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AVSEDD ANVANDNING

COBAS® AmpliPrep/COBAS® TaqMan® HIV-1 Test, version 2.0 (v2.0) &r ett in vitro-test for nukleinsyra-
amplifiering for kvantifiering av humant immunbristvirus typ 1 (HIV-1) RNA i human EDTA-plasma eller
fran torkad plasma som erhllits via ett cobas®-plasmasepareringskort (PSC), dar instrumentet COBAS®
AmpliPrep anvdnds for automatisk provextraktion och analysinstrumentet COBAS® TagMan® eller
analysinstrumentet COBAS® TagMan® 48 anvénds for automatisk amplifiering och detektion. Med testet
kan HIV-1 RNA kvantifieras i intervallet 20-10 000 000 kopior/ml (33 till 1,67 x 107 internationella enheter
[IU]/ml i EDTA-plasma och 738-10 000 000 kopior/ml (1 230 till 1,67 x 107 internationella enheter [IU]/ml) i
ett torkat PSC-plasmaprov). En kopia av HIV-1 RNA motsvarar 1,67 IlU baserat pd WHO:s forsta
internationella standard for HIV-1 RNA fér NAT-testning (Nucleic Acid-Based Techniques)
(NIBSC 97/656)%.

Testet ar avsett att anvéndas i kombination med en klinisk bedémning och andra laboratoriemarkarer for
sjukdomsforloppet for den kliniska hanteringen av patienter infekterade med HIV-1-grupp M och HIV-1-
grupp O. Testet kan anvéndas for att beddma patientprognosen genom att méta baseline HIV-1 RNA-
nivan eller dvervaka effekterna av antiretroviral behandling genom att mata forandringar i HIV-1 RNA-
nivaer under den antiretrovirala behandlingen.

COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 &r inte avsett att anvindas som
scr for forel av HIV-1 i blod eller blodprodukter eller som ett diagnostiskt test for
att bekréfta forek av HIV-1-infektion.

SAMMANFATTNING OCH FORKLARING AV TESTET

Humant immunbristvirus (HIV) &r etiologiskt agens for forvarvat immunbristsyndrom (AIDS)'-3. HIV-
infektion kan dverféras genom sexuell kontakt, exponering for infekterat blod eller blodprodukter, eller fran
en infekterad gravid kvinna till barnet®. Inom tre till sex veckor efter exponering for HIV utvecklar
infekterade personer vanligtvis ett akut syndrom som karakteriseras av influensaliknande symptom,
tillsammans med hoga nivaer av viremi i det perifera blodet>-%. Hos de flesta infekterade personerna atfoljs
detta av en HIV-specifik immunrespons och en minskning av plasmaviremi, vanligtvis fyra till sex veckor
efter de forsta symptomen®'°. Efter serokonversion gar infekterade personer oftast in i en kliniskt stabil,
asymptomatisk fas som kan vara under flera ar''-'3. Den asymptomatiska perioden karakteriseras av en
bestaende lag niva av plasmaviremi'® och en gradvis minskning av CD4* T-lymfocyter, vilket leder till svér
immunbrist, flera opportunistiska infektioner, malignitet och dédsfall’s. Aven om virusnivaerna i det
perifera blodet ar relativt I4ga under den asymptomatiska fasen av infektionen, verkar virusreplikering och
rening vara dynamiska processer dar stora delar av virusproduktionen och infektion av CD4*-celler
balanseras av lika stora delar virusrening, celldod hos infekterade celler och fornyelse av CD4*-celler,
vilket resulterar i relativt stabila nivaer av bade plasmaviremi och CD4*-celler's-18.

Avsnittet med information om revidering av dokumentet finns i slutet av det har dokumentet.
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Kvantitativa matningar av HIV-viremi i det perifera blodet har visat att hogre virusnivaer kan korrelera med
okad risk for klinisk progression av HIV-sjukdom, och att minskning i plasmavirusnivaer kan associeras med en
o6kad risk for klinisk progression'-2'. Virusnivéer i det perifera blodet kan kvantifieras genom métning av HIV
p24-antigen i serum, genom kvantitativ odling av HIV fran plasma eller genom direkt métning av viralt RNA i
plasma med hjalp av teknikerna nukleinsyraamplifiering eller signalamplifiering?-26.

WHO rekommenderar nu @ven anvéandning av torkade prover for att gora det majligt att testa virusméngd i
en storre omfattning i omraden med begransade resurser dar det saknas mojligheter till flebotomi eller dar
tillforlitlig transport av EDTA-plasmaprover inte kan garanteras?’. Torkade PSC-plasmaprover, dar dven
HIV RNA i den torkade plasman stabiliseras, kan utoka tackningsomradet for testning av virusméangd
genom att det blir mdjligt att transportera proverna langre stréackor och i mer krdvande miljoer &n EDTA-
plasma.

p24-antigen &r det huvudsakliga proteinet for HIV och finns i serum, antingen fritt eller bundet till anti-
p24-antikropp. Fritt p24-antigen kan métas med i handeln tillgdngliga enzymimmunanalyser (EIA), men
mojligheten att anvénda p24-antigen som en markér for virusmangd ar begransad, eftersom antigenet
endast kan upptackas hos 20 % av asymptomatiska patienter och 40-50 % av symptomatiska patienter.
Forfaranden for att dissociera antigen-antikroppskomplex forbéattrar kénsligheten hos p24-antigentesterna,
men virusproteinet forblir oupptackt hos de flesta asymptomatiska patienter??.

Infektios HIV i plasma kan odlas genom inokulering till aktiverade perifera mononukledra blodceller
(PBMC) fran normala blodgivare. Kvantifiering erhalls genom att PBMC inokuleras med seriella spadningar
av plasmaprovet. Kvantitativ odling har begransad anvandbarhet fér monitorering av virusnivaer hos
infekterade personer, eftersom endast en liten fraktion viruspartiklar &r infektiosa in vitro. Infektiost virus
kan ofta inte pavisas hos asymptomatiska personer?.

HIV RNA i plasma kan kvantifieras genom metoder som anvander amplifiering med nukleinsyra, som till
exempel Polymerase Chain Reaction (PCR)?®-%. | COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0
anvinds PCR-teknik for att uppna storsta mojliga kénslighet och dynamiskt intervall for kvantitativ
detektion av HIV-1 RNA i EDTA-antikoagulerad plasma och i ett torkat PSC-plasmaprov.

ANVANDNINGSPRINCIPER

COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 &r ett test for nukleinsyraamplifiering for att mata
kvantiteten av humant immunbristvirus typ 1 (HIV-1) RNA i human EDTA-plasma eller fran ett torkat PSC-
plasmaprov. COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 baseras pa tre grundldggande
principer: (1) extraktion for att isolera HIV-1 RNA; (2) reverse transcription av target RNA for att skapa
kompletterande DNA (cDNA) och (3) samtidig PCR-amplifiering av target cDNA och detektion av klyvd
dubbelmaérkt oligonukleotiddetektionsprob som &r specifik for target.

Med COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 kan automatisk extraktion utféras foljt av
automatisk reverse transcription, PCR-amplifiering och detektion av HIV-1 target RNA och HIV-1
Quantitation Standard (QS) Armored RNA. Master Mix-reagenset innehaller primer och prober som &r
specifika for bade HIV-1 RNA och HIV-1 QS RNA. Master Mix har utvecklats for att sékerstélla likvardig
kvantifiering av grupp M-subtyper av HIV-1 och av HIV-1-grupp O. Detektion av amplifierat DNA utfors
med hjalp av malspecifika och QS-specifika dubbelmarkta oligonukleotidprober som tillater oberoende
identifiering av HIV-1-amplicon och HIV-1 QS-amplicon.

Kvantifiering av HIV-1 viralt RNA utfors med hjélp av HIV-1 QS. Den kompenserar for hamningseffekter
och kontrollerar extraktionen och amplifieringen sé& att kvantifieringen av HIV-1 RNA blir korrekt i varje
prov. HIV-1 QS &r en icke smittbarande Armored RNA-konstruktion som innehaller HIV-sekvenser med
primerbindningsstéllen som &r identiska med HIV-1 RNA target och en unik probbindningsregion som gor
att HIV-1 QS-amplicon kan sarskiljas fran HIV-1 target amplicon.

HIV-1 QS tillsatts i varje prov med ett kant antal kopior och genomgar alla steg i extraktionen, reverse
transcription, samtidig PCR-amplifiering och detektion av klyvda dubbelmérkta oligonukleotidprober.
Analysinstrumentet COBAS® TaqMan® eller analysinstrumentet COBAS® TaqMan® 48 beraknar
HIV-1 RNA-koncentrationen i testproverna genom att jamfora HIV-1-signalen med HIV-1 QS-signalen for
varje prov och kontroll.
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Val av malsekvens

Vilken target RNA-sekvens som ska véljas for HIV-1 beror pa identifiering av regioner inom HIV-1-
genomet som visar maximal sekvenskonservering bland de olika HIV-1-grupp M-subtyperna och HIV-1-
grupp O-prover. For att hantera virusets hoga genetiska foranderlighet gors amplifiering och detektion av
tva regioner av HIV-genomet samtidigt med COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0.

Tva malspecifika och en QS-specifik dubbelmérkt oligonukleotidprob mojliggér oberoende identifiering av
HIV-1-amplicon och av HIV-1 QS-amplicon. Foljaktligen ar rétt val av primers och den dubbelméarkta
oligonukleotidproben mycket viktigt for testets méjlighet att amplifiera och detektera HIV-1-grupp M-
subtyper och HIV-1-grupp O. COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 anvénder reverse
transcription och PCR-amplifieringsprimers for att definiera sekvenser inom de maximalt konserverade
regionerna av HIV-1 gag-genen® och av HIV-1 LTR-regionen.

Extraktion

COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 anvdnder automatisk extraktion i instrumentet
COBAS® AmpliPrep med hjélp av en generisk kiselbaserad extraktionsteknik. | proceduren bearbetas
850 pl plasma eller SPEX-baserat extrakt fran PSC. HIV-1-viruspartiklarna lyseras genom inkubering i
forhojd temperatur med en proteas- och kaotropisk lyserings-/bindningsbuffert som frigér nukleinsyran
och skyddar extraherat HIV-1 RNA mot RNaser i plasma. Proteas och ett kant antal HIV-1 QS Armored
RNA-molekyler tillsatts i varje prov tillsammans med lyseringsreagenset och magnetiska glaspartiklar.
Darefter inkuberas blandningen, och HIV-1 RNA och HIV-1 QS RNA binds till de magnetiska
glaspartiklarnas yta. Obundna @mnen, t.ex. salter, proteiner och andra celluldra féroreningar tas bort nar
de magnetiska glaspartiklarna tvattas. Nar de magnetiska glaspartiklarna har separerats och tvéttningen ar
klar elueras de adsorberade nukleinsyrorna i forhojd temperatur med en vattenbaserad l6sning. Det
extraherade provet, som bade innehaller de magnetiska glaspartiklarna samt det frigjorda HIV-1 RNA och
HIV-1 QS RNA, l4ggs till i amplifieringsblandningen och dverférs till analysinstrumentet COBAS® TagMan®
eller analysinstrumentet COBAS® TagMan® 48. HIV-1 target RNA och HIV-1 QS RNA genomgar dérefter
reverse transcription, amplifiering och samtidigt detektion genom klyvning av tvd malspecifika och en QS-
specifik dubbelmaérkt oligonukleotidprob.

Reverse transcription och PCR-amplifiering

Reverse transcription och PCR-amplifieringsreaktionen utfors med det varmebestandiga rekombinanta
enzymet Thermus specie Z05 DNA-polymeras (Z05). Vid férekomst av mangan (Mn?*) och under korrekta
buffertférhallanden har Z05 bade reverse transkriptas- och DNA-polymerasaktivitet’'2. P4 s& sétt kan
béde reverse transcription och PCR-amplifiering ske tillsammans med realtidsdetektion av amplicon.

Extraherade prover tillsatts till amplifieringsblandningen i amplifieringsror (K-tubes) i vilka savél reverse
transcription som PCR-amplifiering sker. Reaktionsblandningen varms sa att nedstromsprimers kan binda
specifikt till HIV-1 RNA target och till HIV-1 QS RNA. Vid férekomst av Mn?* och 6verskott av
deoxinukleotidtrifosfater (dNTPs), inklusive deoxiadenosin-, deoxiguanosin-, deoxicytidin-, deoxiuridin- och
deoxitymidintrifosfater, férlanger Z05-polymeras bundna primers och bildar DNA-strangar som &r
komplementéra till RNA target.

Maélsekvensamplifiering

Extraherade prover tillsatts i amplifieringsblandningen i amplifieringsror (K-tubes) dar PCR-amplifiering
sker. Efter reverse transcription av HIV-1 target RNA och HIV-1 QS RNA varms reaktionsblandningen av
termocykeln i analysinstrumentet COBAS® TagMan® eller analysinstrumentet COBAS® TagMan® 48 fér att
denaturera RNA:cDNA-hybriderna och exponera de specifika primer-malsekvenserna. Nar blandningen
svalnar binder primers till malsekvens-DNA. Vid forekomst av Mn?* och overskott av
deoxinukleotidtrifosfater (dNTPs), inklusive deoxiadenosin-, deoxiguanosin-, deoxicytidin-, deoxiuridin- och
deoxitymidintrifosfater, férlanger Z05 bundna primers langs malmallarna och producerar dubbelstrangade
DNA-molekyler som kallas amplicon. Analysinstrumentet COBAS® TagMan® eller analysinstrumentet
COBAS® TagMan® 48 upprepar automatiskt proceduren ett bestdamt antal cykler, varvid varje cykel
effektivt fordubblar mangden amplicon-DNA. Det erforderliga antalet cykler forprogrammeras i analys-
instrumentet COBAS® TagMan® eller analysinstrumentet COBAS® TagMan® 48. Amplifiering férekommer
endast i de tva regionerna for HIV-1-genomet mellan primers. Hela HIV-1-genomet amplifieras inte.
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Selektiv amplifiering

Selektiv amplifiering av target-nukleinsyra fran provet kan goras med COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TagMan® HIV-1 Test, v2.0 genom anvéndning av AmpErase-enzym (uracil-N-glykosylas) och deoxiuridin-
trifosfat (dUTP). AmpErase-enzymet identifierar och katalyserar nedbrytning av DNA-stréngar som
innehéller deoxiuridin®, men inte DNA som innehéller deoxitymidin.

Deoxiuridin finns inte i naturligt forekommande DNA men finns déremot alltid i amplicon pa grund av att
deoxiuridintrifosfat anvands som en dNTP i Master Mix-reagenset, varfor endast amplicon innehaller
deoxiuridin. Deoxiuridin gor kontaminerande amplicon kansligt for nedbrytning av AmpErase-enzymet fore
amplifiering av mal-DNA. Eventuella ickespecifika produkter som bildas efter den initiala aktiveringen av
Master Mix genom mangan forstérs dessutom av AmpErase-enzymet. AmpErase-enzymet, som ingar i
Master Mix-reagenset, katalyserar klyvning av DNA innehallande deoxiuridin vid deoxiuridinresterna
genom att oppna deoxiriboskedjan vid C1-positionen. Vid uppvarmning i det forsta termocyklersteget bryts
amplicon-DNA-kedjan vid deoxiuridinets position vilket ger icke amplifierbart DNA. AmpErase-enzymet &ar
fortsatt inaktivt under en forldngd tidsperiod nér det en gang har exponerats for temperaturer éver 55 °C,
dvs. genom varmecykelstegen, och férstor darfor inte target amplicon som bildas under amplifiering.

Detektion av PCR-produkter i ett COBAS® TagMan®-test

| COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 anvands PCR-teknik i realtid®>%. Anvandning av
prober mérkta med tva olika fluorokromer mojliggor realtidsdetektion av PCR-produktansamling genom
monitorering av emissionsintensitet av reporterfluorokromer som frigors under amplifieringen. Proberna
bestar av HIV-1 och HIV-1 QS-specifika oligonukleotidprober med en reporterfluorokrom och en
quencherfluorokrom. | COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 mérks HIV-1- och HIV-1-
proberna med olika reporterfluorokromer. Om proberna é&r intakta hdmmas reporterfluorokromen av
quencherfluorokromens narhet pa grund av energioverforingseffekter av Forster-typ. Medan PCR pagar
hybridiseras proben till en mélsekvens och klyvs med 5' — 3' nukleasaktivitet hos det varmestabila Z05
DNA-polymeraset. Nar reporterfluorokromen och quencherfluorokromen har frigjorts och separerats
forhindras quenching och den fluorescerande aktiviteten hos reporterfluorokromen 6kar. Amplifiering av
HIV-1 RNA och HIV-1 QS RNA mits oberoende vid olika vaglangder. Proceduren upprepas for ett bestamt
antal cykler, varvid varje cykel effektivt okar emissionsintensiteten hos de enskilda reporterfluorokromerna,
vilket ger oberoende identifiering av HIV-1 RNA och HIV-1 QS RNA. PCR-cykeln, dar en tillvaxtkurva
startar exponentiell tillvaxt, relateras till mangden startmaterial i borjan av PCR.

Grundprinciper for COBAS® TagMan®-testets kvantifiering

COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 &r till sin natur kvantitativt i ett mycket dynamiskt
intervall eftersom kontroll av amplicon sker under amplifieringens exponentiella fas. Ju hdogre provets
HIV-1-titer &r, desto tidigare nar reporterfluorokromets flourescens i HIV-1-prober dver flourescensnivéns
baslinje (se bild 1). Eftersom mangden HIV-1 QS RNA &r konstant mellan alla prover bor reporter-
flourokromens fluorescens i HIV-1 QS-proben framtrada under en liknande cykel for alla prover (se bild 2).
| prover dar QS-fluorescensen paverkas justeras koncentrationen pa motsvarande satt. Framtradandet av
de specifika fluorescenssignalerna rapporteras som ett kritiskt troskelvarde (Ct). Ct definieras som det
fraktionerade cykelnumret dér reporterfluorokromens fluorescens 6verstiger en faststalld troskel (angiven
fluorescensniva) och startar fasen med exponentiell tillvaxt for signalen (se bild 3). Ett hogre Ct-véarde
indikerar en lag titer hos det ursprungliga HIV-1-malmaterialet. En tvafaldig 6kning av titer korrelerar med
en minskning med 1 Ct for target HIV-1 RNA, medan en tiofaldig ¢kning av titer korrelerar med en
minskning med 3,3 Ct.

| bild 1 visas maltillvaxtkurvan for en spadningsserie Over ett 5-logie-intervall. Nér viruskoncentrationen

okar vaxlar tillvaxtkurvorna till tidigare cykler. Darfor motsvarar tillvaxtkurvan langst till vénster den hogsta
virustiternivan medan tillvaxtkurvan langst till hoger motsvarar den lagsta virustiternivan.
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| bild 2 visas Quantitation Standard-tillvéxtkurvorna for prover fran en virusspadningsserie som tacker ett
5-logio-intervall. Mangden Quantitation Standard som tillsétts i varje prov &r konstant for varje reaktion.
Ct-vardet for Quantitation Standard &r likadant oberoende av virustitern.

Bild 2
Quantitation Standard-tillva. vorna for en spédni ie virus

som stréicker sig éver ett 5-logio-intervall
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| bild 3 visas ett exempel pa hur fluorescensvérdena vid varje cykel normaliseras for varje tillvaxtkurva. Det
fraktionerade cykelnumret (Ct) beraknas dar fluorescenssignalen korsar den angivna fluorescensnivan.
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Bild 3

Fluorescensviérdena vid varje cykel normaliseras for varje tillvixtkurva
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HIV-1 RNA-kvantifiering

COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 kvantifierar HIV-1-viralt RNA genom att utnyttja
en andra malsekvens (HIV-1 Quantitation Standard) som tillsétts i varje prov i kdnd koncentration. HIV-1
QS ar en icke smittbarande, Armored RNA-konstruktion som innehaller fragment av HIV-1-sekvenser med
primerbindningsregioner som &r identiska med HIV-1-gag-malsekvensens. HIV-1 QS innehaller HIV-1-
primerbindningsregioner och genererar en amplifieringsprodukt med samma ldngd- och baskomposition
som HIV-1 gag target RNA. Detektionsprobbindningsregionen hos HIV-1 QS har modifierats sa att HIV-1
QS-amplicon kan sarskiljas fran HIV-1 gag target amplicon.

Under bindningsfasen fér PCR i analysinstrumentet COBAS® TagMan® eller analysinstrumentet COBAS®
TagMan® 48 belyses och exciteras proverna av filtrerat ljus och data for filtrerad emissionsfluorescens
samlas in for varje prov. Avlasningarna fran varje prov korrigeras sedan for instrumentella variationer.
Fluorescensavlasningarna skickas automatiskt till programmet AMPLILINK och sparas i en databas.
Forkontroller anvands for att bestimma om HIV-1 RNA- och HIV-1 QS RNA-data motsvarar giltiga
uppséttningar. Flaggor genereras nar data ligger utanfor de angivna granserna. Nér alla forkontroller har
utforts och avslutats startar fluorescensavlasningarna som genererar Ct-varden for HIV-1 RNA och HIV-1
QS RNA. De lotspecifika kalibreringskonstanterna som medféljer COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®
HIV-1 Test, v2.0 anvands for berakning av provernas och kontrollernas titervarde baserat pa Ct-vardena for
HIV-1 RNA och HIV-1 QS RNA. COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 har
standardiserats enligt World Health Organizations internationella standard for HIV-1 RNA. Titerresultat
anges i kopior/ml (cp/ml) eller internationella enheter/ml (IU/ml). Omvandlingsfaktorn foér omvandling
mellan rapporterade HIV-1 RNA cp/ml och IU/ml fér HIV-1 har faststallts till 0,6 cp/IU (1,67 IU/cp) av
Roche Molecular Systems, Inc.
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REAGENS

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

(P/N: 05212294 190)

HIV-1 v2.0 CS1

(Reagenskassett for HIV-1-magnetiska glaspartiklar)
Magnetiska glaspartiklar
93 % isopropanol

HIV-1 v2.0 CS2
(HIV-1-lyseringsreagenskassett)
Natriumcitrat-dihydrat
42,5 % guanidintiocyanat
< 14 % polydokanol
0,9 % ditiotreitol

HIV-1v2.0 CS3
HIV-1-multireagenskassett som innehéller:

Pase

(proteinaslésning)
Trisbuffert
< 0,05 % EDTA
Kalciumklorid
Kalciumacetat
<7,8 % proteinas
Glycerol

EB

(elueringsbuffert)
Tris-bas-buffert
0,2 % metylparaben

HIV-1 v2.0 CS4
HIV-1-testspecifik reagenskassett som innehaller:

HIV-1 QS
(HIV-1 Quantitation Standard)
Tris-HCl-buffert
EDTA
< 0,005 % poly rA RNA (syntetiskt)
< 0,001 % Armored HIV-1 RNA-konstruktion innehallande
HIV-1-primerbindningssekvenser samt en unik
probbindningsregion (icke smittbarande RNA i MS2-
bakteriofag)
0,05 % natriumazid

HIV-1 MMX
(HIV-1 Master Mix)
Tricinbuffert
Kaliumacetat
Kaliumhydroxid
20 % dimetylsulfoxid
Glycerol
< 0,04 % dATP, dCTP, dGTP, dUTP, dTTP
< 0,003 % uppstroms- och nedstromsprimers till gag och LTR-
regionen av HIV-1
< 0,003 % oligonukleotid-aptamer
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< 0,003 % fluorescensmérkta oligonukleotidprober specifika for
HIV-1 och HIV-1 Quantitation Standard

< 0,05 % Z05 DNA-polymeras (mikrobiellt)

< 0,1 % AmpErase-enzym (uracil-N-glykosylas) (mikrobiellt)
0,09 % natriumazid

CAP/CTM Mn?*
(manganlésning for CAP/CTM)
< 0,5 % manganacetat
Isattika
0,09 % natriumazid

HIV-1 H(+)C, v2.0
(HIV-1-hdgpositiv kontroll, v2.0)

< 0,001 % Armored HIV-1 RNA-konstruktion
innehallande HIV-1-sekvenser (icke smittbarande
RNA i MS2-bakteriofag).

Negativ human plasma, icke-reaktiv enligt tester for
antikropp mot HCV, antikropp mot HIV-1/2, HIV p24-
antigen och HBsAg; HIV-1 RNA, HCV RNA och HBV
DNA som inte PCR-metoder kan detektera

0,1 % ProClin® 300 konserveringsmedel

HIV-1 L(+)C, v2.0
(HIV-1-lagpositiv kontroll, v2.0)

< 0,001 % Armored HIV-1 RNA-konstruktion
innehallande HIV-1-sekvenser (icke smittbarande
RNA i MS2-bakteriofag).

Negativ human plasma, icke-reaktiv enligt tester for
antikropp mot HCV, antikropp mot HIV-1/2, HIV p24-
antigen och HBsAg; HIV-1 RNA, HCV RNA och HBV
DNA som inte PCR-metoder kan detektera

0,1 % ProClin® 300 konserveringsmedel

CTM(-)C
[COBAS® TagMan® negativ kontroll (human plasma)]
Negativ human plasma, icke-reaktiv enligt tester for
antikropp mot HCV, antikropp mot HIV-1/2, HIV p24-
antigen och HBsAg; HIV-1 RNA, HCV RNA och HBV
DNA som inte PCR-metoder kan detektera
0,1 % ProClin® 300 konserveringsmedel

HIV-1 H(+)C, v2.0 Clip
(HIV-1-hdgpositiv kontroll, v2.0 streckkodsmarkt klamma)

HIV-1 L(+)C, v2.0 Clip
(HIV-1-lagpositiv kontroll, v2.0 streckkodsmarkt klamma)

HIV-1 (-) C Clip
(HIV-1-negativ kontroll, v2.0 streckkodsmarkt klamma)

COBAS* AmpliPrep/COBAS® TagMan® Wash Reagent

(P/N: 03587797 190)

PG WR

(COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® tvattreagens)
Natriumcitrat-dihydrat
< 0,1 % N-metylisotiazolon-HCI

05447917001-17SV 8
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COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® Specimen 5x78 ml

Pre-Extraction Reagent
(P/N: 06989861190)

SPEX
(cobas® Specimen Pre-Extraction Reagent)
42,5 % guanidintiocyanat
0,79 % natriumcitrat
0,01 % citronsyra
3,6 % polydokanol
1,8 % ditiotreitol

Obs! Detta reagens ar valfritt och ska endast anvandas tillsammans med PSC for att ta fram
torkade pl over. Se PSC. det ms_07963084190.

VARNINGAR OCH FORSIKTIGHETSATGARDER

Tem

-

FOR IN VITRO-DIAGNOSTISK ANVANDNING.

Detta test ar endast avsett att anvandas med human plasma som samlats i EDTA-antikoagulantia
eller erhallits fran ett torkat PSC-plasmaprov.

Pipettera inte med munnen.

At, drick eller rok inte i laboratoriet. Anvand engangshandskar, laboratorierock och dgonskydd nar
du hanterar prover och kitets reagens. Tvdtta handerna noga efter hantering av prover och
testreagens.

Undvik mikrobiell smitta och rib ki i av reag nar portioner tas fran
kontrolliflaskor.
Anvéndning av sterila a pipetter och RNase-fria pip p rel leras.

Sammanfor inte kontroller fran olika loter eller fran olika flaskor i samma lot.
Blanda inte reagenskassetter eller kontroller fran olika kit.
Oppna inte kassetter fran COBAS® AmpliPrep eller byt ut, blanda, ta bort eller lagg till flaskor.

Kassera oanvénda reagens, avfall och prover enligt gallande nationella, regionala och lokala
foreskrifter.

Anvand inte kit efter utgangsdatum.
Sakerhetsdatablad (SDS) erhélls pa begéran hos ndrmaste Roche-kontor.

Prover och kontroller ska behandlas som smittbdrande material i enlighet med exempelvis de
laboratorierutiner som beskrivs i Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories®® och i
CLSI-dokumentet M29-A3%. Rengér och desinficera noga alla arbetsytor med nyberedd losning
bestédende av 0,5 % natriumhypoklorit i avjoniserat eller destillerat vatten.

Obs! 7 i del innehaller It 5,25 % i klorit. En
1:10 med hushallsblekmedel ger en Iésning med 0,5 % natriumhypoklorit.

Obs! Om spill sker av torkade PSC-, plasmaprover i cobas ® Specimen Pre-Extraction

Reagent (SPEX) (som i haller g Y ) ska du se till att det inte
i kt med desinficerii lel som innehaller natr h klorit, till
ipel blek lel. Denna blandning kan bilda en mycket giftig gas.
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T

VARNING: CTM (=) C, HIV-1 L(+)C, v2.0 och HIV-1 H(+)C, v2.0 innehaller human plasma som
harstammar fran humant blod. Kéllmaterialet har testats och befunnits icke-reaktivt for hepatit B-
ytantigen (HBsAg), antikropp mot HIV-1/2 och HCV samt HIV p24-antigen. Testning av negativ
human plasma med PCR-metoder visade inte nagot detekterbart HIV-1 RNA, HCV RNA eller HBV
DNA. Det finns inga testmetoder som ger fullstandig sakerhet for att produkter fran humant blod
inte kan oOverfora smitta. Allt material av humant ursprung ska darfér anses som potentiellt
smittsamt. CTM (=) C, HIV-1 L(+)C, v2.0 och HIV1 H(+)C, v2.0 ska behandlas som
smittbarande material i enlighet med exempelvis de laboratorierutiner som beskrivs i Biosafety in
Microbiological and Biomedical Laboratories®® och i CLSI-dokumentet M29-A3%. Rengér och
desinficera noga alla arbetsytor med nyberedd 16sning bestdende av 0,5 % natriumhypoklorit i
avjoniserat eller destillerat vatten.

HIV-1 @S, CAP/CTM Mn?* och HIV-1 MMX innehéller natriumazid. Natriumazid kan reagera
med bly- eller kopparrér och bilda mycket explosiva metallazider. Foérhindra aziduppbyggnad
genom att spola med mycket vatten om Iésningar som innehdller natriumazid hélls ut i avloppet.
Anvénd skyddsglaségon, laboratorierock och engangshandskar vid hantering av reagens. Undvik
att dessa material kommer i kontakt med hud, 6gon och slemhinnor. Tvétta omedelbart med stora
mangder vatten vid eventuell kontakt. Brannskador kan annars uppsta. Vid spill av dessa reagens
ska du spada med vatten innan spillet torkas upp.

Se till att inte HIV-1 v2.0 CS2, SPEX (som anvénds i proceduren med torkade PSC-plasmaprover)
och vétskeavfall frén instrumentet COBAS® AmpliPrep, som innehéller guanidintiocyanat, kommer i
kontakt med natriumhypokloritlosning (blekmedel). Dessa blandningar kan bilda en mycket giftig gas.
SPEX &r ljuskansligt och levereras i ljusskyddade flaskor.

Undvik all kontakt med natriumhypokloritlésning (blekmedel) nar anvinda COBAS® AmpliPrep-
SPU (Sample Processing Units) kasseras. Dessa blandningar kan bilda en mycket giftig gas.

Fler varningar och sékerhetsatgérder finns i PSC-metodbladet ms_07963084190.

FORVARING OCH HANTERING

A
B.

Reagens och kontroller far inte frysas.

Kontrollera varje reagenskassett och -behallare fore anvandning och forsakra dig om att det inte
finns tecken pa lackage. Anvand inte material om det finns tecken pa lackage.

Forvara HIV-1 v2.0 CS1, HIV-1 v2.0 CS2, HIV-1 v2.0 CS3 och HIV-1 v2.0 CS4 i 2-8°C.
Oanvénda ar dessa reagens hallbara till angivet utgangsdatum. Efter anvandning &r dessa reagens
hallbara i 28 dagar i 2-8 °C, dock langst till angivet utgdngsdatum. HIV-1 v2.0 CS1, HIV-1 v2.0
CS2, HIV-1 v2.0 CS3 och HIV-1 v2.0 CS4 kan anvandas for hogst 4 instrumentcykler, upp till
64 timmar sammanlagt i instrumentet COBAS® AmpliPrep. Reagens ska forvaras i 2-8 °C mellan
instrumentcykler.

Forvara HIV-1 H(+)C, v2.0, HIV-1 L(+)C, v2.0 och CTM (=) C i 2-8 °C. Dessa kontroller &r
héallbara till angivet utgangsdatum. Nar forpackningen 6ppnats ska eventuella oanvinda delar av
innehallet kasseras.

Forvara streckkodsmarkta klammor [HIV-1 H(+)C, v2.0 Clip, HIV-1 L(+)C, v2.0 Clip och
HIV-1 (=) C Clip] i 2-30 °C.

Forvara PG WR i 2-30 °C. PG WR ar hallbart till angivet utgdngsdatum. Efter att forpackningen
Oppnats ar reagenset héllbart i 28 dagar i 2-30 °C, dock langst till angivet utgadngsdatum.

Forvara SPEX (som anvénds i proceduren med torkade PSC-plasmaprover) i 2-8 °C. SPEX &r
héllbart till angivet utgdngsdatum. Efter att forpackningen dppnats &r reagenset hallbart i 28 dagar i
2-30 °C, dock langst till angivet utgdngsdatum.

Kraven for forvaring och hantering av PSC anges i PSC-metodbladet ms_07963084190.
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MATERIAL SOM MEDFOLJER

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

(P/N: 05212294 190)

HIV-1 v2.0 CS1
(Reagenskassett for HIV-1-magnetiska glaspartiklar)

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

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

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

HIV-1 H(+)C, v2.0
(HIV-1-hdgpositiv kontroll, v2.0)

HIV-1 L(+)C, v2.0
(HIV-1-lagpositiv kontroll, v2.0)

CTIM(-)C
[COBAS® TagMan® negativ kontroll (human plasma)]

HIV-1 H(+)C, v2.0 Clip
(HIV-1-hdgpositiv kontroll, v2.0 streckkodsmaérkt klamma)

HIV-1 L(+)C, v2.0 Clip
(HIV-1-lagpositiv kontroll, v2.0 streckkodsmarkt klamma)

HIV-1 (-) C Clip
(HIV-1-negativ kontroll, streckkodsmarkt klamma)

B. COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® Wash Reagent

(P/N: 03587797 190)
C.  COBAS®™ AmpliPrep/COBAS® TagMan® Specimen

Pre-Extraction Reagent
(P/N: 06989861190)
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MATERIAL SOM BEHOVS MEN INTE MEDFOLJER
Instrument och programvara

L] Instrumentet COBAS® AmpliPrep
. Analysinstrumentet COBAS® TagMan® eller analysinstrumentet COBAS® TagMan® 48
L] Tillval: Instrumentet cobas p 630
L] Tillval: Docking Station
o Programmet AMPLILINK, version 3.3- eller version 3.4-serien
. Kontrollenhet fér programmet AMPLILINK, med skrivare
L] Instrument- och programhandbdécker:
- Instrumenthandbok till COBAS® AmpliPrep for anvdndning med programmet
AMPLILINK, version 3.3- och 3.4-serien
- Instrumenthandbok till analysinstrumentet COBAS® TagMan® fér anvandning med
programmet AMPLILINK, version 3.3- och 3.4-serien
- Instrumenthandbok till analysinstrumentet COBAS® TagMan® 48 for anvandning
med programmet AMPLILINK, version 3.3- och 3.4-serien
- Applikationshandbok till programmet AMPLILINK version 3.3-serien for anvandning
med instrumentet COBAS® AmpliPrep, analysinstrumentet COBAS® TagMan®,
analysinstrumentet COBAS® TagMan® 48, analysinstrumentet COBAS®
AMPLICOR® och instrumentet cobas p 630.
eller
- Applikationshandbok till programmet AMPLILINK, version 3.4-serien
- Tillval: Anvandarhandbok till instrumentet cobas p 630, programversion 2.2
L] Testdefinitionsfil (TDF). Namn och aktuell version pa TDF-filen anges péa

produktinformationskortet som medféljer kitet.

Engangsartiklar

Sample Processing Units: SPU

S-tubes (Sample input tubes) med streckkodsklammor
Rack for K-tips

K-tube, férpackning 12 x 96

OVRIGT MATERIAL SOM BEHOVS (ENDAST FOR ANVANDNING AV EDTA-PLASMAPROVER)
MEN INTE MEDFOLJER

Provrack (SK24 rack)

Reagensrack

SPU-rack

K-tube-6ppnare/tillslutare, motordriven

K-tube-oppnare/tillslutare

K-carrier

K-carrier-transportor

K-carrier-rack

Pipetter med RNase-fria spetsar och aerosolbarrér eller positiv forskjutning (kapacitet

1000 phy*

Engéngshandskar, puderfria

Vortexmixer

* Pipetterna ska ha en noggrannhet inom 3 % av angiven volym. RNase-fria spetsar med aerosolbarriér eller
positiv forskjutning ska anvandas da sa anges for att hindra 6verforing av smitta mellan prov och amplicon.

05447917001-17SV
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OVRIGT MATERIAL OCH FORBRUKNINGSARTIKLAR SOM BEHOVS (ENDAST FOR ANVANDNING
AV TORKADE PSC-PLASMAPROVER) MEN INTE MEDFOLJER

. cobas®-plasmasepareringskort*

L] Tanger eller pincetter, antingen sterila eller avsedda for engangsbruk**

L] 140 pl-kapillar (tex. Vitrex-plastror) med kompatibel dispenser (t.ex. Vitrex-pipetthallare)*

L] Lansett for engdngsbruk (tex. Greiner Bio-one: MiniCollect®-sékerhetslansett med
penetrationsdjup 2,00 mm)*

L] Provpése (av transparent plast, med aterforslutningsbart ziplock) och torkmedelspasar
med kiselgel (for totalt 4 gram). For forvaring och transport av PSC, se PSC-
metodbladet ms_07963084190.

L] Transportpase (t.ex. Wicoseal 180 x 60 x 240 mm)

. Pipett (t.ex. Multistepper-pipett)

o Eppendorf Thermomixer® (tex. modell R 5355 eller C eller motsvarande) med

termoblock for 24 kryoroér
*Mer information om PSC-provtagning finns i PSC-metodbladet ms_07963084190.

** Anvand en ny tang for varje patient for att férhindra 6verforing av smitta! Vi rekommenderar att du
anvander metalltdnger som autoklaveras efter att de har anvénts en gang.

PROVTAGNING, TRANSPORT OCH FORVARING AV EDTA-PLASMAPROVER

Obs! Hantera alla prover och kontroller som potentiellt smittbérande.

Obs! Detta test dr endast vali for dndning med h I: som lats i EDTA-
antikoagulantia eller erhallits fran ett torkat PSC-plasmaprov. Testning av andra provtyper
kanr i felaktiga r

A. Provtagning

COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 &r avsett att anvdndas med plasmaprover. Blod
ska uppsamlas i sterila ror med EDTA som antikoagulant och blandas enligt provrorstillverkarens
instruktioner.

Forvara helblod i 2-25°C i hogst 24 timmar. Separera plasma fran helblod inom 24 timmar efter
provtagning genom centrifugering i 800-1 600 x g i 20 minuter i rumstemperatur. Overfor plasman till ett
sterilt polypropylenrdr. | bild 4 visas provstabilitetsdata fran provstabilitetsstudier som utférts med COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test (P/N: 03543005 190).

Bild 4

HIV-1-stabilitet i helblod (som 1 i EDTA-pl or)
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B. Transport av prover

Vid transport av helblod eller plasma ska géllande bestammelser fér transport av etiologiska agens féljas*.
Helblod ska transporteras i 2-25 °C och centrifugeras inom 24 timmar efter provtagning. Plasma kan
transporteras i 2-8 °C eller frusen i -20 °C till -80 °C.

C. Forvaring av prover

Plasmaprover kan forvaras i rumstemperatur (25-30 °C) i upp till 1 dag eller i 2-8 °C i upp till 6 dagar.
Plasmaprover visade sig vara hallbara i sex veckor om de férvaras frysta i -20°C till -80 °C. Vi
rekommenderar att prover forvaras i portioner om 1 100-1 200 pl i sterila, 2,0 ml polypropylenrér med
skruvkork (till exempel Sarstedt 72.694.006). | bild 5 visas provhallbarhetsdata fran provforvaringsstudier
som utférts med COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test (P/N: 03543005 190).

Bild 5
HIV-1-stabilitet i EDTA-plasma
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Plasmaprover kan frysas och tinas upp till fem génger utan signifikant forlust av HIV-1 RNA. | bild 6 visas
data frén en tiningsstudie som utforts med COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test (P/N:
03543005 190).
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Bild 6
HIV-1-resultat efter upp till fem tiningscykler (F-T) (EDTA-plasma)
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PROVTAGNING, TRANSPORT OCH FORVARING AV TORKADE PSC-PLASMAPROVER
Obs! Hantera alla prover och kontroller som potentiellt smittbérande.

Obs! Detta test dr endast valic for dndning med h I: som lats i EDTA-
antikoagulantia eller erhallits fran ett torkat PSC-plasmaprov. Testning av andra provtyper
kanr i felaktiga r

A. Provtagning

Torkade PSC-plasmaprover tas med lampliga kliniska procedurer. Utgangsdatum for PSC maste
kontrolleras innan anvéandning. Fortsatt endast om PSC inte har passerat utgdngsdatum och om den
forseglade pasen med PSC é&r helt forsluten och oskadad. Mark PSC med patientens namn, fodelsedatum
samt datum och tid fér provtagningen. Anvand ett lampligt kapillar och dispenser for att tillsatta 140 pl
helblod i varje cirkel p4 PSC-membranet som avgransas av spotting-lagret. Vi rekommenderar att du
tillsatter blod pa alla tre skivorna pa PSC for att mojliggora omtestning. Tillsatt inte blodprover fran mer &n
en patient pa ett PSC. Kontrollera att BADA sidorna pa PSC-skivorna (framsidan: membran med blod;
baksidan: skiva med plasma) ar méattade efter 5 minuter. Kontrollera baksidan genom det transparenta
lagret pé baksidan. Se till att membranen inte kommer i kontakt med handskar, instrument eller andra ytor
som kan vara kontaminerade under processen.

Lat PSC torka i rumstemperatur i minst 4 timmar (som langst 6ver natten) och skydda det mot direkt
solljus. Ta inte bort spotting-lagret. Detta gors pa laboratoriet. Efter torkningen ska PSC laggas i en
individuell provpase tillsammans med 4 gram torkmedel, och pasen ska forslutas (bild 7). De insamlade
provpasarna maste forpackas i en transportpése tillsammans med de tillhérande patientinformations-
bladen. Vi rekommenderar att maximalt 25 PSC-kort forpackas i en transportpase.
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B. Transport av prover

Om prover ska transporteras ska de forpackas och etiketteras i enlighet med nationella och/eller
internationella foreskrifter for transport av prover och etiologiska agens. Transportpasar som innehéller
PSC-kort ska transporteras inom 28 dagar i 18-45 °C och upp till 85 % luftfuktighet.

C. Forvaring av prover

PSC-kort i individuella provpasar med 4 gram torkmedel som i sin tur ligger i en transportpase kan
forvaras i rumstemperatur (18-30 °C) i 2-8 °C eller i <-10 °C i upp till 56 dagar efter transport (med och
utan lagerseparering).
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BRUKSANVISNING

Obs! Detaljerad infc ion om dndning, vilka k i som kan val;as, utskrift av

resultat samt talknmg av ﬂaggor k och d finns i:

(1) instr k till instr CDBAS“’ AmpliPrep for anvéndning med
programmet AMPLILINK, vers:on 3.3- och 3.4 ien; (2) instr iboken till ly

instr COBAS® Taq v for dndning med prog AMPLILINK, version 3.3-

och 34—.,.,. ien; (3) il handboken till / COBAS® TaqMan® 48 for

ing med prog AMPLILINK, versmn 3.3- och 3.4-serien; (4) applikations-

handbok till prog AMPLILINK, version 3.3-serien for anvédndning med

instrumentet COBAS® AmpliPrep, analysinstrumentet COBAS® TaqMan®, analys-
instrumentet COBAS® TagMan® 48, analysmstrumentet COBAS® AMPLICOR® och
instrumentet cobas p 630 eller applikatic iboken till prog AMPLILINK, version
3.4-serien; (5) Tillval: dndarhandbok till instr cobas p 630, programversion 2.2.

Informationen i del A-C och F-J _qaller for bada provtyperna (EDTA-plasma och torkade
PSC-pl: over). Del D inneh om bestillning och laddning av endast
EDTA-pl: over. Del E inneha om bestéllning och laddning av endast
torkade PSC-plasmaprover.

Omgangsstorlek

Varje kit innehaller reagens som racker till 48 tester som kan utforas i omgéngar om 12 till 24 tester. Minst
en kontroll vardera av [CTM (=) C, HIV-1 L(+)C, v2.0 och HIV-1 H(+)C, v2.0] maste ing4 i varje
omgang (se avsnittet "Kvalitetskontroll").

Arbetsflode

Kérningen med analysinstrumentet COBAS® TagMan® eller analysinstrumentet COBAS® TagMan® 48
maste startas inom 120 minuter efter att prov- och kontrollextraktionen har slutforts.

Obs! De extraherade proverna och kontrollerna far inte frysas eller forvaras i 2-8 °C.

Prov- och kontrollpreparation

Obs! Om frysta prover anvénds ska proverna pl: ir Ji tills de &r helt tinade
och vortexas i 3-5 sekunder innan de inds. Kontrollerna ska tas bort fran forvaringen i
2-8 °C och vérmas till r innan de I

Installera instrumentet COBAS® AmpliPrep
Del A. Underhall och prime
Al.  Instrumentet COBAS® AmpliPrep &r fardigt att anvéndas i standbyldge.

A2.  Sla PA kontrollenheten for programmet AMPLILINK. Férbered kontrollenheten p4 féljande satt:

1. Logga in pa Microsoft Windows-operativsystemet.
2. Dubbelklicka pa programikonen AMPLILINK.
3. Logga in p4 AMPLILINK-programmet genom att ange ditt anvandar-id och losenord.

A3.  Kontrollera forradet av PG WR med hjélp av fonstret Status och byt om det behgvs.

A4, Utfor det underhall som anges pa fliken Due. Instrumentet COBAS® AmpliPrep utfor automatiskt
prime péa systemet.
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Del B. Ladda reagenskassetter

Obs! Alla reagenskassetter ska tas bort fran férvaringen i 2-8 °C, amedelban séttas in i
instrumentet COBAS® AmpliPrep och ekvilibreras till r ] i i
minst 30 minuter innan det férsta provet bearbetas. Stall inte reagenskassetterna utanfor
instrumentet nér de ska uppna r kond kan bildas pa
streckkodsetiketterna. Torka inte av kondensen om sadan uppstir pa

streckkodsetiketterna.

B1.  Placera HIV-1 v2.0 CS1 péa ett reagensrack. Placera HIV-1 v2.0 CS2, HIV-1 v2.0 CS3 och
HIV-1 v2.0 CS4 p3 ett separat reagensrack.

B2. Ladda det reagensrack som innehéller HIV-1 v2.0 CS1 i rackposition A i instrumentet COBAS®
AmpliPrep.

B3. Ladda det reagensrack som innehéller HIV-1 v2.0 CS2, HIV-1 v2.0 CS3 och HIV-1 v2.0 CS4 i
rackposition B, C, D eller E i instrumentet COBAS® AmpliPrep. (Ytterligare information finns i tabell 1).

Del C. Ladda engangsartiklar

Obs! Faststéll hur mianga COBAS® AmpliPrep reagensk , SPU (Sample P
Units), Input Sample tubes (S-tubes), K-tips och K-tubes som behdvs. En SPU, ett Input
S-tube, en K-tip och ett K-tube behdvs for varje prov eller kontroll.

Det finns flera olika arbetsfliden fér anvdndning av instrumentet COBAS® AmpliPrep med
analysinstrumentet COBAS® TagMan® eller analysinstrumentet COBAS® TagMan® 48. Se tabell 1 nedan.
Satt in det antal reagens-kassettrack, provrack med Input S-tubes, SPU-rack, K-tip-rack, K-tube-rack och
K-carriers i K-carrier-rack som krévs for det arbetsflode som valts, i respektive rackposition i instrumentet
COBAS® AmpliPrep (ytterligare information finns i Tabell 1).

C1.  Placera SPU i SPU-racken och ladda racken i rackposition J, K eller L i instrumentet COBAS®
AmpliPrep.

C2. Ladda fyllda K-tube-rack i rackposition M, N, O eller P enligt valt arbetsflode i instrumentet
COBAS® AmpliPrep.

C3. Ladda fyllda K-tip-rack i rackposition M, N, O eller P i instrumentet COBAS® AmpliPrep.

C4.  Vid arbetsfléde 3, nar analysinstrumentet COBAS® TagMan® 48 anvénds, ska K-carriers laddas i
K-carrier-rack i rackposition M och N eller O och P i instrumentet COBAS® AmpliPrep.
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Tabell 1
Maédjliga arbetsfloden nér instrumentet COBAS® AmpliPrep anvénds

med analysinstrumentet COBAS® TagMan® eller lysii COBAS® TagMan® 48
Overforingslage till
analysinstrumentet Position i
Arbetsflde COBAS® TagMan® Rack, carriers och instrumentet
eller engangsartiklar COBAS®
analysinstrumentet AmpliPrep
COBAS® TagMan" 48
Instrumentet K-tubes i fulla K-tube-rack M-P
COBAS® K-tips i fulla K-tip-rack M-P
AmpliPre| . Input S-tubes som innehaller
1 [[))Ius P é/\j::?é?anzs:v patientprover och kontroller i F-H
Docking Station K-carrier provrack
plus SPU i SPU-rack J-L
analysinstrumentet CS1 i kassettrack A
COBAS® TagMan® CS2, CS3, CSk i kassettrack B-E
K-tubes i fulla K-tube-rack M-P
K-tips i fulla K-tip-rack M-P
Input S-tubes som innehaller
Instrumentet patientprover och kontroller i F-H
COBAS® Manuell 6verféring av provrack
2 AmpliPrep K-tubes via provrack SPU i SPU-rack J-L
plus till analysinstrumentet CS1 i kassettrack A
analysinstrumentet COBAS® TagMan® CS2, CS3, CS4 i kassettrack B-E
COBAS® TagMan® Nar provextraktionen har
slutforts: Samma som
K-tubes i provrack (fardiga for ovan
g, (F-H)
manuell éverféring)
K-tubes i provrack F-H
K-tips i fulla K-tip-rack M-P
Input S-tubes som innehaller
patientprover och kontroller i F-H
Instrumen;et Manuell éverforing provrack
COBAS av K-carrier via SPU | SPU-rack L
3 AmgIILF;rep K-carrier-rack till CS1 i kassettrack A
analysinstrumentet analysu;}slrument(i} CS2, CS3, .CS4 i kassettrack i B-E
COBAS® TagMan® COBAS® TagMan Tom K-carrier med streckkod i M-P
48 48 K-carrier-rack
Nar provextraktionen har
. Samma som
K: tubscl,‘:ifK cérrier ovan
i K-carrier-rack (M-P)
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Del D. Bestilla och ladda prover: EDTA-plasmaprover

D1.

D2.

D3.

Da4.

D5.

D6.

D7.

D8.

Bered provrack pa foljande satt: Fast en streckkodsklamma i de provrackspositioner dar ett prov
(S-tube) ska placeras. Anslut en av de specifika streckkodsklammorna for kontroller [CTM (=) C,
HIV-1 L(+)C, v2.0 och HIV-1 H(+)C, v2.0] till de provrackspositioner dar kontrollerna (S-tube)
ska placeras. Streckkodsklammorna for kontroller ska ha samma kontrollotsnummer som lotnumret
péa kontrollflaskorna i kitet. Var noga med att tilldela varje kontroll positionen med motsvarande
kontrollstreckkodsklamma. Placera ett Input S-tube i varje position som &r méarkt med en
streckkodsklamma.

Anvand programmet AMPLILINK och vélj testdefinitionsfil (HI2CAP96 for instrumentet COBAS®
AmpliPrep plus analysinstrumentet COBAS® TagMan®, HI2CAP48 fér instrumentet COBAS®
AmpliPrep plus analysinstrumentet COBAS® TagMan® 48), skapa provbestallningar for varje prov
och kontroll pa fliken Sample i fonstret Orders och avsluta genom att spara.

Tilldela prov- och kontrollbestéllningarna rackpositioner p4 fliken Sample Rack i fonstret Orders.
Provracksnumret maste galla det rack som bereddes i steg D1.

Skriv ut rapporten for provracksbestillning som ett arbetsblad.

Bered prov- och kontrollrack i det omrade som &r avsett for 6verforing av prover och kontroller pa
foljande satt: Vortexa varje prov och kontroll [CTM (=) C, HIV-1 L(+)C, v2.0 och HIV-1 H(+)C,
v2.0] i 3 till 5 sekunder. Undvik att férorena handskarna nér du hanterar prover och kontroller.

Overfor 1000 till 1050 pl av varje prov och kontroll [CTM (=) C, HIV-1 L(+)C, v2.0 och
HIV-1 H(+)C, v2.0] i ratt streckkodsmérkt Input S-tube med hjélp av en mikropipett med RNase-
fri spets med aerosolbarriar eller positiv forskjutning. Undvik att éverféra partiklar och/eller
fibrinkoagel fran ursprungsp na till Input S-tube. Prover och kontroller ska éverforas till de
rorpositioner som tilldelats och antecknats pa arbetsbladet i steg D4. Streckkodsklammorna for
kontroller ska ha samma kontrollotsnummer som lothnumret pa kontrollflaskorna i kitet. Tilldela varje
kontroll positionen med motsvarande kontrollstreckkodsklamma. Undvik att kontaminera den
ovre delen av S-tube med prover eller kontroller. Las anvandarhandboken till instrumentet
cobas p 630 om du anvénder cobas p 630 for extraktion.

Om arbetsfléde 1 eller 2 anvdands ska provracken som é&r fyllda med Input S-tubes placeras i
rackposition F, G eller H i instrumentet COBAS® AmpliPrep.

Om arbetsfléde 3 anvénds med analysinstrumentet COBAS® TagMan® 48 ska provracken laddas
med Input S-tubes och K-tubes (ett for varje Input S-tube, i den hogra positionen intill Input
S-tubes) i rackposition F, G eller H i instrumentet COBAS® AmpliPrep.
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Del E. Bestiilla och ladda prover: Torkade PSC-plasmaprover

E1. Kontrollera att transportpasen &r intakt innan du dppnar den. Fortsétt endast om transportpésen ar
fullstandigt forsluten.

Oppna transportpasen och fortsétt sedan endast om foljande villkor ar uppfyllda fér varje provpase:

. Laboratoriets bestéllningsformular ar helt ifyllt.

. Streckkoden pé laboratoriets bestallningsformular och PSC dverensstammer.

. Provpésen &r helt forsluten och innehéller ett PSC med 4 gram torkmedel.

. Ett datum for provtagningen &r angivet, och provtagningen utférdes de senaste 28 dagarna
och innan utgangsdatum for PSC.

. PSC har inte passerat utgangsdatum.

. Skivan med torkad plasma pa PSC ser homogen ut pa framsidan och ar helt tackt med

plasma néar den observeras fran baksidan (se Bild 8).

Bild 8
Skivor med torkad plasma pa PSC som ska bearbetas
(till vanster: framsidan. till hoger: baksidan)

membran skivor med torkad plasma pa PSC

— 5

PhIvET Make [TOR G
colLecTion DAIE(TIHE (€

spotting-lager

AT

E2.  Skivorna med torkad plasma pa PSC ska markeras och avvisas om:

e det syns blodspill (bild 9a) och/eller om membranet inte &r helt tdckt med blod (bild 9b)
och omradet p& PSC-skivans framsida darfor inte & homogent och/eller om en baksida
inte &r helt tdckt med plasma (syns genom racket).

e membranet &r skadat (bild 9c) och omradet pa PSC-skivans framsida darfor inte ar
homogent och baksidan &r mérkrod-brunaktig (syns genom racket).

Obs! De tre skivorna ér avsedda for att mojliggéra omtestning. Ett PSC kan innehalla en
skiva med dalig kvalitet, men tillhandahaller d&nda prover som é&r bra testmaterial. Mark ut
skivorna med dalig kvalitet tydligt sa att det ar enkelt att kdnna igen dem. Méark dem inte
pa spotting-lagret. Jamfor alltid de tre skivorna med varandra for att bedoma kvaliteten pa
dem.
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Bild 9
Avvisningskriterier for PSC-kort (till va : fr ida; till héger: ida).
Skivor dar det finns blodspill (a) eller dar membranet inte ar tickt (b) eller dir membranet (c)
ar synligt skadat ska inte bearbetas. Skivor som avvisas ska markeras tydligt.

a b c c b a

& - % >< \

2':1!':‘EK¢;J‘-"J'(NZ [RiF] K :
R
CGEADSTHOF

PAiEdT Nake [TDOR (i) & @
colLecTion TATE[TIHE (€ | o

E3. Bered provrack pa foljande satt: Fast en streckkodsklamma i de provrackspositioner dar ett prov
(S-tube) ska placeras. Anslut en av de specifika streckkodsklammorna fér kontroller [CTM (=) C,
HIV-1 L(+)C, v2.0 och HIV-1 H(+)C, v2.0] till de provrackspositioner dar kontrollerna (S-tube)
ska placeras. Streckkodsklammorna for kontroller ska ha samma kontrollotsnummer som lotnumret
péa kontrollflaskorna i kitet. Var noga med att tilldela varje kontroll positionen med motsvarande
kontrollstreckkodsklamma. Placera ett Input S-tube i varje position som ar markt med en
streckkodsklamma.

E4.  Anvand programmet AMPLILINK och vilj rétt testdefinitionsfil (HI2PSC96 fér instrumentet COBAS®
AmpliPrep plus analysinstrumentet COBAS® TagMan®, HI2PSC48 for instrumentet COBAS®
AmpliPrep plus analysinstrumentet COBAS® TagMan® 48), skapa provbestéallningar for varje prov
och kontroll pa fliken Sample i fonstret Orders och avsluta genom att spara.

E5.  Tilldela prov- och kontrollbestaliningarna rackpositioner pa fliken Sample Rack i fonstret Orders.
Provracksnumret maste gélla det rack som bereddes i steg E1. Patientstreckkoden péa baksidan av
PSC kan skannas genom provpasen (Bild 10). Oppna inte provpasen i detta lage och avsluta
genom att spara.

Bild 10
Skanning av provstreckkod for bestéllning av torkade PSC-plasmaprover

-

E6.  Skriv ut rapporten Sample Rack Order for att anvanda som arbetsblad och verifiera igen att ratt
testfil anvénds.
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E7.  Utfor steg E7 till E11 under en sakerhetshuv. Oppna provpasen for det valda PSC och ta bort
spotting-lagret (bild 11). B6j PSC nagot och ta bort en skiva med torkad plasma med en steril tdng
eller pincett genom att dra den uppat. Boj den borttagna skivan med torkad plasma pa PSC for att
gora det enklare att fora in den i roret (bild 12).

Bild 11

Borttagning av spotting-lagret

Bild 12
ing av PSC-ski med torkad plasma

Obs! Anvénd en tang eller pincett per patient.

E8.  Overfor en bojd PSC-skiva med torkad plasma till motsvarande Input S-tube sa att den nedre
spetsen pa PSC-skivan med torkad plasma nar ned till botten pa roret och faster pa rorets vagg.
Detta gors for att forhindra pipetteringsfel (bild 13 och bild 14).

Obs! Skivor med torkad plasma kan bli skora vid férvaring. Se information om krav pa forvaring
for PSC. Hantera dem varsamt nér de sétts in i roret

Bild 13
Overféring av PSC-skiva med torkad plasma till réret

m
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Bild 14
Basta placering av PSC-skiva med torkad plasma i S-Tube

Godkant Potentiell risk for koagel

Obs! Sikerstill att positionsnumret for Input S-tube i rapporten Sample Rack Order ar
e som SK24 kpositie

E9.  Lé&gg tillbaka PSC med de aterstaende skivorna med torkad plasma i den ursprungliga provpasen
med 4 gram nytt torkmedel for eventuell omtestning (Bild 15). PSC-kort kan forvaras i 56 dagar
efter transport med och utan separerat spotting-lager (i 18-30 °C, 2-8 °C eller i < -10 °C).

Bild 15
PSC i provpase for eventuell omtestning
|

E10. Sténg Input S-tube och flytta roret som innehéller PSC-skivan med torkad plasma till position 4-24
i SK24-racket (mer information finns i tabell 2). Upprepa proceduren tills alla prover har bearbetats.

Obs!  Lat SPEX véirmas till -atur innan det 4nd:

E11.  Oppna Input S-tubes ett i taget, spara locket pa en ren plats och tillsétt 1 100 pl SPEX i varje Input
S-tube (Bild 16). Forslut Input S-tube. Upprepa proceduren tills alla prover har bearbetats.
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Bild 16
1 100 pl SPEX tillsatt i varje torkat PSC-plasmaprov

’

Obs! Undvik att kontaminera den évre delen av Input S-tubes med prover och kontrollera att
réren &r ordentligt forslutna for att forhindra avdunstning.

E12.  Flytta Input S-tubes till en Eppendorf Thermomixer och inkubera preparerade Input S-tubes i 56 °C
och med kontinuerlig skakning i 1 000 rpm i 10 minuter for att extrahera viruset fran den torkade
plasman (Bild 17).

Bild 17
Inkubering utfors i 10 minuter.

b
b
T
b

ot

Obs! Starta inkuberingen direkt efter tillséttningen av SPEX.

E13. Bered kontrollerna pa foljande sétt nar inkuberingen pagar.
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Obs! Inkubera inte kontrollerna.

Placera ett Input S-tube i varje position (1 till 3) i det forberedda SK24-racket som &r markt med en
streckkodsklamma.

Blanda 1 flaska med CTM (=) C noggrant i 20 sekunder genom att vortexa. Overfor 1000 pl
CTM (=) C till Input S-tube 1 i SK24-racket. Forslut detta Input S-tube omedelbart.

Blanda 1 flaska med HIV-1 L(+)C, v2.0 noggrant i 20 sekunder genom att vortexa. Overfor
1000 pl HIV-1 L(+H)C, v2.0 till Input S-tube 2 i SK24-racket. Forslut detta Input S-tube
omedelbart.

Blanda 1 flaska med HIV-1 H(+)C, v2.0 noggrant i 20 sekunder genom att vortexa. Overfor
1000 pl HIV-1 H(+)C, v2.0 till Input S-tube 3 i SK24-racket. Forslut detta Input S-tube

omedelbart.
Tabell 2
Bestillning och laddning av torkade PSC-pl prover
Prov . AMPLILINK- Eppendorf IsoRack- SK24-rackposition
gsposition position
Prov Input S-tube Input S-tube Input S-tube
CTM(-)C 1 Tom 1
HIV-1 L(+)C, v2.0 2 Tom 2
HIV-1 HH#+)C, v2.0 3 Tom 3
Torkat PSC-
plasmaprov 4-24 4-24 4-24
+ 1100 pl SPEX

E14.  Efter inkuberingen 6verfor du proverna i ratt ordning till SK24-racket som innehaller kontrollerna
(steg E13) (mer information finns i tabell 2).

Obs! Kontrollera att PSC-skivan med torkad plasma fortfarande &r korrekt placerad (bild 14)
och éndra liage for den med en steril pip om det behévs. Om det finns bubblor tar

du bort dem med en steril pipettspets.

E15. Ladda provracken som é&r fylida med Input S-tubes i rackposition F, G eller H i instrumentet
COBAS® AmpliPrep.

Del F. Starta koérning med instrumentet COBAS® AmpliPrep

F1. Starta instrumentet COBAS® AmpliPrep med hjalp av programmet AMPLILINK.

Del G. Avsluta koérning med instrumentet COBAS® AmpliPrep och éverféring till
analysinstrumentet COBAS® TagMan® eller analysinstrumentet COBAS® TagMan®

48 (endast for arbetsflodena 2 och 3 i Tabell 1)
G1.  Kontrollera om det finns flaggor eller felmeddelanden.

G2.  Ta bort extraherade prover och kontroller fran instrumentet COBAS® AmpliPrep, antingen i provrack
(for analysinstrumentet QOBAS**‘ 'I:aqMan"‘” utan Docking Station) eller i K-carrier-rack (for
analysinstrumentet COBAS® TagMan® 48) enligt aktuellt arbetsflode (mer information finns i del G).

G3.  Avldgsna avfall fran instrumentet COBAS® AmpliPrep.

Obs! Alla extraherade prover och kontroller ska skyddas mot ljus efter att prov- och

kontrollextraktionen har slutforts.

05447917001-17SV 26 Doc Rev. 18.0



Amplifiering och detektion

TanV:

Forberedelse av analysinstrumentet COBAS® T eller lysii COBAS®
TagMan® 48

Kérningen med analysinstrumentet COBAS® TagMan® eller analysinstrumentet COBAS® TagMan® 48
maste startas inom 120 minuter efter att prov- och kontrollextraktionen har slutforts.

Obs! De extraherade proverna och kontrollerna far inte frysas eller férvaras i 2-8 °C.
Del H. Ladda extraherade prover

H1.  Overfor K-tubes till analysinstrumentet COBAS® TagMan® eller analysinstrumentet COBAS®
TagMan® 48 genom att utféra de steg som krévs for det arbetsflode som anvénds:

Arbetsflode 1: Automatisk 6verforing av K-carrier via Docking Station till analysinstrumentet
COBAS® TagMan®. Det krévs inga manuella insatser.

Arbetsflode 2: Manuell dverforing av K-tubes i provrack till analysinstrumentet COBAS® TagMan®.
Arbetsfiéde 3: Manuell éverforing av K-carrier i K-carrier-rack till analysinstrumentet COBAS®
TagMan® 48. Manuell dverforing av K-carriers till analysinstrumentet COBAS®

TagMan® 48 med hjélp av K-carrier-transportoren.

Del 1. Starta kérning med analysinstrumentet COBAS® TagMan® eller lysi
COBAS® TagMan® 48

. Starta analysinstrumentet COBAS® TagMan® eller analysinstrumentet COBAS® TagMan® 48 med
ett av alternativen nedan beroende pa vilket arbetsflode som anvands:

Arbetsflode 1: Inga insatser kravs.

Arbetsflode 2: Automatisk start av analysinstrumentet COBAS® TagMan® efter inséttning av
provrack.

Arbetsflode 3: Fyll K-carriern med tomma K-tubes om det finns farre &n 6 K-tubes pa K-carriern.
Du far information om hur det ska goras av programmet AMPLILINK. Oppna
termocyklerskyddet, satt in K-carriern i termocyklern och stang locket. Starta
kérningen med analysinstrumentet COBAS® TaqMan® 48.

Del J. Avsluta kérning med analysinstrumentet COBAS® TaqMan® eller analys-
instr COBAS® TagMan® 48

J1. Nar kérningen i analysinstrumentet COBAS® TagMan® eller analysinstrumentet COBAS®
TagMan® 48 har slutférts ska resultatrapporten skrivas ut. Kontrollera att rétt testdefinitionsfil har
anvéants och leta efter flaggor eller felmeddelanden i rapporten Result. Hur prover med flaggor och
kommentarer ska tolkas beskrivs i avsnittet Resultat. Efter att data har godkéants ska de sparas.

J2.  Ta bort anvdnda K-tubes fran analysinstrumentet COBAS® TagMan® eller analysinstrumentet
COBAS® TagMan® 48.
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RESULTAT

HIV-1 RNA-koncentrationen for proverna och kontrollerna faststélls automatiskt i analysinstrumentet
COBAS® TagMan® eller analysinstrumentet COBAS® TagMan® 48. HIV-1 RNA-koncentrationen
uttrycks i cp/ml eller 1U/ml, beroende pa testdefinitionsfilen som ands. Oi dlingsfaktorn
for omvandling mellan HIV-1 RNA cp/ml och 1U/ml for HIV-1 &r 0,6 cp/IU, enligt WHO:s forsta
internationella standard for HIV-1 RNA for NAT-testning (NAT) (NIBSC 97/656)*’. Denna
o dli f dmdes med COBAS® AMPLICOR® HIV-1 MONITOR Test, v1.5, COBAS®
AmpliPrep/COBAS® AMPLICOR® HIV-1 MONITOR Test, v1.5 och COBAS® TagMan® HIV-1 Test
for anvandning med High Pure System.

Programmet AMPLILINK:
. Faststaller cykeltroskelvardet (Ct) for HIV-1 RNA och HIV-1 QS RNA.

. Faststaller HIV-1 RNA-koncentrationen baserat pa Ct-vardena for HIV-1 RNA och HIV-1
RNA samt de lotspecifika kalibreringskoefficienter som anges pa kassettens streckkoder.

. Faststaller att berdaknade cp/ml for HIV-1 L(+)C, v2.0 och HIV-1 H(+)C, v2.0 ligger inom
tilldelat intervall.

Validering av omgang — AMPLILINK version 3.3- och version 3.4-serien

Forsakra dig om att omgangen &r giltig genom att kontrollera om det férekommer flaggor eller
kommentarer i utskriften eller i resultatfénstret i programmet AMPLILINK. Fér kontrollbestéllningar utférs
en kontroll for att bestimma om kontrollens kopior/ml- eller IU/ml-véarde ligger inom dess angivna
intervall. Om kontrollens kopior/ml- eller IU/ml-vérde ligger utanfor intervallet genereras en flagga som
visar att kontrollen har misslyckats.

Omgéngen é&r giltig om inga flaggor visas for nagon av kontrollerna [HIV-1 L(+)C, v2.0; HIV-1 H(+)C,
v2.0 och CTM (-) C].

Omgangen é&r inte giltig om nagon av féljande flaggor visas for HIV-1-kontrollerna:

Negativ kontroll

Flagga Resultat Betydelse
. Ett ogiltigt resultat eller ett "giltigt" resultat som inte
NC_INVALID Invalid var negativt for HIV-1 target

HIV-1-lagpositiv kontroll, v2.0

Flagga Resultat Betydelse

Ett ogiltigt resultat eller en kontroll som ligger

LPCINVALID Invalid utanfér intervallet

HIV-1-hdégpositiv kontroll, v2.0

Flagga Resultat Betydelse

Ett ogiltigt resultat eller en kontroll som ligger

HPCINVALID Invalid utanfér intervallet

Om omgéngen ar ogiltig maste du upprepa hela koérningen inklusive prov- och kontrollextraktion,
amplifiering och detektion.
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Tolkning av resultat

For en giltig omgang ska varje enskilt prov kontrolleras avseende flaggor eller kommentarer péa

resultatutskriften. Tolka resultaten s& har:

. En giltig omgéng kan innehéalla bada giltiga och ogiltiga provresultat, beroende pa om

flaggor och/eller kommentarer erhalls for de enskilda proverna.

Provresultaten tolkas pa foljande satt:

Obs! Prover som ligger ovanfor analysens intervall och som genererar ett ogiltigt resultat med
flaggan "QS_INVALID" ska inte rapporteras som > 1,00E +07 cp/ml eller 1,67E +07 IU/ml.
Det ursprungliga provet ska spddas 1:100 med HIV-1 i
testet upprepas. Multiplicera det rapporterade r

Obs!

Obs!

Titerresultat

Betydelse

Target Not Detected

Ct-varde for HIV-1 over grénsen for analysen eller inget Ct-
varde for HIV-1 har erhallits. Rapportera resultat som "HIV-1
RNA inte detekterat".

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

< 738 cp/ml (PSC)

Beraknat cp/ml ligger under analysens detektionsgrans.
Rapportera resultat som "HIV-1 RNA detekterat, mindre &n
20 HIV-1 RNA cp/ml" for plasma och "HIV-1 RNA detekterat,
mindre &n 738 HIV-1 RNA cp/ml" fér PSC.

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

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

Kopior/ml

Beraknade resultat som ar storre an eller lika med 20 cp/ml
och mindre an eller lika med 1,00E+07 cp/ml ligger inom
analysens linjara intervall vid anvandning med plasma.

Beréknade resultat som &r storre &n eller lika med 738 cp/ml
och mindre an eller lika med 1,00E+07 cp/ml ligger inom
analysens linjara intervall vid anvandning med PSC.

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

Berdknat cp/ml ligger dver analysens intervall. Rapportera
resultat som "storre &n 1,00E+07 HIV-1 RNA cp/ml". Om
kvantitativa resultat 6nskas ska det ursprungliga provet
spadas 1:100 med HIV-1-negativ human EDTA-plasma och
testet upprepas. Multiplicera det rapporterade resultatet
med spéadningsfaktorn.

<3,34E+01 IU/ml
(plasma)

Berdknat IU/ml ligger under analysens detektionsgrans.
Rapportera resultat som "HIV-1 RNA detekterat, mindre &n
33,4 HIV-1 RNA IU/ml" fér plasma.

> 3,34E+01 IU/ml och
<1,67E+07 IU/ml
(plasma)

Beréknade resultat som &r storre 4n eller lika med 33,4 [U/ml
och mindre &n eller lika med 1,67E+07 1U/ml ligger inom
analysens linjéra intervall vid anvandning med plasma.

> 1,67E+07 1U/ml
(plasma)

Internationella enheter/ml

Berdknat IU/ml ligger 6ver analysens intervall. Rapportera
resultat som "storre &n 1,67E+07 HIV-1 RNA IU/ml". Om
kvantitativa resultat onskas ska det ursprungliga provet
spédas 1:100 med HIV-1-negativ human EDTA-plasma och
testet upprepas. Multiplicera det rapporterade resultatet
med spéadningsfaktorn.

EDTA-pl:

g

med spédnii n.

Titerr "Failed".

Provet bearbetad

instrumentet COBAS® AmpliPrep.

Titerr

"Invalid". Bety
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KVALITETSKONTROLL

En CTM (-) C, en HIV-1 L(+)C, v2.0 och en HIV-1 H(+)C, v2.0 méaste inga i varje testomgéng.
Omgéngen é&r giltig om inga flaggor visas for nagon av kontrollerna [HIV-1 L(+)C, v2.0; HIV-1 H(+)C,
v2.0 och CTM (-) C].

Kontrollera om det finns flaggor och kommentarer i utskriften s& att du sékerstéller att omgéngen ar giltig.
Negativ kontroll

CTM (-) C maste ge ett "Target Not Detected"-resultat. Om CTM (=) C flaggas som ogiltig &r hela
omgangen ogiltig. Upprepa hela forfarandet (prov- och kontrollpreparation, amplifiering och detektion).
Om CTM (-) C ar konsekvent ogiltig i flera omgangar ska du kontakta Roche kundsupport och begéra
teknisk hjalp.

Positiva kontroller

Det tilldelade titerintervallet for HIV-1 L(+)C, v2.0 och HIV-1 H(+)C, v2.0 &r unikt for varje reagenslot
och anges pa reagenskassettens streckkod i COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0.

HIV-1 RNA cp/ml for HIV-1 L(+)C, v2.0 och HIV-1 H(+)C, v2.0 ska ligga inom tilldelat titerintervall. Om
den ena eller bada av de positiva kontrollerna flaggas som ogiltig ar hela omgéngen ogiltig. Upprepa hela
forfarandet (prov- och kontrollpreparation, amplifiering och detektion). Kontakta Roche kundsupport och
begar teknisk hjalp om HIV-1 RNA-titern for en eller bada positiva kontrollerna konsekvent ligger utanfér
intervallet i flera omgangar.

FORSIKTIGHETSATGARDER

Liksom for alla testmetoder ar det mycket viktigt att anvanda god laboratorieteknik for att denna analys
ska fungera korrekt.

TESTETS BEGRANSNINGAR

1. Detta test har endast validerats fér anvdndning med human plasma som samlats i EDTA-rér med
antikoagulerande medel. Testning av andra provtyper kan resultera i felaktiga resultat.

2. Egenskaperna hos COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 har varken utvérderats
med prover som innehéller HIV-1-grupp N eller med prover som innehaller HIV-2.

3. Resultatens tillforlitlighet forutsatter ratt provtagning, transport, férvaring och behandling av prover.

4. Férekomsten av AmpErase-enzym i COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 Master
Mix minskar risken for amplicon-kontaminering. Smitta fran HIV-1-positiva kontroller och kliniska
prover kan dock endast undvikas om god laboratoriesed iakttas och de forfaranden som beskrivs i
denna bipacksedel noga foljs.

5. Endast personal med erfarenhet av PCR-teknik bor anvénda produkten.

6. Denna produkt kan endast anvéndas tillsammans med instrumentet COBAS‘? AmpliPrep och
analysinstrumentet COBAS® TagMan® eller analysinstrumentet COBAS® TagMan® 48.

7. Mutationer inom de maximalt konserverade regionerna pa det virusgenom som técks av primers
och/eller prober for COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 &r visserligen séllsynta,
men kan gora att ett ldgre kvantifieringsresultat erhalls eller att viruset inte kan detekteras.

8. Detektion av HIV-1 RNA &r beroende av antalet viruspartiklar i provet och kan paverkas av
provtagningsmetoder och patientfaktorer (tex. &lder, férekomst av symptom och/eller
infektionsstadium). Den kliniska specificiteten for testet ar 99,3 % (95 % Kl = 98,2 % till 99,8 %),
men vissa falskt positiva resultat for lag koncentration hos HIV-negativa personer har observerats.

9. Pa grund av skillnader mellan metoder rekommenderas anvandaren, innan en metod byts ut mot en
annan, att genomféra metodkorrelationsanalyser i laboratoriet for att bestdmma skillnaderna mellan
metoderna.
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INTERFERERANDE AMNEN

Forhojda nivéer av triglycerider (upp till 3 500 mg/dl), bilirubin (upp till 28 mg/dl), albumin (upp till
8900 mg/dl), hemoglobin (upp till 900 mg/dl) och humant DNA (upp till 0,4 mg/dl) i prover samt
forekomst av autoimmuna sjukdomar eller respektive markarer, t.ex. systemisk lupus erythematosus (SLE),
reumatoid artrit (RA) och antinukledra antikroppar (ANA) har visat sig inte interferera med kvantifiering av
HIV-1 RNA eller paverka specificiteten hos testet COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0.
Utvarderingen utfordes enligt riktlinjen CLSI Guideline EP7-A2 med en reagenslot i COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0.

Foljande lakemedelsforeningar som testats 3 ganger vid topplasmaniva (Cmax) har visat sig inte interferera
med kvantifiering av HIV-1 RNA eller paverka specificiteten hos COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®
HIV-1 Test, v2.0:

HIV-likemedel:

Proteashammare Nukleosidanalog reverse transkriptas-hammare
Atazanavir Abakavirsulfat
Darunavir Didanosin, ddl
Fosamprenavir Emtricitabin
Lopinavir/Ritonavir Lamivudin, 3TC
Nelfinavirmesylat Stavudin, 4dT
Ritonavir Tenofovir DF
Sakvinavir Zidovudin
Tipranavir

Integrashdmmare Icke-nukleosidanalog reverse transkriptas-himmare
Raltegravir Efavirenz

Nevirapin

Intradeshammare Fusionshdmmare
Maraviroc Enfuvirtid

HBV- och/eller HCV-likemedel:

Nukleotidanalog Nukleosidanalog
Adefovir dipivoxil Entecavir

Telbivudin

Immunmodulatorer
Peginterferon o-2a
Peginterferon o-2b
Ribavirin

Foreningar for behandling av herpesvirus:

Nukleotidanalog Nukleotidderivat
Acyklovir Ganciklovir

Valganciklovir HCI
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UTVARDERING AV ICKE-KLINISKA EGENSKAPER

Viktiga pr d for EDTA-pl. over

A. Detektionsgrins

Detektionsgrénsen for COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 bestdmdes genom att testa
den andra internationella WHO-standarden for HIV-1 RNA, NIBSC-kod 97/650%2, HIV-1-subtyp B, utspadd i
HIV-1-negativ human EDTA-plasma. Detektionsgransen faststélldes for tre reagensloter. Tre spadningar
analyserades for varje reagenslot. Totalt testades cirka 126 replikat per koncentrationsniva. Utvarderingen
utfordes enligt CLSI-riktlinjen EP17-A.

Koncentrationen av HIV-1 RNA som kan detekteras med ett positivitetsvdarde som ar storre &n 95 % enligt
PROBIT-analys ar 20 cp/ml eller 33 IlU/ml. Resultatet for de enskilda loterna var 17,7 cp/ml (95-procentigt
konfidensintervall: 13,7-26,9 cp/ml) fér lot 1, 17,0 cp/ml (95-procentigt konfidensintervall: 14,0-22,6 cp/ml)
for lot 2 och 14,2 cp/ml (95-procentigt konfidensintervall: 11,2-22,1 cp/ml) fér lot 3. De kombinerade
resultaten for alla tre reagensloterna visas i Tabell 3. O dlingsfaktorn llan 1U/ml och cp/ml
bestimdes med COBAS® AMPLICOR® HIV-1 MONITOR Test, v1.5, COBAS® AmpliPrep/COBAS®
AMPLICOR® HIV-1 MONITOR Test, v1.5 och COBAS® TagMan® HIV-1 Test for anvindning med

High Pure System.

Tabell 3
Detektionsgriins for COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0
Nominell input Nominell input Antal Antal Positivitetsvirde
(HIV-1 RNA (HIV-1 RNA replikat positiva
1U/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%
27,5 IU/ml (95-procentigt konfidensintervall:
. . 23,8-33,0 IU/ml)
PROBIT 95 % traffsannolikhet 16,5 cp/ml (95-procentigt konfidensintervall:
14,3-19,8 cp/ml)

Dessutom analyserades spédningar av cellodlingssupernatanter som representerade HIV-1-grupp M-
subtyperna A-H i HIV-1-negativ human EDTA-plasma med tvé reagensloter. For varje HIV-1-subtypisolat
testades flera koncentrationsnivaer (nominella titrar mellan 10 och 75 cp/ml) i 24 replikat per reagenslot.
Tilldelningen av nominella koncentrationer till cellodlingsstammaterial utférdes med ett genomsnitt av
titrarna for COBAS® AMPLICOR® HIV-1 MONITOR Test, v1.5, titern for analysen VERSANT® HIV-1 RNA 3.0
Assay (bDNA) och analysen Abbott RealTime HIV-1. Traffsannolikhetsanalys visar ett positivitetsvarde som
ar storre an 95 % for alla subtyper vid 20 cp/ml eller lagre. De kombinerade resultaten for de tva
reagensloterna visas i tabell 4.
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Tabell 4
Detektionsgransverifiering for COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0

lenlath " Légsta koncentrationsniva
il 2 > 95 % triffsannolikhet (cp/ml)
A 92UG029 10
A 4 237A/98 20
B 92TH026 20
B 8E5/LAV 20
Cc 92BR025 20
(o 3777A/97 1
D 92UG021 20
D 92UG035 1
CRFO1_AE 92TH022 12
CRFO1_AE 92TH009 14
F 93BR020 20
ARP173/RU570 13
HIV V1557 16
Precision

Precisionen for COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 bestdimdes genom analys av
seriella spadningar av ett HIV-1-cellodlingssupernatantprov (HIV-1 subtyp B) i HIV-1-negativ human
EDTA-plasma. Titertilldelningen for cellodlingssupernatant (stamkoncentration) utférdes med en metod
som garanterar spérbarhet till WHO:s 1:a internationella standard for HIV-1 RNA, NIBSC-kod 97/656%. Tre
reagensloter analyserades och 15 kdrningar per reagenslot utfordes, var och en bestdende av
6 spadningsnivaer och 3 replikat pa varje niva. Varje prov genomgick hela testproceduren med COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0, inklusive extraktion, amplifiering och detektion. Darfor
representerar den precision som anges har alla aspekter av testproceduren. Resultaten for varje reagenslot
och for de tre reagensloterna i kombination visas i Tabell 5.

Tabell 5
Precision for COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0
Lot 1 Lot 2 Lot 3 Alla tre loterna i k bii
Titer Total SD Total SD Total SD Total SD Total
(cp/ml) i log ilog i log i 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. Linjért intervall

COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 visade sig ge ett linjart svar fran 20 (logio = 1,30)
HIV-1 RNA cp/ml till 1,0E+07 (logio = 7,00) HIV-1 RNA cp/ml. Utvéarderingen utfordes enligt CLSI-riktlinjen
EP6-A med tva reagensloter fran COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 och seriella
spadningar av ett HIV-1 RNA (+)-cellodlingssupernatantprov med hog titer. Tva reagensloter analyserades
och 15 korningar per reagenslot utfordes, var och en bestadende av 12 spadningsnivaer och 3 replikat pa
varje niva. Resultaten for en reagenslot visas i bild 18.

Bild 18
Linjéritet for COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0
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D. Inklusivitet for HIV-1 grupp M

Atta subtypskategorier har foreslagits for HIV-1 grupp M baserat pa nukleotiddivergens. Subtyperna
betecknas med stora bokstaver fran A till H*'.

Egenskaperna hos COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 fér HIV-1-subtyper
utvarderades genom analys av cellodlingsstammaterial fran representanter ur var och en av HIV-1 grupp
M-subtyperna A-H. Tilldelningen av nominella koncentrationer till cellodlingsstammaterial utférdes med
ett genomsnitt av titrarna for COBAS® AMPLICOR® HIV-1 MONITOR Test, v1.5, titern i VERSANT® HIV-1
RNA 3.0 Assay (bDNA) och analysen Abbott RealTime HIV-1. Varje cellodlingsstammaterial spaddes till
nominella koncentrationer pa cirka 2,00E+02, 2,00E+04 och 2,00E+06 cp/ml i EDTA-plasma.
Koncentrationerna testades sedan i 10 replikat med COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test,
v2.0, med en reagenslot. Medelvéardet for logio titrar for alla koncentrationer och subtyper jamférdes med
respektive logio nominell titer.

Utvarderingen av de 8 HIV-1-subtypisolaten med COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0

visar likvéardiga resultat for alla testade representanter av HIV-1 grupp M-subtyperna (se bild 19).
Medelvérdet for logio-koncentrationen 1ag inom =+ 0,3 logio av den tilldelade input-koncentrationen.
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Bild 19
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0

o nominell koncentration = COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0
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HIV-1 grupp M subtyp
E. Detektion av HIV-1 grupp O

Spadningar av en HIV-1 grupp O-cellodlingssupernatant (isolat MVP5180) i human EDTA-plasma
analyserades med tva reagensloter. Flera koncentrationsnivaer (nominella titrar mellan 10 och 75 cp/ml)
testades i 24 replikat per reagenslot. Tilldelningen av den nominella koncentrationen till
cellodlingsstammaterialet utfordes med analysen Abbott RealTime HIV-1. Traffsannolikhetsanalys visar ett
positivitetsvarde som ar storre dn 95 % vid 20 cp/ml.

HIV-1 grupp O-cellodlingsstammaterialet spaddes till nominella koncentrationer pa cirka 2,00E+02,
2,00E+03 och 2,00E+05 cp/ml i EDTA-plasma. Koncentrationerna testades sedan i 10 replikat med
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0, med en reagenslot. Medelvérdet for logo-titrar
for alla koncentrationer var linjara och inom + 0,3 log1o av respektive nominell logio-titer (se Bild 20).
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Medelvarde for observerad logso-titer

Bild 20

COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0
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Dessutom testades 10 cellodlingsmaterial och ett utspétt patientprov (11613) representerande HIV-1 grupp
O parallellt i COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 och Abbott RealTime HIV-1 Assay.
Alla 11 prover befanns positiva med COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 (se Tabell 6).
Bada testerna returnerade ett medelvarde for logso titer for de 11 proverna som ligger inom 0,1 logho.

for logio-titer

Tabell 6
Identifiering av HIV-1 grupp O-isolat med COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1
Test, v2.0
Logno titer
COBAS® Logno titer
Isolatbeteckning AmpliPrep/COBAS® Abbott RealTime
TagMan® HIV-1 HIV-1 Assay

Test, v2.0
BBI PRD 301, BV-5050 3,09 2,42
BBI PRD 301, BV-5051 2,86 3,356
BBI PRD 301, BV-5003 3,00 2,71
BBI PRD 301, BV-5024 2,87 2,69
MVP5180 2,78 3,25
HIV-1 CA-9 3,31 3,08
BCFO1 571 5,61
BCF02 5,16 5,39
BCF07 4,27 4,81
BCF011 5,67 5,26
11613 2,97 2,05
Medelvirde 378 3,69
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F. Specificitet

Specificiteten for COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 faststélldes med tva reagensloter
genom analys av HIV-1-negativ EDTA-plasma fran bloddonatorer. Totalt 660 enskilda EDTA-plasmaprover
visade giltiga resultat och samtliga var negativa fér HIV-1 RNA i COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®
HIV-1 Test, v2.0. Baserat pa dessa resultat ar specificiteten for COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®
HIV-1 Test, v2.0 100 % (ensidig nedre 95-procentig konfidensgréns: > 99,6 %).

G. Analytisk specificitet

Den analytiska specificiteten for COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 utvérderades
genom att odlade organismer (virus, bakterier, svamp) eller DNA (HTLV-2) tillsattes med input-
koncentrationen 5E+04 partiklar/ml i HIV-1-negativ human EDTA-plasma och med koncentrationen
1,5E4+02 cp/ml (HIV-1) i HIV-1-positiv EDTA-plasma (se Tabell 7).

Ingen av de organismer som testades visade korsreaktivitet med COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®
HIV-1 Test, v2.0. HIV-1-positiva prover returnerade titerresultat som ligger inom + 0,5 logso frén en HIV-1-
positiv kontroll.

Tabell 7
Prover for bestamning av analytisk specificitet
Virus Bakterier

Adenovirus typ 5 Staphylococcus aureus

Cytomegalovirus Propionibacterium acnes
Epstein-Barr-virus

Humant herpesvirus typ 6

Herpes simplex-virus typ 1
Herpes simplex-virus typ 2 Svamp

Humant T-cellymfotropvirus typ 1 Candida albicans

Humant T-cellymfotropvirus typ 2

Influensa A

Hepatit A-virus
Hepatit B-virus
Hepatit C-virus

H. Metodkorrelation

Egenskaperna hos COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 jamférdes med COBAS®
AmpliPrep/COBAS® AMPLICOR® HIV-1 MONITOR Test, v1.5, med COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®
HIV-1 Test och med Abbott RealTime HIV-1 Assay genom analys av 92 prospektivt insamlade, outspadda
HIV-1-positiva kliniska prover och genom analys av 34 utspadda cellodlingssupernatanter. Proven bestod
av HIV-1 grupp M-subtyperna A till H och av cirkulerande rekombinanta former av viruset, och analyserna
utférdes pa tva externa stéllen. Totalt 126 prover fran hela det dynamiska intervallet for COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 testades med de fyra testerna. Endast giltiga titerpar inom
de linjéra intervallen for bada de jamforda analyserna anvéndes for Demings regressionsanalys (se bild 21
till bild 23).
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Bild 21

Korrelation fér COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0
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Bild 22
Korrelation for COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0
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Bild 23
Korrelation fér COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0
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I Felfrekvens inom hela systemet

Felfrekvensen inom hela systemet for tva kitloter av COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2
bestamdes genom att testa 113 replikat for lot 1 och 114 replikat for lot 2 av EDTA-plasma spikad med
HIV-1 grupp M subtyp B. De har proverna testades vid en malkoncentration pa ungefar 3 x LoD. De
kombinerade resultaten (lot 1 och 2) i den hér studien faststéllde att ett replikat gav ett negativt resultat for
HIV-1-malet, vilket gav en felfrekvens inom hela systemet pa 0,4 %.

Viktiga prestandaegenskaper for torkade PSC-plasmaprover

eril tet

P g

A Detekti sins for pl med pl

Plasmadetektionsgransen for COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 i kombination med
PSC bestamdes genom analys av plasmatitrar som hade tilldelats till seriespadningar av
cellodlingssupernatanter som representerade HIV-1 grupp M i HIV-negativt humant helblod. Paneler med
fem koncentrationsniver plus ett negativt prov testades med tre loter av PSC-kort och tre loter av
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test-reagens under flera korningar och dagar och med
olika anvandare och instrument. En del av panelprovet med det hogsta vardet centrifugerades och
plasmatitern tilldelades med hjélp av CBM-metoden (Calibrator Bracketing Method) och cobas® HIV-1
(p4 cobas® 6800/8800 Systems) enligt WHO:s tredje internationella HIV-1-standard fér HIV-1 grupp M,
subtyp B for beredning av den héga och laga kalibratorn.

Resultaten for PSC visas i Tabell 8. Studien visar att COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test,
v2.0 i kombination med PSC detekterade HIV-1 RNA vid en koncentration pa 737,9 cp/ml faststéllt med
Probit-analys med en tréffsannolikhet pa 95 %.
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Tabell 8

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

HIV-1 grupp M -
tilldelad plasmakoncentration Amfll Antal g_]lltlga % reaktiva
reaktiva replikat
(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 %
1409 38 63 60,32 %
91,6 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 %
737,9 cp/ml (95-procentigt
PROBIT 95 9% triffsannolikhet konfidensintervall: 614,3-938,5 cp/ml)
1230 1U/ml (1023,8-1564,2 IU/ml)

Uppskattning av LoD i helblod:

Det gér inte att exakt faststélla de motsvarande titrarna i helblod fér samma prov, eftersom helblod inte &r
en provtyp for testning av virusméangd. Helblodstitrar baserade pa mangden HIV-1 RNA som spikats i
helblodsprover anvéandes inte for uppskattning av LoD eftersom méngden spikat RNA inte nédvéndigtvis
motsvarar mangden RNA i plasma. Det kan aterstd RNA i buffy-coaten aven efter centrifugering eller
associerat med cellfraktionen i helblod. Men eftersom spikade helblodstitrar har anvénts i andra metoder
(t.ex. torkade blodprover) for att bestdmma detektionsgransen i helblod kan en uppskattning av LoD i
helblod fér PSC tillhandahallas med hjélp av en empirisk faktor som antas vara relaterad till den
genomsnittliga erytrocytvolymfraktionen (45 %) for proverna (Tabell 9).

LoD-vérden for helblod uppskattas baserat pa forhallandet:

Uppskattad LoD for helblod = LoD for PSC-plasma/1,8

Tabell 9
Uppskattad LoD fér helblod
[ LoD vid PROBIT-analys (95 % traffsannolikhet) [ 439,0 cp/ml
| 95-procentigt konfidensintervall | 366,1-557,6 cp/ml
B. Precision med pl eril tet

Precisionen fér COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 i kombination med PSC
bestémdes genom analys av seriella spadningar av ett HIV-1-hdgpositivt prov (ett HIV-1 RNA-positivt
cellodlingssupernatantprov med hadg titer) i HIV-negativt EDTA-helblod. Fem spadningsnivéer testades i
48 replikat for varje nivd och provbearbetningsvolym i tva loter frin PSC och tva reagensloter fran
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 med tvd CAP/CTM Systems och tva anvandare
under 12 dagar. Varje prov genomgick hela PSC-arbetsflodet och proceduren fér COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0. Precisionsresultaten som anges hér representerar alla
aspekter av testproceduren. Resultaten visas i Tabell 10.
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COBAS® AmpliPrep/COBAS® TaqMan® HIV-1 Test, v2.0 i kombination med PSC visade hdg precision for tva
loter av PSC och reagens som testades i ett koncentrationsintervall fran 7,38+02 cp/ml till 1,00E+07 cp/ml.

Tabell 10
Precision inom laboratoriet for COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0
i kombination med PSC

Uppmiitt | ation (cp/ml) Kallmaterial Poolad SD
6,31E+06 Cellodling 0,08
1,05E+06 Cellodling 0,09
1,02E+05 Cellodling 0,12
1,05E+04 Cellodling 0,19
2,29E+03 Cellodling 0,25

C. Linjart intervall med plasmasepareringskortet

Studien av linjéritet for COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 i kombination med PSC
utférdes med hjélp av en spadningsserie som bestod av 9 panelprover som omfattade det linjara intervallet
for den dominerande HIV-1-gruppen M subtyp B. Panelproverna bereddes fran ett HIV-1 RNA-positivt
cellodlingssupernatantprov med hég titer. Utvdrderingen utfordes enligt CLSI-riktlinjen EP06-A%. Tva PSC
och tva reagensloter analyserades pa tva CAP/CTM Systems, av tre anvandare och med totalt 20 replikat
per koncentrationsniva.

En del av ett panelprov centrifugerades och plasmatitern tilldelades med hjalp av CBM-metoden
(Calibrator Bracketing Method) och cobas® HIV-1 (pa cobas® 6800/8800 Systems) enligt WHO:s tredje
internationella HIV-1-standard for HIV-1-grupp M, subtyp B for beredning av den hdga och laga
kalibratorn.

| kombination med PSC &ar COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 linjart fran
7,38+02 cp/ml till 1,00E+07 cp/ml och visar en absolut avvikelse fran den béttre passande icke-linjara
regressionen pa mindre @n *0,16 logio med PSC (se Bild 24). Over hela det linjara intervallet var
noggrannheten for testet inom =+ 0,3 logro.

Bild 24
Linjéritet for COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0

i bination med pl eri kortet

e maétningar
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D. Verifiering av subtyp med plasmasepareringskortet

Aven om HIV-subtypen inte ska paverka PSC-prestandan spiddes odlade HIV-1-prover fér de vanliga
HIV-1M-subtyperna (A, C och D) till en koncentrationsniva i helblod. Bestdmningen av precision och
noggrannhet utfordes med 12 replikat for varje prov. Testningen utférdes med 1 lot av PSC och 1 lot av
reagens for COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0.

Varje helblodsprov centrifugerades och plasmatitern tilldelades med hjélp av CBM-metoden (Calibrator
Bracketing Method) och cobas® HIV-1 (pd cobas® 6800/8800 Systems) enligt WHO:s tredje
internationella HIV-1-standard for HIV-1-grupp M, subtyp B for beredning av den héga och laga
kalibratorn.

Resultaten visas i Tabell 11. De hér resultaten bekréftar att COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1
Test, v2.0 i kombination med PSC detekterade HIV for HIV-1M (A, C och D).

Tabell 11
Verifiering av HIV-1-grupp M-subtyperna A, C och D
Plasma jamfort
HIV-1 M- Antal giltiga . med PSC-
subtyp replikat Nogg Pr plasma
Subtyp A 12 -0,02 0,09 0,17
Subtyp C 12 0,13 0,16 0,06
Subtyp D 12 0,07 0,15 0,05
E. Specificitet med plasmasepareringskortet

Specificiteten for COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 i kombination med PSC
bestamdes genom analys av HIV-negativa EDTA-helblodsprover fran individuella blodgivare.
160 individuella EDTA-helblodsprover testades med tvé loter av PSC och tva loter av reagens for COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0. Ett prov testade positivt och 159 negativt fér HIV-1 RNA.
| testpanelen var specificiteten for COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 i kombination
med PSC 99,4 % (95-procentig konfidensgrans: > 97,07 %).

F. Felfrekvens inom hela sy med pareri tet

Felfrekvensen inom hela systemet fér COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 i
kombination med PSC bestdmdes genom att testa 100 replikat av EDTA-helblod spikat med HIV-1-
grupp M subtyp B. De har proverna testades vid en malkoncentration pa ungefar 3 x LoD. Resultaten i den
hér studien faststéllde att inga replikat gav ett negativt resultat for HIV-1-malet, vilket gav en felfrekvens
inom hela systemet p& 0 %.
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UTVARDERING AV KLINISKA EGENSKAPER

Viktiga pr d for EDTA-pl. over

Reproducerbarhet

Reproducerbarheten fér COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 utvarderades i EDTA-
plasma med 2 olika arbetsfloden (analysinstrumentsystemet COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® och
analysinstrumentsystemet COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® 48). Studien genomfoérdes med paneler
som utformats med vélkaraktariserat odlat HIV-1-virus grupp M, subtyp B och med EDTA-plasma som var
negativ for HIV1 RNA och antikroppar mot HIV-1/2. Panelen técker in det dynamiska intervallet for
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0, och de viktigaste medicinska beslutspunkterna
for den avsedda anvandningen stods av 2008 ars riktlinjer fran Department of Health and Human Services
for anvandning av antiretrovirala lakemedel pa HIV-1-infekterade vuxna och tondringar'®. Studien var
utformad for att utvardera viktiga variabler som bidrar till varians for den totala precisionen, till exempel lot,
laboratorium/instrument, anvéndare, dag/kdrning och variation inom kérning. Ytterligare analyser utfordes
for att jamfora egenskaper och varierande precision mellan de tva arbetsflodena. Tva anvandare pa 3 olika
laboratorier vardera utforde tester i 5 dagar med var och en av de 3 reagens-kitloterna med vart och ett av
arbetsflodena. Varje korning bestod av en uppsattning kontroller (1 hogpositiv, 1 lagpositiv och 1 negativ)
och en panel med 7 prover som testades tre ganger (21 provresultat) pa instrumentet COBAS® AmpliPrep.
De extraherade proverna och kontrollerna amplifierades och detekterades med analysinstrumentet
COBAS® TagMan® eller med analysinstrumentet COBAS® TagMan® 48.

Reproducerbarheten utvarderades genom anvandning av en sa kallad random effects-modell med villkor
for (@) lot, (b) laboratorium/instrument, (c) anvéandare relaterad till laboratorium/instrument,
(d) dag/kérning relaterad till lot, laboratorium/instrument och anvéndare och (e) inom korning-
komponenter for portioner, med hjélp av PROC MIXED och logio-omvandlade resultat. Procentandelen for
variabiliteten orsakad av variationen for varje komponent och koefficient for den logio-omvandlade HIV-1
RNA-koncentrationen berdknades. Endast data inom analysintervallet (2,00E+01 till 1,00E+07 cp/ml)
undersoktes.

| Tabell 12 visas variansen for den totala precisionen och standardavvikelsen for den totala precisionen
som erhélls med analysinstrumentsystemet COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® vid bestdémning med
variansanalys. Generellt sett bidrog inom korning-komponenten med mer variabilitet &n andra
komponenter.
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Tabell 12
Tillampbar procentandel av den totala variansen, standardavvikelse
for den totala precisionen och lognormal CV for HIV-1 RNA-koncentrationen (log:o cp/ml)
fran tester inom analysintervallet

HIV-1 RNA-koncentration Bidrag till den totala variansen (%) Total precision
(log1o cp/ml)
Obser- |\ tal Labora- . Standard-
— verad - - Anvin- | Dag/ | Inom avvikelse
Forvintad giltiga | Lot torium/ L L
(genom- tester! instrument dare |kérning| kérning (lognormal
snitt) % CV)

1,699 1,832 270 50% 2% 0% 8% 85 00 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 20 % 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 33% 10 % 0% 19 % 38 % 0,10 (23 %)
6,699 6,751 259 27 % 14 % 0% 20 % 39 % 0,12 (27 %)

Obs! Resultat inom analysintervallet ar fran 20 cp/ml till 1,00E+07 cp/ml (1,30 logio cp/ml till

7,00 logso cp/ml).

1 Antal tester inom analysintervallet.
Resultat erhallna frén arbetsflddet med systemet COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® 48 sammanfattas
i Tabell 13. Generellt sett bidrog inom kérning-komponenten med mer variabilitet 4n andra komponenter,
med undantag for panelprovet med den hdgsta titern.

Tabell 13
Tillampbar procentandel av den totala variansen, standardavvikelse
for den totala precisionen och lognormal CV for HIV-1 RNA-koncentrationen (log:o cp/ml)
fran tester inom analysintervallet

HIV-1 ?IE;\. ;k::/t::lr;tration Bidrag till den totala variansen (%) Total precision
Forvantad Sorad ;}Ri‘;; Lot | toriamy | Anvén- | Dag/ | Inom awikelse
(geqom- tester? instrument dare |korning|korning (lognormal

snitt) % CV)

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 3,814 271 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% 0% 6% 16 % 43 % 0,11 (25 %)
6,699 6,727 269 45 % 0% 4% 13% 38 % 0,11 (26 %)

Obs! Resultat inom analysintervallet ar fran 20 cp/ml till 1,00E407 cp/ml (1,30 logio cp/ml till
7,00 logio cp/ml).

T Antal tester inom analysintervallet.
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Resultaten i bild 25 visar den plottade kurvan for standardavvikelsen for den totala precisionen med de
motsvarande approximativa 95-procentiga konfidensintervallen relaterat till de genomsnittliga logio HIV-1
RNA-koncentrationerna. De har resultaten indikerar jamforbara precisionsegenskaper mellan systemet
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® (CAP/CTM) och systemet COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®
48 (CAP/CTM48).

Bild 25
Standardavvikelse for den totala precisionen (approximativt 95 % KI)

0.3 Plattform: === CAP/CTM  +=+ CAP/CTM48

0,1 1

0,0 4

T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7

Medelvarde for HIV-1 RNA-koncentration (logie cp/ml)

Standardavvikelse for den totala precisionen

Obs! Det approximativa 95-pr ga konfid vallet for lard-
avvikelsen for den totala precisi beraknad g att ta
kvadratroten ur 95 %-Kl-griansvirdena for variansen for den totala
precisionen.
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Klinisk kénslighet, specificitet och metodjamforelse

Metodologi

Det framsta malet med den har studien var att utvardera den kliniska specificiteten och kéansligheten for
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 med prover fran HIV-negativa och HIV-1-positiva
personer. Bade farska (aldrig frusna) och frusna EDTA-plasmaprover testades i bada utvarderingarna. De
sekunddra malen var att jamfora resultaten och utvardera Overensstimmelsen for den positiva
procentandelen och den negativa procentandelen for resultaten fran COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TagMan® HIV-1 Test, v2.0 med de resultat som erhallits med de FDA-godkénda testerna COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test och COBAS® AMPLICOR HIV-1 MONITOR Test, v1.5.

Den kliniska specificiteten utvdrderades med COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0
genom att testa 148 farska (aldrig frusna) prover och 418 frusna prover som samlats in fran blodgivare
som var negativa for antikroppar mot HIV-1/2. Den kliniska kénsligheten hos testet utvarderades med
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 genom att testa 117 férska prover och 301 frusna
prover i EDTA-plasma som samlats in fran HIV-1-infekterade personer (frusna prover fordelades
slumpméssigt pa laboratorierna genom CD4-cellrékning). Testresultaten fran COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TagMan® HIV-1 Test, v2.0 jamférdes med de resultat som erhallits med COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TagMan® HIV-1 Test och COBAS® AMPLICOR HIV-1 MONITOR Test, v1.5. Testningen genomférdes pa
3 laboratorier, med 1 COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®-system per laboratorium. Tre reagensloter
fran COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 anvéndes.

Statistiska metoder

Farska och frusna prover frdn HIV-negativa och HIV-1-positiva personer testades med COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0, COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test och
COBAS® AMPLICOR® HIV-1 MONITOR Test, v1.5. HIV-negativa personer var lampliga for statistiska
analyser av specificiteten hos COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 om de genererade
giltiga resultat med COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0. HIV-1-positiva personer var
lampliga for statistiska analyser av kansligheten hos COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test,
v2.0 om de genererade giltiga resultat med COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 och
hade giltiga resultat med COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test inom analysens linjara
intervall.

Den kliniska specificiteten hos COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 berdknades som
procentandelen utvarderingsbara HIV-negativa personer som hade "Target Not Detected"-resultat med
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0. Det associerade 95-procentiga exakta
konfidensintervallet (KI) tillhandahélls ocksa. Den kliniska kénsligheten hos COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TagMan® HIV-1 Test, v2.0 berdknades som procentandelen utvérderingsbara HIV-1-positiva personer som
hade detekterbara HIV-1-virusméngder med COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0. Det
associerade 95-procentiga exakta konfidensintervallet (KI) tillhandahélls ocksa. | metodjamforelsen
utvdrderades resultat fran COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 separat med de bada
jamforande plattformarna (COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test och COBAS® AMPLICOR®
HIV-1 MONITOR Test, v1.5). Overensstimmelsen for den positiva och den negativa procentandelen
berdknades mellan COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 och varje jamférande
plattform. Parade prover fran HIV-1-positiva personer med resultat inom det linjéra intervallet for bade
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 och COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1
Test jamfordes med hjalp av sambandsdiagram och analyserades med Deming-regression.

Resultat

Totalt 566 utvarderingsbara HIV-negativa och 418 HIV-1-positiva patientprover inkluderades i analysen av
klinisk specificitet och kanslighet. Ca 75 % av patientproverna var frusna och 25 % var farska. Den
specifika fordelningen for varje plattform sammanfattas i Tabell 14.
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Tabell 14

Utvirderingsbara HIV-1-negativa och -positiva personer ordnade efter provtyp

Provtyp HIV-negativa prover HIV-1-positiva prover
Farska 148 (26,1 %) 117 (28,0 %)
Frusna 418 (73,9 %) 301 (72,0 %)
Totalt 566 418

De demografiska egenskaperna for de 418 utvdrderingsbara HIV-1-positiva proverna sammanfattas i
Tabell 15. CD4-cellrdakningarna for patienterna var jamnt fordelade Gver de olika kategorierna for CD4-
cellrakningarna (< 200, 200-500, > 500 celler/pl). De flesta patienterna var mén (74,2 %) och mellan 30 till
49 ar gamla (72,5 %). Den etniska fordelningen &r jamforbar med fordelningen hos HIV-1-infekterade

personer i USA32.

Tabell 15
Demografiska eg kaper for utviarderingsbara HIV-1-positiva personer
Demografisk egenskap Kategori HIV-1-positiva personer
Generellt Totalt 418
<200 130 (31,1 %)
CD4-cellrakning o
(celler/pl) 200-500 152 (36,4 %)
> 500 136 (32,5 %)
Férska 117 (28,0 %)
Provtyp
Frusna 301 (72,0 %)
Man 310 (74,2 %)
Kon
Kvinna 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 %)
Kaukasier 129 (30,9 %)
Latinamerikan 46 (11,0 %)
Etnicitet Svart 223 (53,3 %)
Asien/Stillahavsomradet 3 (0,7 %)
Ovriga 17 (4,1 %)
Behandlas med antiretrovirala Yes 240 (57,4 %)
lakemedel No 178 (42,6 %)
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Den kliniska specificiteten for COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 (Tabell 16) var
99,3 % (562/566; 95 % Kl = 98,2 % till 99,8 %), med 4 prover klassificerade som falskt positiva. Tre av de
héar proverna rapporterades vid <20 cp/ml, under analysens nedre kvantifieringsgrans (LLoQ). Det
aterstaende enda provet av de 566 som testades Iag inom det linjara intervallet men vid en mycket lag titer
(28,8 cp/ml). Den kliniska specificiteten for COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 var
likadan for bade de farska proverna (99,3 % [147/148; 95 % Kl = 96,3 % till 100 %]) och de frusna proverna
(99,3 % [415/418; 95 % Kl = 97,9 % till 99,9 %]).

Tabell 16
Klinisk specificitet for COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0
CAP/CTM HIV-1 Test, v2.0
Patientgrupp Positive Negative Totalt Klinisk specificitet
9 antal (95 % exakt KI)
HIV-negativa 4 (0,7 %) 562 (99,3 %) 566 99,3 % (98,2 %, 99,8 %)

Den kliniska kénsligheten hos COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 definierades som
procentandelen utvérderingsbara HIV-1-positiva personer som hade ett positivt resultat fér COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TaqMan® HIV-1 Test, v2.0 och sammanfattas i Tabell 17. Den kliniska kénsligheten
hos COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 var 100 % (418/418; 95 % KI = 99,1 % till
100 %). Det fanns inga patienter som hade falskt negativa resultat fran COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TagMan® HIV-1 Test, v2.0. Den Kkliniska kénsligheten testades hos en HIV-patientpopulation som
aterspeglar samma population i USA avseende kon, alder, etnicitet och behandling med antiretrovirala
lakemedel®. Testet uppvisade 100 % klinisk kénslighet oberoende av de ovan angivna kriterierna for
demografi, CD4-cellrakning eller provtyp (farska jamfort med frusna).

Tabell 17
Klinisk kanslighet for COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0
CAP/CTM HIV-1 Test, v2.0
Patientgrupp Positive Negative Totalt Klinisk kénslighet
9 antal (95 % exakt KI)
HIV-1-positiva 418 (100,0 %) 0 (0.0 %) 418 100,0 % (99,1 %, 100,0 %)

Klinisk metodjamforelse

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

Jamforelsen av resultaten fran COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 och COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test fér de 950 patienter som var lampliga fér analys sammanfattas i
Tabell 18. Overensstammelsen for positiv procentandel for COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1
Test, v2.0 jamfért med COBAS® AmpliPrep/COBAS® TaqMan® HIV-1 Test var 99,5 % (427/429; 95 % Kl =
98,39 till 99,9 %). Overensstimmelsen for negativ procentandel for COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TagMan® HIV-1 Test, v2.0 jamfort med COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test var 98,1 %
(511/521; 95% KI = 96,5% till 99,1 %). Det fanns 10 prover med positiva resultat frain COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 och negativa resultat fran COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TagMan® HIV-1 Test. Tre prover lag vid titrar under den nedre kvantifieringsgransen (LLoQ) for COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, vilket hogst troligen &r en aterspegling av den okade
kénsligheten hos COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0. Tre prover var falskt positiva
resultat fran COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test v2.0 fran HIV-negativa personer som
identifierades i den kliniska specificitetsanalysen som &ter var under den nedre kvantifieringsgransen
(LLoQ). Fyra prover hade titrar fran 24,9 cp/ml till 158 cp/ml och aterspeglar troligen den kénda variabilitet
som forknippas med kvantifiering av lag titer.
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Tabell 18

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

och COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test
CAP/CTM HIV-1 Test
CAP/CTM HIV-1 Test, v2.0
Positive Negative Totalt
Positive 427 10 437
Negative 2 511 513
Totalt 429 521 950
Overensstammelse for positiv 99,5 9%
procentandel
(95 % exakt KI) (98.3 %, 99,9 %)
Over a Ise for 98,1 %
procentandel
(95 % exakt KI) (96,5 %, 99,1 %)

KI = konfidensintervall; 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.

Obs! HIV-negativa och HIV-1-positiva personer som bidrog med giltiga resultat for bade CAP/CTM HIV-1
Test, v2.0 och CAP/CTM HIV-1 Test inkluderades i den har sammanfattande tabellen.

Totalt 417 parade HIV-1-positiva prover hade resultat som ldg inom det linjara intervallet for bada
analyserna och var utvarderingsbara for metodjamforelseanalysen. | tabell 19 visas den genomsnittliga
differensen for parade och 95 % Kl fér bias mellan COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0
och COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test. COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1
Test, v2.0 ger hogre titrar &n COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, utom vid bade det hégre
intervallet 5 logio cp/ml) och det ldgre intervallet (<2 logio cp/ml) déar det ger titrar som &r lagre
(se tabell 19). Den generella sy iska biasen upps} till 0,2591 logio cp/ml.

Tabell 19
Genomshittlig differens for parade och 95 % Kl for bias mellan
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 och
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test

Antal parade HIV-1-positiva prover inom det linjéra intervallet for bada analyserna = 417

Genomsnittlig differens (log1o

cp/ml) 95 % KI

Standardfel

0,2591 0,0122 (0,235/0,283)

Kl = konfidensintervall; 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.

Obs! HIV-1-positiva personer som bidrog med giltiga resultat for bade CAP/CTM HIV-1 Test och
CAP/CTM HIV-1 Test, v2.0 inom det linjara intervallet for varje analys inkluderades i den har
sammanfattande tabellen.

Resultaten fran Demings regressionsanalys mellan COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test,
v2.0 och COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test for parade HIV-1-positiva prover inom det
linjara intervallet for bada analyserna anges i Tabell 20 och visas grafiskt i bild 26 (i den har bilden
indikerar den streckade linjen perfekt dverensstammelse mellan de tva testmetoderna, dvs. y = x).
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Tabell 20

kattningar fran D

Par

COBAS® Ampli

Prep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.

COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagM

regr

Y

' HIV-1 Test

s
och

Antal parade HIV-1-positiva prover inom det linjéra intervallet for bada analyserna = 417

Parameteruppskattning
Parameter logio cp/ml Standardfel 95 % Ki r2
Intercept 0,3871 0,0488 (0,291/0,483) 0,9375
Lutning 0,9669 0,0122 (0,943/0,991)

KI = konfidensintervall; 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.
Obs! HIV-1-positiva personer som bidrog med giltiga resultat for bade CAP/CTM HIV-1 Test och
CAP/CTM HIV-1 Test, v2.0 inom det linjara intervallet for varje analys inkluderades i den har

sammanfattande tabellen.
Bild 26
D gs regressi lys mellan COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0
och COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test
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COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 jamfért med COBAS® AMPLICOR® HIV-1
MONITOR Test, v1.5

Tabell 21 visar jamforelsen mellan resultat fran COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0
och CA HIV-1 MONITOR Test, v1.5 fér 991 personer som var lampliga fér analysen. Overensstammelsen for
positiv procentandel for COBAS® AmpliPrep/COBAS® TaqMan® HIV-1 Test, v2.0 jamfort med COBAS®
AMPLICOR (CA) HIV-1 MONITOR Test, v1.5 var 1009% (419/419; 95% KI = 99,1 % till 100 %).
Overensstammelsen fér negativ procentandel for COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0
jamfoért med COBAS® AMPLICOR® HIV-1 MONITOR Test, v1.5 var 97,4 % (557/572; 95 % Kl = 95,7 % till
98,5 %). Av de 15 personer med positiva resultat for COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test
v2.0 och negativa resultat for COBAS® AMPLICOR HIV-1 MONITOR Test, v1.5 var 4 falskt positiva resultat
for COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test v2.0 fran HIV-negativa personer som identifierats i
den kliniska specificitetsanalysen som ater var under den nedre kvantifieringsgréansen (LLoQ). Elva var fran
HIV-1-positiva personer med resultat for COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test v2.0 som
varierade fran under den nedre kvantifieringsgransen (LLoQ) till 223 cp/ml och negativa resultat for
COBAS® AMPLICOR® HIV-1 MONITOR Test, v1.5.

Tabell 21
Jamforelse mellan CAP/CTM HIV-1 Test, v2.0 och
COBAS® AMPLICOR® HIV-1 MONITOR Test, v1.5

CA HIV-1 MONITOR Test, v1.5
CAP/CTM HIV-1 Test, v2.0
Positive Negative Totalt
Positive 419 15 434
Negative 0 557 557
Totalt 419 572 991
Overensstammelse for positiv
procentandel 100,0 % (99,1 %, 100,0 %)
(95 % exakt KI)
Over 4 Ise for neg
procentandel 97,4 % (95,7 %, 98,5 %)
(95 % exakt KI)

Kl = konfidensintervall; 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.

Obs! HIV-negativa och HIV-1-positiva personer som bidrog med giltiga resultat for bade CAP/CTM HIV-1
Test, v2.0 och CA HIV-1 MONITOR Test, v1.5 inkluderades i den har sammanfattande tabellen.

Slutsats
EDTA-plasma

COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 uppvisar héga 6verensstammelsenivder med
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test i kvantitativa analyser (2 = 0,9375) och i
overensstimmelseanalyser (dverensstdmmelse for positiv procentandel = 99,5 %; dverensstammelse for
negativ procentandel = 98,1 %). Testet kvantifierar kliniska prover 0,2591 logioc cp/ml hogre generellt &n
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, med lagre kvantifiering i det hogre intervallet
(5 logio cp/ml) och det lagre intervallet (< 2 logio cp/ml).

COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 Test, v2.0 visar ocksa héga dverensstimmelsenivaer med
COBAS® AMPLICOR® HIV-1 MONITOR Test, v1.5 i dverensstimmelseanalyser (verensstimmelse for
positiv procentandel = 100,0 %; 6verensstdmmelse for negativ procentandel = 97,4 %).

De har testresultaten stodjer anvdndbarheten av testet for avsedd anvandning for bedémning av
sjukdomsprogression och 6vervakning av antiretroviral behandling av HIV-1-infekterade patienter.
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Viktiga prestandaegenskaper for torkade PSC-plasmaprover

Prestanda for torkade PSC-plasmaprover jamfort med EDTA-plasmaprover

Prestandan for torkade PSC-plasmaprover jamfordes med centrifugerade EDTA-plasmaprover genom att
testa 325 prover fran patienter smittade med HIV-1 och 2 HIV-negativa helblodsprover spikade med
cellodlingssupernatanter. 85 prover som hade en matbar titer med bade plasma och PSC analyserades.
Proverna bestod av HIV-1 M-prover (FP = prospektiv provtagning med venpunktion och fran kapillarblod,
VL = rutintestning av virusméangd, CD = rakning av o6verblivna CD4+-prover, SP = spikade prover) och
testades med ett replikat vardera (PSC och plasma) pd en extern plats. Titrar under
kvantifieringsintervallet exkluderades fran analysen. Demings regressionsanalys utférdes med hansyn
tagen till log-omvandlade titrar.

Resultaten for Demings regressionsanalys visas i Bild 27. Symbolerna * och e i Bild 27 visar separata
bestdmningar.

Bild 27
Deming-regr
T >
y = 1,06x — 0,23 re
R?2 = 0,92 .
-} . ..l’ :
e
s
o * e - ‘
0 -
a -
I Y
83
2
* FP N=5
e VL N=25
1 e CD N=53
e SP N=2
o 1 4 H ! o b
logro-titer PL
Tabell 22
S fattning av resultat for matrisekvivalens
d I Demi : |
Matris- Antal prover Bla ey e 7
ekvivalens med giltig | Medelvirde
(plasmatyp) titer o 95 % KI i
P! YP. for Logo- " Lutning | Intercept| R-squared
" [Ovre/nedre]
differens
PSC jamfort
med flytande 85 0,05 [-0,01;0,11] 1,06 -0,23 0,92
plasma
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D Distribueras av Utgéngsdatum

N ]

Endast for IVD-egenskapsutvérdering GTIN-nummer

Endast USA: Sérskilda nationella
Rx Only regler kan glla for forsélining av
den hér enheten.

Tillverkningsdatum

Denna produkt uppfyller kraven enligt det Europeiska direktivet 98/79/EG
om medicintekniska produkter for in vitro-diagnostik.

Teknisk support for kunder i USA 1-800-526-1247
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