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USAGE PREVU

Le test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagqMan® HIV-1, version 2.0 (v2.0) est un test basé sur I'amplification
in vitro de I'acide nucléique. Il permet la mesure quantitative de 'ARN du virus de I'immunodéficience
humaine de type 1 (HIV-1) dans du plasma EDTA humain ou & partir d’'un spot de plasma séché prélevée
sur une cobas® Plasma Separation Card (PSC) au moyen de l'appareil COBAS® AmpliPrep pour le
traitement automatisé des échantillons et de I'analyseur COBAS® TagMan® ou de I'analyseur COBAS®
TagMan® 48 pour I'amplification et la détection automatisées. Le test peut quantifier de 20 a
10 000 000 copies/mL d’ARN du HIV-1 (33 a 1,67 x 107 Unités Internationales [UI]/mL dans du plasma
EDTA et 738 a 10 000 000 copies/mL d’ARN du HIV-1 (1 230 & 1,67 x 107 Unités Internationales [UI]/mL)
dans un spot de plasma séché sur une PSC). Une copie d’ARN du HIV-1 est équivalente & 1,67 Ul sur la
base des premiéres normes internationales d’ARN du HIV-1 établies par 'OMS pour les techniques basées
sur l'acide nucléique (NAT) (Code NIBSC 97/656)%.

Ce test est destiné a étre utilisé en complément du tableau clinique et d’autres marqueurs biologiques
indiquant I'évolution de la maladie, en vue du traitement clinique des patients infectés par le HIV-1 de
groupe M et le HIV-1 de groupe O. Il permet d’évaluer le pronostic du patient en déterminant le niveau de
base d’ARN du HIV-1 ou d’examiner les effets du traitement antirétroviral en fonction du changement des
niveaux d’ARN du HIV-1 tout au long du traitement.

Le test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 ne doit servir ni de test de dépistage
du HIV-1 dans le sang ou les produits sanguins, ni de test de diagnostic pour confirmer la
présence d’une infection par le HIV-1.

RESUME ET EXPLICATION DU TEST

Le virus de limmunodéficience humaine (HIV) est lagent étiologique responsable du syndrome
d'immunodéficience acquise (SIDA)'-. Le HIV peut se transmettre par contact sexuel, par exposition a du sang
ou a des produits sanguins infectés. Une mére contaminée peut également transmettre ce virus a son feetus®.
En général, dans les trois a six semaines qui suivent I'exposition au HIV, les personnes infectées développent
un syndrome bref et aigu caractérisé par des symptomes pseudo-grippaux associés a une charge virale
importante dans le sang circulant®®. Chez la plupart des sujets infectés, une réponse immunitaire spécifique au
HIV et une baisse de la virémie plasmatique surviennent habituellement dans les quatre a six semaines aprés
l'apparition des symptomes®'?. Aprés la séroconversion, les sujets infectés entrent généralement dans une
phase asymptomatique de stabilité clinique qui peut durer des années''"'3. Cette période asymptomatique est
caractérisée par la présence persistante d’une faible virémie dans le plasma'® et par une déplétion graduelle
des lymphocytes CD4* T entrainant une immunodéficience sévere, des infections opportunistes multiples, des
affections malignes et finalement la mort'®. Bien que le virus soit présent dans le sang circulant en quantité
relativement faible au cours de la phase asymptomatique de l'infection, il s'avere que la réplication du virus et
sa clairance constituent un processus dynamique au cours duquel les forts taux de production virale et
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d'infection des lymphocytes CD4* sont compensés par des taux tout aussi €levés de clairance virale, de mort
des cellules infectées et de renouvellement des lymphocytes CD4*, ce qui aboutit & des taux relativement
stables de la virémie plasmatique et des lymphocytes CD4*'6-18,

Des déterminations quantitatives de la virémie HIV dans le sang circulant ont montré que des taux viraux
élevés présentent une corrélation avec un risque accru de progression clinique de la pathologie due au
HIV, tandis qu'une réduction des taux plasmatiques du virus est associée a une diminution du risque de
progression clinique'®2'. La charge virale dans le sang circulant peut étre déterminée quantitativement par
la mesure de I'antigéne p24 du HIV dans le sérum, par la culture du HIV plasmatique ou encore par la
mesure directe de I'ARN viral dans le plasma grace a I'amplification de I'acide nucléique ou a des
technologies d’amplification des signaux??26.

L’Organisation mondiale de la Santé recommande aussi désormais I'utilisation d’échantillons de spots de
sang séché afin d’étendre I'accessibilité des tests de charge virale dans les milieux a ressources limitées
ayant un accés limité aux structures de soin ou ne disposant pas de capacités fiables de transport des
échantillons de plasma EDTA?. Un spot de plasma séché sur PSC, qui stabilise également 'ARN du HIV
dans le plasma séché, peut améliorer la couverture des tests de la charge virale dans ces configurations
en permettant le transport d'échantillons sur de plus longues distances et dans des conditions
environnementales plus rudes qu’en cas d'utilisation de plasma EDTA.

L’antigene p24 est la principale protéine de noyau du HIV et se trouve dans le sérum, soit a I'état libre, soit
lié & l'anticorps anti-p24. Il est possible de mesurer I'antigéne p24 libre grace a des tests immuno-
enzymatiques (EIA) commercialisés ; cependant, ['utilit¢ de I'antigene p24 en tant que marqueur de la
charge virale est limitée puisque cet antigéne n'est décelable que chez 20% des patients
asymptomatiques et chez 40 a 50 % des patients symptomatiques. Certaines techniques de dissociation du
complexe antigéne-anticorps améliorent la sensibilité des tests de mesure de p24. Toutefois, ce dernier
reste indécelable chez la plupart des porteurs asymptomatiques?2.

On peut cultiver le HIV infectieux du plasma par inoculation a des cellules mononucléaires activées du
sang circulant (PMBC, peripheral blood mononuclear cells) provenant de donneurs sains. La
détermination quantitative se fait par inoculation de PMBC avec des dilutions en série d'échantillon
plasmatique. Cette méthode ne présente pas un grand intérét pour surveiller la charge virale chez les
sujets infectés puisque seule une faible fraction des particules virales est infectieuse in vitro. Le virus
infectieux est souvent indécelable chez les porteurs asymptomatiques?2.

La quantit¢ d’ARN du HIV présente dans le plasma peut étre déterminée grace a des techniques
d'amplification de I'acide nucléique telles que la réaction d’amplification en chaine par polymérase
(PCR)?-%. Le test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 recourt a la PCR, qui assure une
sensibilité maximale et un domaine de linéarité de détermination quantitative de '’ARN du HIV-1 dans du
plasma anticoagulé par EDTA et dans un spot de plasma séché sur une PSC.

PRINCIPES DE LA PROCEDURE

Le test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 est un test d'amplification de l'acide nucléique
qui permet la mesure quantitative de 'ARN du virus de I'immunodéficience humaine de type 1 (HIV-1)
dans le plasma EDTA humain ou a partir d'un spot de plasma séché prélevé sur une PSC. Le test COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 comporte trois opérations principales : (1) la préparation des
échantillons dans le but d'isoler TARN du HIV-1 ; (2) la transcription inverse de 'ARN cible pour produire
'ADN complémentaire (ADNc) ; et (3) 'amplification par PCR de I'ADNc cible en méme temps que la
détection de la sonde de détection d’oligonucléotides clivés, doublement marqués, spécifique de la cible.

Le test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 permet la préparation automatisée des
échantillons, suivie de la transcription inverse, de 'amplification par PCR et de la détection automatisée de
I'ARN cible du HIV-1 et de 'Armored RNA du Standard de Quantification (QS) du HIV-1. Le mélange
réactionnel contient des amorces et des sondes spécifiques a la fois de I'ARN du HIV-1 et de 'ARN du QS
du HIV-1. Le mélange réactionnel a été congu de fagon a permettre une détermination quantitative
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équivalente des sous-types du HIV-1 du groupe M et du HIV-1 du groupe O. La détection de 'ADN
amplifié est réalisée par I'utilisation de sondes oligonucléotidiques doublement marquées spécifiques de la
cible et du QS, permettant l'identification indépendante des amplicons du HIV-1 et du QS du HIV-1.

La quantité d’ARN viral du HIV-1 est mesurée a l'aide du QS du HIV-1. Elle compense les effets d'inhibition
et controle la préparation et le processus d'amplification en permettant une quantification plus exacte de
I'ARN du HIV-1 dans chaque échantillon. Le QS du HIV-1 est une construction d’Armored RNA non
infectieux qui contient des séquences du HIV avec des sites de liaison aux amorces identiques a ceux de
'ARN cible du HIV-1 et un site unique de liaison a la sonde qui permet de distinguer 'amplicon du QS du
HIV-1 de 'amplicon cible du HIV-1.

Le QS du HIV-1 est ajouté a chaque échantillon en un nombre connu de copies et subit toutes les étapes
de préparation d'échantillon, transcription inverse, amplification par PCR et détection simultanée des
sondes de détection d'oligonucléotides clivés doublement marqués. L'analyseur COBAS® TagMan® ou
l'analyseur COBAS® TagMan® 48 calcule les concentrations en ARN du HIV-1 dans les échantillons a
doser en comparant le signal émis par le HIV-1 au signal émis par le QS du HIV-1 pour chaque échantillon
et chaque controle.

Choix de la cible

La sélection de la séquence d’ARN cible du HIV-1 dépend de l'identification des régions situées dans le
génome du HIV-1 qui présentent une conservation maximale de la séquence parmi les divers sous-types
de HIV-1 du groupe M et les échantillons de HIV-1 groupe O. Afin de prendre en compte I'importante
variabilité génétique du virus, deux régions du génome du HIV sont ciblées simultanément pour
'amplification et la détection par le test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0.

Deux sondes spécifiques aux cibles et une sonde oligonucléotidique doublement marquée spécifique au
QS permettent I'identification indépendante de I'amplicon du HIV-1 et de 'amplicon du QS du HIV-1. Ainsi,
le choix approprié des amorces et des sondes oligonucléotidiques doublement marquées est essentiel
pour que le test puisse amplifier et détecter les sous-types du HIV-1 du groupe M et du HIV-1 du groupe
0. Le test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 utilise des amorces de transcription inverse
et d’amplification par PCR qui définissent des séquences dans les régions hautement conservées du géne
gag® du HIV-1 et de la région LTR du HIV-1.

Préparation des échantillons

Le test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 recourt & la préparation automatisée des
échantillons sur I'appareil COBAS® AmpliPrep a I'aide d’une technique générique de capture basée sur
silice. La procédure traite 850 pL de plasma ou d’extrait de SPEX prélevé sur la PSC. Les particules du
HIV-1 sont lysées par incubation a des températures élevées a l'aide d’une protéase et d'un tampon de
liaison/lyse chaotrope qui libére des acides nucléiques et protege 'ARN du HIV-1 libéré des RNases du
plasma. La protéase et une quantité¢ connue de molécules d’Armored RNA du QS du HIV-1 sont
introduites dans chaque échantillon avec le réactif de lyse et des particules magnétiques en verre. Ensuite,
le mélange est incubé et 'ARN du HIV-1 et 'ARN du QS du HIV-1 se lient a la surface des particules
magnétiques de verre. Les substances non liées, telles que sels, protéines et autres impuretés cellulaires,
sont retirées par lavage des particules magnétiques de verre. Une fois que les particules magnétiques de
verre sont séparées et que les étapes de lavage sont terminées, les acides nucléiques adsorbés sont élués
a température élevée avec une solution aqueuse. L'échantillon traité, contenant des particules
magnétiques en verre ainsi que 'ARN libéré du HIV-1 et 'ARN du QS du HIV-1, est ajouté au mélange
d’amplification et transféré sur 'analyseur COBAS® TagMan® ou I'analyseur COBAS® TagMan® 48. L'ARN
cible du HIV-1 et TARN du QS du HIV-1 sont ensuite transcrits inversement, amplifiés et simultanément
détectés par clivage de deux sondes spécifiques aux cibles et d’une sonde oligonucléotidique doublement
marquée spécifique au QS.
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Transcription inverse et amplification par PCR

Les réactions de transcription inverse et d’amplification par PCR sont effectuées avec 'ADN polymérase
de I'enzyme recombinante thermostable Z05 Thermus specie (Z05). En présence de manganése (Mn?*) et
dans des conditions tampon appropriées, le Z05 a a la fois une activité de transcriptase inverse et d/ADN
polymérase®'*2. Cela permet & la transcription inverse et a I'amplification par PCR de se produire en méme
temps que la détection en temps réel de I'amplicon.

Les échantillons traités sont ajoutés au mélange dans des tubes d’amplification (tubes K) dans lesquels
s'effectuent la transcription inverse et 'amplification par PCR. Le mélange réactionnel est chauffé pour
permettre aux amorces antisens de s'hybrider spécifiquement a 'ARN cible du HIV-1 et a 'ARN du QS du
HIV-1. En présence de Mn?* et d’un exceés de désoxynucléotides triphosphates (dNTPs) comprenant les
triphosphates de désoxyadénosine, désoxyguanosine, désoxycytidine, désoxyuridine et désoxythymidine, la
polymérase Z05 allonge les amorces hybridées, produisant ainsi des brins d’ADN complémentaires de
I'ARN cible.

Amplification de la cible

Les échantillons traités sont ajoutés au mélange d'amplification dans les tubes pour amplification
(tubes K) dans lesquels s’effectue I'amplification par PCR. Apres la transcription inverse de I'ARN cible du
HIV-1 et de I'ARN du QS du HIV-1, le thermocycleur de I'analyseur COBAS® TagMan® ou de I'analyseur
COBAS® TagMan® 48 chauffe le mélange réactionnel afin de dénaturer les hybrides ARN:ADNc et
d'exploser les séquences cibles de I'amorce spécifique. Pendant que le mélange refroidit, les amorces
s'hybrident a I'ADN cible. En présence de Mn?* et d'un excés de désoxynucléotides triphosphates (dNTPs)
comprenant les triphosphates de désoxyadénosine, désoxyguanosine, désoxycytidine, désoxyuridine et
désoxythymidine, Z05 allonge les amorces hybridées le long des matrices cibles ce qui génére des
molécules d'ADN bicaténaires appelés amplicons. L'analyseur COBAS® TagMan® ou COBAS® TagMan® 48
répete automatiquement cette opération pendant un nombre de cycles défini, chaque cycle doublant
effectivement la quantité d'/ADN de I'amplicon. Le nombre de cycles nécessaires est préprogrammé dans
l'analyseur COBAS® TagMan® ou COBAS® TagMan® 48. L'amplification n'a lieu que dans les deux régions
du génome du HIV-1 situées entre les amorces. Le génome du HIV-1 n'est pas entierement amplifié.

Amplification sélective

Dans le test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0, l'amplification sélective de l'acide
nucléique cible de I'échantillon est assurée grace a lutilisation de I'enzyme AmpErase (uracile-N-
glycosylase) et de désoxyuridine triphosphate (dUTP). L'enzyme AmpErase reconnait et catalyse la
destruction des brins d’ADN contenant de la désoxyuridine®*, mais pas celle de '’ADN contenant de la
désoxythymidine.

L'ADN naturel ne contient pas de désoxyuridine, mais les amplicons en contiennent toujours du fait de
l'utilisation de désoxyuridine triphosphate en tant que 'un des dNTP du mélange réactionnel ; ainsi, seuls
les amplicons renferment de la désoxyuridine. La présence de désoxyuridine permet la destruction des
amplicons contaminants par I'enzyme AmpErase avant l'amplification de I'ADN cible. De méme, tout
produit non spécifique formé apres l'activation initiale du mélange réactionnel par manganeése est détruit
par l'enzyme AmpErase. L'enzyme AmpErase, qui fait partie du mélange réactionnel, catalyse le clivage de
tout ADN contenant de la désoxyuridine au niveau d'un résidu de désoxyuridine en ouvrant la chaine de
désoxyribose en position C1. Lorsqu'elle est chauffée au cours de la premiére étape du thermocyclage, la
chaine d'ADN de I'amplicon se casse au niveau de la désoxyuridine, ce qui rend I'ADN non amplifiable.
L’enzyme AmpErase reste inactive pendant une période prolongée une fois qu'elle est exposée a des
températures supérieures a 55 °C, c’est-a-dire pendant les étapes de thermocyclage, et ne détruit donc
pas I'amplicon cible formé pendant 'amplification.
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Détection de produits PCR au cours d'un test COBAS® TagMan®

Le test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 utilise la technologie d’amplification par PCR en
temps réel®36. L'utilisation de sondes fluorescentes doublement marquées permet une détection en temps
réel de l'accumulation des produits de la PCR par controle de l'intensité d’émission de fluorophores
rapporteurs libérés pendant la procédure d'amplification. Les sondes sont des sondes oligonucléotidiques
spécifiques au HIV-1 et au QS du HIV-1 avec un fluorophore rapporteur et un fluorophore quencher. Au
cours du test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0, les sondes du HIV-1 et du QS du HIV-1
sont marquées au moyen de différents colorants contréles fluorescents. Lorsque ces sondes sont intactes,
la fluorescence du fluorophore rapporteur est supprimée du fait de la proximité du fluorophore quencher
par suite des effets de transfert d'énergie de type Forster. Pendant la PCR, la sonde s'hybride a la
séquence cible et est clivée par l'activité nucléase 5' — 3' de 'ADN polymérase thermostable Z05. Quand
le fluorophore rapporteur et le fluorophore quencher sont libérés et séparés, la neutralisation s'arréte et
l'activité fluorescente du fluorophore rapporteur est augmentée. Les amplifications de I'ARN du HIV-1 et
de 'ARN du QS du HIV-1 sont mesurées indépendamment a des longueurs d'ondes différentes.
Ce processus est répété pour un nombre déterminé de cycles, chaque cycle augmentant efficacement
l'intensité d'émission des colorants contrdles individuels, permettant une identification indépendante de
I'ARN du HIV-1 et de 'ARN du QS du HIV-1. La ot une courbe de croissance débute une croissance
exponentielle, le cycle PCR est lié a la quantité de produit de départ au début de la PCR.

Régles de base de la quantification avec le test COBAS® TagMan®

Le test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 est essentiellement quantitatif sur un domaine
de linéarité trés large puisque le controle de I'amplicon est effectué pendant la phase exponentielle de
I'amplification. Plus le titre du HIV-1 d’un échantillon est élevé, plus la fluorescence du colorant controle
de la sonde du HIV-1 dépasse vite le niveau de fluorescence de base (voir la figure 1). Puisque la quantité
d'ARN du QS du HIV-1 est constante dans tous les échantillons, la fluorescence du colorant contrdle de la
sonde du QS du HIV-1 doit apparaitre durant le méme cycle pour tous les échantillons (voir la figure 2).
La concentration est ajustée en conséquence dans les échantillons ou la fluorescence du QS est affectée.
L’apparition des signaux spécifiques de fluorescence est considérée comme une valeur seuil critique (Ct).
La valeur seuil critique ou Ct est définie comme le nombre de cycles fractionnels ot la fluorescence du
fluorophore rapporteur dépasse un seuil prédéterminé (le niveau de fluorescence théorique) et commence
la phase de croissance exponentielle de ce signal (voir la figure 3). Une valeur Ct plus grande indique un
titre plus faible du produit cible HIV-1 d'origine. Un titre 2 fois plus grand correspond a une baisse de 1 Ct
pour 'ARN du HIV-1 cible, tandis qu’un titre 10 fois plus grand correspond a une baisse de 3,3 Ct.

La figure 1 montre les courbes de croissance cible pour une série de dilutions effectuées sur un domaine
de 5logie. Au fur et @ mesure que la concentration du virus augmente, les courbes de croissance se
déplacent sur des cycles précédents. Par conséquent, la courbe de croissance la plus a gauche
correspond au titre viral le plus élevé alors que la courbe de croissance la plus a droite représente le titre
viral le plus faible.
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Figure 1
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La figure 2 montre les courbes de croissance du Standard de Quantification pour les échantillons d'une
série de dilutions virales s’étendant sur un domaine de 5-logio. Le volume de standard de quantification
ajouté a chaque échantillon est constant pour chaque réaction. La valeur Ct du Standard de Quantification
est la méme quelle que soit la concentration virale.

Figure 2
Courbes de croissance du Standard de Quantification pour une série de dilutions de virus
effectuées sur un domaine de 5-logio
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La figure 3 présente un exemple de normalisation des valeurs de fluorescence & chaque cycle pour
chaque courbe de croissance. Le nombre fractionnel de cycles (valeur Ct) est calculé au point de
rencontre du signal de fluorescence et du niveau de fluorescence théorique.
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Figure 3
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Quantification de ’ARN du HIV-1

Le test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 détermine la charge virale de 'ARN du HIV-1
en utilisant une seconde séquence cible (Standard de Quantification du HIV-1), dont une concentration
connue est ajoutée a chaque échantillon a analyser. Le QS du HIV-1 est une construction non infectieuse
d’Armored RNA contenant des fragments de séquences du HIV-1 qui présentent des sites de liaison aux
amorces identiques a ceux de la séquence cible gag du HIV-1. Le QS du HIV-1 contient des sites de
liaisons aux amorces du HIV-1 et génere un produit amplifié dont la longueur et la composition sont
identiques a celles de I'ARN cible gag du HIV-1. La région de liaison de la sonde de détection du QS du
HIV-1 a été modifiée pour permettre de distinguer I'amplicon du QS du HIV-1 de I'amplicon cible gag
du HIV-1.

Pendant la phase d'hybridation de la PCR dans I'analyseur COBAS® TagMan® ou COBAS® TagMan® 48,
les échantillons sont illuminés et excités par une lumiere filtrée et les données de fluorescence d'émission
filtrée sont recueillies pour chaque échantillon. Les mesures pour chaque échantillon sont alors corrigées
pour les fluctuations instrumentales. Ces mesures de fluorescence sont envoyées par I'appareil au logiciel
AMPLILINK et stockées dans une base de données. Des vérifications préalables sont effectuées pour
déterminer si les données de I'ARN du HIV-1 et de I'ARN du QS du HIV-1 représentent des ensembles
valides et des messages d'alerte sont générés lorsque les données se trouvent hors des limites préétablies.
Une fois que les vérifications préalables ont été effectuées avec succes, les mesures de fluorescence sont
traitées dans le but de générer des valeurs Ct de I'ARN du HIV-1 et de 'ARN du QS du HIV-1. Les
constantes de calibration spécifiques aux lots fournies avec le test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®
HIV-1, v2.0 servent a calculer la valeur de titre des échantillons et des contrdles en se basant sur les
valeurs Ct de 'ARN du HIV-1 et de 'ARN du QS du HIV-1. Le test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®
HIV-1, v2.0 répond aux normes internationales pour 'ARN du HIV-1 établies par 'OMS. Les résultats de
titre sont donnés en copies/mL (cp/mL) ou en Unités Internationales/mL (Ul/mL). Le facteur de conversion
entre les copies/mL d’ARN du HIV-1 rapporté et les UlI/mL du HIV-1 a été déterminé par Roche Molecular
Systems, Inc comme étant de 0,6 cp/Ul (1,67 Ul/cp).
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REACTIFS

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

HIV-1 v2.0 CS1

(Cassette de réactifs de particules magnétiques de verre HIV-1)
Particules magnétiques de verre
93 9% d'isopropanol

HIV-1 v2.0 CS2

(Cassette de réactif de lyse HIV-1)
Citrate de sodium dihydraté
42,5 % de thiocyanate de guanidine
< 14 % de polidocanol
0,9 % de dithiothréitol

HIV-1 v2.0 CS3
Cassette de multi-réactifs HIV-1 contenant :

Pase

(Solution de protéinase)
Tampon Tris
< 0,05 % d'EDTA
Chlorure de calcium
Acétate de calcium
< 7.8 % de protéinase
Glycérol

EB
(Tampon d'élution)
Tampon de base Tris
0,2 % de méthylparabéne

HIV-1 v2.0 CS4
Cassette de réactifs spécifiques au test HIV-1 contenant :

HIV-1 QS
(standard de quantification du HIV-1)
Tampon Tris-HCI
EDTA
< 0,005 % d'ARN Poly rA (de synthése)
< 0,001 % d’Armored RNA du HIV-1 contenant des
séquences de liaisons aux amorces du HIV-1 et un site
unique de liaison & la sonde (ARN non infectieux dans du
bactériophage MS2)
0,05 % d'azide de sodium

HIV-1 MMX

(Mélange réactionnel HIV-1)
Tampon tricine
Acétate de potassium
Hydroxyde de potassium
20 % de diméthylsulfoxyde
Glycérol

05328268001-19FR 8
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< 0,04 % de dATP, dCTP, dGTP, dUTP, dTTP

< 0,003 % amorces sens et anti-sens pour la région gag et la
région LTR du HIV-1

< 0,003 % d'aptameére d'oligonucléotide

< 0,003 % de sondes oligonucléotidiques marquées par

fluorophore spécifiques du HIV-1 et du standard de

quantification du HIV-1

< 0,05 % d'ADN polymérase Z05 (microbien)

< 0,1 % d'enzyme (microbienne) AmpErase (uracile-N-
glycosylase)

0,09 % d'azide de sodium

CAP/CTM Mn?*

(Solution de manganése CAP/CTM)
< 0,5 % d'acétate de manganese
Acide acétique glacial
0,09 % d'azide de sodium

HIV-1 H(+)C, v2.0
(controle fortement positif HIV-1, v2.0)

< 0,001 % d’Armored RNA du HIV-1 contenant
desifriséquences du HIV-1 (ARN non infectieux dans
du bactériophage MS2)

Plasma humain négatif, non réactif aux tests pour les
anticorps HCV, les anticorps HIV-1 et HIV-2,
l'antigéne p24 du HIV et I'antigéne AgHBs ; I'ARN du
HIV-1, 'ARN du HCV et 'ADN du HBV ne peuvent pas
étre détectés par les méthodes PCR

0,1 % de conservateur ProClin® 300

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

(controle faiblement positif HIV-1, v2.0)
< 0,001 % d’Armored RNA du HIV-1 contenant

équences du HIV-1 (ARN non infectieux dans
du bactériophage MS2)

Plasma humain négatif, non réactif aux tests pour les
anticorps HCV, les anticorps HIV-1 et HIV-2, l'antigéne
p24 du HIV et 'antigéne AgHBs ; 'ARN du HIV-1,
I'ARN du HCV et 'ADN du HBV ne peuvent pas étre
détectés par les méthodes PCR

0,1 % de conservateur ProClin® 300

CTM(-)C
[Contrdle négatif COBAS® TagMan® (plasma humain)]
Plasma humain négatif, non réactif aux tests pour les
anticorps HCV, les anticorps HIV-1 et HIV-2, l'antigéne
p24 du HIV et 'antigéne AgHBs ; 'ARN du HIV-1,
I'ARN du HCV et 'ADN du HBV ne peuvent pas étre
détectés par les méthodes PCR
0,1 % de conservateur ProClin® 300

HIV-1 H(+)C, v2.0 Clip
(Pince a code-barres du controle fortement positif HIV-1, v2.0)

05328268001-19FR 9
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HIV-1 L(+)C, v2.0 Clip 1 x 4 pinces
(Pince a code-barres du contrdle faiblement positif au HIV-1, v2.0)

HIV-1 (-) C Clip 1 x 4 pinces
(Pince a code-barres du controle négatif HIV-1, v2.0)

COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® Wash Reagent 1x51L
(P/N : 03587797 190)

PG WR ,

(COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® Wash Reagent)
Citrate de sodium dihydraté
< 0,1 % de N-méthylisothiazolone-HClI

COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® Specimen 5x78mlL

Pre-Extraction Reagent
(P/N : 06989861190)

SPEX
(cobas® Specimen Pre-Extraction Reagent)
42,5 % de thiocyanate de guanidine
0,79 % de citrate de sodium
0,01 % d'acide citrique
3,6 % de polidocanol
1,8 % de dithiothréitol

Remarque : ce réactif est proposé en option et ne doit étre utilisé qu’en association avec la
PSC pour traiter les échantillons de spots de plasma séché. Voir la fiche méthodologique
PSC Method Sheet ms_09411763190.

AVERTISSEMENTS ET PRECAUTIONS

A DESTINE AU DIAGNOSTIC /N VITRO.

B. Ce test doit servir pour I'analyse de plasma humain prélevé sur I'anticoagulant EDTA ou a partir
d’un spot de plasma séché sur une PSC.

C. Ne pas pipeter a la bouche.

Ne pas manger, boire ou fumer dans les zones de travail du laboratoire. Porter des gants
protecteurs jetables, des blouses de laboratoire et des protections pour les yeux lors de la
manipulation des échantillons et des réactifs du kit. Bien se laver les mains aprés la manipulation
des échantillons et des réactifs de test.

E. Eviter la contamination des réactifs par des micro-organismes ou par des ribonucléases
lors du préle d’ali dans les fl de controles.

Il est recommandé d’utiliser des pipettes stériles jetables et des embouts sans RNase.

Ne pas mélanger les controles de lots différents ou de flacons différents d'un méme lot.

T om

Ne pas utiliser ensemble des cassettes de réactifs ou des contrdles provenant de kits différents.

l. Ne pas ouvrir les cassettes COBAS® AmpliPrep, ni échanger, mélanger, retirer ou ajouter des
flacons.

J. Jeter les réactifs non utilisés, les déchets et les échantillons conformément a la réglementation
locale, régionale, fédérale et nationale.

K. Ne pas utiliser un kit aprés sa date de péremption.
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Les fiches de sécurité (SDS, Safety Data Sheets) sont disponibles sur demande auprés de votre
distributeur Roche local.

Tous les échantillons et les controles doivent étre manipulés comme s'ils étaient infectieux. lls
nécessitent les précautions d'usage, telles que celles mentionnées dans Biosafety in
Microbiological and Biomedical Laboratories®® ainsi que dans le document M29-A3% du CLSI.
Nettoyer et désinfecter soigneusement toutes les surfaces de travail avec une solution a 0,5 %
d'hypochlorite de sodium préparée extemporanément avec de I'eau distillée ou déminéralisée.

Remarque : l'eau de Javel di ique liquide disponible dans le commerce contient
général de I'hypochlorite de sodium a la ion de 5,25 %. Une
dilution a 1:10 d’eau de Javel d ique permet d’obtenir une solution a

0,5 % d’hypochlorite de sodium.
Remarque : en cas de déversement d’échantillons de spots de plasma séché sur PSC

dans le cobas® Specii Pre-E i Reag (SPEX)( du
hiocy de idine), éviter de le mettre en contact avec de
I'hypochlorite de sodii des désinfe tels que I'eau de Javel.

. ~

Le mélange peut p. un gaz
ATTENTION : CTM (-) C, HIV-1 L(+)C, v2.0 et HIV-1 H(+)C v2.0 contiennent du plasma
humain dérivé du sang humain. Le produit d'origine a été soumis a des tests et s'est avéré non
réactif a la présence de l'antigéne de surface du virus de I'hépatite B (AgHBs), des anticorps anti-
HCV, des anticorps anti-HIV-1 et HIV-2 et de l'antigéne p24 du HIV. Les tests PCR sur le plasma
humain négatif indiquaient une absence de détection d'ARN du HIV-1, d'ARN du HCV et d'ADN du
HBV. Toutefois, aucune méthode de test connue ne peut garantir avec une certitude absolue que
des produits dérivés du sang humain sont exempts de tout risque de transmission d'agents
infectieux. C'est pourquoi tout produit d’origine humaine doit étre considéré comme étant
potentiellement infectieux. CTM (=) C, HIV-1 L(+)C, v2.0 et HIV-1 H(+)C, v2.0 doivent étre
manipulés comme s'ils étaient infectieux. lls nécessitent les précautions d’usage, telles que celles
mentionnées dans Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories®® ainsi que dans le
document M29-A3% du CLSI. Nettoyer et désinfecter soigneusement toutes les surfaces de travail
avec une solution a 0,5 % d'hypochlorite de sodium préparée extemporanément avec de I'eau
distillée ou déminéralisée.
HIV-1 QS, CAP/CTM Mn?* et HIV-1 MMX contiennent de I'azide de sodium. L'azide de sodium
peut réagir avec les conduits en plomb ou en cuivre pour former des azides métalliques trés
explosifs. Lors de I'élimination de solutions contenant de l'azide de sodium dans les éviers de
laboratoire, rincer abondamment les évacuations afin d’éviter la formation de ces azides.

Porter des gants de laboratoire, une blouse de laboratoire et des lunettes de protection lors de la
manipulation de tout réactif. Eviter tout contact de ces produits avec la peau, les yeux ou les
muqueuses. En cas de contact, rincer immédiatement et abondamment & l'eau. Sans traitement,
des brilures peuvent étre occasionnées. Si un réactif s'est répandu, le diluer avec de I'eau avant
d'essuyer.

Ne pas laisser le HIV-1 v2.0 CS2, SPEX (utilisé dans la procédure avec spots de plasma séché sur
PSC) et les déchets liquides provenant de I'appareil COBAS® AmpliPrep, qui contiennent du
thiocyanate de guanidine, entrer en contact avec la solution d’hypochlorite de sodium (eau de
Javel). Ces mélanges peuvent générer un gaz tres toxique.

Le SPEX est sensible 4 la lumiére et est livré dans des bouteilles de protection opaques.

Lors de I'élimination des unités de traitement d’échantillons usagées (SPU) COBAS® AmpliPrep
contenant du thiocyanate de guanidine, éviter tout contact avec la solution d’hypochlorite de
sodium (eau de javel). Ces mélanges peuvent générer un gaz trés toxique.

Se reporter a la fiche méthodologique PSC Method Sheet ms_09411763190 pour de plus amples
informations quant aux avertissements et aux précautions d’emploi.

05328268001-19FR n Doc Rev. 19.0



CONDITIONS DE MANIPULATION ET DE STOCKAGE

A Ne pas congeler les réactifs et les contréles.

B. Avant utilisation, inspecter visuellement chaque cassette de réactif et chaque flacon de réactif pour
détecter tout signe de fuite. En présence de fuite, ne pas utiliser ce matériel pour le test.

C. Conserver les réactifs HIV-1 v2.0 CS1, HIV-1 v2.0 CS2, HIV-1 v2.0 CS3 et HIV-1 v2.0 CS4 a
une température comprise entre 2 et 8 °C. Ces réactifs restent stables jusqu'a la date de
péremption indiquée tant que leur flacon n’est pas ouvert. Aprés ouverture du flacon, ces réactifs
restent stables pendant 28 jours a une température comprise entre 2 et 8 °C ou jusqu’a la date de
péremption, selon la premiére date limite atteinte. HIV-1 v2.0 CS1, HIV-1 v2.0 CS2, HIV-1 v2.0
CS3 et HIV-1 v2.0 CS4 peuvent étre utilisés pendant 4 cycles d’appareil maximum et jusqu'a
64 heures cumulées sur I'appareil COBAS® AmpliPrep. Les réactifs doivent étre conservés a une
température comprise entre 2 et 8 °C entre les cycles de I'appareil.

D. Conserver HIV-1 H(+)C, v2.0, HIV-1 L(+)C, v2.0 et CTM (-) C a une température comprise
entre 2 et 8 °C. Les controles sont stables jusqu’a la date de péremption indiquée. Une fois ouverte,
toute portion non utilisée doit étre éliminée.

E. Conserver les pinces a code-barres [HIV-1 H(+)C, v2.0 Clip, HIV-1 L(+)C, v2.0 Clip et HIV-1 (-) C
Clip] entre 2 et 30 °C.

F. Conserver le PG WR entre 2 et 30 °C. Le PG WR reste stable jusqu’a la date de péremption
indiquée. Aprés ouverture du flacon, ce réactif reste stable pendant 28 jours & une température
comprise entre 2 et 30 °C ou jusqu'a la date de péremption, selon la premiére date limite atteinte.

G. Conserver le SPEX (utilisé dans la procédure avec spots de plasma séché sur PSC) entre 2 et 8 °C.
Le SPEX reste stable jusqu’a la date de péremption indiquée. Apres ouverture du flacon, ce réactif
reste stable pendant 28 jours a une température comprise entre 2 et 30 °C ou jusqu'a la date de
péremption, selon la premiére date limite atteinte.

H. Les conditions de manipulation et de stockage des PSC sont décrites dans la fiche
méthodologique PSC Method Sheet ms_09411763190.
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MATERIEL FOURNI

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

(P/N : 05212294 190)

HIV-1 v2.0 CS1
(Cassette de réactifs de particules magnétiques de verre HIV-1)

HIV-1 v2.0 CS2
(Cassette de réactif de lyse HIV-1)

HIV-1 v2.0 CS3
(Cassette multi-réactifs HIV-1)

HIV-1 v2.0 CS4
(Cassette de réactifs spécifiques au test HIV-1)

HIV-1 H(+)C, v2.0
(Controle fortement positif au HIV-1, v2.0)

HIV-1 L(+)C, v2.0
(Controle faiblement positif au HIV-1, v2.0)

CTMm(-)C
[Controle négatif COBAS® TagMan® (plasma humain)]

HIV-1 H(+)C, v2.0 Clip
(Pince a code-barres du controle fortement positif au HIV-1, v2.0)

HIV-1 L(+)C, v2.0 Clip
(Pince a code-barres du contréle faiblement positif au HIV-1, v2.0)

HIV-1 (-) C Clip
(Pince a code-barres du contrdle négatif au HIV-1)

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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MATERIEL NECESSAIRE MAIS NON FOURNI

Appareils et logiciel

Appareil COBAS® AmpliPrep

Analyseur COBAS® TagMan® ou analyseur COBAS® TagMan® 48
En option : instrument cobas p 630

En option : station d'amarrage

Logiciel AMPLILINK version 3.3 ou 3.4

Unité de contrdle du logiciel AMPLILINK, avec imprimante
Manuels de l'appareil et du logiciel :

Manuel de I'appareil COBAS® AmpliPrep & utiliser avec le logiciel AMPLILINK
versions 3.3 et 3.4
Manuel de I'analyseur COBAS® TagMan® & utiliser avec le logiciel AMPLILINK
versions 3.3 et 3.4
Manuel de I'analyseur COBAS® TagMan® 48 & utiliser avec le logiciel AMPLILINK
versions 3.3 et 3.4
Manuel d'application du logiciel AMPLILINK version 3.3 a utiliser avec I'appareil
COBAS® AmpliPrep, I'analyseur COBAS® TagMan®, l'analyseur COBAS® TagMan®
48, I'analyseur COBAS® AMPLICOR® et I'instrument cobas p 630

ou
Manuel d’application du logiciel AMPLILINK version 3.4

En option : manuel d'utilisation de 'instrument cobas p 630, logiciel version 2.2.

o Fichier de définition de test (FDT). Reportez-vous a la carte d'informations sur les
produits incluse dans le kit pour obtenir le nom et la version actuelle du FDT.

Articles jetables

Unités de traitement des échantillons : SPU

Tubes d'échantillon d’entrée (tubes S) a pinces a code-barres
Portoirs pour embouts K

Coffret de 12 x 96 tubes K

AUTRE MATERIEL NECESSAIRE (POUR L'APPLICATION D’ECHANTILLONS DE PLASMA EDTA
UNIQUEMENT) MAIS NON FOURNI

Portoir a échantillons (portoir SK 24)

Portoir a réactifs

Portoir pour unités de traitement des échantillons (SPU)

Capsuleuse de tube K motorisée

Capsuleuse de tube K

Porteur K

Transporteur de porteur K

Portoir de porteur K

Pipetteurs (d’une capacité de 1000 uL)* avec embout & filtre (protection contre les

aérosols) ou a déplacement positif, exempt de RNase

Gants jetables, non poudrés

L] Mélangeur Vortex

05328268001-19FR
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* Les pipetteurs doivent étre précis & plus ou moins 3 % par rapport au volume indiqué. Utiliser des
embouts a filtre de protection contre les aérosols ou & déplacement positif et exempts de RNase chaque
fois que cela est spécifié afin d'éviter toute contamination croisée entre les échantillons et les amplicons.

AUTRES MATERIELS ET CONSOMMABLES REQUIS (POUR L’APPLICATION D’ECHANTILLONS DE
SPOTS DE PLASMA SECHE SUR PSC UNIQUEMENT) MAIS NON FOURNIS

. cobas® Plasma Separation Card (P/N 07963084190 ou P/N 09411763190)*
L] Pinces ou pincettes stériles ou jetables™
L] Tube capillaire de 140 pL (tube en plastique Vitrex, par exemple) avec distributeur

compatible (support de pipette Vitrex, par exemple)*

L] Lancette a usage unique (Greiner Bio-one : MiniCollect® Safety Lancet profondeur de
pénétration 2,00 mm, par exemple)*

L] Sac d'échantillon (en plastique transparent refermable Ziplock) et sachets
déshydratants de gel de silice (pour un total de 4 grammes. Pour obtenir de plus amples
informations sur le stockage et le transport des PSC, voir la fiche méthodologique PSC
Method Sheet ms_09411763190).

L] Sac de transport (Wicoseal 180 x 60 x 240 mm, par exemple)
L] Pipette (Multistepper, par exemple)
L] Thermomixer® Eppendorf (modéle R 5355 ou C ou équivalent, par exemple) avec

Thermoblock pour 24 cryo tubes

* Voir la fiche méthodologique PSC Method Sheet ms_09411763190 pour obtenir de plus amples
informations sur le préléevement des échantillons sur PSC.

** Pour éviter la contamination croisée, n'utiliser qu’une seule pince par patient. L'utilisation de pinces
métalliques stérilisées par autoclave aprés usage unique est recommandée.

PRELEVEMENT, TRANSPORT ET CONSERVATION DES ECHANTILLONS DE PLASMA EDTA
Remarque : manipuler tous les échantillons et contréles slils étai ptibles de
des PP

Remarque : ce test a été validé pour l'analyse de pl: h in prélevé sur
Panticoagulant EDTA ou a partir de spots de plasma séché sur PSC. L'analyse de
types d'échantillons différents de ceux du type indiqué peut ir a des
inexacts.

h scnrli

A. Prélévement des échantillons

Le test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 doit étre utilisé sur des échantillons de plasma.
Le sang doit étre prélevé dans des tubes stériles avec EDTA comme anticoagulant et mélangé de fagon
adéquate, conformément aux instructions du fabricant des tubes.

Conserver le sang total entre 2 et 25 °C pendant un maximum de 24 heures. Afin d’en recueillir le plasma
dans les 24 heures, centrifuger le sang total a 800-1 600 x g pendant 20 minutes, a température ambiante.
Transférer le plasma dans un tube stérile en polypropyléene. La figure 4 montre les données d'étude de
stabilité des échantillons. Ces études ont été effectuées a l'aide du test COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TagMan® HIV-1 (P/N : 03543005 190).
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Figure 4
Stabilité du HIV-1 dans le sang total (recueilli sur échantillons de plasma EDTA)
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B. Transport des échantillons

Le transport des échantillons de sang total ou de plasma doit s'effectuer conformément aux
réglementations en vigueur dans le pays, aux niveaux fédéral, national et local, pour le transport d'agents
étiologiques™. Le sang total doit étre transporté a une température comprise entre 2 et 25 °C et centrifugé
dans les 24 heures suivant son prélévement. Le plasma peut étre transporté a 2-8 °C ou congelé
entre -20 °C et -80 °C.

C. Conservation des échantillons

Les échantillons de plasma peuvent étre conservés soit a température ambiante (25-30 °C) jusqu’a 1 jour,
soit entre 2 et 8 °C jusqu'a 6 jours. lls restent stables pendant six semaines en étant congelés entre -20 °C
et -80 °C. Il est recommandé de conserver les échantillons sous forme d’aliquots de 1 100-1 200 pL dans
des tubes en polypropylénes stériles et a bouchon fileté de 2,0 mL (tels que les Sarstedt 72.694.006). La
figure 5 montre les données d'étude de stabilité des échantillons. Ces études de conservation des
échantillons ont été effectuées a laide du test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TaqMan® HIV-1
(P/N : 03543005 190).

Figure 5
Stabilité du HIV-1 dans le plasma EDTA
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Les échantillons de plasma peuvent étre congelés et décongelés jusqu'a 5 fois sans perte significative
d'ARN du HIV-1. La figure 6 montre les données d’une étude de congélation/décongélation réalisée a
l'aide du test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 (P/N : 03543005 190).

Figure 6
Résultats du HIV-1 jusqu’a cing cycles de gélation/dé gélation (pl EDTA)
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PRELEVEMENT, TRANSPORT ET CONSERVATION DES ECHANTILLONS DE SPOTS DE PLASMA
SECHE SUR PSC

Remarque : manipuler tous les échantillons et contréles slils ptibles de

des

Remarque : ce test a été validé pour lanalyse de prélevé sur
Panticoagulant EDTA ou a partir de spots de plasma séché sur PSC. L'analyse de
types d'échantillons différents de ceux du type indiqué peut aboutir a des résul
inexacts.

A. Prélévement d’échantillons

Les échantillons de spots de sang séché sur PSC sont prélevés en utilisant les procédures cliniques
appropriées. La date de péremption de la PSC doit étre vérifiée avant toute utilisation. Poursuivre
uniquement si la date de péremption de la PSC n’est pas dépassée et si le sac dans lequel la PSC est
scellée est intact et entierement fermé. Etiqueter la PSC avec le nom du patient, sa date de naissance, la
date et 'heure du prélevement de I'échantillon. Au moyen d’un tube capillaire et d’'une poire appropriés,
appliquer 140 pL de sang total sur chaque cercle de la membrane de la PSC délimité par la face de
collecte de la goutte de sang. Il est recommandé de remplir les trois cercles figurant sur la PSC afin de
permettre des réanalyses. Ne pas appliquer d’échantillons de plusieurs patients sur une méme PSC.
S'assurer que les DEUX faces des spots PSC (avant: membrane contenant le sang; arriére: spot
contenant le plasma) sont saturées aprées 5 minutes. Controler la face arriére a travers le verso transparent
de la carte. Pendant cette procédure, veiller a éviter tout contact entre les membranes et les gants, des
instruments ou toute autre surface potentiellement contaminée.

Laisser sécher la PSC a température ambiante pendant au moins 4 heures (ou une nuit au maximum) a
I'abri de la lumiére directe du soleil. Ne pas retirer la face de collecte de la goutte de sang. Cela s'effectue
au laboratoire. Aprées le séchage, conserver la PSC dans un sac d'échantillon individuel avec 4 grammes
de déshydratant et fermer le sac hermétiquement (figure 7). Les sacs d'échantillon doivent étre placés
dans un sac de transport avec les fiches d'information patient correspondantes. Il est recommandé de
placer 25 PSC au maximum par sac de transport.
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Description générale du conditi pour tr port des PSC

PSC et déshydratant

Sac d'échantillon
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B. Transport des échantillons

Si les échantillons sont expédiés, ils doivent étre emballés et étiquetés conformément aux réglementations
nationales et internationales sur le transport d'échantillons et d'agents €étiologiques. Les sacs de transport
contenant les PSC doivent étre transportés dans les 28 jours entre 18 et 45 °C a un taux d’humidité
maximum de 85 %.

C. Conservation des échantillons

Aprés le transport, les PSC contenues dans des sacs d’échantillons individuels avec 4 grammes de
déshydratant peuvent étre conservées dans un sac de transport a température ambiante (entre 18 et
30 °C), entre 2 et 8 °C ou a <-10 °C pendant 56 jours au maximum (avec ou sans séparation des couches).
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INSTRUCTIONS D'UTILISATION

Remarque : pour obtenir des lnstructmns d'utilisation détaillées, une descrlptlon exhaustive des
dlfferentes igurations possibles, des instructic sur limpression des résultats,
l'interpr des C ires et d'erreur, Iter : (1) le
manuel de I'appareil COBAS® AmpliPrep a utiliser avec le logiciel AMPLILINK
versions 3.3 et 3.4 ; (2) le manuel de I'analyseur COBAS® TagMan®a utiliser avec le
logiciel AMPLILINK versions 3.3 et 3.4; (3) le manuel de I'analyseur COBAS®
TagMan® 48 a utiliser avec le logiciel AMPLILINK versions 3.3 et 3.4 ; (4) le manuel
d’application du logiciel AMPLILINK versions 3.3 a utiliser avec I'appareil COBAS®
AmpliPrep, I'analyseur COBAS® TaqMan®, [Ianalyseur COBAS® TaqgMan® 48,
Panalyseur COBAS® AMPLICOR® et [linstrument cobas p 630 ou le manuel
d’application du logiciel AMPLILINK version 3.4; (5)en option: le manuel
d’utilisation de Finstrument cobas p 630 version 2.2.

Les informations contenues dans les parties A-C et F-J sont des informations d’ordre
général relatives aux deux types d’échantillon [echantlllans de plasma EDTA et de

spots de plasma séché sur PSC). La partie D des inftc ives a la

jon et au charg des échantillons pour les echantlllons de plasma
EDTA uniquement. La partie E it des infor a la
prog ion et au char des échantillons pour les echantlllans de spots de

plasma séché sur PSC uniquement.
Taille du lot
Chaque kit contient des réactifs en quantité suffisante pour 48 tests, qui peuvent étre effectués en lots de

12 & 24 tests. Au moins un contréle de chaque [CTM (=) C, HIV-1 L(+)C, v2.0 et HIV-1 H(+)C, v2.0]
doit étre inclus dans chaque lot (voir la section « Controle qualité »).

Procédure de travail

L'analyseur COBAS® TagMan® ou COBAS® TaqMan® 48 doit effectuer 'analyse dans les 120 minutes qui
suivent la préparation des échantillons et controles.

Remarque : ne pas congeler ou conserver les échantillons et les contréles traités a 2-8 °C.

Préparation des échantillons et des contréles

Remarque : si des échantillons congelés sont utilisés, les mettre a température ambiante jusqu’a
ce qu’ils soient ple décongelés, puis les agiter au vortex pendant
3 a 5 secondes avant de les utiliser. Les contréles doivent étre retirés du stockage a

2-8 °C et portés a température ambiante avant utilisation.

Préparation de I'appareil COBAS® AmpliPrep
Partie A. Maintenance et préparation
Al.  L'appareil COBAS® AmpliPrep est prét a fonctionner en mode veille.

A2. Mettre l'unité de contrdle du logiciel AMPLILINK sous tension (ON). Préparer ['unité de controle de
la fagon suivante :

1. Ouvrir une session sur le systeme d’exploitation Microsoft Windows.

2. Double-cliquer sur l'icone du logiciel AMPLILINK.

3. Ouvrir une session sur le logiciel AMPLILINK en entrant I'D Utilisateur et le mot de passe
attribués.

A3.  Vérifier la quantité de réactif de lavage (PG WR) dans I'écran Status et le remplacer si nécessaire.
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A4.  Effectuer tout l'entretien décrit dans l'onglet Due. L'appareil COBAS® AmpliPrep amorce
automatiquement le systéme.

Partie B. Chargement des cassettes de réactifs

Remarque : toutes les cassettes de réactifs doivent étre sorties de leur lieu de conservation a
2-8°C, chargées immédiatement sur I’appareil COBAS® AmpliPrep et portées a
température ambiante sur l'appareil au moins 30 mil avant le it du
premier échantillon. Ne pas laisser les cassettes de réactifs hors de I'appareil
pendant leur ala Ji car de la condensation peut
se former sur les étiquettes a code-barres. Ne pas nettoyer la condensation si elle
apparait sur les étiquettes a code-barres.

B1.  Placer le HIV-1 v2.0 CS1 sur un portoir a réactifs. Placer les réactifs HIV-1 v2.0 CS2, HIV-1 v2.0
CS3 et HIV-1 v2.0 CS4 sur un portoir a réactifs séparé.

B2.  Charger le portoir a réactifs contenant le HIV-1 v2.0 CS1 dans la position de portoir A de
l'appareil COBAS® AmpliPrep.

B3.  Charger le portoir & réactifs contenant les réactifs HIV-1 v2.0 CS2, HIV-1 v2.0 CS3 et HIV-1
v2.0 CS4 dans les positions de portoir B, C, D ou E de I'appareil COBAS® AmpliPrep. (voir le
tableau 1 pour des informations supplémentaires).

Partie C. Chargement des articles jetables

Remarque : déterminer le nombre nécessaire de cassettes de réactifs COBAS® AmpliPrep,
d'unités de traitement d'échantillon (SPU), de tubes d'échantillon d’entrée (tubes S)
et d'embouts K et de tubes K. Une SPU, un tube S d'entrée, un embout K et un tube K
sont nécessaires pour chaque échantillon ou chaque contréle.

Il est possible d'utiliser des procédures de travail multiples de I'appareil COBAS® AmpliPrep avec
l'analyseur COBAS® TagMan® ou COBAS® TagMan® 48. Pour référence, voir le tableau 1 ci-dessous.
En fonction de la procédure de travail utilisée, charger le nombre approprié de portoirs a cassettes de
réactifs, de portoirs a échantillons avec des tubes S d’entrées, de portoirs SPU, de portoirs d'embouts K, de
portoirs de tubes K et de porteurs K sur des portoirs de porteurs K aux positions respectives de portoir de
I'appareil COBAS® AmpliPrep (voir Tableau 1 pour des informations supplémentaires).

C1.  Placer les SPU sur le ou les portoirs SPU et charger ceux-ci aux positions de portoir J, K ou L de
l'appareil COBAS® AmpliPrep.

C2.  Enfonction de la procédure de travail utilisée, charger le nombre approprié de portoir(s) de tubes K
complets aux positions de portoir M, N, O ou P de I'appareil COBAS® AmpliPrep.

C3.  Charger le nombre approprié de portoir(s) d'embouts K complets aux positions de portoirs M, N, O
ou P de I'appareil COBAS® AmpliPrep.

C4.  Pour la procédure de travail 3 avec I'analyseur COBAS® TagMan® 48, charger les porteurs K sur

des portoirs de porteurs K aux positions de portoir M et N, ou O et P de I'appareil COBAS®
AmpliPrep.
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Procédures de travail possibles pour I'utili:

Tableau 1

COBAS® TagM:

1 24

tion de I'appareil COBAS® AmpliPrep avec
® ou COBAS® TagMan® 48

Mode de transfert

Position sur
dans P'analyseur Portoirs, et .
Procédure de travail COBAS® TagMan® ou e b
o jetables COBAS
I'analyseur COBAS AmpliPre
TagMan® 48 P P
Tubes K dans portoirs de tubes K M-P
pleins
Appareil COBAS® Embouts K dans portoirs
. s R M-P
AmpliPrep d’embouts K pleins
plus . Tubes S d’entrée contenant des
. , Transfert automatique de . . .
1 station d’'amarrage échantillons et des controles sur F-H
porteur K R N
plus portoirs d'échantillons
analyseur SPU dans portoirs SPU J-L
COBAS® TagMan® CS1 sur portoir a A
CS2, CS3, CS4 sur portoir a B-E
Tubes K dans portoirs de tubes K M-P
pleins
Embouts K dans portoirs
. R M-P
d’embouts K pleins
Tubes S d’entrée contenant des
) ® échantillons et des controles sur F-H
Appareil QOBAS Transfert mgnuel des portoirs d'échantillons
AmpliPrep tubes K via le(s) -
N L. ) SPU dans portoirs SPU J-L
2 plus portoir(s) d’échantillons —
, CS1 sur portoir & A
analyseur dans I'analyseur —
COBAS® TagMan® COBAS® TagMan® CS2, CS3, CS4 sur portoir a B-E
Une fois le traitement des
échantillons terminé : Comme ci-
Tubes K sur portoirs dessus
d’échantillons (préts pour le (F-H)
transfert manuel)
Tubes K dans portoirs F-H
d'échantillons
Embouts K dans portoirs M-P
d’embouts K pleins
Tubes S d’entrée contenant des
échantillons et des contréles sur F-H
Appareil COBAS® Transfert manuel des portoirs d'échantillons
AmpliPrep porteurs K via le(s) SPU dans portoirs SPU J-L
3 plus portoir(s) de porteur K CS1 sur portoir & A
analyseur(s) dans I'analyseur €S2, CS3, CS4 sur portoir a B-E
COBAS® TagMan® 48 | COBAS® TagMan® 48 c )
Porteur K a code-barres vide sur M-P
portoir de porteur K
Une fois le traitement des .
< - - Comme ci-
€chantillons terminé : dessus
Tubes K dans porteur K sur M-P)
portoir de porteur K
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Partie D. Progr ion et char des échantillons : échantillons de plasma EDTA

D1.

D2.

D3.

D4.

D5.

D6.

D7.

D8.

Préparer les portoirs d'échantillons de la fagon suivante : fixer une pince a étiquette a code-barres
sur chaque position de portoir d'échantillons ot un échantillon (tube S) doit étre placé. Fixer une
des pinces a étiquette a code-barres spécifiques pour les controles [CTM (=) C, HIV-1 L(+)C,
v2.0 et HIV-1 H(+)C, v2.0] sur chaque position de portoir d’échantillons o les controles (tube S)
doivent étre placés. Le numéro de lot de controle des pinces a étiquette a code-barres pour
controles doit étre le méme que celui figurant sur les flacons de contréles du kit. Veiller & assigner
le controle correct & la position ayant la pince a code-barres de controle correspondante. Installer
un tube S d'entrée dans chaque position contenant une pince a étiquette a code-barres.

A Tlaide du logiciel AMPLILINK, sélectionner le fichier de définition de test (HI2CAP96 pour
I'appareil COBAS® AmpliPrep plus analyseur COBAS® TagMan®, HI2CAP48 pour I'appareil COBAS®
AmpliPrep plus analyseur COBAS® TagMan® 48), créer des ordres d'échantillon pour chaque
échantillon et controle de I'onglet Sample de la fenétre Orders et terminer en sauvegardant.

Attribuer I'ordre des échantillons et des controles & des positions de portoir d'échantillons dans
'onglet Sample Rack de la fenétre Orders. Le numéro du portoir d’échantillons doit étre celui du
portoir préparé a I'étape D1.

Imprimer le compte-rendu de Sample Rack Order a utiliser comme feuille de travail.

Préparer les portoirs a échantillons et a controles dans la zone désignée pour I'ajout d'échantillons
et de controles comme suit : passer tous les échantillons et les contrdles au vortex [CTM (=) C,
HIV-1 L(+)C, v2.0 et HIV-1 H(+)C, v2.0] pendant 3 a 5 secondes. Eviter la contamination des
gants lors de la manipulation des échantillons et des controles.

Au moyen d’une micropipette avec embout a filtre (protection contre les aérosols) ou a
déplacement positif sans RNase, ajouter de 1000 uL & 1050 pL de chaque échantillon et de
chaque contréle [CTM (=) C, HIV-1 L(+)C, v2.0 et HIV-1 H(+)C, v2.0] dans le tube S d’entrée
portant I'étiquette & code-barres appropriée. Eviter de transférer des particules et/ou des
caillots fibrineux de I'échantillon d'origine vers le tube S d'entrée. || convient de transférer les
échantillons et les controles aux positions déterminées pour les tubes et enregistrées sur la feuille
de travail a I'étape D4. Le numéro de lot de controle des pinces a étiquette & code-barres pour
controles doit étre le méme que celui figurant sur les flacons de contréles du kit. Assigner le
controle correct & la position ayant la pince & code-barres de controle appropriée. Eviter de

iner la partie supéria des tubes S avec des échantillons ou des contréles. En cas
d'utilisation de l'instrument cobas p 630 pour la préparation d'échantillons, se reporter au manuel
d'utilisation de l'instrument cobas p 630.

Pour les procédures de travail 1 et 2, charger le(s) portoir(s) d’échantillons contenant les tubes S
d’entrée dans les positions de portoirs F, G ou H de I'appareil COBAS® AmpliPrep.

Pour la procédure de travail 3 utilisant 'analyseur COBAS® TagMan® 48, charger le(s) portoir(s)
d'échantillons contenant les tubes S d’entrée et les tubes K (un par tube S d’entrée, chargé
immédiatement a droite de celui-ci) aux positions de portoir F, G ou H de I'appareil COBAS®
AmpliPrep.
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Partie E. Progr ion et charg des échantillons : échantillons de spots de plasma
séché sur PSC

E1.  Vérifier l'intégrité du sac de transport avant ouverture. Ne continuer que si le sac de transport est
intact et entierement fermé

Ouvrir le sac de transport et, pour chaque sac d’échantillon, ne poursuivre que si les criteres
suivants sont réunis :

. Le formulaire de demande d’analyse de laboratoire est diment rempli.

. Les codes-barres du formulaire de demande d’analyse de laboratoire et de la PSC
correspondent.

. Le sac d’échantillon est entierement fermé et contient une PSC ainsi que 4 grammes de
déshydratant.

. La date du prélevement de I'échantillon est indiquée ; le prélevement a été effectué il y a
28 jours au maximum et a eu lieu avant la date de péremption de la PSC.

. La date de péremption de la PSC n’est pas dépassée.

. Le spot de plasma séché sur la PSC semble homogeéne sur la face avant et entierement

recouvert de plasma vue de la face arriére de la carte (voir la Figure 8).

Figure 8
Spots de plasma séché sur une PSC a traiter
(a gauche : face avant. A droite : face arriére)

Membranes Spots de plasma séché sur la PSC

\ N\
N / N\
) \
/ \\
Face de collecte des s "
gouttes de sang

cobas® Prasma Separation Card

et 2t I
LotEcTioN DATE /TmE R001059

E2. Les spots de plasma séché sur la PSC devraient étre identifiés et rejetés si :

e des éclaboussures de sang sont visibles (Figure 9b) et/ou la membrane n'est pas
compléetement couverte de sang (Figure 9c) et, par conséquent, le spot sur la PSC
contient une zone avant non homogeéne et/ou une face arriére n'est pas entiérement
recouvert de plasma (visible a travers le support) ;

e la membrane est endommagée (Figure 9a) et, par conséquent, le spot sur la PSC n'est
pas homogene sur la zone avant et est rouge foncé-brun sur la face arriere (visible a
travers le support).

Remarque : les trois spots ont pour objet de permettre des réanalyses. Une PSC peut
contenir un spot de i jualité, mais né ins inclure un échantillon approprié
pour le test. Marquer correctement les spots ne remplissant pas les critéres pour les
reconnaitre ultérieurement. Eviter de les identifier sur la face de collecte de la goutte de

sang. Comparer toujours les trois spots les unes aux autres afin d’en évaluer la qualité.
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Les spots pré des

E3.

E4.

ES.

Figure 9
Critéres de rejet des PSC (a gauche : face avant ; a droite : face arriére).
éclab de sang (b), dont la n'est pas r te (c)
ou dont les -anes sont vi g\ (a) ne doi pas étre traités.
Si des spots sont rejetés, ils doivent étre clairement identifiés

a b c c b a
cobas™ naZ,ﬁa Separalion Card X
RO01059

LovlEcTioN DATE [ 7mE

Préparer les portoirs d'échantillons de la fagon suivante : fixer une pince a étiquette a code-barres
sur chaque position de portoir d'échantillons ot un échantillon (tube S) doit étre placé. Fixer une
des pinces a étiquette a code-barres spécifiques pour les controles [CTM (=) C, HIV-1 L(+)C,
v2.0 et HIV-1 H(+)C, v2.0] sur chaque position de portoir d’échantillons ou les controles (tube S)
doivent étre placés. Le numéro de lot de controle des pinces a étiquette a code-barres pour
controles doit étre le méme que celui figurant sur les flacons de contrédles du kit. Veiller & assigner
le controle correct & la position ayant la pince a code-barres de contrdle correspondante. Installer
un tube S d'entrée dans chaque position contenant une pince a étiquette a code-barres.

A Taide du logiciel AMPLILINK, sélectionner le fichier de définition de test approprié (HI2PSC96
pour I'analyseur COBAS® AmpliPrep plus analyseur COBAS® TagMan®, HI2PSC48 pour I'appareil
COBAS® AmpliPrep plus analyseur COBAS® TagMan® 48), et créer des ordres d'échantillon pour
chaque échantillon et controle de l'onglet Sample de la fenétre Orders, puis terminer en
sauvegardant.

Attribuer I'ordre des échantillons et des controles a des positions de portoir d’échantillons dans
'onglet Sample Rack de la fenétre Orders. Le numéro du portoir d’échantillons doit étre celui du
portoir préparé a I'étape E1. Le code-barres du patient sur la face arriére de la PSC peut étre
scanné a travers le sac d'échantillon (Figure 10). Ne pas ouvrir le sac d’échantillon a ce stade et
terminer en sauvegardant.
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Figure 10

Lecture du cod res de | illon pour
des échantillons de spots de plasma séché sur PSC

T d

E6. Imprimer le compte-rendu de Sample Rack Order & utiliser comme feuille de travail, et vérifier &
nouveau que le fichier de test approprié est utilisé.

E7. Effectuer les étapes E7 a E11 sous une hotte de sécurité. Ouvrir le sac d’échantillon contenant la
PSC a analyser et retirer la face de collecte de la goutte de sang (figure 11). Incurver légérement la
PSC et retirer un spot de plasma séché en la soulevant a I'aide d'une pince ou pincette stérile.
Incurver le spot de plasma séché retiré de la PSC pour en faciliter l'insertion dans le tube
(figure 12).

Figure 11
Retrait de la face de collecte de la goutte de sang

Figure 12
Retrait et incurvation du spot de plasma séché sur la PSC

N
N

E8.  Transférer un spot de plasma séché sur la PSC préalablement incurvé dans le tube S d'entrée
correspondant de sorte que la pointe inférieure du spot de plasma séché sur la PSC atteigne le
fond du tube et soit collé contre la paroi du tube afin d’éviter toute erreur de pipetage (figure 13 et
figure 14).

H

|C.‘1

Remarque : Utiliser une pince ou pincette par patient.
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Remarque : les spots de sang séché p J ir friables pend la conservation. Voir les
conditions de conservation de la PSC. Il ient de procéder avec pré ion lors de l'insertion
dans le tube.
Figure 13
Ti fert du spot de pl: séché sur la PSC dans le tube

Figure 14
Positionnement optimal du spot de plasma séché sur PSC dans le tube S

Valide Risque éventuel de caillot

Remarque : s’assurer que le numéro de position du tube S d’entrée sur le compte-rendu de
Sample Rack Order cor d a la position de portoir SK24.

E9. Replacer la PSC contenant les spots de plasma séché restants dans son sac d’échantillon initial
contenant 4 grammes de déshydratant frais en vue d’'une éventuelle réanalyse (Figure 15). Les PSC
peuvent étre conservées pendant 56 jours au maximum aprés le transport séparées ou non de la
face de collecte de la goutte de sang (entre 18 et 30 °C, ou entre 2 et 8 °C ou a <-10 °C).
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Figure 15
PSC dans le sac d’échantillon en vue d’'une réanalyse potentielle

‘v WV

SR

E10. Reboucher le tube S d’entrée et transférer le tube contenant le spot de plasma séché sur PSC en
position 4-24 du portoir SK24 (voir le tableau 2 pour plus de détails). Répéter I'opération jusqu'a ce
que tous les échantillons soient traités.

Remarque : porter le SPEX a température ambiante avant utilisation.

E11.  Ouvrir chacun des tubes S d’entrée, conserver le bouchon dans un environnement propre et
ajouter 1100 pL de SPEX a chaque tube S d’entrée (Figure 16). Replacer le bouchon sur le tube S
d'entrée. Répéter I'opération jusqu’a ce que tous les échantillons soient traités.

Figure 16
Ajout de 1 100 pL de SPEX a chaque échantillon de spots de plasma séché sur PSC

-

VW ¢

L
TN |

Remarque : éviter de contaminer la partie supérieure des tubes S d’entrée avec les échantillons,
et s’assurer que les tubes sont correctement rebouchés pour éviter toute évaporation.

E12. Transférer les tubes S d’entrée dans le Thermomixer Eppendorf et incuber les tubes S d’entrée
préparés a 56 °C et sous agitation continue & 1 000 tr/m pendant 10 minutes pour extraire le virus
du plasma séché (Figure 17).
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E13.

Figure 17
L’'incubation est effectuée pendant 10 minutes.

U
o
1eee
heee

g

Thermonmixer comfort

Remarque : C I

apreés l'ajout du SPEX.

Pendant la période d'incubation, préparer les controles comme suit.

Remarque : ne pas incuber les contréles.

Placer un tube S d’entrée dans chaque position (1 a 3) du portoir SK24 préparé contenant une
pince a étiquette a code-barres pour controle.

Mélanger soigneusement 1 flacon de CTM (-) C pendant 20 secondes au vortex. Transférer
1000 pL de CTM (=) C dans le tube S d’entrée 1 du portoir SK24. Replacer immédiatement
ce bouchon sur le tube S d’entrée.

Mélanger soigneusement 1 flacon de HIV-1 L(+)C, v2.0 pendant 20 secondes au vortex.
Transférer 1000 uL de HIV-1 L(+)C, v2.0 dans le tube S d'entrée 2 du portoir SK24.
Replacer immédiatement ce bouchon sur le tube S d’entrée.

Mélanger soigneusement 1 flacon de HIV-1 H(+)C, v2.0 pendant 20 secondes au vortex.
Transférer 1000 pL de HIV-1 H(+)C, v2.0 dans le tube S d'entrée 3 du portoir SK24.
Replacer immédiatement ce bouchon sur le tube S d’entrée.

Tableau 2

Programmation et chargement d’échantillons de spots de plasma séché sur PSC
: . Position de Position Eppendorf Position de portoir
Echantillon commande IsoRack SK24

AMPLILINK
Echantillon Tube S d'entrée Tube S d'entrée Tube S d’entrée
CTM(-)C 1 Vide 1

HIV-1 L(+)C, v2.0 2 Vide 2

HIV-1 H(+)C, v2.0 3 Vide 3

Spot de plasma

séché sur PSC + 4-24 4-24 4-24

1100 pL de SPEX
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E14.  Aprés l'incubation, transférer les échantillons dans le bon ordre vers le portoir SK24 contenant les
contrdles (étape E13) (voir le tableau 2 pour plus de détails).

Remarque : vérifier que la position du spot de plasma séché sur PSC est toujours correcte dans
le tube (figure 14) et l'ajuster avec I'emb d’une pip stérile si né: ire. Si
des bulles sont pré les enl avec un embout de pij stérile.

E15. Charger le(s) portoir(s) d'échantillons contenant les tubes S d'entrée dans les positions de portoirs
F, G ou H de I'appareil COBAS® AmpliPrep.

Partie F. Démarrage d’une analyse sur 'appareil COBAS® AmpliPrep

F1. Démarrer I'appareil COBAS® AmpliPrep a I'aide du logiciel AMPLILINK.

Partie F. Fin d’'une analyse sur I'appareil COBAS® AmpliPrep et transfert sur I'analyseur
COBAS® TagMan® ou Panaly COBAS® Taq ® 48 (pour les procédures de
travail 2 et 3 uniq dans le Tabl 1)

G1.  Vérifier la présence d'alertes ou de messages d'erreur.

G2.  Retirer les échantillons et controles traités de I'instrument COBAS® AmpliPrep soit sur des portoirs
d'échantillons (pour I'analyseur COBAS® TagMan® sans station d’amarrage), soit sur des portoirs
de porteur K (pour I'analyseur COBAS® TagMan® 48) selon la procédure de travail (pour plus de
détails, voir Partie G).

G3.  Retirer les déchets de I'instrument COBAS® AmpliPrep.
Remarque : les échantillons et contréles traités ne doivent pas étre exposés a la lumiére aprés

leur préparation.

Amplification et détection

C ation de I’analy COBAS® TagMan® ou COBAS® TagMan® 48

L'analyseur COBAS® TagMan® ou COBAS® TaqMan® 48 doit effectuer 'analyse dans les 120 minutes qui
suivent la préparation des échantillons et controles.

Remarque : ne pas congeler ou conserver les échantillons et les contréles traités a 2-8 °C.
Partie H. Chargement des échantillons traités

H1.  Effectuer les étapes appropriées a la procédure de travail pour transférer les tubes K dans
I'analyseur COBAS® TagMan® ou COBAS® TagMan® 48 :

Procédure de travail 1 : Transfert automatique du portoir K via la station d'amarrage dans
I'analyseur COBAS® TagMan®. Une intervention manuelle n'est pas
nécessaire.

Procédure de travail 2 : Transfert manuel des tubes K dans le(s) portoir(s) d’échantillons vers
I'analyseur COBAS® TagMan®

Procédure de travail 3 : Transfert manuel du porteur K sur le(s) portoir(s) de porteur K vers

l'analyseur COBAS® TagMan® 48. Transfert manuel de porteurs K dans
I'analyseur COBAS® TaqMan® 48 & l'aide du transporteur de porteur K.
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Partie I Démarrage d’une analyse sur I'analyseur COBAS® TagMan® ou sur I’analyseur
COBAS® TagMan® 48

1. Démarrer I'analyseur COBAS® TagMan® ou COBAS® TaqMan® 48 par une des options présentées
ci-dessous en fonction de la procédure de travail utilisée :

Procédure de travail 1 : Aucune intervention n’est nécessaire.

Procédure de travail 2 : Démarrage automatique de I'analyseur COBAS® TaqMan® aprés insertion
des portoirs d'échantillons.

Procédure de travail 3 : Remplir le porteur K de tubes K vides s'il y a moins de 6 tubes K sur le porteur.
Le remplissage est guidé par le logiciel AMPLILINK. Ouvrir le couvercle du
thermocycleur, charger le porteur K dans le thermocycleur et fermer le
couvercle. Démarrer I'analyse sur l'analyseur COBAS® TagMan® 48.

Partie J. Fin d’'une analyse sur P'analyseur COBAS® Taq ® ou sur I'analy COBAS®
TagMan® 48

J1. Ala fin de I'analyse sur 'analyseur COBAS® TagMan® ou sur I'analyseur COBAS® TagMan® 48,
imprimer le compte-rendu des résultats obtenus. Vérifier pour s'assurer que le fichier de définition
de test approprié a été utilisé et rechercher les messages d'alerte ou messages d’erreur dans le
compte-rendu des résultats obtenus. Les échantillons accompagnés d'alertes et de commentaires
doivent étre interprétés comme décrit dans la section «Résultats». Une fois qu'elles sont
acceptées, archiver les données.

J2. Retirer les tubes K usagés de l'analyseur COBAS® TagMan® ou COBAS® TagMan® 48.
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RESULTATS

L'analyseur COBAS® TagMan® ou COBAS® TagMan® 48 détermine automatiquement la concentration en
ARN du HIV-1 dans les échantillons et les controles. La concentration d'/ARN du HIV-1 est exprimée
en copies/mL ou en Ul/mL, selon le FDT utilisé. Le facteur de conversion entre les copies/mL
d’ARN du HIV-1 et les UI/mL du HIV-1 est de 0,6 cp/Ul, en utilisant la premiére norme
internationale de ’ARN du HIV-1 établie par TOMS pour les techniques basées sur I'acide
nucléique (NAT) (Code NIBSC 97/656)%”. Ce facteur de conversion a été déterminé a l'aide du
test COBAS® AMPLICOR® HIV-1 MONITOR, v1.5, du test COBAS® AmpliPrep/COBAS®
AMPLICOR® HIV-1 MONITOR, v1.5 et du test COBAS® TagMan® HIV-1 a utiliser avec le systéme
High Pure.

Le logiciel AMPLILINK :
. Détermine la valeur seuil du cycle (Ct) de I'ARN du HIV-1 et de I'ARN du QS du HIV-1.

. Détermine la concentration de I'ARN du HIV-1 en fonction des valeurs Ct pour 'ARN du
HIV-1 et TARN du QS du HIV-1 et les coefficients d'étalonnage spécifiques des lots figurant
sur les codes-barres des cassettes.

. Vérifie que les titres en cp/mL calculés pour HIV-1 L(+)C, v2.0 et HIV-1 H(+)C, v2.0 se
situent dans les plages assignées.

Validation de lot - AMPLILINK versions 3.3 et 3.4

Consulter la fenétre des résultats du logiciel AMPLILINK ou limpression pour vérifier la présence de
messages et de commentaires afin de s'assurer de la validité de la série. Pour les ordres de contrdles,
examiner si la valeur en cp/mL ou Ul/mL du contréle se situe dans son domaine théorique. Si la valeur en
cp/mL ou UI/mL du controle se situe hors de son domaine, un message d’alerte (FLAG) est généré
indiquant que le controle a échoué.

Le lot est valide si aucune alerte n’apparait pour les contréles [HIV-1 L(+)C, v2.0; HIV-1 H(+)C, v2.0 et
CTM (-) C].

Le lot n'est pas valide si un des messages suivants apparait pour les Controles HIV-1 :

Contréle négatif

Alerte Résultat Interprétation

Résultat invalide ou résultat « valide » qui n'était pas

NC_INVALID Invalid négatif pour la cible du HIV-1

Contréle faiblement positif HIV-1, v2.0

Alerte Résultat Interprétation

LPCINVALID Invalid Résultat invalide ou contréle hors limites

Controle fortement positif HIV-1, v2.0

Alerte Résultat Interprétation

HPCINVALID Invalid Résultat invalide ou controle hors limites

Si la série est non valide, I'analyse doit étre entierement recommencée (préparation des échantillons et des
controles, amplification et détection).
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Interprétation des résultats

Si la série est valide, vérifier la présence de messages ou de commentaires pour chaque échantillon sur les

résultats imprimés. Interpréter les résultats comme suit :

Un lot valide peut comprendre des résultats d'échantillons valides et non valides en fonction
de la présence de messages et/ou commentaires accompagnant les échantillons

individuels.

Les résultats des échantillons s'interprétent comme suit :

Résultats de titre

Interprétation

Target Not Detected

La valeur Ct du HIV-1 dépasse la limite de détection du test
ou aucune valeur Ct pour HIV-1 n'a été obtenue. Enregistrer
les résultats comme suit : « ARN du HIV-1 non détecté ».

Copies/mL

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

< 738 cp/mL (PSC)

Les cp/mL calculées se situent sous la limite de détection
du test. Enregistrer les résultats comme suit : « ARN du HIV-
1 détecté, moins de 20 cp/mL d’ARN du HIV-1» pour le
plasma et « ARN du HIV-1 détecté, moins de 738 cp/mL
d’ARN du HIV-1 » pour la PSC.

>2,00E+01 cp/mL et
<1,00E+07 cp/mL
(plasma)

>738 cp/mL et
<1,00E+07 cp/mL
(PSC)

Les résultats calculés supérieurs ou égaux a 20 cp/mL et
inférieurs ou égaux a 1,00E+07 cp/mL sont dans le domaine
de linéarité du test utilisé avec le plasma.

Les résultats calculés supérieurs ou égaux a 738 cp/mL et
inférieurs ou égaux a 1,00E+07 cp/mL sont dans le domaine
de linéarité du test utilisé avec la PSC.

> 1,00E+07 cp/mL
(plasma et PSC)

Les cp/mL calculées dépassent le domaine du test.
Enregistrer les résultats comme suit: «supérieur a
1,00E+07 cp/mL  d'’ARN du HIV-1». Pour obtenir des
résultats quantitatifs, I'échantillon d'origine doit étre dilué
(1:100) dans du plasma humain prélevé sur EDTA HIV-1
négatif et l'analyse doit étre répétée. Multiplier le résultat
enregistré par le coefficient de dilution.

Unités Internationales/mL

< 3,34E+01 UI/mL
(plasma)

Les UI/mL calculées se situent sous la limite de détection du
test. Enregistrer les résultats comme suit : « ARN du HIV-1
détecté, moins de 33,4 UI/mL d’ARN du HIV-1» pour le
plasma.

>3,34E+01 UI/mL et
<1,67E+07 Ul/mL
(plasma)

Les résultats calculés supérieurs ou égaux a 33,4 Ul/mL et
inférieurs ou égaux a 1,67E+07 Ul/mL sont dans le domaine
de linéarité du test.

> 1,67E+07 Ul/mL
(plasma)

Les Ul/mL calculées sont au-dessus du domaine du test.
Enregistrer les résultats comme suit: «supérieur a
1,67E+07 UI/mL  d'ARN du HIV-1». Pour obtenir des
résultats quantitatifs, I'échantillon d'origine doit étre dilué
(1:100) dans du plasma humain prélevé sur EDTA HIV-1
négatif et l'analyse doit étre répétée. Multiplier le résultat
enregistré par le coefficient de dilution.

Remarque : les échantillons qui se
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du test et qui produisent un
« QS_INVALID » ne doivent pas étre

enregistrés comme > 1,00E+07 cp/mL ou 1,67E+07 Ul/mL. L'échantillon d'origine
doit étre dilué a 1:100 dans du plasma EDTA humain HIV-1 négatif et I'analyse doit
étre refaite. Multiplier le résultat enregistré par le coefficient de dilution.
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Remarque : résultat de titre « Failed ». Interprétation : I'échantillon n’est pas traité correctement
lors de Ia préparation des échantillons sur I'appareil COBAS® AmpliPrep.

Remarque : résultat de titre « Invalid ». Interprétation : résultat non valide
CONTROLE QUALITE

Un de chaque controle CTM (=) C, HIV-1 L(+)C, v2.0 et HIV-1 H(+)C, v2.0 doit étre inclus dans
chaque lot d'analyse. Le lot est valide si aucune alerte n’apparait pour les controles [HIV-1 L(+)C, v2.0,
HIV-1 H(+)C, v2.0 et CTM (-) C].

Veérifier que les résultats imprimés ne contiennent ni message ni commentaire afin de s'assurer de la
validité de la série.

Contréle négatif

Le CTM (-) C doit produire un résultat « Target Not Detected ». Si le CTM (=) C regoit un message
d'alerte d'invalidité, alors tout le lot est invalide. Répéter tout le processus (préparation des échantillons et
des controles, amplification et détection). Si les valeurs CTM (=) C sont toujours non valides, contacter le
bureau local de Roche pour obtenir une assistance technique.

Contréles positifs

Le domaine théorique des réactifs HIV-1 L(+)C, v2.0 et HIV-1 H(+)C, v2.0 est spécifique pour chaque
lot de réactifs et figure sur les codes-barres des cassettes de réactifs du test COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TagMan® HIV-1, v2.0.

Les nombres de cp/mL d’ARN du HIV-1 pour HIV-1 L(+)C, v2.0 et HIV-1 H(+)C, v2.0 doivent se situer
dans leur domaine théorique. Si I'un et/ou l'autre des deux controles positifs ne satisfait pas a ces critéres,
la série entiere est alors non valide. Répéter tout le processus (préparation des échantillons et des
controles, amplification et détection). Si le titre d'/ARN du HIV-1 de I'un et/ou l'autre des deux contréles
positifs se situe nettement hors du domaine théorique, contacter le bureau local de Roche pour obtenir
une assistance technique.

PRECAUTIONS D’UTILISATION

Comme pour le déroulement de tout test, de bonnes pratiques de laboratoire sont indispensables pour
assurer la performance de ce test.
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LIMITES DU TEST

1.

Ce test a été validé exclusivement pour I'analyse de plasma humain prélevé sur I'anticoagulant
EDTA. L'analyse de types d'échantillons différents de ceux du type indiqué peut aboutir & des
résultats inexacts.

La performance du test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 n'a été évaluée ni avec
des échantillons contenant le HIV-1 du groupe N, ni avec des échantillons contenant le HIV-2.

Pour que les résultats obtenus soient fiables, les échantillons doivent avoir été prélevés,
transportés, conservés et traités de fagon appropriée.

La présence de lenzyme AmpErase dans le Mélange réactionnel du test COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 réduit le risque de contamination par les amplicons.
Cependant, une contamination par des controles ou par des échantillons cliniques HIV-1 positifs ne
peut étre évitée que par de bonnes pratiques de laboratoire et un respect scrupuleux des
consignes fournies dans cette notice.

Seules les personnes formées aux techniques de PCR doivent utiliser ce produit.

Ce produit ne peut étre utilisé qu'avec l'appareil COBAS® AmpliPrep et l'analyseur COBAS®
TagMan® ou COBAS® TagMan® 48.

Bien qu'il s'agisse d'un cas rare, des mutations au niveau des zones hautement conservées du
génome viral couvertes par les amorces et/ou les sondes du test COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TagMan® HIV-1, v2.0 risquent d'entrainer une sous-estimation de la quantification du virus ou
l'échec de la détection du virus.

La détection de I'ARN du HIV-1 dépend du nombre de particules virales présentes dans
I'échantillon et peut étre affectée par les méthodes de collecte d'échantillons et les facteurs relatifs
aux patients (par exemple, I'age, la présence de symptomes et/ou le stade de l'infection). Si la
spécificité clinique de ce test s'éleve a 99,3 % (IC 95 % = 98,2 4 99,8 %), certains résultats faux
positifs de faible concentration ont été notés chez les individus négatifs au HIV.

En raison des différences inhérentes a chaque technologie, il est recommandé aux utilisateurs,

avant de passer d'une technologie a l'autre, de mener des études de corrélation de méthodes au
sein de leur laboratoire afin de quantifier les différences entre les diverses technologies.
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INTERFERENCES

Des taux élevés de triglycérides (jusqu'a 3 500 mg/dL), de bilirubine (jusqu'a 28 mg/dL), d’albumine
(jusqu'a 8 900 mg/dL), d’hémoglobine (jusqu'a 900 mg/dL) et d’ADN humain (jusqu'a 0,4 mg/dL) dans les
échantillons, de méme que les maladies auto-immunes, telles que le lupus érythémateux systémique
(LES), l'arthrite rhumatoide (AR) et les anticorps antinucléaires (ANA) n'ont pas présenté d'interférences
avec la quantification de I'ARN du HIV-1 et n'ont pas affecté la spécificité du test COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0. L'évaluation a été effectuée conformément a la directive CLSI
EP7-A2 en utilisant un lot de réactifs du test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0.

Les composés médicamenteux suivants, testés a 3 fois le taux de plasma maximum (Cmax) n'ont pas
perturbé la quantification de I'ARN du HIV-1 ou affecté la spécificité du test COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TagMan® HIV-1,v2.0 :

Médicaments HIV :

s de la proté ibi S léosidiq log de la transcriptase
Atazanavir inverse
Darunavir Sulfate d'abacavir
Fosamprenavir Didanosine, ddl
Lopinavir/Ritonavir Emtricitabine
Mésylate de nelfinavir Lamivudine, 3TC
Ritonavir Stavudine, 4dT
Saquinavir Tenofovir DF
Tipranavir Zidovudine
Inhibiteur de I'intégrase ibi 'S non léosidiq de transcriptase inverse
Raltegravir Efavirenz
Névirapine
Inhibiteur d'entrée Inhibiteurs de fusion
Maraviroc Enfuvirtide
Médicaments HBV et/ou HCV :
Equival léotidiq Equival Iéosidiq
Adefovir dipivoxil Entecavir
Telbivudine
Modul s deli é

Peginterféron a-2a
Peginterféron a-2b
Ribavirine
Composés pour le traitement du virus de 'herpés :
Equivalent nucléotidique Dérivé nucléotidique
Aciclovir Ganciclovir
Valganciclovir HCI

05328268001-19FR 35 Doc Rev. 19.0



EVALUATION DES PERFORMANCES NON CLINIQUES

Principales caractéristiq de perfor pour les échantillons de plasma EDTA

A. Limite de détection

La limite de détection du test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 a été déterminée par
'analyse du 2° standard international de 'OMS pour 'ARN du HIV-1 (code NIBSC 97/650)*?, HIV-1
sous-type B, dilué dans du plasma humain EDTA négatif au HIV-1. La limite de détection a été déterminée
pour trois lots de réactifs. Trois séries de dilution ont été analysées pour chaque lot de réactif. Au total,
prées de 126 réplicats par niveau de concentration ont été testés. L'évaluation a été effectuée
conformément a la directive EP17-A du CLSI.

La concentration en ARN du HIV-1 pouvant étre détectée avec un taux de positivité supérieur a 95 %,
comme déterminé par l'analyse PROBIT, est de 20 cp/mL ou 33 Ul/mL. Les résultats pour les lots
individuels étaient de 17,7 cp/mL (intervalle de confiance a 95%: 13,7 - 26,9 cp/mL) pour le lot 1;
17,0 cp/mL (95 % d'intervalle de confiance: 14,0 - 22,6 cp/mL) pour le lot 2 et 14,2 cp/mL (95 %
d'intervalle de confiance : 11,2 a 22,1 cp/mL) pour le lot 3. Les résultats combinés pour les trois lots de
réactifs sont présentés dans le Tableau 3. Le facteur de conversion entre Ul/mL et cp/mL a été
déterminé a laide du test COBAS® AMPLICOR® HIV-1 MONITOR, v1.5, du test COBAS®
AmpliPrep/COBAS® AMPLICOR® HIV-1 MONITOR, v1.5 et du test COBAS® TagMan® HIV-1 a
utiliser avec le systéme High Pure.

Tableau 3
Limite de détection du test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0

Entrée nominale Entrée nominale Nombre de Nombre de Taux de
(ARN du HIV-1 (ARN du HIV-1 réplicats positifs positivité
en Ul/mL) en 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 Ul/mL (intervalle de confiance a 95 % :
. 23,8 & 33,0 U/mL)
Taux de succés de 95 % pour PROBIT 16,5 cp/mL (intervalle de confiance a 95 % :
14,3 & 19,8 cp/mL)

En outre, les dilutions de surnageants de culture de cellule représentant le HIV-1 du groupe M, sous-types
A-H, dans le plasma humain EDTA HIV-1 négatif ont été analysées avec deux lots de réactifs. Pour chaque
sous-type de HIV-1, plusieurs niveaux de concentration isolés (titres nominaux compris entre 10 et
75 cp/mL) ont été testés dans 24 réplicats par lot de réactifs. L'affectation de concentrations nominales
aux matériaux de culture de cellules a été effectuée en calculant la moyenne des titres du test COBAS®
AMPLICOR® HIV-1 MONITOR, v1.5, de I'analyse VERSANT® HIV-1 ARN 3.0 (bDNA) et de I'analyse Abbott
RealTime HIV-1. L’analyse du taux de succeés montre un taux de positivité supérieur a 95 % pour tous les
sous-types a 20 cp/mL ou moins. Les résultats combinés pour les deux lots de réactifs sont présentés
dans le tableau 4.
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pour le test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0

Tableau 4
Vérification de la limite de détection

Sous-type Désignation de Fisolat Niveau de cunce‘ntratiun le plus faible
Taux de succés > 95 % (cp/mL)

A 92UG029 10
A 4 237A/98 20
B 92TH026 20
B 8E5/LAV 20
c 92BR025 20
Cc 3777A/97 1
D 92UG021 20
D 92UG035 1

CRFO1_AE 92TH022 12

CRFO1_AE 92TH009 14
F 93BR020 20
G ARP173/RU570 13
H HIV V1557 16

B. Précision

La précision du test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 a été déterminée par I'analyse de
dilutions en séries d’un échantillon de surnageants de culture de cellules du HIV-1 (HIV-1 sous-type B)
dans du plasma humain EDTA négatif au HIV-1. L'affectation du titre des surnageants de culture de
cellules (concentration de stock) a été réalisée par une méthode qui garantit la tragabilité avec la
1% norme internationale d’ARN du HIV-1 établie par 'OMS (Code NIBSC 97/656°). Trois lots de réactifs
ont été analysés et 15 analyses par lot de réactifs ont été effectuées, chacune consistant en 6 niveaux de
dilution et 3 réplicats a chaque niveau. Chaque échantillon a été soumis a toutes les étapes du test
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 (préparation de I'échantillon, amplification et
détection). La précision indiquée plus bas prend donc en compte tous les aspects de la procédure de test.
Les résultats pour chaque lot de réactifs et pour les trois lots combinés de réactifs sont présentés dans le

Tableau 5.
Tableau 5
Précision du test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0
Lotn® 1 Lotn®2 Lotn°3 Trois lots combinés
Titer . . Ecart- .
Ecart-type Ecart-type Ecart-type Ecart-type Total CV
(cp/mL) total en
total en log total en log log total en log lognormal (%)
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. Domaine de linéarité

Le test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 a présenté une réponse linéaire de 20 (logio =
1,30) cp/mL d’ARN du HIV-1 a 1,0E+07 (logio = 7,00) cp/mL d’ARN du HIV-1. L'évaluation a été effectuée
conformément a la directive CLSI EP6-A en utilisant deux lots de réactifs du test COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 et des dilutions en série d'un échantillon de surnageant de
culture de cellules d’ARN du HIV-1 (+) de titre élevé. Deux lots de réactifs ont été analysés et 15 analyses
par lot de réactifs ont été effectuées, chacune consistant en 12 niveaux de dilution et 3 réplicats a chaque
niveau. Les résultats d'un lot de réactifs sont présentés dans la figure 18.

Figure 18
Linéarité du test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0
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Résultats du test COBAS® AmpliPrep/COBAS®
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Logio de I'ARN du HIV-1 [cp/mL]

D. Inclusivité du HIV-1 de groupe M

Huit catégories de sous-types ont été proposées pour le groupe M du HIV-1 en fonction de la divergence
des nucléotides. Ces sous-types sont désignés par des lettres majuscules de A a H*'.

La performance du test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 pour les sous-types du HIV-1 a
été évaluée par analyse de matériel de stock de culture cellulaire de représentants de chaque sous-type A
a H du groupe M du HIV-1. L'affectation de concentrations nominales aux matériaux de culture de cellules
a été effectuée en calculant la moyenne des titres du test COBAS® AMPLICOR® HIV-1 MONITOR, v1.5, de
I'analyse VERSANT® HIV-1 RNA 3.0 (bDNA) et de I'analyse Abbott RealTime HIV-1. Chaque matériel de
stock culture cellulaire a été dilué a des concentrations nominales d’environ 2,00E+02, 2,00E+04 et
2,00E+06 cp/mL dans le plasma EDTA. Les concentrations ont ensuite été analysées dans 10 réplicats par
le test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagqMan® HIV-1, v2.0 & l'aide d’un lot de réactifs. Les titres moyens
logio de toutes les concentrations et de tous les sous-types ont été comparés a leurs titres nominaux logio
respectifs.

L'évaluation des 8 sous-types isolés du HIV-1 par le test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1,
v2.0 a donné des résultats équivalents pour tous les représentants testés des sous-types du HIV-1 de
groupe M (voir la figure 19). Les résultats moyens de concentration en logio observés pour tous les sous-
types étaient égaux, a = 0,3 loguo, a la concentration d’entrée assignée.
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Figure 19
Test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0

o Concentration nominale m Test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0
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Sous-type HIV-1 du groupe M

E. Détection du HIV-1 de groupe O

Les dilutions des surnageants de culture cellulaire de HIV-1 de groupe O (isolat MVP5180) dans le plasma
humain EDTA ont été analysées avec deux lots de réactifs. Plusieurs niveaux de concentration (titres
nominaux compris entre 10 et 75 cp/mL) ont été testés dans 24 réplicats par lot de réactifs. L'affection de
concentration nominale aux matériaux de culture de cellules a été réalisée par I'analyse Abbott RealTime
HIV-1. L'analyse du taux de succés montre un taux de positivité supérieur a 95 % a 20 cp/mL.

Le matériel de stock de culture cellulaire du HIV-1 de groupe O a été dilué a des concentrations
nominales d’environ 2,00E+02, 2,00E+03 et 2,00E+05 cp/mL dans le plasma EDTA. Les concentrations ont
ensuite été analysées dans 10 réplicats par le test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 &
l'aide d’un lot de réactifs. Les titres moyens logio de toutes les concentrations étaient linéaires et compris a
+ 0,3 logio de leurs titres nominaux logio respectifs (voir la Figure 20).
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Figure 20
Test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0

Linéarité du sous-type O (MVP5180)

7.0

y = 1,0098x - 0,3307
6.0

R? = 0,9999
50
4,0
30

2,0

Logso du titre moyen observé

0,0 T T
0.0 10 2,0 30 4,0 50 6,0 7.0
Logso du titre nominal

En outre, 10 matériaux de culture cellulaire et un échantillon patient dilué (11613) représentant le HIV-1 de
groupe O ont été testés en paralléle grace au test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 et &
'analyse Abbott RealTime HIV-1. Les 11 échantillons se sont révélés positifs dans le test COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 (voir le Tableau 6). Les deux tests ont révélé un titre moyen logio
a =+ 0,1 logio pour les 11 échantillons.

Tableau 6
R i des isolats du groupe O du HIV-1
par le test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0
Titre Log1o ,
Désignation de I'isolat Am;;:_:;gﬁf;\s@ ::::;:i{%::&%t:
Taq ® HIV-1, v2.0
BBI PRD 301, BV-5050 3,09 2,42
BBI PRD 301, BV-5051 2,86 3,35
BBI PRD 301, BV-5003 3,00 271
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 5,57 5,26
11613 2,97 2,05
Titre moyen log1o 3,78 3,69
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F. Spécificité

La spécificité du test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 a été déterminée a l'aide de deux
lots de réactifs par I'analyse d’échantillons de plasma EDTA HIV-1 négatif provenant de donneurs de sang.
Au total, 660 échantillons individuels de plasma EDTA ont été testés. Tous les échantillons étaient négatifs
pour 'ARN du HIV-1 du test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0. Sur la base de ces
résultats, la spécificité du test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 est de 100 % (avec une
limite de confiance inférieure unilatérale a 95 % : > 99,6 %).

G. Spécificité analytique

La spécificité analytique du test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 a été évaluée en
ajoutant des organismes de culture (virus, bactéries, levure) ou de 'ADN (HTLV-2) a une concentration
d'entrée de 5E+04 particules/mL a du plasma humain EDTA HIV-1 négatif et & du plasma humain EDTA
HIV-1 positif & 1,5E+02 cp/mL de HIV-1 (voir le Tableau 7).

Aucun des organismes testés n'a présenté d'interférences avec le test COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TagMan® HIV-1, v2.0. Les échantillons HIV-1 positifs ont présenté des résultats de titres & 0,5 logio d'un
controle HIV-1 positif.

| Tableau 7
Echantillons de spécificité analytique
Virus Bactéries
Adénovirus de type 5 Staphylococcus aureus
Cytomégalovirus Propionibacterium acnes

Virus d'Epstein-Barr
Virus de I'herpés humain de type 6
Virus de I'herpés simplex de type 1

Virus de I'herpés simplex de type 2 Levure

Virus lymphotropique a cellules T Candida albicans
humain de type 1

Virus lymphotropique a cellules T
humain de type 2

Influenza A
Virus de I'hépatite A
Virus de I'hépatite B

Virus de I'hépatite C

H. Corrélation de la méthode

Les performances du test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 ont été comparées au test
COBAS® AmpliPrep/COBAS® AMPLICOR® HIV-1 MONITOR, v1.5, au test COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TagMan® HIV-1 et a l'analyse Abbott RealTime HIV-1 en analysant 92 échantillons cliniques HIV-1 positifs
recueillis de fagon prospective et non dilués ainsi que 34 surnageants de culture de cellules dilués. Les
échantillons comprenaient le HIV-1 du groupe M, sous-types A a H ainsi que les formes recombinantes
circulantes du virus. lls ont été analysés sur deux sites externes. Un total de 126 échantillons étendus dans
le domaine de linéarité du test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 ont été testés au cours
des quatre tests. Seules les paires de titres valides comprises dans les domaines de linéarité des deux
analyses comparées ont été prises en compte pour I'analyse de régression linéaire (voir la figure 21 a la
figure 23).
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Figure 21

Corrélation du test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0
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Figure 22
Corrélation du test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0
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Figure 23
Corrélation du test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0
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L Echec complet du systéme

Le taux d’échec complet du systéme pour deux lots de kit du test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®
HIV-1, v2 a été déterminé en testant 113 réplicats pour le lot 1 et 114 réplicats pour le lot 2 de plasma
EDTA dopés avec le HIV-1, groupe M, sous-type B. Ces échantillons ont été testés & une concentration
cible d’environ 3x la limite de détection (LoD). D’aprés les résultats combinés (lots 1 et 2) de cette étude,
un réplicat a présenté un résultat négatif pour la cible HIV-1. Le taux d’échec complet du systeme est
donc de 0,4 %.

Principales caractéristiq de performance pour les échantillons de spots de plasma séché sur
PSC
A. Limite de détection dans le plasma a l'aide de la Plasma Separation Card

La limite de détection dans le plasma du test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 en
association avec la PSC a été déterminée en analysant des titres plasmatiques attribués a des dilutions en
série de surnageant de culture de cellules de HIV-1 du groupe M dans du sang total humain négatif au
HIV. Des panels de cinq niveaux de concentration plus un niveau de concentration négatif ont été testés
sur trois lots de PSC et trois lots de réactifs du test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, lors de
plusieurs runs, pendant plusieurs jours, par plusieurs opérateurs et sur plusieurs instruments. Une partie
du membre du panel le plus élevé a été centrifugée et un titre a été attribué au plasma par la méthode
d’encadrement de calibrateurs (calibrator bracketing method, CBM) en utilisant le test cobas® HIV-1
(sur les cobas® 6800/8800 Systems) avec le 3e standard international de 'OMS pour le HIV-1, HIV-1
groupe M, sous-type B, pour la préparation des calibrateurs supérieur et inférieur.

Les résultats obtenus pour la PSC sont indiqués au Tableau 8. L'étude démontre que le test COBAS®

AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0, en association avec la PSC a détecté 'ARN du HIV-1 & une
concentration de 737,9 cp/mL avec un taux de succés de 95 % tel que déterminé par I'analyse Probit.
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Tableau 8
Limite de détection du test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0

Cuncentl:atlun de.tltr’e Nombre de Nb de réplicats -

plasmatique attribué réactifs valides % réactifs
du HIV-1 groupe M (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 %

11382 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 %

3794 50 62 80,65 %

1409 38 63 60,32 %

915 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 %

Taux de succés de 95 % pour PROBIT

7379 cp/mL (intervalle de confiance a
95 % : 614,3 - 938,5 cp/mL)
1230 UI/mL (1 023,8 - 1 564,2 Ul/mL)

Estimation de la LoD dans le sang total :

Les titres correspondants dans le sang total du méme échantillon ne peuvent pas étre déterminés avec
exactitude dans la mesure ol le sang total n’est pas un type d'échantillon utilisé pour la mesure de la
charge virale. Les titres de sang total basés sur la quantité d’ARN du HIV-1 ajoutée dans des échantillons
de sang total n'ont pas été utilisés pour estimer la LoD car la quantité d’ARN ajoutée ne correspond pas
nécessairement a la quantité d’ARN dans le plasma. Méme apres centrifugation, '’ARN peut rester dans la
couche leuco-plaquettaire ou associée a la fraction cellulaire du sang total. Néanmoins, comme les titres
dans le sang total dopé ont été utilisés pour estimer la limite de détection dans le sang total d’'autres
technologies telles que les spots de sang séché, une estimation de la LoD dans le sang total PSC peut
étre obtenue en se fondant sur un facteur empirique que I'on suppose lié a la teneur moyenne en
hématocrite (45 %) des échantillons (Tableau 9).

Les valeurs de la LoD dans le sang total correspondent a des estimations basées sur la relation suivante :

estimation de la LoD dans le sang total = LoD dans le plasma PSC / 1,8

Tableau 9
Estimation de la LoD dans le sang total

Limite de détection par analyse PROBIT
(taux de succes de 95 %)

439,0 cp/mL

Intervalle de confiance a 95 %

366,1 - 557,6 cp/mL
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B. Précision a I'aide de la Plasma Separation Card

La précision du test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 en association avec la PSC a été
déterminée en analysant des dilutions en série d’'un échantillon fortement positif au HIV-1 (échantillon de
surnageants de culture de cellules positives pour 'ARN du HIV-1 de titre élevé) dans du sang total EDTA
négatif au HIV. Cing niveaux de dilution ont été testés en 48 réplicats pour chaque niveau et volume de
traitement sur deux lots de PSC et deux lots de réactifs du test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®
HIV-1, v2.0 par deux opérateurs, sur deux systemes CAP/CTM, pendant 12 jours. Chaque échantillon a été
soumis a toutes les étapes de la procédure de travail PSC et du test COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TagMan® HIV-1, v2.0. Les résultats de précision indiqués plus bas prennent donc en compte tous les
aspects de la procédure de test. Les résultats sont présentés dans le Tableau 10.

Le test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 en association avec la PSC a obtenu une
précision €élevée pour les deux lots de PSC et de réactifs testés sur une plage de concentration de
7,38E+02 cp/mL a 1,00E+07 cp/mL.

Tableau 10
Précision en laboratoire du test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0
en association avec la PSC

Concentration mesurée (cp/mL) Matériel source DS globale
6,31E+06 Culture de cellules 0,08
1,05E+06 Culture de cellules 0,09
1,02E+05 Culture de cellules 0,12
1,05E+04 Culture de cellules 0,19
2,29E+03 Culture de cellules 0,25
C. Domaine de linéarité a l'aide de la Plasma Separation Card

L'étude de linéarité du test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 en association avec la PSC
a été effectuée avec une série de dilutions constituée de 9 membres de panel couvrant le domaine de
linéarité pour le HIV-1, groupe M, sous-type B, prédominant. Les membres de panel ont été préparés a
partir d’'un échantillon de surnageants de culture de cellules positives pour 'ARN du HIV-1 de titre élevé.
L'évaluation a été effectuée conformément & la directive EP06-A du CLSI?. Deux lots de PSC et deux lots
de réactifs ont été analysés sur deux systtmes CAP/CTM, par trois opérateurs, et sur un total de
20 réplicats par niveau de concentration.

Une partie d'un membre du panel a été centrifugée et un titre a été attribué au plasma par la méthode
d’encadrement de calibrateurs (calibrator bracketing method, CBM) en utilisant le test cobas® HIV-1 (sur
les cobas® 6800/8800 Systems) avec le 3e standard international de 'OMS pour le HIV-1, HIV-1 groupe
M, sous-type B, pour la préparation des calibrateurs supérieur et inférieur.

En association avec la PSC, le test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 est linéaire de
7,38E+02 cp/mL & 1,00E+07 cp/mL et présente une déviation absolue par rapport a la régression non
linéaire de meilleur ajustement de moins de + 0,16 logio avec la PSC (voir la Figure 24). Dans le domaine
de linéarité, I'exactitude du test se situait a + 0,3 logro.
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Figure 24

Linéarité du test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0
en association avec la PSC
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Bien que le sous-type de HIV ne soit pas supposé altérer la performance de la PSC, des échantillons de
HIV-1 mis en culture pour les sous-types communs HIV-1M (A, C et D) ont été dilués & un niveau de
concentration dans du sang total. L'exactitude et la précision ont été déterminées en utilisant 12 réplicats
par échantillon. Les tests ont été effectués avec 1lot de PSC et 1lot de réactifs du test COBAS®

AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0.

Chaque échantillon de sang total a été centrifugé et un titre a €té attribué au plasma par la méthode
d’encadrement de calibrateurs (calibrator bracketing method, CBM) en utilisant le test cobas® HIV-1 (sur
les cobas® 6800/8800 Systems) avec le 3e standard international de 'OMS pour le HIV-1, HIV-1 groupe
M, sous-type B, pour la préparation des calibrateurs supérieur et inférieur.

Les résultats sont présentés dans le Tableau 11. Ces résultats confirment que le test COBAS® AmpliPrep/
COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 a détecté le HIV pour HIV-1M (A, C et D) en association avec la PSC.

Tableau 11
Vérification des sous-types A, C et D du HIV-1 groupe M
Equivalence

Sous-type du Nb de réplicats . L. :Iasma et
groupe M du . Exactitude Précision P

HIV-1 valides plasma séché

sur PSC
Sous-type A 12 -0,02 0,09 0,17
Sous-type C 12 0,13 0,16 0,06
Sous-type D 12 0,07 0,15 0,05
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E. Spécificité a I'aide de la Plasma Separation Card

La spécificité du test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 en association avec la PSC a été
déterminée en analysant des échantillons de sang total EDTA négatifs au HIV issus de donneurs
individuels. 160 échantillons de sang total EDTA individuels ont été testés avec deux lots de PSC et deux
lots de réactifs du test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0. Un échantillon s'est avéré
positif et 159 étaient négatifs pour 'ARN du HIV-1. Dans le panel de test, la spécificité du test COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 en association avec la PSC était de 99,4 % (limite de confiance
de 95 % : > 97,07 %).

F. Echec complet du systéme en utilisant la Plasma Separation Card

Le taux d'échec complet du systéme pour le test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 en
association avec la PSC a été déterminé en testant 100 réplicats de sang total EDTA dopés avec le HIV-1,
groupe M, sous-type B. Ces échantillons ont été testés a une concentration cible d’environ 3x la limite de
détection (LoD). D'aprés les résultats de cette étude, aucun réplicat n'a présenté un résultat négatif pour
la cible HIV-1. Le taux d’échec complet du systéme est donc de 0 %.

EVALUATION DES PERFORMANCES CLINIQUES

Principales caractéristiq de performance pour les échantillons de plasma EDTA

Reproductibilité

La reproductibilité¢ du test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 a été évaluée dans du
plasma EDTA a laide de 2 procédures de travail différentes (systémes d'analyseur COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® et COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® 48). L'étude a été menée sur des
panels constitués d'un stock viral en culture bien caractérisé HIV-1 groupe M, sous-type B et de plasma
EDTA négatif a 'ARN du HIV-1 et aux anticorps HIV-1/2. Le panel couvrait le domaine de linéarité du test
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 ainsi que les principaux points de décision médicale
pour l'usage prévu, décrits par les Directives de 2008 du ministére américain de la santé et des services
aux personnes (Department of Health and Human Services) pour ['utilisation d'agents antirétroviraux chez
les adultes et adolescents infectés par le HIV-1". L'étude a été congue pour évaluer les principales
variables qui contribuent & la variation de la précision totale, notamment : lot, site/instrument, opérateur,
jour/run et intra-run. Des analyses supplémentaires ont été menées pour comparer les caractéristiques de
performance et la variabilité¢ de la précision entre les deux procédures de travail. Sur chacun des 3 sites,
deux opérateurs ont effectué 5 jours de tests avec chacun des 3 lots de kit de réactifs et chaque
procédure de travail. Chaque run consistait en un ensemble de controles (1 fortement positif, 1 faiblement
positif et 1 négatif) et un panel de 7 membres testé en triple (21 échantillons) sur I'appareil COBAS®
AmpliPrep. Les échantillons et controles préparés ont été amplifiés et détectés sur l'analyseur COBAS®
TagMan® ou COBAS® TagMan® 48.

La reproductibilité a été évaluée a I'aide d'un modéle a effets aléatoires avec des termes pour (a) lot,
(b) site/instrument, (c) opérateur au sein du site/de I'instrument, (d) jour/run lié au lot, au site/instrument
et a 'opérateur, et (¢) composants intra-run aliquots, a I'aide de résultats PROC MIXED et transformés par
logio. Le pourcentage de variabilité di & chacun des composants et le coefficient de variation de la
concentration d’ARN du HIV-1 transformé par logio ont été calculés. Seules les données comprises dans le
domaine du dosage (2,00E+01 a 1,00E+07 cp/mL) ont été étudiées.

Le Tableau 12 indique la variance de la précision totale et la déviation standard de la précision totale
obtenues par le systtme d'analyseur COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® comme déterminé par
I'analyse de la variance. D'une maniére générale, les composants intra-run ont davantage contribué a la
variabilité que les autres composants.
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Tableau 12
Pourcentages attribuables de la variance totale, déviation standard de la précision totale,
et CV log-normal de la concentration d’ARN du HIV-1 (logio cp/mL)
des tests se trouvant dans la plage de dosage

Concentration d’ARN du HIV-1 Contribution a la variance totale (%) Précision totale
(log+o cp/mL)
Observée | NP de Site/ . Jour/| Intra- Déviation standard
Attendue tests | Lot I Opérateur (CV log-normal
(moyenne) valides' nstrument run run en %)
1,699 1,832 270 5% 2% 0% 8 % 85 % 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 %)

Remarque : les résultats situés dans la plage de dosage s'élevent de 20 cp/mL a 1,00E+07 cp/mL
(1,30 logio cp/mL & 7,00 logio cp/mL) inclus.
" Nombre de tests dans la plage de dosage.
Les résultats obtenus avec la procédure de travail du systtme COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® 48

sont résumés dans le Tableau 13. D'une maniére générale, le composant intra-run a davantage contribué a
la variabilité que les autres composants, a I'exception du membre du panel au titre le plus élevé.

Tableau 13
Pourcentages attribuables de la variance totale, déviation standard de la précision totale,
et CV log-normal de la concentration d’ARN du HIV-1 (logio cp/mL)
des tests se trouvant dans la plage de dosage

(Concentration d’ARN du HIV-1 Contribution a la variance totale (%) Précision totale
(logio cp/mL)
Attendue (?nl:)syirr‘:s:) T:s‘:: , Lot | stsril?:t{ent Opérateur J?:r:/ I';Lr: a D‘(a:;\‘:tllgg-fl?rﬂ;rd
valides en %)

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

Remarque : les résultats situés dans la plage de dosage s'élevent de 20 cp/mL a 1,00E+07 cp/mL
(1,30 logio cp/mL & 7,00 logio cp/mL) inclus.

" Nombre de tests dans la plage de dosage.
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Les résultats affichés a la figure 25 indiquent le tracé de la déviation standard de la précision totale avec
les intervalles de confiance approximatifs a 95 % correspondants en fonction des concentrations de 'ARN
du HIV-1 logio moyennes. Ces résultats indiquent des performances de précision comparable entre les
configurations des systtmes COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® (CAP/CTM) et COBAS® AmpliPrep/
COBAS® TagMan® 48 (CAP/CTM48).

Figure 25

Déviation standard de la précision totale (IC approximatif a 95 %)
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Remarque : I'IC approximatif a 95 % pour la dévi d de la pré
totale a été calculé a partir de la racine carrée des limites de I'IC
a 95 % de la variance de la précision totale.
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et aison des

Sensibilité et spécificité ] I
Méthodologie

L'objectif primaire de cette étude était d'évaluer la spécificité et la sensibilité cliniques du test COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TaqMan® HIV-1, v2.0 sur des échantillons de sujets négatifs au HIV et positifs au
HIV-1. Les échantillons de plasma EDTA frais (jamais congelés) et les échantillons congelés ont été testés
a chaque évaluation. Les objectifs secondaires étaient de comparer les résultats et d'évaluer les
pourcentages de corrélation positive et les pourcentages de corrélation négative des résultats du test
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 & ceux obtenus avec les tests approuvés par la FDA, le
test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 et le test COBAS® AMPLICOR HIV-1 MONITOR, v1.5.

La spécificité clinique a été évaluée avec le test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 en
testant 148 échantillons frais (n'ayant jamais été congelés) et 418 échantillons congelés, recueillis sur des
donneurs de sang négatifs aux anticorps HIV-1/2. La sensibilité clinique du test a été évaluée avec le test
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 en testant 117 échantillons frais et 301 échantillons
congelés de plasma EDTA recueillis sur des sujets infectés au HIV-1 (les échantillons congelés avaient été
répartis au hasard sur des sites de tests par catégorie de numération cellulaire CD4). Les résultats du test
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 ont été comparés a ceux des tests COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 et COBAS® AMPLICOR HIV-1 MONITOR, v1.5. Les tests ont été
effectués sur 3 sites, avec 1 systtme COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® par site. Trois lots de réactifs
du test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 ont été utilisés.

Méthodes statistiques

Les échantillons frais et congelés des sujets négatifs au HIV et positifs au HIV-1 ont été testés avec les
tests COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0, COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 et
COBAS® AMPLICOR® HIV-1 MONITOR, v1.5. Les sujets négatifs au HIV étaient évaluables lors d'analyses
statistiques de la spécificité du test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 s'ils généraient des
résultats valides avec le test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0. Les sujets positifs au
HIV-1 étaient évaluables lors d'analyses statistiques de la sensibilité du test COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TagMan® HIV-1, v2.0 s'ils généraient des résultats valides avec le test COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TagMan® HIV-1, v2.0 et que leurs résultats avec le test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1
étaient valides et dans le domaine de linéarité du test.

La spécificité clinique du test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 a été calculée comme le
pourcentage de sujets négatifs au HIV évaluables ayant obtenu des résultats « Target Not Detected » avec
le test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0. L'intervalle de confiance (IC) exact a 95 %
associé était également indiqué. La sensibilité clinique du test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®
HIV-1, v2.0 a été calculée comme le pourcentage de sujets positifs au HIV-1 évaluables dont la charge
virale du HIV-1 était détectable avec le test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0. L'intervalle
de confiance (IC) exact a 95 % associé était également indiqué. La comparaison des méthodes a évalué
les résultats du test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 séparément avec deux plates-
formes comparatives (tests COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 et COBAS® AMPLICOR® HIV-1
MONITOR, v1.5). Les pourcentages de corrélations positive et négative ont été calculés entre le test
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 et chaque plate-forme comparative. Les résultats des
échantillons appariés des sujets positifs au HIV-1 se trouvant dans le domaine de linéarité pour les tests
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 et COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 ont
été comparés a l'aide d'un nuage de points et analysés avec la régression de Deming.

Résultats

Un total de 566 échantillons de patients négatifs au HIV et de 418 échantillons de patients positifs au
HIV-1 évaluables ont été inclus dans les analyses de spécificité et de sensibilité cliniques. Environ 75 %
des échantillons de patients avaient été congelés et 25 % étaient frais. La distribution spécifique de
chaque plate-forme est résumée dans le Tableau 14.
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Tableau 14

Sujets négatifs et positifs au HIV-1 évaluables par type d’échantillon

Type d'échantillon

Echantillons négatifs au HIV

Echantillons positifs au HIV-1

Frais 148 (26,1 %) 117 (28,0 %)
Congelés 418 (73,9 %) 301 (72,0 %)
Total 566 418

Les caractéristiques démographiques des 418 échantillons positifs au HIV-1 évaluables sont résumées au
Tableau 15. Les numérations cellulaires CD4 des sujets étaient réparties presque uniformément dans les
catégories de numération cellulaire CD4 (< 200, 200 a 500, > 500 cellules/pL). La plupart des sujets
étaient des hommes (74,2 %) et étaient agés de 30 a 49 ans (72,5 %). La distribution ethnique est
comparable a celle observée chez la population atteinte de HIV-1 aux Etats-Unis®2

Tableau 15
Caractéristiques démographiques des sujets positifs au HIV-1 évaluables
Caractéristique démographique Catégorie Sujets positifs au HIV-1
Général Total 418
< 200 130 (31,1 %)
Numération cellulaire CD4
- 0
(cellules/pL) 200 - 500 152 (36,4 %)
> 500 136 (32,5 %)
Frais 117 (28,0 %)
Type d'échantillon
Congelés 301 (72,0 %)
Homme 310 (74,2 %)
Sexe
Femme 108 (25,8 %)
18429 23 (5,5 %)
302439 100 (23,9 %)
Age (ans) 40 2 49 203 (48,6 %)
50 a 59 74 (17,7 %)
>60 18 (4,3 %)
Caucasiens 129 (30,9 %)
Hispaniques 46 (11,0 %)
i 0
Ethnie Noirs 223 (53,3 %)
Insulaires 3 (0,7 %)
d'Asie/Pacifique
Autres 17 (4,1 %)
Oui 240 (57,4 %)
Sous traitement antirétroviral
Non 178 (42,6 %)
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La spécificité clinique du test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 (Tableau 16) était de
99,3 % (562/566 ; IC a 95 % = 98,2 % a 99,8 %), avec 4 échantillons classés comme faux positifs. Trois de
ces échantillons étaient a < 20 cp/mL, au-dessous de la limite de quantification du dosage. Le dernier des
566 échantillons testés était dans le domaine de linéarité, mais avec un titre trés faible (28,8 cp/mL). La
spécificité clinique du test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 était similaire pour les
échantillons frais (99,3 % [147/148 ; IC a 95 % = 96,3 % a 100 %]) et congelés (99,3 % [415/418; IC a
95 % = 97,9 % a 99,9 %]).

Tableau 16
Spécificité clinique du test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0
Test CAP/CTM HIV-1, v2.0
Groupe sujet - P Total Spécificité clinique
Positifs Négatifs N (IC exact a 95 %)
Négatif au HIV 4 (0,7 %) 562 (99,3 %) 566 99,3 % (98,2 %, 99,8 %)

La sensibilité clinique du test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 a été définie comme le
pourcentage de sujets positifs au HIV-1 évaluables dont le résultat au test COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TagMan® HIV-1, v2.0 était positif. Elle est indiquée au Tableau 17. La sensibilité clinique du test COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 était de 100 % (418/418 ; IC & 95 % = 99,1 % & 100 %). Aucun
sujet n'a présenté de résultats faux négatifs au test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0. La
sensibilité clinique a été testée sur une population de patients atteints du HIV, représentative de la
population des Etats-Unis en termes de sexe, d'age, d'ethnie et d'exposition au traitement antirétroviral?®.
Le test a démontré 100 % de sensibilité clinique indépendante des éléments démographiques listés
ci-dessus, de la numération cellulaire CD4 ou du type d’échantillon (frais ou congelés).

Tableau 17
Sensibilité clinique du test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0
Test CAP/CTM HIV-1, v2.0
Groupe sujet - P, Total Sensibilité clinique
Positifs Négatifs N (IC exact a 95 %)
Positif au HIV-1 418 (100,0 %) 0 (0,0 %) 418 100,0 % (99,1 %, 100,0 %)

Comparaison des méthodes cliniques

Test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 par rapport au test COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TagMan® HIV-1

La comparaison des résultats des tests COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 et COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 pour les 950 sujets admissibles & I'analyse est résumée au
Tableau 18. Le pourcentage de corrélation positive du test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1,
v2.0 avec le test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 était de 99,5% (427/429; IC &
9509 = 98,3 % & 99,9 %). Le pourcentage de corrélation négative du test COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TagMan® HIV-1, v2.0 avec le test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 était de 98,1 % (511/521 ;
IC & 95% =96,5% a 99,1%). 10 échantillons ont présenté des résultats positifs au test COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 et négatifs au test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1.
Trois échantillons avaient un titre inférieur & la limite de quantification du test COBAS® AmpliPrep/
COBAS® TagMan® HIV-1, ce qui refléte probablement 'augmentation de la sensibilité au test COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0. Trois échantillons ont présenté des résultats faux positifs au test
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 de sujets négatifs au HIV identifiés dans I'analyse de la
spécificité clinique, & nouveau au-dessous de la limite de quantification. Quatre échantillons avaient des
titres allant de 24,9 cp/mL a 158 cp/mL et refletent probablement la variabilité connue associée a la
quantification de titre faible.
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Tableau 18
Comparaison entre les tests COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0
et COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1

Test CAP/CTM HIV-1
Test CAP/CTM HIV-1, v2.0

Positifs Négatifs Total
Positifs 427 10 437
Négatifs 2 511 513
Total 429 521 950
Pour de corrélation positive 99,5 %
(IC exact 95 %) (98,3 %, 99,9 %)
Pour de corrélati égati 98,1 %
(IC exact 95 %) (96,5 %, 99,1 %)

IC = intervalle de confiance ; test CAP/CTM HIV-1 = test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®
HIV-1 ; test CAP/CTM HIV-1, v2.0 = test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0.

Remarque : les sujets négatifs au HIV et positifs au HIV-1 présentant des résultats valides pour les
tests CAP/CTM HIV-1, v2.0 et CAP/CTM HIV-1 sont inclus dans ce tableau résumé.

Au total, 417 échantillons appariés positifs au HIV-1 ont présenté des résultats dans le domaine de
linéarité des deux tests et étaient évaluables pour l'analyse de comparaison des méthodes. Le Tableau 19
indique la différence moyenne appariée et I'C a 95% pour le biais entre les tests COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 et COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1. Le test
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 génére des titres plus élevés que le test COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, excepté aux limites supérieure (> 5 logio cp/mL) et inférieure
(< 2 logio cp/mL) ol les titres sont plus faibles (voir le tableau 19). Le biais systématique global est estimé
a0,2591 logio cp/mL.
Tableau 19
Différence moyenne appariée et I'lC a 95 % pour le biais entre les tests
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0
et COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1

Nombre d'échantillons appariés positifs au HIV-1
dans le domaine de linéarité des deux tests = 417

Différence moyenne
(log1o cp/mL) Erreur standard IC 95 %

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

IC = intervalle de confiance ; test CAP/CTM HIV-1 = test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 ;
test CAP/CTM HIV-1, v2.0 = test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0.

Remarque : les sujets positifs au HIV-1 présentant des résultats valides pour les tests CAP/CTM HIV-1 et
CAP/CTM HIV-1, v2.0 et situés dans l'intervalle de linéarité de chaque dosage sont inclus dans ce tableau
résumé.

Les résultats de lanalyse de la régression de Deming entre les résultats des tests COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 et COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 pour les
échantillons appariés positifs au HIV-1 dans le domaine de linéarité des deux dosages sont indiqués au
Tableau 20 et représentés sous forme de graphique a la figure 26 (ou la ligne en pointillé indique une
corrélation parfaite entre les deux méthodes de tests, c.-a-d. y = x).
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Tableau 20

Estimations de paramétres de I’analyse de la régression de Deming entre les tests

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

Nombre d'échantillons appariés positifs au HIV-1

dans le d ine de linéarité des deux tests = 417
Estimation de paramétres
Paramétre logio cp/mL Erreur standard IC 95 % 2
Ordonnée a 0,3871 0,0488 (0,291 ; 0,483) 0,9375
l'origine
Pente 0,9669 0,0122 (0,943 ;0,991)

IC = intervalle de confiance ; test CAP/CTM HIV-1 = test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 ;
test CAP/CTM HIV-1, v2.0 = test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0.
Remarque : les sujets positifs au HIV-1 présentant des résultats valides pour les tests CAP/CTM HIV-1 et
CAP/CTM HIV-1, v2.0 et situés dans lintervalle de linéarité de chaque dosage sont inclus dans ce tableau

résumé.

Résultats du test CAP/CTM HIV-1, v2.0 (logy, cp/mL)

Figure 26

Analyse de la régression de Deming entre les tests
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 et
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1

.
,° Ligne de I'équation de régression de Deming : Y = 0,9669 X + 0,3871

I/ Nombre d'échantillons appariés positifs au HIV-1 dans le domaine de linéarité
4 des deux tests = 417
B B B N RN N R R R R EEEEEERERE
1 2 3 4 6 7
Résultats du test CAP/CTM HIV-1 (logs, cp/mL)
54 Doc Rev. 19.0

05328268001-19FR



Comparaison des tests COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 et COBAS® AMPLICOR® HIV-1
MONITOR, v1.5

Le Tableau 21 indique la comparaison des résultats des tests COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®
HIV-1, v2.0 et CA HIV-1 MONITOR, v1.5 pour 991 sujets admissibles a I'analyse. Le pourcentage de
corrélation positive du test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 concernant le test COBAS®
AMPLICOR (CA) HIV-1 MONITOR, v1.5 était de 100 % (419/419; IC & 95% = 99,1 % a 100 %). Le
pourcentage de corrélation négative du test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0
concernant le test COBAS® AMPLICOR® HIV-1 MONITOR, v1.5 était de 97,4 % (557/572; IC &
95 % = 95,7 % & 98,5 %). Sur les 15 sujets ayant des résultats positifs au test COBAS® AmpliPrep/COBAS®
TagMan® HIV-1, v2.0 et des résultats négatifs au test COBAS® AMPLICOR HIV-1 MONITOR, v1.5, 4 ont
présenté des résultats faux positifs au test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 v2.0 pour des
sujets négatifs au HIV identifiés dans I'analyse de la spécificité clinique, encore une fois au-dessous de la
limite de quantification. Onze étaient des sujets positifs au HIV-1 dont les résultats les plus bas au test
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 étaient inférieurs & la limite de quantification et les plus
élevés étaient de 223 cp/mL, et dont les résultats au test COBAS® AMPLICOR® HIV-1 MONITOR, v1.5
étaient négatifs.

Tableau 21
Comparaison des tests CAP/CTM HIV-1, v2.0 et
COBAS® AMPLICOR® HIV-1 MONITOR, v1.5

Test CA HIV-1 MONITOR, v1.5
Test CAP/CTM HIV-1, v2.0

Positifs Négatifs Total
Positifs 419 15 434
Négatifs 0 557 557
Total 419 572 991
Pourcentage de corrélation positive 100,0 %
(IC exact 95 %) (99,1 %, 100,0 %)
Pour ge de corrélati égati 97,4 %
(IC exact 95 %) (95,7 %, 98,5 %)

IC = intervalle de confiance ; test CAP/CTM HIV-1 = test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan®
HIV-1 ; test CAP/CTM HIV-1, v2.0 = test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0.
Remarque : les sujets négatifs au HIV et positifs au HIV-1 présentant des résultats valides pour les
tests CAP/CTM HIV-1, v2.0 et CA HIV-1 MONITOR, v1.5 sont inclus dans ce tableau résumé.

Conclusion
Plasma EDTA

Le test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 présente de forts coefficients de corrélation
avec le test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1 en analyses quantitatives (> = 0.9375) et en
analyses de concordance (pourcentage de corrélation positive = 99,5 %, pourcentage de corrélation
négative = 98,1 %). Il quantifie les échantillons cliniques & 0,2591 logio cp/mL de plus que le test COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, avec une quantification plus faible & la limite supérieure
(> 5 logio cp/mL) et a la limite inférieure (< 2 logio cp/mL).
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Le test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HIV-1, v2.0 présente également de forts coefficients de
corrélation avec le test COBAS® AMPLICOR® HIV-1 MONITOR, v1.5 en analyses de concordance
(pourcentage de corrélation positive = 100,0 %, pourcentage de corrélation négative = 97,4 %).

Ces résultats de tests montrent I'utilité du test pour I'usage prévu, a savoir I'évaluation de la progression de
la maladie et le suivi du traitement antirétroviral chez les patients infectés par le HIV-1.

Principales caractéristiques de performance pour les échantillons de spots de plasma séché sur PSC

Performance des échantillons de spots de plasma séché sur PSC comparée a celle des
échantillons de plasma EDTA

La performance des échantillons de spots de plasma séché sur PSC a été comparée a celle d’échantillons
de plasma EDTA centrifugés en analysant 325 échantillons issus de patients infectés par le HIV-1 et
2 échantillons de sang total négatifs au HIV dopés avec des surnageants de culture de cellules. L'analyse
a porté sur 85 échantillons dont le titre pouvait étre mesuré sur le plasma et sur PSC. Les échantillons
comprenaient notamment des échantillons de HIV-1 M (PP = prélevement prospectif par ponction
veineuse et a partir de sang capillaire, CV = test de charge virale de routine, CD = échantillons restants de
comptes de CD4+, ED = échantillons dopés) et un réplicat de chaque échantillon (PSC et plasma) ont été
testés sur un site externe. Les titres inférieurs au domaine de quantification ont été exclus de I'analyse. La
régression de Deming a été effectuée en tenant compte des titres aprés transformation de log.

Les résultats de la régression de Deming sont indiqués dans la Figure 27. Les symboles * et e dans
Figure 27 indiquent des déterminations uniques.

Figure 27
Régression de Deming
y = 1,06x - 0,23 <
R? = 0,92
N
e 4
g .
4 ESVA
PP N=5
2 e CV N=25
e« CD N=53
e« ED N=2
N
3 2 3 3 5 5 7
Titre PL logio
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Tableau 22

Résumé des résultats pour I’équivalence des matrices

Equivalence Nombre Analyse de Bland-Altman Analyse de re.g ression
N | N de Deming
de la matrice |d'échantillons
(type de avec un titre Logiode
. a 0y &
plasma) valide différence I? a95% Pente (‘)r:iopr!ee R-carré
[inf./sup.] a l'origine
moyenne
psc C(_)mlje 85 0,05 [-0,01;0,11] 1,06 -0,23 0,92
plasma liquide
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Infor i sur la révision du d

Doc Rev. 19.0 Mise a jour de la référence a la fiche méthodologique PSC Method Sheet
01/2022 ms_09411763190 pour refléter le nouveau M/N de la Card PSC.

Mise a jour de la Figure 8 et de la Figure 9 dans un souci de conformité au document,
PSC ms_09411763190.

Insertion du symbole « Rx Only » sur la premiére page.

Ajout de la section Assistance technique.

Ajout d'une déclaration de lieu de fabrication.

Suppression de l'adresse des distributeurs.

Ajout de l'adresse de l'importateur.

Mise a jour de la section Marques commerciales et brevets.

Mise a jour de la page des symboles harmonisés.

Veuillez contacter votre représentant local Roche si vous avez des questions.

Assistance technique

Pour bénéficier d'une assistance technique, merci de vous adresser a votre filiale locale :
https://www.roche.com/about/business/roche_worldwide.htm

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

Fabriqué aux Etats-Unis
Roche Diagnostics GmbH

Sandhofer Strasse 116
68305 Mannheim, Germany
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Marques commerciales et brevets
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ProClin® est une marque déposée de Rohm and Haas Company.
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La technologie de prévention de contamination croisée de I'enzyme AmpErase® est couverte par le brevet
américain n°® 7,687,247 détenu par Life Technologies ; son exploitation sous licence a été cédée a Roche

Molecular Systems, Inc.
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équivalents étrangers délivrés a Novartis Vaccines and Diagnostics, Inc. et concédés sous licence
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Voir http://www.roche-diagnostics.us/patents
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Les symboles suivants sont utilisés dans toute la documentation accompagnant
les produits de diagnostic par PCR de Roche.
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