analyseinstrumentet), opret prevebestillinger for hver prove
og kontrol i vinduet Orders og mappen Sample, og udfgr ved at gemme.

Tilknyt preve- og kontrolordrer til proverackpositioner pa fanen Sample Rack i vinduet Orders.
Prgveracknummeret skal veere til racket, der blev forberedt i trin D1.

Udskriv rapporten Sample Rack Order, og brug den som arbejdsark.

Forbered prove- og kontrolracks i det angivne omrade for tilfgjelse af prover og kontroller pa
folgende méade: Bland hver prove og kontrol [CTM (=) C, HIV-1 L(+)C, v2.0 and HIV-1 H(+)C,
v2.0] i 3 til 5 sekunder ved at vortexe. Undga at kontaminere handsker ved handtering af prover og
kontroller.

Overfgr 1000-1050 pl af hver prave og kontrol [CTM (=) C, HIV-1 L(+)C, v2.0 og HIV-1 H(+)C,
v2.0] til det relevante barkodemeerkede input-S-tube ved hjelp af en mikropipette med
aerosolfilterspids eller en "positive displacement'-RNase-fri spids. Undga at overfore partikler
og/eller fibrinclots fra den oprindelige prove til input-S-tuben. Prover og kontroller skal
overfgres til de rorpositioner, der er tildelt og registreret pa arbejdsarket under trin D4. Clipsene
med barkodemeerkater til kontrollerne skal have det samme kontrollothummer som lotnummeret pa
kontrolflaskerne i kittet. Sgrg for at tilknytte den rigtige kontrol til positionen med den relevante
kontrolbarkodeclip. Undga at k inere den del af S-tubes med prover eller
kontroller. Se brugermanualen til cobas p 630-instrumentet ved brug af cobas p 630-
instrumentet til proveforberedelse.

Til arbejdsgangene 1 og 2 indseettes proveracks med input S-tubes i rackpositionerne F, G eller H i
COBAS® AmpliPrep-instrumentet.

Til arbejdsgangen 3 med brug af COBAS® TagMan® 48-analyseinstrumentet indseettes proveracks
med input S-tubes og K-tubes (én til hver input S-tube, indsat i den hgjre position ved siden af
input-S-tubes) i positionerne F, G eller H i COBAS® AmpliPrep-instrumentet.
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Del E. Bestilling og indszetning af prover: Terrede PSC-plasmaspotprover

E1. Kontrollér transportposens integritet for dbning. Fortseet kun, hvis transportposen er fuldsteendig
forseglet.

Man skal abne transportposen og kun fortseette med hver enkelt pravepose, hvis:

. laboratoriets rekvisitionsformular er helt udfyldt.

. barkoden pé laboratoriets rekvisitionsformular og PSC'et svarer til hinanden.

. proveposen er helt lukket, og hver pose indeholder et PSC med 4 gram tgrremiddel.

. provetagningsdatoen er tilgeengelig, og prevetagningen fandt sted inden for de seneste

28 dage og fer udlgbsdatoen for PSC'et.

. PSC'et er ikke udlgbet.

. den torrede PSC-plasmaspot ser ensartet ud pa forsiden og ser ud til at veere helt daekket
med plasma set fra bagsiden (se Figur 8).

Figur 8
prover, der skal behandles (venstre: forside. hgjre: bagside)

Terrede PSC-pl

Membraner Torrede PSC-plasmaspotpraver
AN

\

AN
\ / \
) %
. | N
Lag til spotpraver s N

cobas® Pasma Separation Card

P done [pon_ Il
RO01059

LoLLecTioN DATE /TmE

E2.  Terrede PSC-plasmaspotprover skal markeres og afvises, hvis:

e Der er synligt spild fra blod (Figur 9b), og/eller membranen ikke er helt deekket med blod
(Figur 9¢), og den pageeldende PSC-spot derfor indeholder en inhomogen forside
og/eller en bagside, der ikke er helt deekket med plasma (synlig gennem carrieren).

e membranen er beskadiget (Figur 9a), og den pageeldende PSC-spot derfor indeholder
en inhomogen forside og en merk regdbrun bagside (synlig gennem carrieren).

Bemark! De tre spots gor, at man har mulighed for at gentage testen. Et PSC kan
indeholde en darlig spot men stadig give en god prove til testen. De darlige spots skal
markeres korrekt, sa de kan genkendes. Undga at markere dem pa laget til spotprover.
Sammenlign altid de tre spots med hi len for at luere deres kvali
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Figur 9
Afvisningskriterium for PSC'er (venstre: forside; hgjre: bagside).
Spots med spildt blod (b), ikke deekket membran (c) eller synligt beskadigede membraner (a)
ma ikke behandles. Spots skal markeres tydeligt, nar de afvises.

a b c c b a

cobas® n«?ﬁn Separation Card

s dinc /2ot I
CoLLgcTioN DATE / TmE RO01059

E3. Forbered proveracks pé folgende méde: Seet en clip med barkodemeerkat pa alle de

proverackpositioner, hvor der skal placeres en prove (S-tube). Seet de specifikke clips med
barkodemeerkat for kontrollerne [CTM (=) C, HIV-1 L(+)C, v2.0 og HIV-1 H(+)C, v2.0] pa hver
proverackposition, hvor der skal placeres kontroller (S-tubes). Clipsene med barkodemeerkater til
kontrollerne skal have det samme kontrollothummer som lotnummeret pa kontrolflaskerne i kittet.
Serg for at tilknytte den rigtige kontrol til positionen med den tilhgrende kontrolbarkodeclip. Placer
en input-S-tube pa hver position, der indeholder en clip med barkodemaerkat.

E4. Brug AMPLILINK-softwaren til at veelge den relevante testdefinitionsfil (HI2PSC96 til COBAS®

AmpliPrep-instrumentet og COBAS® TagMan®-analyseinstrumentet, HI2PSC48 til COBAS®
AmpliPrep-instrumentet og COBAS® TagMan® 48-analyseinstrumentet), og opret pravebestillinger
for hver prgve og kontrol i vinduet Orders og mappen Sample, og udfer ved at gemme.

E5.  Tilknyt preve- og kontrolordrer til proverackpositioner pa fanen Sample Rack i vinduet Orders.

Proveracknummeret skal veere til det rack, der blev forberedt i trin E1. Patientens barkode péa

bagsiden af PSC'et kan scannes gennem proveposen (Figur 10). Abn ikke proveposen pa dette
tidspunkt, men udfer ved at gemme.

Figur 10
Scanning af prevens barkode for at bestille torrede PSC-plasmaspotprover

/

sttt ‘

r

f

E6. Udskriv rapporten Sample Rack Order, og brug den som arbejdsark, og bekreeft brugen af den
relevante testfil igen.
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E7. Udfer trin E7 til E11 i et sikkerhedskabinet. For det valgte PSC skal man abne praveposen og fierne
laget til spotpraver (Figur 11). Bgj PSC'et let, og fjern én tarret plasmaspot med en steril tang eller
pincet ved at treekke den op. Bgj den fiernede plasmaspot pa PSC'et for at gere det lettere at
nedszette i rgret (Figur 12).

Figur 11
Fjernelse af laget til spotprover

Figur 12
Fjernelse af den terrede PSC-plasmaspot og bgjning

Bemark:  Brug én tang eller pincet pr. patient.

E8. Overfor én bgjet og tarret PSC-plasmaspot til det tilsvarende input-S-tube, s& den nederste spids
af den terrede PSC-plasmaspot nar bunden af roret og sidder fast pa rersiden for at forhindre
pipetteringsfejl (Figur 13 og Figur 14).

k! Tarrede kan blive ge ved op ing. Se kravene til opbevaring af
PSC'er. Handter dem forsigtigt ved indfaring i roret.

Figur 13

Overforsel af den torrede PSC-plasmaspot til roret
4 i 1 4

-
/‘ 5
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Figur 14
Bedste positionering af tarret PSC-plasmaspot i S-tube

Valid Potentiel risiko for clotdannelse

Bemark:  Sorg for, at input-S-tub positi i rapporten Sample Rack Order svarer
til positionen af SK24-racket.

E9. Placer PSC'et med de resterende tgrrede plasmaspots i dets originale provepose med 4 gram frisk
torremiddel til gentagelse af testen efter behov (Figur 15). PSC'er kan opbevares i en periode pa
56 dage efter transport med og uden adskillelse af laget til spotprever (ved 18-30 °C eller ved
2-8 °C eller ved <-10 °C).

Figur 15
PSC'et i provepose til potentiel gentagelse af testen

E10. Luk input-S-tuben, og overfgr det rer, der indeholder den tarrede PSC-plasmaspot, til SK24-racket,
position 4-24 (se Tabel 2 for at fa yderligere oplysninger). Gentag, indtil alle prover er behandlet.

Bemark:  SPEX skal ipereres til den omgivende P for brug.

E11.  Abn input-S-tubene enkeltvist, gem laget under rene forhold, og tilseet 1100 pl SPEX i hver input-
S-tube (Figur 16). Seet lag pa input-S-tuben igen. Gentag, indtil alle prever er behandlet.
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Figur 16
1100 pl SPEX tilsat i hver torret PSC-plasmaspotprove

3
i

BRI

Bemzrk:  Undga kontaminering af den ovre del af Input-S-tubene med prover, og sorg for, at
der er sat lag pa rorene for at forhindre fordampning.

E12.  Overfer S-input-tubene til en Eppendorf Thermomixer, og inkuber de forberedte S-input-tubes ved
56 °C og 1000 rpm, i 10 minutter for at ekstrahere virusset fra det terrede plasma (Figur 17).

Figur 17
Inkubationen tager 10 minutter.

-
e -
- - -
- - -

- -
- - -
- - -
- - -

2mi

B k!  Start inkubatic lige efter tilszetningen af SPEX.

E13.  Under inkubationen forberedes kontrollerne pa fglgende made.
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k: ma ikke ink

Placer én S-input-tube i hver position (1 til 3) i det forberedte SK24-rack, der indeholder en clip
med en barkodemeerkat.

Bland én flaske med CTM (=) C grundigt i 20 sekunder ved at vortexe. Overfer 1000 pl CTM (=) C til
S-input-tube 1 i SK24-racket. Seet straks lag pa den pageeldende S-input-tube igen.

Bland én flaske med HIV-1 L(+)C, v2.0 grundigt i 20 sekunder ved at vortexe. Overfgr 1000 pl
HIV-1 L(+)C, v2.0 til S-input-tube 2 i SK24-racket. Seet straks 1&g pa den pageeldende
S-input-tube igen.

Bland én flaske med HIV-1 H(+)C, v2.0 grundigt i 20 sekunder ved at vortexe. Overfar 1000 pl
HIV-1 H(+)C, v2.0 til S-input-tube 3 i SK24-racket. Seet straks lag pa den pageeldende
S-input-tube igen.

Tabel 2
Bestilling og indsaetning for terrede PSC-pl potprover
Prove A.M .PLILINK.-. ' Epple ndor.f. SK24-rackposition
bestillingsposition I
Prove S-input-tube S-input-tube S-input-tube
CTM(-)C 1 Tom 1
HIV-1 L(+)C v2.0 2 Tom 2
HIV-1 H(+)C v2.0 3 Tom 3
Torret PSC-plasmaspot

+ 1100 pl SPEX -2 -2 -2

E14.  Efter inkubationen overfares proverne i den korrekte reekkefalge til det SK24-rack, der indeholder
kontrollerne (trin E13) (se Tabel 2 for at fa yderligere oplysninger).

Bemark:  Kontrollér, at den torrede PSC-plasmaspots position i roret stadig er korrekt
(Figur 14), og juster om nodvendigt med en steril pipette. Hvis der er bobler, skal de
fjernes med en steril pipettespids.

E15. Indseet de(t) proverack, der er fyldt med S-input-tubes i rackpositionerne F, G eller H i COBAS®
AmpliPrep-instrumentet.

Del F. Start af kersel i COBAS® AmpliPrep-instrumentet

F1. Start COBAS® AmpliPrep-instrumentet ved hjeelp af AMPLILINK-softwaren.

Del G. Afslutning af korslen i COBAS® AmpliPrep-instrumentet og overfarsel til COBAS®

TaqMan® eller COBAS® TagMan® 48-analyseinstrumentet
(kun for arbe]dsgang 2 og 3iTabel 1)

G1.  Kontroller for markeringer eller fejimeddelelser.

G2.  Fjern de behandlede praver og kontroller fra COBAS® AmpliPrep-instrumentet fra preverackene
(for COBAS® TagMan®-analyseinstrumentet uden dockingstation) eller K-carrier-rackene (for
COBAS® TagMan® 48-analyseinstrumentet), afheengigt af den valgte arbejdsgang (se del G for at fa
yderligere oplysninger).

G3.  Fjern de brugte materialer fra COBAS® AmpliPrep-instrumentet.
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B k:  De behandlede prover og k
prove- og kontrolklargeringen.

ma ikke udsattes for lys efter fuldforelsen af

Amplifikation og detektion

Opsztning af COBAS® TagMan®-analysei eller COBAS® TagMan® 48

Karslen i COBAS® TagMan®-analyseinstrumentet eller COBAS® TagMan® 48-analyseinstrumentet skal
startes, inden der er gaet 120 minutter efter feerdiggerelsen af prave- og kontrolforberedelsen.

Bemark:  Behandlede prover og kontroller ma ikke nedfryses eller opbevares ved 2-8 °C.
Del H. Indszetning af behandlede prover

H1.  Udfer de relevante trin for at overfgre K-tubes tii COBAS® TagMan®- eller COBAS® TagMan® 48-
analyseinstrumentet, alt efter den valgte arbejdsgang.

Arbejdsgang 1:  Automatisk overfarsel af K-carrier via dockingstationen til COBAS® TagMan®-
analyseinstrumentet. Dette kreever ikke indgreb fra brugeren.

Arbejdsgang 2:  Manuel overforsel af K-tubes i proveracks pa COBAS® TaqMan®-
analyseinstrumentet.

Arbejdsgang 3:  Manuel overfgrsel af K-carrier pa K-carrier-racks tii COBAS® TagMan® 48-
analyseinstrumentet. Manuel overforsel af K-carriers tii COBAS® TagMan® 48-
analyseinstrumentet ved hjeelp af K-carrier-transporteren.

Del I. Start af korsel i COBAS® TagMan®: lysei eller COBAS® TagMan® 48-
analyseinstrumentet

1. Start COBAS® TagMan®-analyseinstrumentet eller COBAS® TagMan® 48-analyseinstrumentet med
en af nedenstaende indstillinger alt efter den valgte arbejdsgang:

Arbejdsgang 1:  Kreever ikke indgreb fra brugeren.

Arbejdsgang 2:  Automatisk start af COBAS® TagMan®-analyseinstrumentet efter indseettelse af
proveracks.

Arbejdsgang 3:  Fyld K-carrieren med tomme K-tubes, hvis den indeholder feerre end 6 K-tubes.
Vejledning til opfyldningen vises af AMPLILINK-softwaren. Abn deekslet til
thermo cycleren, indseet K-carrieren, og luk laget. Start kerslen pd COBAS®
TagMan® 48-analyseinstrumentet.

Del J. Afslutning af kersel i COBAS® TagMan® lysei eller COBAS®
TagMan® 48-analyseinstrumentet

J1. Udskriv resultatrapporten, nar kerslen pa COBAS® TagMan®- eller COBAS® TagMan® 48-
analyseinstrumentet er fuldfert. Kontrollér, at den korrekte testdefinitionsfil blev brugt, og se efter
markeringer eller fejlimeddelelser i resultatrapporten. Praver med markeringer og kommentarer skal
fortolkes som beskrevet i afsnittet Resultater. Gem dataene, nar resultaterne er godkendt.

J2. Fjern de brugte K-tubes fra COBAS® TagMan®-analyseinstrumentet eller COBAS® TagMan® 48-
analyseinstrumentet.
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RESULTATER

COBAS® TagMan®- eller COBAS® TagMan® 48-analyseinstrumentet beregner automatisk HIV-1 RNA-
koncentrationen for praverne og kontrollerne. HIV-1 RNA-} i gi som cp/ml eller
1E/ml aft igt af, hvilken lefinitionsfil der les. Omregningsfaktoren 1 HIV-1
RNA cp/ml og HIV-1 IE/ml er 0,6 cp/IE ved anvendelse af WHO 1%t International Standard for
HIV-1 RNA for Nucleic Acid-Based Techniques (NAT) (NIBSC 97/656)%’. Omregningsfaktoren
blev bestemt ved hjelp af COBAS® AMPLICOR® HIV-1 MONITOR Test, v1.5, COBAS®
AmpliPrep/COBAS® AMPLICOR® HIV-1 MONITOR Test, v1.5 og COBAS® TagMan® HIV-1-testen
til brug med High Pure-systemet.

AMPLILINK-software:
. Bestemmer cyklusgreenseveerdien (Ct) for HIV-1 RNA'et og HIV-1 QS RNA'et.

. Bestemmer HIV-1 RNA-koncentrationen pa baggrund af Ct-veerdierne for HIV-1 RNA'et og
HIV-1 QS RNAet og de lotspecifikke kalibreringskoefficienter, der er angivet pa
kassettebarkoderne.

. Angiver, at den beregnede cp/ml-veerdi for HIV-1 L(+)C, v2.0 og HIV-1 H(+)C, v2.0
ligger inden for de tildelte intervaller.

Validering af batch - AMPLILINK version 3.3- og version 3.4-serien

Kontrollér resultatvinduet i AMPLILINK-softwaren eller udskriften for markeringer og kommentarer for at
sikre, at batchen er valid. For kontrolordrer foretages en kontrol for at bestemme om cp/ml- eller IE/ml-
veerdien for kontrollen er inden for det angivne interval. Hvis cp/ml- eller IE/ml-veerdien for kontrollen er
uden for intervallet, genereres der en markering ("flag") for at angive, at kontrollen ikke lykkedes.

Batchen er valid, hvis der ikke vises markeringer for kontrollerne [HIV-1 L(+)C, v2.0; HIV-1 H(+)C, v2.0
og CTM (-) C].

Batchen er ikke valid, hvis der vises nogen af falgende markeringer for HIV-1-kontrollerne:

Negativ kontrol

Markering Resultat Fortolkning

Et invalidt resultat eller et "validt" resultat, der ikke er

NC_INVALID Invalid negativt for HIV-1-target

HIV-1 Low Positive Control, v2.0

Markering Resultat Fortolkning

LPCINVALID Invalid Et invalidt resultat eller en kontrol uden for intervallet

HIV-1 High Positive Control, v2.0

Markering Resultat Fortolkning

HPCINVALID Invalid Et invalidt resultat eller en kontrol uden for intervallet

Hvis batchen er invalid, skal hele batchen gentages, herunder prove- og kontrolklargering, amplifikation
og detektion.
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Fortolkning af resultater

Hvis batchen er valid, skal det for hver enkelt prave kontrolleres, om der er markeringer eller kommentarer

pa resultatudskriften. Resultaterne skal fortolkes pa folgende made:

En valid batch kan inkludere bade valide og invalide preveresultater afhaengigt af, om der er

genereret markeringer og/eller kommentarer for de individuelle prover.

Proveresultaterne fortolkes pa folgende made:

Titerresultat

E 1L
For

Target Not Detected

Ct-veerdien for HIV-1 er over analysegraensen, eller der er ikke
opnaet en Ct-veerdi for HIV-1. Disse resultater skal rapporteres
som "HIV-1 RNA ikke pavist".

< 2,00E+01 cp/ml
(plasma)

< 738 cp/ml (PSC)

De beregnede kopier/ml er under detektionsgreensen for
analysen. Resultaterne rapporteres som "HIV-1 RNA pavist,
mindre end 20 HIV-1 RNA cp/ml" for plasma og "HIV-1 RNA
pavist, mindre end 738 HIV-1 RNA cp/ml" for PSC.

Kopier/ml

>2,00E+01 cp/ml og
< 1,00E+07 cp/ml
(plasma)

> 738 cp/ml og
< 1,00E+07 cp/ml (PSC)

Beregnede resultater, der er stgrre end eller lig med 20 cp/ml
og mindre end eller lig med 1,00E+07 cp/ml, er inden for det
lineaere interval for den analyse, der er brugt med plasma.

Beregnede resultater, der er starre end eller lig med 738 cp/ml
og mindre end eller lig med 1,00E+07 cp/ml, er inden for det
linezere interval for den analyse, der er brugt med PSC'et.

> 1,00E+07 cp/ml
(plasma og PSC)

De beregnede kopier/ml er over analyseintervallet. Resultaterne
skal rapporteres som "flere end 1,00E+07 HIV-1 RNA cp/ml".
Hvis der gnskes kvantitative resultater, skal den oprindelige
prove fortyndes 1:100 med HIV-1-negativt humant EDTA-
plasma, og testen gentages. Multiplicér det rapporterede
resultat med fortyndingsfaktoren.

< 3,34E+01 IE/ml

De beregnede IE/ml er under detektionsgreensen for analysen.
Resultaterne rapporteres som "HIV-1 RNA pavist, mindre end

E (plasma) 33,4 HIV-1 RNA IE/ml" for plasma.
k Beregnede resultater, der er starre end eller lig med 33,4 IE/ml
< 2313‘:35-;2105/;1:“?9 og mindre end eller lig med 1,67E+07 IE/ml, er inden for det
) - (plasma) linezere interval for den analyse, der er brugt med plasma.
De beregnede IE/ml er over analyseintervallet. Resultaterne skal
rapporteres som "sterre end 1,67E+07 HIV-1 RNA IE/ml". Hvis
E der gnskes kvantitative resultater, skal den oprindelige prove
2 > 1,6(7I|Ea-;[r:17aI)E/ml fortyndes 1:100 med HIV-1-negativt humant EDTA-plasma, og
- P testen gentages. Multiplicér det rapporterede resultat med
fortyndingsfaktoren.
Bemark:  Prover, der er over ly vallet, som fr et invalidi [
markeringen "QS_INVALID" ma ikke rapporteres som >1,00E+07 cp/ml eller
1, 6‘7E+07 IE/ml. Den oprindelige prove skal fortyndes i forholdet 1:100 med HIV-1-
g EDTA-pl: og testen gentages. Multiplicér det rapporterede
resultat med forty faktoren.
Bemerk!  Titerresultat "Failed'. Fortolkning: Proven er ikke behandlet korrekt under
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Bemaerk!  Titerresultat "Invalid". Fortolkning: Et invalidt It

KVALITETSKONTROL

Der skal inkluderes én CTM (=) C, én HIV-1 L(+)C, v2.0 og én HIV-1 H(+)C, v2.0 i hver testbatch.
Batchen er valid, hvis der ikke vises markeringer for kontrollerne [HIV-1 L(+)C, v2.0, HIV-1 H(+)C, v2.0
og CTM (-) Cl.

Kontroller batchudskriften for markeringer og kommentarer for at sikre, at batchen er valid.
Negativ kontrol

CTM (-) C skal give resultatet "Target Not Detected" (Target er ikke pévist). Hvis CTM (=) C markeres
som invalid, er hele batchen invalid. Gentag hele testproceduren (prove- og kontrolforberedelse,
amplifikation og detektion). Hvis CTM (=) C konstant er invalid i flere batches, skal Roche kontaktes for at
fa teknisk hjeelp.

Positive kontroller

Det tildelte titerinterval for kontrollerne HIV-1 L(+)C v2.0 og HIV-1 H(+)C v2.0 er specifikt for hvert
reagenslot og er angivet pa barkoderne pé reagenskassetterne til COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®
HIV-1 Test, v2.0.

HIV-1 RNA cp/ml-veerdierne for HIV-1 L(+)C v2.0 og HIV-1 H(+)C v2.0 skal ligge inden for de tildelte
intervaller. Hvis én eller flere af de positive kontroller markeres som invalide, er hele batchen invalid.
Gentag hele testproceduren (prove- og kontrolforberedelse, amplifikation og detektion). Hvis HIV-1 RNA-
titeren for én af eller begge de positive kontroller konstant er uden for intervallerne i flere batches, skal
Roche kontaktes for at fa teknisk hjeelp.

FORHOLDSREGLER VED PROCEDURERNE

Som ved alle testprocedurer er det vigtigt med god laboratorieteknik, for at analysen skal kunne fungere
korrekt.
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BEGRZNSNINGER VED PROCEDURERNE

1.

Denne test er kun valideret til brug med humant plasma, der er indsamlet i det antikoagulerende
middel EDTA. Test af andre provetyper kan medfgre ungjagtige resultater.

Performance for COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 er hverken blevet
evalueret med prover, der indeholdt HIV-1-gruppe N, eller praver, der indeholdt HIV-2.

Palidelige resultater er afheengige af korrekte procedurer for prevetagning, transport, opbevaring
og behandling.

Tilstedeveerelsen af AmpErase-enzym i COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0
Master Mix reducerer risikoen for amplikon-kontaminering. Kontaminering fra HIV-1-positive
kontroller og kliniske prover kan dog kun undgés med god laboratoriepraksis og ngje overholdelse
af de procedurer, der er angivet i dette pakningsindleeg.

Dette produkt ma kun anvendes af personer, der er opleert i brugen af PCR-teknikker.

Dette produkt ma kun anvendes med COBAS® AmpliPrep-instrumentet og COBAS® TagMan®- eller
COBAS® TagMan® 48-analyseinstrumentet.

Selvom de er sjeeldne, kan mutationer i den bedst konserverede region i virusgenomet, som er
deekket af COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0-primere og/eller -prober,
medfgre underkvantificering, eller at virus ikke detekteres.

Detektionen af HIV-1 RNA er afheengig af det antal viruspartikler, der findes i proven, og kan
pavirkes af prevetagningsmetoder og patientfaktorer (dvs. alder, forekomst af symptomer og/eller
infektionsstadiet). Mens den Kliniske specificitet for testen er 99,3 % (95 % Cl = 98,2 % til 99,8 %),
har der veeret nogle lave falsk-positive resultater hos HIV-negative personer.

P4 grund af naturlige forskelle mellem teknologier anbefales det, at brugeren udfgrer metode-
korrelationsundersggelser i laboratoriet for at kvantificere teknologiske forskelle, far der skiftes fra
en teknologi til en anden.

05447909001-18DA 32 Doc Rev. 19.0



INTERFERERENDE STOFFER

Det er pavist, at hgje koncentrationer af triglycerider (op til 3500 mg/dl), bilirubin (op til 28 mg/dl), albumin
(op til 8900 mg/dl), haemoglobin (op til 900 mg/dl) og humant DNA (op til 0,4 mg/dl) i prever samt
tilstedeveerelsen af autoimmune sygdomme eller respektive markgrer som f.eks. systemisk lupus
erythematosus (SLE), rheumatoid arthritis (RA) og antinuklezert antistof (ANA) ikke interfererer med
kvantificeringen af HIV-1 RNA eller pavirker specificiteten for COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®
HIV-1 Test, v2.0. Evalueringen blev udfert i overensstemmelse med CLSI-retningslinjen EP7-A2 med ét lot
af COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0-reagenser.

Det er pavist, at falgende stofforbindelser, der blev testet 3 gange for det hgjeste plasmaniveau (Cmax),
ikke pavirker kvantificeringen af HIV-1 RNA eller specificiteten for COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®
HIV-1 Test, v2.0:

HiIV-lzegemidler:

Proteasehzemmere Nukleosidanalog | af revers transkriptase
Atazanavir Abacavirsulfat
Darunavir Didanosin, ddl!
Fosamprenavir Emtricitabin
Lopinavir/Ritonavir Lamivudin, 3TC
Nelfinavirmesylat Stavudin, 4dT
Ritonavir Tenofovir DF
Saquinavir Zidovudin
Tipranavir

Integraseha@mmer Ikke-nukleosid hz&emmer af revers transkriptase
Raltegravir Efavirenz

Nevirapin

Entryhzemmer Fusionshammere
Maraviroc Enfuvirtid

HBV- og/eller HCV-laegemidler:

Nukleotidanaloge Nukleosidanaloge
Adefovir dipivoxil Entecavir

Telbivudin

Immunmodulator
Peginterferon a-2a
Peginterferon a-2b
Ribavirin

Forbindelser til behandling af herpesvira:

Nukleotidanaloge Nukleotidderivat
Acyclovir Ganciclovir

Valganciclovir HCI
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EVALUERING AF IKKE-KLINISK PERFORMANCE

Vigtige egenskaber for performance for EDTA-plasmapraver

A. Detektionsgraense

Detektionsgraensen for COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 blev bestemt ved test iht.
2" International HIV-1 RNA WHO Standard, NIBSC-kode 97/650*? for HIV-1 undertype B, fortyndet i
HIV-1-negativt humant EDTA-plasma. Detektionsgraensen blev bestemt for tre reagenslotnumre. Der blev
analyseret tre fortyndingsserier for hvert reagenslotnummer. Der blev i alt testet ca. 126 bestemmelser
pr. koncentrationsniveau. Evalueringen blev udfert i henhold til CLSI-retningslinjen EP17-A.

Koncentrationen af HIV-1 RNA, som kan registreres med en positivitetsprocent, der er starre end 95 %,
bestemt ved PROBIT-analysen, er 20 cp/ml eller 33 IE/ml. Resultaterne for de enkelte lotnumre var
17,7 cp/ml (95 %-konfidensinterval: 13,7-26,9 cp/ml) for lotnummer 1, 17,0 cp/ml (95 %-konfidensinterval:
14,0-22,6 cp/ml) for lotnummer 2 og 14,2 cp/ml (95 %-konfidensinterval: 11,2-22,1 cp/ml) for lotnummer 3.
De kombinerede resultater for alle tre reagenslot vises i Tabel 3. Omregningsfaktoren | IE/ml og
cp/ml blev bestemt ved hjelp af COBAS® AMPLICOR® HIV-1 MONITOR Test, v1.5, COBAS®
AmpliPrep/COBAS® AMPLICOR® HIV-1 MONITOR Test, v1.5 og COBAS® TagMan® HIV-1 Test til

brug med High Pure-systemet.

Tabel 3
Detektionsgreense for COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0
Nominelt input Nominelt input Antal prover Antal Positivitets-
(HIV-1 RNA (HIV-1 RNA- positive procent
1IE/ml) cp/ml)
100 60 126 126 100 %
67 40 186 185 99 %
50 30 126 125 99 %
33 20 126 124 98 %
25 15 59 53 90 %
17 10 126 108 86 %
8 5 125 66 53 %
0 0 126 0 0%
N 27,5 IE/ml (95 %-konfidensinterval: 23,8-33,0 IE/ml
PROBIT 95 % hit rate 16,’5 cp/ml EQS %-konfidensinterval: 14,3-19,8 cp/m?)

Derudover blev fortyninger af cellestruktursupernatanter, som repraesenterede HIV-1 gruppe M undertype
A-H i HIV-1-negativt humant EDTA-plasma, analyseret med to reagenslotnumre. For hvert HIV-1-
undertypeisolat blev der testet flere koncentrationsniveauer (nominelle titre mellem 10 og 75 cp/ml) i
24 replikater pr. reagenslotnummer. Tildelingen af de nominelle koncentrationer af cellekulturstamme-
oplgsningerne blev udfert ved at beregne gennemsnittet af titer fra COBAS® AMPLICOR® HIV-1 MONITOR
Test, v1.5, VERSANT® HIV-1 RNA 3.0-analysetiter (-DNA) og Abbott RealTime HIV-1-analysen. Hit-rate-
analysen viser en positivitetsfrekvens, der er storre end 95 %, for alle undertyper ved 20 cp/ml eller
derunder. De kombinerede resultater fra de to reagenslotnumre vises i Tabel 4.

05447909001-18DA 34 Doc Rev. 19.0



Tabel 4
Kontrol af detektionsgreense for COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0

Undertype Isolatangivelse Laveste kunt_:entratiunsniveau
> 95 % hit rate (cp/ml)
A 92UG029 10
A 4237A/98 20
B 92TH026 20
B 8E5/LAV 20
Cc 92BR025 20
c 3777A/97 1
D 92UG021 20
D 92UG035 1
CRFO1_AE 92TH022 12
CRFO1_AE 92TH009 14
93BR020 20
G ARP173/RU570 13
HIV V1557 16
B. Praecision

Preecisionen af COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 blev fastsat ved analyse af serielle
fortyndinger af en HIV-1-cellekultursupernatantprave (HIV-1 undertype B) i HIV-1-negativt humant EDTA-
plasma. Tildelingen af titre for cellekultursupernatanten (stamkoncentration) blev udfgrt med en metode,
der sikrer sporbarhed til 1%t International HIV-1 RNA WHO Standard, NIBSC-kode 97/656%. Der blev
analyseret tre reagenslotnumre, og der blev udfart 15 karsler pr. reagenslotnummer, som hver bestod af
6 fortyndingsniveauer og 3 replikater for hver koncentration. Hele proceduren for COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 blev udfert for hver prave, herunder proveforberedelse,
amplifikation og detektion. Den angivne preecision repreesenterer derfor alle aspekter af testproceduren.
Resultaterne for hvert reagenslot og det samlede resultat for de tre reagenslotnumre vises i Tabel 5.

Tabel 5
Pracision af COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0
Lot 1 Lot 2 Lot 3 Alle tre lots kombineret
Titer SamletSDi | SamletSDi | SamletSD | SamletSDi Samlet
(cp/ml) log log ilog log lognormal CV
(%)
1,0E+02 0,19 0,16 0,17 0,17 41
1,0E+03 0,07 0,09 0,07 0,08 20
1,0E+04 0,07 0,07 0,06 0,07 16
1,0E+05 0,04 0,05 0,07 0,06 15
1,0E+06 0,10 0,09 0,10 0,10 25
1,0E+07 0,11 0,12 0,14 0,13 33
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C. Lineeert interval

COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 resulterede i linezer respons fra 20 (logio = 1,30)
HIV-1 RNA cp/ml til 1,0E+07 (logio = 7,00) HIV-1 RNA cp/ml. Evalueringen blev udfert i overensstemmelse
med CLSI-retningslinjen EP6-A med to lotnumre af COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test,
v2.0-reagenser og serielle fortyndinger af en HIV-1 RNA (+)-cellekultursupernatantprave med hgj titer.
Der blev analyseret to reagenslotnumre, og der blev udfort 15 kersler pr. reagenslotnummer, som hver
bestod af 12 fortyndingsniveauer og 3 bestemmelser ved hver koncentration. Resultaterne fra ét
reagenslotnummer er vist i Figur 18.

Figur 18
Linearitet for COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0
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D. Inklusivitet for HIV-1 gruppe M

Der er blevet foreslaet 8 undertypekategorier for HIV-1, gruppe M, baseret pa nukleotiddivergens. Disse
undertyper angives med store bogstaver fra A til H*'.

Performance for COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 pa HIV-undertyper blev evalueret
ved at analysere cellekulturstammemateriale, som repreesenterede hver HIV-1 gruppe-M-undertype A til H.
Tildelingen af de nominelle koncentrationer af cellekulturstammematerialerne blev udfert ved at beregne
gennemsnittet af titre for COBAS® AMPLICOR® HIV-1 MONITOR Test, v1.5, VERSANT® HIV-1 RNA 3.0-
analysetiter (-DNA) og Abbott RealTime HIV-1-analysen. Alt cellekulturstammemateriale blev fortyndet til
nominelle koncentrationer pa ca. 2,00E+02, 200E+04 og 200E+06 cp/ml i EDTA-plasma.
Koncentrationerne blev derefter testet i 10 bestemmelser med COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®
HIV-1 Test, v2.0 med brug af ét reagenslotnummer. Det gennemsnitlige logio-titer for alle koncentrationer
og undertyper blev sammenlignet med de respektive logio-nominelle titre.

Evalueringen af de 8 HIV-1-undertypeisolater med COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0
udviser lignende resultater for alle testede repreesentanter for HIV-1 gruppe M-undertyper (se Figur 19).
De gennemsnitlige logio-koncentrationsresultater for alle undertyper |a inden for + 0,3 logio for den tildelte
inputkoncentration.
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Figur 19
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0
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E. HIV-1, gruppe O-detektion

Fortyndinger af en HIV-1, gruppe O-cellekultursupernatant (isolat MVP5180) i humant EDTA-plasma blev
analyseret med to reagenslotnumre. Flere koncentrationsniveauer (nominelle titre mellem 10 og 75 cp/ml)
blev testet i 24 bestemmelser pr. reagenslotnummer. Tildeling af den nominelle koncentration til
cellekulturstammaterialet blev udfert med Abbott RealTime HIV-1-analysen. Hit-rate-analysen viser en
positivitetsfrekvens, der er stgrre end 95 % ved 20 cp/ml.

HIV-1, gruppe O-cellekulturstammematerialet blev fortyndet til nominelle koncentrationer pa ca. 2,00E+02,
2,00E+03 og 2,00E+05 cp/ml i EDTA-plasma. Koncentrationerne blev derefter testet i 10 bestemmelser
med COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 med brug af ét reagenslotnummer. De
gennemshnitlige logio-titre for alle koncentrationer var lineeere og inden for + 0,3 log:o for den respektive
logio-nominelle titer (se Figur 20).
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Figur 20

COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0
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Derudover blev 10 cellekulturmaterialer og én fortyndet patientprgve (11613), der repraesenterer HIV-1,
gruppe O, testet parallelt i COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 og i Abbott RealTime
HIV-T1-analysen. Alle 11 praver viste sig at veere positive med COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1
Test, v2.0 (se Tabel 6). Begge tests udviste en gennemsnitligt logio-titer for de 11 praver inden for 0,1 logio.

Tabel 6

Genkendelse af HIV-1 gruppe O-isolater
af COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0

ng‘Bn;:lst:r Logso-titer
Isolatangivelse AmpliPrep/COBAS® A:R[o_t:_:?:rze
TagMan® HIV-1 Test, v2.0 v
BBI PRD 301,
BV-5050 3,09 2,42
BBI PRD 301,
BV-5051 2,86 3,35
BBI PRD 301,
BV-5003 3,00 2,71
BBI PRD 301,
BV-5024 287 269
MVP5180 2,78 325
HIV-1 CA-9 331 3,08
BCFO1 571 561
BCF02 5,16 5,39
BCF07 4,27 4,81
BCFo011 5,57 5,26
11613 297 2,05
Gennems.mtllg 3,78 3,60
logo-titer
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F. Specificitet

Specificiteten for COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test v2.0 blev bestemt med to reagenslot-
numre ved at analysere HIV-1-negative EDTA-plasmaprgver fra bloddonorer. | alt viste 660 individuelle
EDTA-plasmaprgver valide resultater, og de var alle negative for HIV-1 RNA i COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TagMan® HIV-1 Test, v2.0. P4 baggrund af disse resultater er specificiteten i COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TagMan® HIV-1 Test, v2.0 100 % (den ensidede nedre 95 %-konfidensgraense: > 99,6 %).

G. Analytisk specificitet

Den analytiske specificitet for COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 blev evalueret ved
tilseetning af dyrkede organismer (vira, bakterier, geer) eller DNA (HTLV-2) ved 5E+04 partikler/ml input-
koncentration i HIV-1-negativt humant EDTA-plasma og i HIV-1-positivt EDTA-plasma ved 1,5E+02 cp/ml
HIV-1 (se Tabel 7).

Ingen af de testede organismer viste krydsreaktion med COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1
Test, v2.0. HIV-1-positive prover gav titerresultater, som & inden for * 0,5 logio fra en HIV-1-positiv kontrol.

Tabel 7
Analytisk specificitet i prover
Virus Bakterier
Adenovirus, type 5 Staphylococcus aureus
Cytomegalovirus Propionibacterium
Epstein Barr-virus acnes

Human herpesvirus, type 6
Herpes simplexvirus, type 1
Herpes simplexvirus, type 2

Human T-celle lymfotrofisk virus, type 1 Geer
Human T-celle lymfotrofisk virus, type 2 Candida albicans
Influenza A
Hepatitis A-virus
Hepatitis B-virus

Hepatitis C-virus

H. Metodekorrelation

Performance for COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 blev sammenlignet med COBAS®
AmpliPrep/COBAS® AMPLICOR® HIV-1 MONITOR Test, v1.5, med COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®
HIV-1-testen og med Abbott RealTime HIV-1-analysen ved hjeelp af analyse af 92 senere indsamlede,
ufortyndede HIV-1-positive kliniske prover og ved analyse af 34 fortyndede cellekultursupernatanter.
Prgverne omfattede HIV-1, gruppe M, undertyperne A til H, samt cirkulerende rekombinanter af virussen,
og de blev analyseret pa to eksterne laboratorier. | alt 126 prever blev spredt over det dynamiske omrade
i COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 og testet med fire test. Kun valide titerpar inden
for de linesere intervaller i de to sammenlignede analyser blev medtaget i Deming-regressionsanalysen
(se Figur 21 til Figur 23).
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Figur 21

Korrelation mellem COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0
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Figur 23
Korrelation mellem COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0
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L Generel systemfejlfrekvens

Systemfejlfrekvensen for to kitlot af COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2 blev bestemt
ved at teste 113 replikater for lot 1 og 114 replikater for lot 2 af EDTA-plasma beriget med HIV-1
gruppe M-undertype B. Disse prover blev testet ved en targetkoncentration pa ca. 3 x LoD. De
kombinerede resultater (lot 1 og 2) af denne undersggelse viste, at ét replikat gav et negativt resultat for
HIV-1-target, hvilket resulterede i en generel systemfejlfrekvens pa 0,4 %.

Vigtige egenskaber for performance for terrede PSC-plasmaspotprover

A. Detektionsgraensen for pl ved brug af Plasma Separation Card

Detektionsgreensen for plasma for COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 kombineret
med PSC blev bestemt ved analyse af plasmatitre tildelt til serielle fortyndinger af HIV-1 gruppe M-
cellekultursupernatant i HIV-negativt humant fuldblod. Paneler med fem koncentrationsniveauer samt en
negativ blev testet ved hjeelp af tre lot PSC'er og tre lot COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1
Test-reagenser med flere karsler, dage, brugere og instrumenter. En del af panelmedlemmet med den
hgjeste titer blev centrifugeret, og plasmaet fik titer tildelt med kalibratorrubriceringsmetoden (CBM) ved
brug af cobas® HIV-1 (i cobas® 6800/8800 Systems) med 3rd HIV-1 WHO International Standard, HIV-1
gruppe M, undertype B til forberedelse af den hgje og lave kalibrator.

Resultaterne for PSC er vist i Tabel 8. Undersggelsen viste, at COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®
HIV-1 Test, v2.0 i kombination med PSC-detekterede HIV-1 RNA ved en koncentration pa 737,9 cp/ml som
bestemt med Probit med en hit rate pa 95 %.
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Tabel 8

Detektionsgreense for COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0

_ HIV-1gruppe M- Antal Antal valide ]
tildelt plasmakoncentration N % reaktive
reaktive bestemmelser
(cp/ml)
1691,1 61 61 100 %
1098,1 51 51 100 %
22764 61 62 98,39 %
845,6 59 60 98,33 %
549,1 46 49 93,88 %
1138,2 59 60 98,33 %
563,7 54 60 90,00 %
366 49 53 92,45 %
758,8 56 61 91,80 %
2819 46 62 74,19 %
183 36 49 73,47 %
379,4 50 62 80,65 %
140,9 38 63 60,32 %
91,5 22 54 40,74 %
189,7 37 63 58,73 %
0 0 63 0,00 %
0 0 54 0,00 %
0 0 59 0,00 %
7379 cp/ml (95 % konfidensinterval:
PROBIT 95 % hit rate 614,3-938,5 cp/ml)
1230 IE//ml (1023,8-1564,2 IE/ml)

Vurdering af LOD i fuldblod:

De tilsvarende titre i fuldblod af den samme prove kan ikke bestemmes ngjagtigt, da fuldblod ikke er en
provetype til test af virusbelastning. Fuldblodstitre baseret pa maengden af HIV-1 RNA tilsat i fuldblods-
proverne blev ikke brugt til vurdering af LoD, da maengden af tilsat RNA ikke ngdvendigvis svarer til
mengden af RNA i plasma. Selv efter centrifugering kan der veere RNA tilbage i bufferkappen eller
forbundet med den celluleere fraktion af fuldblod. Da andre teknologier, som f.eks. tarrede blodspots, har
brugt tilseetning af fuldblodstitre til at vurdere deres detektionsgreense i fuldblod, kan der dog gives et
estimat af detektionsgraensen for PSC-fuldblod p& baggrund af en empirisk faktor, der antages at veere

relateret til det gennemsnitlige haematokritindhold (45 %) af preverne (Tabel 9).
Fuldblods-LoD-veerdierne er estimater baseret pa folgende antagelse:

Estimat af fuldblods-LoD = PSC-plasma-LOD/1,8

Tabel 9
Estimat af fuldblods-LoD
| LoD med PROBIT-analyse (95 % hit rate) | 439,0 cp/ml
| 95 9%-konfidensinterval | 366,1-557,6 cp/ml
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B. Przecision ved brug af Plasma Separation Card

Preecisionen af COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 i kombination med PSC blev
bestemt ved en analyse af serielle fortyndinger af en hgj HIV-1-positiv prove (hgj titer HIV-1 RNA-positiv
cellekultursupernatantprove) i HIV-negativt EDTA-fuldblod. Fem fortyndingsniveauer blev testet i
48 replikater for hvert niveau og behandlingsvolumen pa tveers af to lot PSC og to reagenslot af COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 ved brug af to CAP/CTM-systemer og to brugere over
12 dage. Hver preve blev kert igennem hele PSC-arbejdsgangen og proceduren i COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0. De preecisionsresultater, der er angivet her, repreesenterer
alle aspekter af testproceduren. Resultaterne vises i Tabel 10.

COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 i kombination med PSC viste hgj preecision for de
to lot PSC og reagenser, der blev testet pa tveers af et koncentrationsomrade pa 7,38+02 cp/ml til
1,00E+07 cp/ml.

Tabel 10
Przecision i laboratoriet for COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0
i k bination med PSC'et

Malt | ation (cp/ml) Kild iale Poolet SD
6,31E+06 Cellekultur 0,08
1,05E+06 Cellekultur 0,09
1,02E+05 Cellekultur 0,12
1,05E+04 Cellekultur 0,19
2,29E+03 Cellekultur 0,25
C. Linezert omrade ved brug af Plasma Separation Card

Linearitetsundersggelsen af COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 i kombination med
PSC blev udfert med en fortyndingsserie bestdende af 9 panelmedlemmer, der spaendte over det linezere
interval for den mest udbredte HIV-1 gruppe M-undertype B. Panelmedlemmer blev forberedt fra en hgj
titer HIV-1 RNA-positiv cellekultursupernatantprove. Evalueringen blev udfert i henhold til CLSI-
retningslinjen EP06-A%’. To PSC- og to reagenslot blev analyseret pa to CAP/CTM-systemer, tre brugere
og i alt 20 replikater pr. koncentrationsniveau.

En del af et panelmedlem blev centrifugeret, og plasmaet fik titer tildelt med kalibratorrubricerings-
metoden (CBM) ved brug af cobas® HIV-1 (i cobas® 6800/8800 Systems) med 3rd HIV-1 WHO
International Standard, HIV-1 gruppe M, undertype B til forberedelse af den hgje og lave kalibrator.

| kombination med PSC'et er COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 lineeer fra
7.38+02 cp/ml til 1,00E+07 cp/ml og viser en absolut afvigelse fra den mere passende ikke-linesere
regression pa mindre end + 0,16 logio med PSC'et (se Figur 24). Pa tveers af det linesere omrade var
testens ngjagtighed inden for % 0,3 logo.
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Figur 24
Linearitet for COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0
i kombination med Plasma Separation Card
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D. Bekraftelse af undertype ved brug af Plasma Separation Card

Selvom HIV-undertypen ikke burde pavirke performance for PSC, blev dyrkede HIV-1-prover for
almindelige HIV-1M-undertyper (A, C og D) fortyndet til ét koncentrationsniveau i fuldblod. Bestemmelsen
af praecisionen og ngjagtigheden blev foretaget med 12 bestemmelser for hver prove. Testen blev udfert
med 1 lot PSC og 1 lot COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0-reagenser.

Hver fuldblodsprave blev centrifugeret, og plasmaet fik titer tildelt med kalibratorrubriceringsmetoden
(CBM) ved brug af cobas® HIV-1 (i cobas® 6800/8800 Systems) med 3rd HIV-1 WHO International
Standard, HIV-1 gruppe M, undertype B til forberedelse af den hgje og lave kalibrator.

Resultaterne vises i Tabel 11. Disse resultater bekreefter, at COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1
Test, v2.0 i kombination med PSC detekterede HIV for HIV-1M (A, C og D).

Tabel 11
Bekraftelse af HIV-1 gruppe M-undertyperne A, C og D
Undertype Antal valide Nt ei b1 Docrici Plasma vs.
Pr PSC-plasma
HIV-1 M bestemmelser h

Fkvivalens

Undertype A 12 -0,02 0,09 0,17

Undertype C 12 0,13 0,16 0,06

Undertype D 12 0,07 0,15 0,05

E. Specificitet ved brug af Plasma Separation Card

Specificiteten i COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 i kombination med PSC blev
bestemt ved at analysere HIV-negative EDTA-fuldblodspraver fra individuelle donorer. 160 individuelle
EDTA-fuldblodsprover blev testet med to lot PSC og to lot COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1
Test, v2.0-reagenser. En prave blev testet positiv og 159 negative for HIV-1 RNA. | testpanelet var
specificiteten for COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 i kombination med PSC 99,4 %
(95 %-konfidensgraense: > 97,07 %).
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F. Systemfejlfrekvens ved brug af Plasma Separation Card

Systemfejlfrekvensen for COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 i kombination med PSC
blev bestemt ved at teste 100 replikater af EDTA-fuldblod tilsat HIV-1 gruppe M-undertype B. Disse praver
blev testet ved en targetkoncentration pa ca. 3 x LoD. Resultaterne af denne undersggelse viste, at ingen
replikater gav et negativt resultat for HIV-1-target, hvilket medfarte en generel systemfejlfrekvens pé 0 %.

EVALUERING AF KLINISK PERFORMANCE
Vigtige egenskaber for performance for EDTA-plasmaprover

Reproducerbarhed

Reproducerbarheden for COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 Test blev evalueret i
EDTA-plasma ved hjeelp af 2 forskellige arbejdsgange (COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®-
analyseinstrumentsystemet og COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® 48-analyseinstrumentsystemet).
Undersggelsen blev udfert ved hjeelp af paneler, der er konstrueret ud fra en veldefineret HIV-1-gruppe M,
undertype B-dyrket virusstamme og fra EDTA-plasma, der var negativ for HIV-1 RNA- og HIV-1/2-
antistoffer. Panelet deekkede det dynamiske omrade for COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1-tast,
v2.0 samt vigtige medicinske beslutningspunkter for den tilsigtede brug og underbygget af 2008
Department of Health and Human Services Guidelines for the Use of Antiretroviral Agents in HIV-1-
Infected Adults and Adolescents'. Undersggelsen blev udviklet til at evaluere vigtige variabler, der
bidrager til den samlede preecisionsvariation, herunder lot, laboratorium/instrument, bruger, dag/kersel og
intraseriel karsel. Der blev udfert en yderligere analyse for at sammenligne egenskaber for performance og
sammenlignelig preecisionsvariabilitet mellem de to arbejdsgange. To brugere pa hvert af de 3 laboratorier
udfarte test over 5 dage pa hvert af 3 reagenskitlot ved hjeelp af hver arbejdsgang. Hver karsel bestod af ét
seet kontroller (1 hgj positiv, 1 lav positiv og 1 negativ) og et panel med 7-medlemmer blev testet i
tredobbelt bestemmelse (21 prever) i COBAS® AmpliPrep-instrumentet. De klargjorte prover og kontroller
blev amplificeret og registreret pA COBAS® TagMan®-analyseinstrumentet eller pd4 COBAS® TagMan® 48-
analyseinstrumentet.

Reproducerbarheden blev evalueret ved hjeelp af en "random effects"-model med begreber for (a) lot,
(b) laboratorium/instrument, (c) bruger som en del af laboratoriet/instrumentet, (d) dag/kersel som en del
af lot, laboratorium/instrument og bruger; og (e) intraserielle kerselskomponenter for afmalte maengder
ved hjeelp af PROC MIXED og logio-overforte resultater. Variationsprocentdelen som faglge af hver
komponent og variationskoefficientveerdien for logio-overfart HIV-1 RNA-koncentration blev beregnet. Kun
data inden for analyseomradet (2,00E+01 til 1,00E+07 cp/ml) blev undersggt.

Tabel 12 viser den samlede preecisionsvariation og samlede preecisionsstandardafvigelse opnaet med
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®-analyseinstrumentsystemet som bestemt ved analyse af variation.
Den intraserielle karselskomponent bidrog generelt med mere variation end andre komponenter.
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Tabel 12

Tildelt total variati procent, let pr tandardafvigelse og lognormal CV
for HIV-1 RNA-koncentration (log.o cp/ml) fra test inden for analyseomradet
HIV-1 RNA-ki trati Samlet

oncentration Bidrag til samlet variation (%) an? (_e

(log+o cp/ml) praecision
Observeret | Antal " Intra- Sta|_1dard-
) Lokalitet/ Dag/ . afvigelse

Forventet | (gennem- | valide | Lot |. Bruger seriel

. 1 instrument korsel (lognormal %
snit) test korsel
CV)

1,699 1,832 270 5% 2% 0% 8% 85 0 0,20 (48 %)
2,602 2,676 275 6 % 1% 0% 17 % 77 % 0,11 (25 %)
3,000 3,067 274 |16 % 0% 4% 12 % 69 % 0,10 (24 %)
3,699 3,822 273 120 % 6% 0% 17 % 57 % 0,10 (23 %)
4,699 4,746 273 |27 % 0% 0% 14 % 59 % 0,07 (17 %)
5,699 5,644 274 133 % 10 % 0% 19 % 38 % 0,10 (23 %)
6,699 6,751 259 |27 % 14 % 0% 20 % 39 % 0,12 (27 %)

Bemeerk! Resultater inden for analyseomradet gar fra 20 cp/ml til 1,00E+07 cp/ml (1,30 logio cp/ml

til 7,00 logio cp/ml), inklusivt.

! Antal test inden for analyseomradet.
Resultater opnaet med COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® 48-systemets arbejdsgang er opsummeret i
Tabel 13. Generelt bidrog den intraserielle komponent med mere variation end andre komponenter med
undtagelse af panelmedlemmet med den hgjeste titer.

Tabel 13
Tildelt total variati procent, let praecisi tandardafvigelse og lognormal CV
for HIV-1 RNA-koncentration (log:o cp/ml) fra test inden for analyseomradet

HIV-1 RNA-koncentration . " A Samlet
(log1o cp/mi) Bidrag til samlet variation (%) praecision
Standard-
Forventet ?b:ﬁ:l‘:::it \gl;itgtla Lot Lokalitet/ Bruger Dag/ Isl:;z; afvigelse

genn 1 instrument 9 korsel (lognormal %
snit) test karsel c

1,699 1,804 266 7% 2% 0% 2% 89 % 0,21 (52 %)
2,602 2,672 273 |26 % 0% 2% 5% 68 % 0,10 (24 %)
3,000 3,048 272 |17 % 0% 0% 6 % 77 % 0,09 (21 %)
3,699 3814 271 |39 % 0% 2% 13 % 46 % 0,08 (19 %)
4,699 4,756 272 |30% 0% 0% 10 % 61 % 0,07 (16 %)
5,699 5,647 272 |35% 0% 6% 16 % 43 % 0,11 (25 %)
6,699 6,727 269 |45% 0% 4% 13 % 38 % 0,11 (26 %)

Bemaerk! Resultater inden for analyseomradet gar fra 20 cp/ml til 1,00E+07 cp/ml (1,30 logio cp/ml til
7,00 logio cp/ml), inklusivt.

! Antal test inden for analyseomradet.
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De resultater, der

vises i Figur 25, angiver kurven for den samlede preecisionsstandardafvigelse med

tilsvarende omtrentlige 95 % konfidensintervaller mod gennemsnitlige logio HIV-1 RNA-koncentrationer.
Disse resultater indikerer en sammenlignelig preecision mellem systemkonfigurationerne for COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® (CAP/CTM) og COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® 48 (CAP/CTM48).

Figur 25
pr isi andardafvigelse (ca. 95 % CI)
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De omtrentlige 95 % CI for den lede praecisi lard
afvigelse blev beregnet ved at tage kvadratroden af de 95 % CI-
graenser for den lede pracisi iation.
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Klinisk sensitivitet, specificitet og metodesammenligning

Metode

Det primaere formal med denne undersggelse var at evaluere den kliniske specificitet og sensitivitet for
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 i prover fra HIV-negative og HIV-1-positive
personer. Bade friske (aldrig frosset) og frosne EDTA-plasmaprover blev testet i hver evaluering. Det
sekundeere formal var at sammenligne resultater og evaluere den positive procentoverensstemmelse og
negative procentoverensstemmelse mellem COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0-
resultater og resultater opndet med FDA-godkendte test, COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1
Test HIV-1 Test og COBAS® AMPLICOR HIV-1 MONITOR Test, v1.5.

Den kliniske specificitet blev evalueret med COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 ved at
teste 148 friske (aldrig frosset) prover og 418 frosne prover fra bloddonorer, som var negative for HIV-1/2-
antistoffer. Den Kliniske sensitivitet i testen blev evalueret med COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®
HIV-1 Test, v2.0 ved at teste 117 friske prover og 301 frosne prover i EDTA-plasma indsamlet fra HIV-1-
inficerede personer (frosne praver blev fordelt tilfeeldigt blandt testlaboratorier efter CD4-celletalskategori).
Testresultater fra COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 blev sammenlignet med dem,
der blev indsamlet med COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test og COBAS® AMPLICOR HIV-1
MONITOR Test, v1.5. Testen blev udfert i 3 testlaboratorier med 1 COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®-
system pr. laboratorium. Der blev anvendt tre COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0-
reagenslot.

Statistiske metoder

Friske og frosne prover fra HIV-negative og HIV-1-positive personer blev testet med COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0, COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test og
COBAS® AMPLICOR® HIV-1 MONITOR Test, v1.5. HIV-negative forsggspersoner var evaluerbare for
statistiske analyser af specificiteten for COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0, hvis de
genererede validle COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0-resultater. HIV-1-positive
personer var evaluerbare for statistiske analyser af sensitiviteten for COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TagMan® HIV-1 Test, v2.0, hvis de genererede valide COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test,
v2.0-resultater og havde valide COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test-resultater inden for det
lineaere interval for analysen.

Den Kliniske specificitet for COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 blev beregnet som
procentdelen af evaluerbare HIV-negative forsggspersoner, som havde resultaterne "Target Not Detected"
(Target ikke detekteret) med COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®HIV-1 Test, v2.0. Det tilknyttede
eksakte 95 % konfidensinterval (Cl) fremgik ogsa. Den kliniske sensitivitet for COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TagMan® HIV-1 Test, v2.0 blev beregnet som procentdelen af evaluerbare HIV-1-positive forsggspersoner,
som havde paviselig HIV-1-virusbelastning ved COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0.
Det tilknyttede eksakte 95 % konfidensinterval (CI) fremgik ogsa. Metodesammenligningen evaluerede
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0-resultaterne seerskilt med begge sammenlignelige
platforme (COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test og COBAS® AMPLICOR® HIV-1 MONITOR
Test, v1.5). De positive og negative procentoverensstemmelser blev beregnet mellem COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 og hver sammenlignelig platform. Sammensatte prover fra
HIV-1-positive forsggspersoner, der bidrager med resultater inden for et linezert interval for baAde COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 og COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, blev
sammenlignet ved hjeelp af punktdiagrammer og analyseret ved hjeelp af Deming-regression.

Resultater

| alt 566 evaluerbare HIV-negative og 418 HIV-1-positive patientpraver blev inkluderet i analyser af klinisk
specificitet og sensitivitet. Ca. 75 % af patientprgverne var frosne og 25 % var friske. Der kan ses en
oversigt over den specifikke fordeling for hver platform i Tabel 14.
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Evaluerbare HIV-1-negative og -positive forsag

Tabel 14

)spersoner efter provetype

Provetype HIV-negative prover HIV-1-positive prover
Friske 148 (26,1 %) 117 (28,0 %)
Frosne 418 (73,9 %) 301 (72,0 %)

1 alt 566 418

Der kan ses en oversigt over de demografiske karakteristika for 418 evaluerbare HIV-1-positive prover i
Tabel 15. CD4-celletallet for forsggspersonerne var omtrent jeevnt fordelt pa tveers af CD4-
celletalskategorierne (< 200, 200-500, > 500 celler/pl). De fleste forsggspersoner var maend (74,2 %) og
mellem 30 til 49 &r gamle (72,5 %). Den etniske fordeling er sammenlignelig med den, der er observeret

hos HIV-1-populationen i USA%2.

Tabel 15
Demografiske karakteristika for evaluerbare HIV-1-positive forsegspersoner
HIV-1-positive
Demografiske karakteristika Kategori forsegspersoner
Samlet | alt 418
< 200 130 (31,1 %)
CD4-celletal
- 0
(celler/pl) 200-500 152 (36,4 %)
> 500 136 (32,5 %)
Friske 117 (28,0 %)
Pravetype
Frosne 301 (72,0 %)
Maend 310 (74,2 %)
Kon
Kvinder 108 (25,8 %)
18-29 23 (5,5 %)
30-39 100 (23,9 %)
Alder (ar) 40-49 203 (48,6 %)
50-59 74 (17,7 %)
>60 18 (4,3 %)
Kaukasisk 129 (30,9 %)
Latinamerikansk 46 (11,0 %)
Afrikansk afstamning 223 (53,3 %)
Etnicitet
Afstamning som 3 (0,7 %)
asiatisk/fra
stillehavsgerne
Andet 17 (4,1 %)
Yes 240 (57,4 %)
Pa antiretroviral
No 178 (42,6 %)
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Den kliniske specificitet for COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 (Tabel 16) var 99,3 %
(562/566; 95 % Cl = 98,2 % til 99,8 %), med 4 praver, der blev klassificeret som falsk-positive. Tre af disse
prover blev rapporteret som < 20 cp/ml, under den lave kvantificeringsgreense (LLOQ) for analysen. Den
resterende ene prove ud af de 566 testede praver var inden for det linezre interval men med en meget lav
titer (28,8 cp/ml). Den Kliniske specificitet for COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 var
ensartet for bade friske prover (99,3 % [147/148; 95 % Cl = 96,3 % til 100 %]) og frosne praver (99,3 %
[415/418; 95 % CI = 97,9 % til 99,9 %]).

Tabel 16
Klinisk specificitet for COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0
CAP/CTM HIV-1 Test, v2.0
Forsogspersons- Klinisk specificitet

gruppe Positiv Negativ Sar'l‘:let (eksakt 95 %
konfidensinterval (CI))

HIV-negativ 4(07 %) 562 (99,3 %) 566 99,3 % (98,2 %6, 99,8 %)

Den Kliniske sensitivitet for COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 blev defineret som
procentdelen af evaluerbare HIV-1-positive forsagspersoner med et positivt COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TagMan® HIV-1 Test, v2.0-resultat og er opsummeret i Tabel 17. Den kliniske sensitivitet for COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 var 100 % (418/418; 95 % Cl = 99,1 % til 100 %). Der var
ingen forspgspersoner med falsk-negative COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0-
resultater. Den kliniske sensitivitet blev testet pa en HIV-patient-population, der afspejlede den
amerikanske, hvad angar ken, alder, etnicitet og udseettelse for antiretroviral behandling®. Testen viste, at
der var 100 % klinisk sensitivitet uafheengigt af de ovenstdende demografiske oplysninger, CD4-celletal
eller provetypen (frisk ift. frossen).

Tabel 17
Klinisk sensitivitet for COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0

CAP/CTM HIV-1 Test, v2.0

Forsagspersons- Samlet Klinisk sensitivitet
gruppe Positiv Negativ N (eksakt 95 %
konfidensinterval (CI))
HIV-1-positiv 418 (100,0 %) 0 (0,0 %) 418 100,0 % (99,1 %, 100,0 %)
< ligning af klinisk .

COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 over for COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®
HIV-1 Test

Sammenligningen af COBAS® AmpliPrep/COBAS® TaqMan® HIV-1 Test, v2.0- og COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test-resultaterne for de 950 forsggspersoner, der er egnede til
analysen, er opsummeret i Tabel 18. Den positive procentoverensstemmelse for COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 ift. COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test var
99,5 % (427/429; 95 % Cl = 98,3 % til 99,9 %). Den negative procentoverensstemmelse for COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 ift. COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test var
98,1 % (511/521; 95 % Cl = 96,5 % til 99,1 %). Der var 10 prever med positive COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TagMan® HIV-1 Test, v2.0-resultater og negative COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test-
resultater. Tre prover havde titre under LLoQ for COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, hvilket
hgjest sandsynligt afspejler den ggede sensitivitet for COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test,
v2.0. Der var tre falsk-positive COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test v2.0-resultater ud af de
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HIV-negative forsagspersoner, der blev identificeret ved analysen af den kliniske specificitet, der igen var
under LLoQ. Fire prever havde titre fra 24,9 cp/ml til 158 cp/ml og afspejler sandsynligvis den kendte
variation, der er associeret med lav titer-kvantificering.

Tabel 18
Sammenligning af COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0
over for COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test

CAP/CTM HIV-1 Test

CAP/CTM HIV-1 Test, v2.0

Positiv Negativ I alt
Positiv 427 10 437
Negativ 2 511 513
1 alt 429 521 950
Positiv pr 1 99,5 %
(eksakt 95 % konfidensinterval (CI)) | (98,3 %, 99,9 %)
Negativ pr I 98,1 %
(eksakt 95 % konfidensinterval (CI)) (96,5 %, 99,1 %)

Cl = konfidensinterval; CAP/CTM HIV-1 Test = COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test;
CAP/CTM HIV-1 Test, v2.0 = COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0.

Bemeerk! HIV-negative og HIV-1-positive forsggspersoner, der bidrager med bade valide CAP/CTM
HIV-1 Test, v2.0- og CAP/CTM HIV-1 Test-resultater, blev medtaget i denne oversigtstabel.

| alt 417 parrede HIV-1-positive praver havde resultater inden for det linezere interval for begge analyser
og var evaluerbare for analysen til sammenligning af metoder. Tabel 19 viser den gennemsnitlig parrede
forskel og 95 % CI for bias mellem COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 og COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test. COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0
returnerer hgjere titre end COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, undtagen ved bade det hgje
interval (> 5 logio cp/ml) og det lave interval (< 2 logie cp/ml), hvor den returnerer titre, der er lavere
(se Tabel 19). Den samlede systematiske bias er estimeret til 0,2591 logio cp/ml.

Tabel 19
Gennemsnitlig parret forskel og 95 % CI for bias mellem
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 og
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test

Antallet af parrede HIV-1-positive prover inden for det linezre interval for begge analyser =
417
Gennemshnitlig forskel (log:o cp/ml) Standardfejl 95 % CI
0,2591 0,0122 (0,235, 0,283)

Cl = konfidensinterval; CAP/CTM HIV-1 Test = COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test;
CAP/CTM HIV-1 Test, v2.0 = COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0.

Bemeerk! HIV-1-positive forsegspersoner, der bidrager med bade valide CAP/CTM HIV-1 Test- og
CAP/CTM HIV-1 Test, v2.0-resultater inden for det linesere interval for hver analyse, blev medtaget i
denne oversigtstabel.
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Resultaterne af Deming-regressionsanalysen mellem COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0-
og COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test-resultaterne for parrede HIV-1-positive praver inden for
det lineeere interval for begge analyser er vist i Tabel 20 samt grafisk fremstillet i Figur 26 (i denne figur angiver
den stiplede linje den perfekte overensstemmelse mellem de to testmetoder, dvs.y = X).

Tabel 20
Parameterestimater fra Deming-regr i lysen 1]
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 og
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test

Antallet af parrede HIV-1-positive prover inden for det linezre interval for begge analyser =

417
Parameterestimat
Parameter logio cp/ml Standardfejl 95 % CI ?
Skeeringspunkt 0,3871 0,0488 (0,291, 0,483) 0,9375
Heeldning 0,9669 0,0122 (0,943, 0,991)

Cl = konfidensinterval; CAP/CTM HIV-1 Test = COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test;
CAP/CTM HIV-1 Test, v2.0 = COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0.

Bemaerk! HIV-1-positive forsegspersoner, der bidrager med bade valide CAP/CTM HIV-1 Test- og
CAP/CTM HIV-1 Test, v2.0-resultater inden for det linesere interval for hver analyse, blev medtaget i
denne oversigtstabel.
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Figur 26
Demi egressi lyse mellem COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test,
v2.0 og COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test
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COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 over for COBAS® AMPLICOR® HIV-1 MONITOR
Test, v1.5

Tabel 21 viser sammenligningen af COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0- og CA HIV-1
MONITOR Test, v1.5-resultater for 991 forsggspersoner, der er egnede til analysen. Den positive procent-
overensstemmelse for COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 ift. COBAS® AMPLICOR
(CA) HIV-1 MONITOR Test, v1.5 var 100 % (419/419; 95 % Cl = 99,1 % til 100 %). Den negative
procentoverensstemmelse for COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 ift. COBAS®
AMPLICOR® HIV-1 MONITOR Test, v1.5 var 97,4 % (557/572; 95 % Cl = 957 % til 98,5 %). Af de
15 forsggspersoner med positive COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test v2.0-resultater og
negative COBAS® AMPLICOR HIV-1 MONITOR Test, v1.5-resultater var 4 falsk-positive COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test v2.0-resultater fra HIV-negative forsegspersoner, der blev
identificeret ved analysen af den kliniske specificitet, der igen var under LLoQ. Elleve var fra HIV-1-positive
forsegspersoner med COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test v2.0-resultater, der var i
intervallet fra under LLoQ til 223 cp/ml, og negative COBAS® AMPLICOR® HIV-1 MONITOR Test, v1.5-
resultater.

Tabel 21
Sammenligning af CAP/CTM HIV-1 Test, v2.0 med
COBAS® AMPLICOR® HIV-1 MONITOR Test, v1.5

CA HIV-1 MONITOR Test, v1.5

CAP/CTM HIV-1 Test, v2.0

Positiv Negativ 1 alt
Positiv 419 15 434
Negativ 0 557 557
I alt 419 572 991

Positiv pr

0 0 0
(eksakt 95 % konfidensinterval (CI)) | 1007 (991 %.100.0%)

o L Y Y [
(eksakt 95 % konfidensinterval (CI)) 9749 (95,7 %, 98,5 96)

Cl = konfidensinterval; CAP/CTM HIV-1 Test = COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test;
CAP/CTM HIV-1 Test, v2.0 = COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0.

Bemeerk! HIV-negative og HIV-1-positive forsegspersoner, der bidrager med bade valide CAP/CTM

HIV-1 Test, v2.0- og CA HIV-1 MONITOR Test, v1.5-resultater, blev medtaget i denne oversigtstabel.

Konklusion
EDTA-plasma

COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 udviser hgje niveauer af overensstemmelse med COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test ved kvantitative analyser (> = 0,9375) og ved overensstemmelsesanalyser
(positiv procentoverensstemmelse = 99,5 0; negativ procentoverensstemmelse = 98,1 %). Den kvantificerer
Kliniske praver 0,2591 logio cp/ml hgjere samlet set end COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, med
lavere kvantificering ved det hgjere interval (> 5 logio cp/ml) og det lavere interval (< 2 logio cp/mi).

COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 udviser ogsé hgje niveauer af overensstemmelse
med COBAS® AMPLICOR® HIV-1 MONITOR Test, v1.5 ved overensstemmelsesanalyser (positiv procent-
overensstemmelse = 100,0 %; negativ procentoverensstemmelse = 97,4 %).
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Disse testresultater understgtter anvendeligheden af testen til den tilsigtede brug, der bestar i vurderingen af
sygdomsprogression og monitorering af antiretroviral behandling hos patienter, der er inficeret med HIV-1.

Vigtige egenskaber for performance for torrede PSC-plasmaspotprover

Performance for terrede PSC-pl I li med EDTA-pl. aver

Performance for terrede PSC-plasmaspotprever blev sammenlignet med centrifugerede EDTA-
plasmaprover ved at teste 325 prgver fra patienter, der var inficeret med HIV-1, og 2 prgver med HIV-
negativt fuldblod, der var beriget med cellekultursupernatanter. Der blev analyseret 85 prever med malbar
titer pa bade plasma og PSC. Prgverne omfattede HIV-1 M-prover (FP= prospektiv prgvetagning med
venepunktur og fra kapillert blod, VL= rutinemaessig virusbelastningstest CD=CD4+ resterende
celletalspraver, SP = berigede praver) og blev testet i ét replikat hver (PSC og plasma) pa et eksternt
laboratorium. Titre under kvantificeringsintervallet blev udelukket fra analysen. Deming-regressionen blev
udfert under hensynstagen til log-transformerede titre.

Deming-regressionsresultaterne vises i Figur 27. Symbolerne % og e i Figur 27 viser enkeltbestemmelser.

Figur 27
Deming-regression
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Tabel 22
Oversigt over resultater for matrix-akvivalens
Matrix Ar:::r Bland Altman-analyse Deming-regressi ly
(plasmatype) pme'j G itli 95 % CI Skeeri
kvivalens med ennemsnitlig o . erings- | o
valid titer| |ogo-forskel | [nedre/ovrel Hzldning punkt R-kvadreret
PSC ift.
flydende 85 0,05 [-0,01,0,11] 1,06 -0,23 0,92
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Oplysni om

Doc Rev. 19.0
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Referencen til Metodeark til PSC ms_09411763190 er opdateret til at inkludere det

nye M/N for PSC-kortet.

Figur 8 og figur 9 er opdateret, s& de passer til PSC ms_09411763190.

Symbolet Rx Only er indsat pa farste side.
Afsnittet Teknisk support er tilfgjet.

Tilfejet "Fremstillet i"-bemaerkning.

Adresser pa distributarer er fjernet.

Adresse pa importer er tilfgjet.

Opdateret afsnittet Varemeerker og patenter.
Siden med harmoniserede symboler er opdateret.

Kontakt den lokale Roche-repreesentant ved eventuelle spgrgsmal.

Teknisk support

Kontakt den lokale afdeling for teknisk support (assistance):
https://www.roche.com/about/business/roche_worldwide.htm

Roche Molecular Systems, Inc.
1080 US Highway 202 South
Branchburg, NJ 08876 USA
www.roche.com

Fremstillet i USA
Roche Diagnostics GmbH

Sandhofer Strasse 116
68305 Mannheim, Germany
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Varemzerker og patenter

Dette produkt er underlagt et eller flere amerikanske patenter med numrene 8097717, 8192958 og
6727067 og deres tilsvarende udenlandske patenter.

COBAS, COBAS P, AMPERASE, AMPLICOR, AMPLIPREP, AMPLILINK og TAQMAN er varemeerker, der tilhgrer
Roche.

Varemeerket "Armored RNA®" er ejet af Asuragen, Inc. og Cenetron Diagnostics, Ltd.
ProClin® er et registreret varemeerke tilhgrende Rohm and Haas Company.
THERMOMIXER® er et registreret varemaerke tilhgrende Eppendorf AG, Hamburg, Tyskland.
Alle gvrige produktnavne og varemeerker tilhgrer deres respektive ejere.

Teknikken til forebyggelse af afsmitning i AmpErase®enzymet er omfattet af de amerikanske
patentnr. 7,687,247, der tilhgrer Life Technologies og er licenseret til Roche Molecular Systems, Inc.

Visse komponenter i dette produkt er underlagt et eller flere amerikanske patenter og deres udenlandske
tilsvarende udstedt til Novartis Vaccines and Diagnostics, Inc. og givet ilicens til Roche Molecular
Systems, Inc. og F. Hoffman-La Roche Ltd.

Se http://www.roche-diagnostics.us/patents
©2022 Roche Molecular Systems, Inc.
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Folgende symboler er nu i anvendelse pa etiketter til Roche PCR diagnostiske
produkter.

B| Alder eller fodselsdato Udstyr, der ikke er til QS IE pr. PCR-reaktion.
patientnaer test Brug QS internationale

enheder (IE) pr. PCR-

. Udstyr, der ikke er til reaktion til beregning af
Hjeelpesoftware
selvtest resultaterne.
- - Tildelt interval =2 Distributer .
Assigned Range [copies/mL] . ‘ merki Geldende land/region kn @Serlenummer
Benl] i R s e

Assigned Range [0fmL] ;'é‘jfr'"’)'mem' ® Ma ikke genbruges

%
Autoriseret repraesentant .
T EF P 9 Kvinder Standardprocedure

%
| Kun til evaluering af Steriliseret med
| Barkodedataark U IVD-performance STERILE Ea ethylenoxid

Global Trade Item
Number

fg’;)\ Biologisk fare @ Importer /#/
Medicinsk udstyr til
Katalognummer m in vitro-diagnostik
CE-overer
meerkning: Denne enhed | Nedre greense for T T Denne side o
stemmer overens med I‘ I' R tildelt interval P
c E de geeldende krav for
CE-meaerkning af

medinsk udstyr s Foxspon Bmsemie] Utrasensitive-procedure

in vitro-diagnostik

Collect Date| Provetagningsdato “ Producent Unik udstyrsidentifikation
. " @vre greense for tildelt
EIi] Se brugsanvisning Negativ kontrol m interval
Indeholder tilstreekkeligt N _ L. . -
W il <n> tests Usteril Urine Fill Line | Urinpafyldningslinje

Indhold i pakni ? pati Kun USA: Ifalge
Mo PG ¢ Patientnain amerikansk lovgivning méa

Rx OnIy denne enhed kun selges

Kontrol # Patientnummer af eller efter anmodning
fra en leege.

By
& Fremstillingsdato % Riv her g Sidste anvendelsesdato
<

ﬁa Udstyr til patientneer test CONTROL Positiv kontrol
[ 4

Batchkode Opbevares markt

Temperaturbegraensning

estdefinitionsfil

QS kopier pr. PCR-reaktion. Brug QS
!‘H Udstyr til selvtest QS copies / PCR | kopier pr. PCR-reaktion til beregning af

resultaterne.
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