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Xpert® HIV-1 Viral Load

Apenas para utilizagdo em diagnostico in vitro.

1 Nome proprietario

Xpert® HIV-1 Viral Load

2 Nome comum ou usual

Xpert HIV-1 VL

3 Utilizagao prevista

O teste Xpert HIV-1 VL ¢ um ensaio in vitro de reagdo em cadeia da polimerase de transcriptase reversa (RT-PCR) para
a deteg@o e quantificagdo de ARN do virus da imunodeficiéncia humana de tipo 1 (VIH-1) em plasma humano de adultos
VIH-1 positivos confirmados com um estado de tratamento antiviral conhecido, utilizando os Sistemas do instrumento
GeneXpert automatizados. O teste consegue quantificar o ARN do VIH-1 no intervalo de 40 a 10 000 000 copias/ml. O
teste Xpert HIV-1 VL foi validado para a quantificagdo de ARN do VIH-1 Grupo M (subtipos A, B, C, D, F, G, H, J, K,
CRF01_AE, CRF02_AG e CRF03_AB), Grupo N e Grupo O.

O teste Xpert HIV-1 VL destina-se a utiliza¢cdo em conjunto com apresentagao clinica e outros marcadores laboratoriais para
progndstico da doenga e para utilizagdo como ajuda na avaliagdo da resposta viral ao tratamento antirretroviral, conforme
medido por altera¢des nos niveis de ARN do VIH-1 plasmatico. O teste destina-se a ser utilizado por profissionais de
laboratdrio ou profissionais de cuidados de saide com formagao especifica.

O teste Xpert HIV-1 VL ndo se destina a utilizagdo como teste de VIH-1 para rastreio de dadores nem como teste de
diagnostico para confirmar a presenga de infegdo por VIH-1.

A populagdo de doentes a qual se destina o teste Xpert HIV-1 VL sdo adultos VIH-1 positivos confirmados, com um estado
de tratamento antiviral conhecido.

4 Resumo e explicagao

O virus da imunodeficiéncia humana (VIH) é o agente etioldgico da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA).1.23
O VIH pode ser transmitido através de contacto sexual, exposic¢do a sangue, fluidos corporais ou derivados sanguineos
infetados, infegdo pré-natal de um feto ou infe¢do perinatal ou pds-natal de um recém-nascido.*5-¢

A infecdo por VIH-1 ndo tratada caracteriza-se pela produgao viral de nivel elevado e destruig¢do das células T CD4, ndo
obstante uma laténcia clinica frequentemente prolongada, até a perda significativa de células T CD4 e SIDA.7-8.9

O diagnéstico do VIH evoluiu significativamente ao longo das duas ultimas décadas e continua a ser importante na gestao
do tratamento e dos cuidados dos doentes infetados com VIH. A medic¢do da concentragdo de RNA do VIH-1 plasmatico
ou carga viral utilizando testes de diagnostico molecular baseados em acido nucleico foi determinada como o padréo na
avaliacdo de prognosticos de doentes VIH positivos e resposta a terapéutica antirretroviral. A avaliagdo dos niveis de carga
viral ¢ um forte fator preditivo da taxa de progressdo da doenga e, isoladamente ou em combinagdo com contagens de
linfocitos T CD4, tem um elevado valor de prognostico.10:11,12,13,14,15

O teste Xpert HIV-1 VL utiliza tecnologia de reacdo em cadeia da polimerase/transcriptase reversa (RT-PCR) para conseguir
uma elevada sensibilidade para a detecdo quantitativa de ARN do VIH-1 plasmatico humano de individuos infetados com
VIH-1.
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5 Principio do procedimento

Os GeneXpert Instrument Systems automatizam e integram a preparagdo de amostras, a extracdo e amplificagdo de 4cidos
nucleicos e a detecdo da sequéncia-alvo em amostras simples ou complexas, utilizando PCR/transcriptase reversa em tempo
real (RT-PCR). Os sistemas sdo constituidos por um instrumento, um computador e software pré-instalado para execucao
de testes e visualizagdo dos resultados. Os sistemas requerem cartuchos GeneXpert descartaveis, de utilizagdo unica que
contém os reagentes para RT-PCR e executam os processos de extracdo das amostras e de RT-PCR. Dado que os cartuchos
sdo independentes, ¢ minimizada a contaminagdo cruzada entre amostras. Para obter uma descri¢do completa dos sistemas,
consulte o GeneXpert Dx System Operator Manual, GeneXpert Infinity System Operator Manual, ou GeneXpert Edge
System Users Guiderelevante.

O teste Xpert HIV-1 VL inclui reagentes para a detecdo de ARN do VIH-1 em amostras e dois controlos internos de ARN
utilizados para a quantificacdo do ARN do VIH-1. Os controlos internos também sao utilizados para monitorizar a presenga
de inibidor(es) nas reagdes de RT e PCR. O controlo de verificagdo da sonda (PCC — Probe Check Control) verifica a
reidratagdo dos reagentes, o enchimento do tubo de PCR no cartucho, a integridade da sonda e a estabilidade do corante.

6 Reagentes e instrumentos

6.1 Materiais fornecidos

O kit do teste Xpert HIV-1 VL contém reagentes em quantidade suficiente para o processamento de 10 amostras clinicas ou
amostras de controlo de qualidade. O kit contém o seguinte:

Xpert HIV-1 VL Cartuchos de teste com tubos de reagao 10

integrados

e Esfera 1, Esfera 2 e Esfera 3 (liofilizadas) 1 de cada por cartucho
e Reagente de lise (tiocianato de guanidina) 2,0 ml por cartucho

e Reagente de lavagem 0,5 ml por cartucho

e Reagente de eluicédo 1,5 ml por cartucho

e Reagente de fixagédo 2,4 ml por cartucho

e Reagente de Proteinase K 0,48 ml por cartucho
Pipetas de transferéncia descartaveis de 1 ml 10 por kit

cD 1 por kit

e Ficheiro de definicdo do ensaio (ADF)
e Instrugdes para importar o ADF para o software GeneXpert

e Instrucdes de utilizagao (folheto informativo)

As fichas de dados de seguranga (FDS) estéo disponiveis em www.cepheid.com ou www.cepheidinternational.com no

Nota . harador ASSISTENCIA (SUPPORT).

A seroalbumina bovina (Bovine Serum Albumin, BSA) presente nas esferas deste produto foi produzida e fabricada
a partir de plasma bovino proveniente exclusivamente dos EUA. Os animais nao foram alimentados com nenhuma
proteina de ruminante ou outra proteina animal e foram aprovados nos testes ante- e post-mortem. Durante o
processamento, ndo houve mistura do material com outros materiais de origem animal.

Nota
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7 Conservagao e manuseamento

Armazene os cartuchos de teste Xpert HIV-1 VL a 2 °C — 28 °C. Deixe os cartuchos atingirem a temperatura ambiente
antes de os utilizar.

Abra a tampa do cartucho apenas quando estiver tudo pronto para realizar o teste.

Utilize o cartucho no prazo de quatro horas depois de abrir a tampa do cartucho.

Nao utilize um cartucho com fuga.

Materiais necessarios, mas nao fornecidos

GeneXpert Dx System, GeneXpert Infinity System, ou GeneXpert Edge System (o nimero de catdlogo varia consoante
a configura¢@o): Instrumento GeneXpert, computador com software proprietario GeneXpert versdo 4.7b GeneXpert Dx
System, Xpertise 6.4b (sistema Infinity), software GeneXpert Edge versao 1.0 (GeneXpert Edge System) ou posterior,
leitor de codigo de barras e manual do utilizador

Impressora: Caso necessite de uma impressora, contacte a assisténcia técnica da Cepheid para tratar da aquisi¢do de uma
impressora recomendada.

Lixivia

Etanol ou etanol desnaturado

Adverténcias e precaucoes

Trate todas as amostras bioldgicas, incluindo os cartuchos usados, como sendo capazes de transmitir agentes infeciosos.
Dado que ¢ frequentemente impossivel saber quais as amostras bioldgicas que poderdo ser infeciosas, devem ser

todas tratadas com as precaugdes predefinidas. Orientagdes para o manuseamento de amostras estdo disponiveis nos
Centers for Disease Control and Prevention (Centros de Controlo e Preven¢do de Doengas) dos EUA!6 e no Clinical and
Laboratory Standards Institute (Instituto de Normas Clinicas e Laboratoriais)!7.

Siga os procedimentos de seguranga da sua instituicdo quando trabalhar com produtos quimicos € manusear amostras
biologicas.

Consultar os técnicos responsaveis pelos residuos ambientais da sua instituigdo relativamente a eliminagao correta

de cartuchos usados e reagentes ndo utilizados. Verificar as regulamentagdes estaduais, territoriais ou locais, uma vez
que estas poderdo diferir das regulamentagdes nacionais de eliminagdo de residuos. Este material pode apresentar
caracteristicas de residuos perigosos, pelo que serdo necessarios requisitos de eliminagdo especificos. As instituigdes
devem verificar os requisitos de eliminacdo de residuos perigosos dos respetivos paises.

Nao substitua os reagentes do teste Xpert HIV-1 VL por outros reagentes.

Nao abra a tampa do cartucho do teste Xpert HIV-1 VL até estar pronto para adicionar a amostra de plasma.

Nao utilize um cartucho que tiver caido depois de o ter retirado da embalagem.

Nao agite o cartucho. Agitar ou deixar cair o cartucho ap6s a abertura da respetiva tampa pode produzir resultados
invalidos.

Nao coloque o rotulo de ID da amostra na tampa do cartucho ou no rétulo do cédigo de barras.

Cada cartucho do teste Xpert HIV-1 VL de utilizagdo tnica ¢ utilizado para processar uma amostra. Nao reutilize
cartuchos gastos.

Nao utilize um cartucho que tenha um tubo de reag@o danificado.

A pipeta descartavel de utilizagao tinica ¢ utilizada para transferir uma amostra. Ndo reutilize pipetas descartaveis.

Use batas e luvas limpas. Troque de luvas entre o processamento de cada amostra.

Na eventualidade da contaminagdo da area de trabalho ou do equipamento com amostras ou controlos, limpe bem a area
contaminada com uma solugdo de lixivia doméstica diluida de 1:10 e depois com etanol a 70%. Secar as superficies de
trabalho até secarem completamente antes de prosseguir.

Amostras bioldgicas, dispositivos de transferéncia e cartuchos usados devem ser considerados como tendo potencial de
transmissao de agentes infeciosos que exigem precaugdes padrio. Siga os procedimentos relativos a residuos ambientais
da sua institui¢do relativamente a eliminagao correta de cartuchos usados e reagentes nio usados. Estes materiais podem
apresentar caracteristicas de residuos quimicos perigosos que exigem procedimentos de eliminago especificos. Se

as regulamentagdes nacionais ou regionais nao disponibilizarem uma indicag@o clara sobre a eliminagdo correta, as
amostras bioldgicas e os cartuchos usados devem ser eliminados de acordo com as linhas de orientacdo relativas ao
manuseamento e eliminagdo de residuos médicos da OMS (Organizagdo Mundial de Satde).

Para obter instrugdes de limpeza e desinfeg@o do sistema do instrumento, consulte as GeneXpert Dx System Operator
Manual, GeneXpert Infinity System Operator Manual ou GeneXpert Edge System User s Guide relevantes.
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10 Riscos quimicos18:19

e Palavra-sinal: ATENCAO
e Adverténcias de perigo GHS da ONU

e Nocivo por ingestio
e Provoca irritagdo cutanea ligeira
e (Causa irritagdo ocular
e Recomendacoes de prudéncia GHS da ONU

e Prevencao

e [avar cuidadosamente ap6s manuseamento.
o Resposta

Caso sinta indisposi¢io, contacte um CENTRO DE INFORMACAO ANTIVENENOS ou um médico.
Em caso de irritagdo cutinea: consulte um médico.
SE ENTRAR EM CONTACTO COM OS OLHOS: enxaguar cuidadosamente com agua durante varios minutos.
Se usar lentes de contacto, retire-as, se tal lhe for possivel. Continuar a enxaguar.
e (aso a irritagdo ocular persista: consulte um médico.

11 Colheita, transporte e conservagcao de amostras

O sangue total deve ser colhido em tubos de preparagdo de plasma BD Vacutainer® PPT" para métodos de teste de
diagnostico molecular, ou em tubos de colheita estéreis com k2 EDTA ou ACD como anticoagulante. O sangue total deve
ser centrifugado para separar o plasma dos globulos vermelhos de acordo com as instrugdes do fabricante.

e E necessario 1 ml de plasma, no minimo, para o teste Xpert HIV-1 VL. Se utilizar a pipeta de transferéncia incluida no
kit, é necessario pelo menos 1,2 ml de plasma (consulte as instru¢des na Preparagdo do cartucho, Opgao 1, abaixo). Em
alternativa, se utilizar uma pipeta de precisdo, sera necessario pelo menos 1 ml de plasma.

e O sangue total colhido em tubos de preparagdo de plasma BD Vacutainer PPT para métodos de teste de diagndstico
molecular ou em tubos de colheita estéreis utilizando anticoagulante K2 EDTA ou ACD, pode ser conservado a 15 °C—
30 °C durante um maximo de 8 horas, a 15 °C-25 °C durante um maximo de 24 horas ou a 2 °C—8 °C durante um
maximo de 72 horas, antes da preparag@o do plasma. A centrifugacdo deve ser efetuada de acordo com as instrugdes do
fabricante.

e O plasma separado do sangue total pode ser conservado a 15 °C-30 °C durante um maximo de 24 horas, a 2 °C-8 °C
durante um maximo de 6 dias ou congelado (< -18 °C e <-70 °C) durante um maximo de 6 semanas antes de testar. O
plasma deve ser retirado do tubo de colheita primario apds centrifugagdo para conservagao.

e As amostras de plasma sdo estaveis até trés ciclos de congelamento/descongelamento.

12 Procedimento

12.1 Preparar a amostra

1. Apos a centrifugacdo de amostras de sangue total, podera pipetar-se 1 ml de plasma diretamente para o cartucho de teste.
E fundamental dispor de um volume suficiente para obter resultados de teste véalidos (consulte as instrugdes em Preparar
o cartucho, Opcdo 1, abaixo).

2. As amostras de plasma devem ser descongeladas e equilibradas a temperatura ambiente (20 °C—35 °C) antes de testar.

3. As amostras de plasma guardadas a 2 °C—8 °C devem ser removidas do frigorifico e equilibradas a temperatura ambiente
(20 °C-35 °C) antes da utilizago.

4. As amostras de plasma conservadas a 2 °C—8 °C ou congeladas e descongeladas devem ser misturadas no agitador de
vortice durante 15 segundos antes da utilizagcdo. Se a amostra estiver turva, clarificar com uma centrifugagio rapida (10
segundos).

6 Xpert® HIV-1 Viral Load
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12.2 Preparagao do cartucho

Ao utilizar o GeneXpert Dx System ou o GeneXpert Edge System, inicie o teste dentro de 4 horas ap6s a adigdo da
amostra ao cartucho. Se utilizar um GeneXpert Infinity System, certifique-se de que inicia o teste e coloca o cartucho

Nota no tapete rolante no prazo de 30 minutos apos a adigdo da amostra tratada com reagente de amostra ao cartucho. O
prazo de validade restante é registado pelo software Xpertise de modo a que os testes sejam executados antes do final
do periodo de 4 horas no instrumento.

Se pipetar menos de 1 ml de plasma para o cartucho, desencadeara um erro de volume insuficiente (ERRO 2097 [ERROR 2097]),
impedindo que o instrumento execute a amostra (consulte a Opgao 1, abaixo).

Nota

Deixe os cartuchos do teste Xpert HIV-1 VL e as amostras atingirem a temperatura ambiente antes de pipetar plasma para o
cartucho.

1. Use luvas de protecdo descartaveis.
2. Inspecione o cartucho do teste para verificar se existem danos. Nao utilize se estiver danificado.

3. Abra a tampa do cartucho de teste.

Existe uma fina pelicula de plastico que protege o anel interior das 13 portas do cartucho de teste. Esta pelicula ndo

Nota deve ser retirada.

e Opcio 1: Se utilizar a pipeta de transferéncia incluida no kit (Figura 1), encha até imediatamente abaixo do bolbo,
mas acima da linha para transferir pelo menos 1 ml de plasma do tubo de colheita para a cdmara de amostra do
cartucho de teste (Figura 2). NAO deite a amostra na camara!

e Opcio 2: Se utilizar uma pipeta automatica, transfira pelo menos 1 ml de plasma para a cdmara da amostra do
cartucho de teste (Figura 2). NAO deite a amostra na camara!

O

Figura 1. Pipeta de transferéncia do teste Xpert HIV-1 VL

Numero Descrigao
1 Bolbo
2 Encha a amostra até imediatamente abaixo do bolbo e acima da marca da pipeta.
Xpert® HIV-1 Viral Load 7

301-3068-PT, Rev. N
2023-06



Xpert® HIV-1 Viral Load

Camara de amostra
(grande abertura)

Figura 2. Xpert HIV-1 VL Cartucho (vista de cima)

4. Feche a tampa do cartucho e inicie o teste.

13 Execucao do teste

e Para o GeneXpert Dx System, consulte Secgdo 13.1.
e Para o GeneXpert Edge System, consulte Secgdo 13.2.

e Para o GeneXpert Infinity System, consulte Secggo 13.3.

13.1 GeneXpert Dx System

13.1.1 Iniciar o teste

Antes de iniciar o teste, certifique-se de que:

e O sistema estd a funcionar com a versio do software GeneXpert Dx correta mostrada na sec¢ao Materiais necessarios mas nao

Importante /
fornecidos.

e O ficheiro de defini¢do do teste correto foi importado para o software.

Esta secgdo indica as etapas basicas para a execugao do teste. Para obter instrugdes detalhadas, consulte GeneXpert Dx

System Operator Manual.

Nota Os passos a seguir poderao ser diferentes se o administrador do sistema tiver alterado o fluxo de trabalho predefinido

do sistema.

1. Ligue o GeneXpert Dx System e depois ligue o computador e inicie sessdo. O software GeneXpert arranca
automaticamente. Se ndo arrancar, faga duplo clique no icone de atalho do software GeneXpert Dx no ambiente de
trabalho do Windows®.

Inicie sessdo com o seu nome de utilizador e palavra-passe.

Na janela do sistema GeneXpert, clique em Criar teste (Create Test).

E apresentada a janela Criar teste (Create Test). Abre-se a caixa de dialogo Ler cédigo de barras da ID do
doente (Scan Patient ID barcode).

4. Leia ou introduza a ID do doente (Patient ID). Se digitar a ID do doente (Patient ID), assegure-se de que digita a ID do
doente correta.

A 1D do doente (Patient ID) é associada aos resultados do teste e € apresentada na janela Ver resultados (View
Results) e em todos os relatorios. Abre-se a caixa de didlogo Ler cédigo de barras da ID da amostra (Scan
Sample ID barcode).

5. Leia ou introduza a ID da amostra (Sample ID). Se digitar a ID da amostra (Sample ID), assegure-se de que digita a ID
da amostra correta.

A ID da amostra é associada aos resultados do teste e é apresentada na janela Ver resultados (View Results) ¢ em
todos os relatorios. Abre-se a caixa de dialogo Ler codigo de barras do cartucho (Scan Cartridge Barcode).
8 Xpert® HIV-1 Viral Load
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Nota

Importante

Nota

6. Leia o codigo de barras do cartucho. Utilizando a informagdo do codigo de barras, o software preenche
automaticamente as caixas para os seguintes campos: Selecionar teste (Select Assay), ID lote de reagente (Reagent Lot
ID), N/S do cartucho (Cartridge SN) e Prazo de validade (Expiration Date).

Se o cadigo de barras no cartucho nao puder ser lido digitalmente, repita o teste com um novo cartucho. Se tiver lido
o codigo de barras do cartucho no software e o ficheiro de definigdo do teste nao estiver disponivel, sera apresentado
um ecra a indicar que o ficheiro de definicdo do teste ndo esta carregado no sistema. Se este ecra for apresentado,
contacte a assisténcia técnica da Cepheid.

7.  Faga clique em Iniciar teste (Start Test). Introduza a sua palavra-passe na caixa de didlogo apresentada, caso seja
necessario.

Abra a porta do modulo do instrumento com a luz verde a piscar e carregue o cartucho.
Feche a porta. O teste comeca e a luz verde para de piscar.
Quando o teste termina, a luz desliga-se.
10. Aguarde até o sistema desbloquear a porta do moédulo antes de a abrir e, em seguida, retire o cartucho.

11. Elimine os cartuchos usados no recipiente apropriado para residuos de amostras, de acordo com as praticas padrao da
sua instituicdo.

13.1.2 Visualizagao e impresséao de resultados

Esta secc¢lo discrimina os passos basicos para a visualizagdo e a impressdo dos resultados. Para obter instru¢des detalhadas
sobre como ver e imprimir os resultados, consulte o Manual do utilizador sistema GeneXpert Dx (GeneXpert Dx System
Operator Manual).

1. Clique no icone Ver resultados (View Results) para visualizar os resultados.

2. Apos a conclusio do teste, clique no botio Relatério (Report) da janela Ver resultados (View Results) para
visualizar e/ou gerar um relatério em ficheiro PDF.

13.2 GeneXpert Edge System

(Podera nao estar disponivel em todos os paises)

13.2.1 Iniciar o teste

Antes de iniciar o teste, certifique-se de que o ficheiro de definicao do teste (ADF) correto foi importado para o
software.

Esta secco indica as etapas basicas para a execugdo do teste. Para obter instru¢des detalhadas, consulte GeneXpert Edge
System User’s Guide.

Os passos a seguir poderao ser diferentes se o administrador do sistema tiver alterado o fluxo de trabalho predefinido
do sistema.

1. Calce um par de luvas limpo.
2. Ligue o instrumento GeneXpert Edge. O interruptor de alimentagdo situa-se na parte traseira do instrumento.

3. Ligue o tablet e inicie sessao.

*  Windows 7: E apresentado o ecrd Conta do Windows 7 (Windows 7 account). Toque no icone Admin.
Cepheid (Cepheid-Admin) para continuar.

s Windows 10: E apresentado o ecrd Bloqueio do Windows. Deslize para cima para continuar.
E apresentado o ecrd Palavra-passe do Windows.

4. Toque em Palavra-passe (Password) para apresentar o teclado e, em seguida, digite a sua palavra-passe.

5. Toque no botdo de seta a direita da area de introdugdo da palavra-passe.
O software GeneXpert Edge é carregado automaticamente e o ecra Boas-Vindas (Welcome) ¢ apresentado pouco
depois.

6. Toque no botdio TOQUE AQUI PARA COMEGCAR (TOUCH HERE TO BEGIN).
Inicialmente, ¢ apresentado o botdo VER TESTES ANTERIORES (VIEW PREVIOUS TESTS). O botio NOVO
TESTE (NEW TEST) sera apresentado no ecra Inicio (Home) dentro de 3 minutos quando o instrumento estiver
pronto para a execugao.

Xpert® HIV-1 Viral Load
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Nota

Nota

Importante

Nota

7. Toque no botio EXECUTAR NOVO TESTE (RUN NEW TEST) no ecri Inicio (Home).
8. Siga as instrugdes mostradas no ecra:
a) Leia a ID do paciente/amostra (Scan patient/sample ID), utilizando o leitor de codigos de barras, ou introduza
manualmente a ID do paciente/amostra.
b) Confirme a ID do paciente/amostra (Confirm the patient/sample ID).

c) Efetue a leitura do cédigo de barras do cartucho (Scan the cartridge barcode).
O campo Selecionar teste (Select Assay) ¢ preenchido automaticamente. Toque em SIM (YES) se as
informacdes apresentadas estiverem corretas.

Se o cédigo de barras do cartucho ndo puder ser lido digitalmente ou se a leitura com o cédigo de barras resultar numa
mensagem de erro, repita o teste com um novo cartucho. Se tiver lido o cddigo de barras do cartucho no software e o
ficheiro de definigdo do teste nao estiver disponivel, sera apresentado um ecra a indicar que o ficheiro de definicdo do
teste ndo esta carregado no sistema. Se este ecra for apresentado, contacte a assisténcia técnica da Cepheid.

d) Confirme o teste (Confirm test) Depois de o ADF ter sido selecionado, confirme o teste.

e) Preparacio do cartucho (Cartridge preparation) A preparacdo do cartucho também esta descrita na secgdo
“Preparar a amostra”. Siga o video ou as instrugdes sobre como preparar a amostra:

f) Carregue o cartucho (Load cartridge) Abra a porta do mdédulo com a luz verde a piscar. Carregue o cartucho com o
codigo de barras virado para o operador. Feche a porta.
A luz verde para de piscar e o teste é iniciado. E apresentado o Teste em curso (Test in Progress) no ecri.

g) Retire o cartucho (Remove cartridge)
Quando o teste estiver concluido (a luz verde apaga-se), a porta destrancar-se-a automaticamente. Siga as instrugdes
apresentadas sobre como remover o cartucho. Elimine os cartuchos e as luvas usados num recipiente apropriado para
residuos de amostras, de acordo com as praticas padréo da sua instituigao.

9. Toque em CONTINUAR (CONTINUE) para ver o resultado do teste que acabou de ser concluido. Toque novamente em
CONTINUAR (CONTINUE) para retroceder para o ecra Inicio (Home).
Isto conclui o procedimento para execugdo de um teste.

13.2.2 Visualizagao e impressao de resultados

Esta sec¢do discrimina os passos basicos para a visualizagdo e a impressao dos resultados. Para obter instru¢des detalhadas
sobre como ver e imprimir os resultados, consulte o GeneXpert Edge System User s Guide.

Se estiver a emitir o relatério de resultados utilizando um LIS, confirme que os resultados do LIS correspondem aos
resultados do sistema para o campo ID do paciente (Patient ID); se os resultados estiverem em conflito, emita o
relatério apenas dos resultados do sistema.

1. Toque no botdo VER TESTES ANTERIORES (VIEW PREVIOUS TESTS) no ecri Inicio (Home).

2. No ecra Selecionar teste (Select Test), sclecione o teste, tocando no nome de teste ou utilizando as setas para
selecionar o teste.

13.3 GeneXpert Infinity System

13.3.1 Iniciar o teste

Antes de iniciar o teste, certifique-se de que:

o O sistema estd a funcionar com a versao do software Xpertise correta mostrada na sec¢do Materiais necessarios mas nao
fornecidos.

e O ficheiro de definigdo do teste correto foi importado para o software.

Esta secgdo indica as etapas basicas para a execugao do teste. Para obter instrugdes detalhadas, consulte GeneXpert Infinity
System Operator Manual.

Os passos a seguir poderao ser diferentes se o administrador do sistema tiver alterado o fluxo de trabalho predefinido
do sistema.

1. Ligue o instrumento. O software Xpertise arranca automaticamente. Se ndo arrancar, faga duplo clique no icone de
atalho do software Xpertise no ambiente de trabalho do Windows®.
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Nota

Inicie sessdo no computador e, em seguida, inicie sessao no software GeneXpert Xpertise, utilizando o seu nome de
utilizador e palavra-passe.

Na area de trabalho inicial do software Xpertise (Xpertise Software Home), clique em Pedidos (Orders)
e, na area de trabalho de Pedidos (Orders), clique em Pedir teste (Order Test).
E apresentada a area de trabalho de Pedir teste - ID do doente (Order Test - Patient ID).

Leia ou introduza a ID do doente (Patient ID). Se digitar a ID do doente (Patient ID), assegure-se de que digita a ID do
doente correta.

A 1D do doente (Patient ID) ¢ associada aos resultados do teste e ¢ apresentada na janela Ver resultados (View
Results) e em todos os relatorios.

Introduza quaisquer informagdes adicionais exigidas pela sua institui¢ao e clique no botio CONTINUAR
(CONTINUE).
E apresentada a 4rea de trabalho Pedir teste - ID da amostra (Order Test - Sample ID).

Leia ou introduza a ID da amostra (Sample ID). Se digitar a ID da amostra (Sample ID), assegure-se de que digita a ID
da amostra correta.

A 1D da amostra ¢ associada aos resultados do teste ¢ ¢ apresentada na janela Ver resultados (View Results) ¢ em
todos os relatorios.

Clique no botio CONTINUAR (CONTINUE).
A érea de trabalho Pedir teste - Teste (Order Test - Assay) ¢ apresentada.
Leia o codigo de barras do cartucho. Utilizando a informagao do codigo de barras, o software preenche

automaticamente as caixas para os seguintes campos: Selecionar teste (Select Assay), ID lote de reagente (Reagent Lot
ID), N/S do cartucho (Cartridge SN) e Prazo de validade (Expiration Date).

Se o cadigo de barras no cartucho n&o puder ser lido digitalmente, repita o teste com um novo cartucho. Se tiver lido
o caodigo de barras do cartucho no software e o ficheiro de definicdo do teste néo estiver disponivel, sera apresentado
um ecra a indicar que o ficheiro de definicdo do teste ndo esta carregado no sistema. Se este ecra for apresentado,
contacte a assisténcia técnica da Cepheid.

10.

Depois de efetuar a leitura do cartucho, sera apresentada a area de trabalho de Pedir teste - Informagao sobre o
teste (Order Test - Test Information).

Verifique se as informagdes estdo corretas e clique em Submeter (Submit). Introduza a sua palavra-passe na caixa de
dialogo apresentada, caso seja necessario.

Coloque o cartucho na correia transportadora.
O cartucho sera carregado automaticamente, o teste sera executado e o cartucho usado sera colocado no recipiente para
residuos.

13.3.2 Visualizagao e impresséao de resultados

Esta secc¢lo discrimina os passos basicos para a visualizagdo e a impressdo dos resultados. Para obter instru¢des detalhadas
sobre como ver e imprimir os resultados, consulte o GeneXpert Infinity System Operator Manual.

1.

Na area de trabalho inicial do software Xpertise, clique no icone d¢ RESULTADOS (RESULTS). E
apresentado o menu Resultados (Results).

. No menu Resultados (Results), selecione o botio VER RESULTADOS (VIEW RESULTS). E apresentada a area de
trabalho de Ver resultados (View Results), mostrando os resultados do teste.

. Clique no botio RELATORIO (REPORT) para visualizar e/ou gerar um relatorio em ficheiro PDF.

14 Controlo de qualidade

Cada teste inclui um controlo de adequagéo do volume da amostra (SVA), um padrdo quantitativo interno alto e baixo (IQS-
H e IQS-L), que também é um controlo de processamento da amostra, ¢ um controlo de verificagdo da sonda (PCC).

Adequacio do volume da amostra (SVA — Sample Volume Adequacy): Garante que a amostra foi adicionada
corretamente ao cartucho. O SVA verifica que foi adicionado a cdmara da amostra o volume de amostra correto. A SVA
¢ aprovada se cumprir os critérios de aceitagdo validados. Se a SVA ndo for aprovada, sera visualizado o ERRO 2096
(ERROR 2096) se ndo houver amostra ou o ERRO 2097 (ERROR 2097) se ndo houver amostra suficiente. O sistema
impede que o utilizador retome o teste.

Padrio quantitativo interno alto e baixo (IQS-H e IQS-L): O IQS-H e o IQS-L sio dois controlos Armored RNA®
ndo relacionados com o VIH sob a forma de uma esfera seca que percorre todo o processo GX. O IQS-H e IQS-L

sdo padroes calibrados em conformidade com o 3.° Padrdo Internacional da OMS. Sao utilizados para quantificagdo
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utilizando pardmetros especificos do lote para o célculo da concentragdo de ARN do VIH-1 na amostra. Além disso,
0 IQS-H e 0 IQS-L detetam a inibi¢do associada a amostra da reagdo RT-PCR. O IQS-H e o IQS-L sdo aprovados se
cumprirem os critérios de aceitagdo validados.
e Controlo de verificacio da sonda (PCC): Antes do inicio da reagdo de PCR, o sistema do instrumento GeneXpert
mede o sinal de fluorescéncia das sondas para monitorizar a reidratagdo da esfera, o enchimento do tubo de reagéo, a
integridade da sonda e a estabilidade do corante. O PCC ¢ aprovado se os sinais de fluorescéncia cumprirem os critérios
de aceitacdo atribuidos.

e Controlos externos: Em conformidade com as boas praticas de laboratorio, os controlos externos, ndo disponiveis
no kit, devem ser utilizados de acordo com os requisitos de acreditagdo de organizagdes locais e estatais, conforme

aplicavel.

15 Interpretacao dos resultados

Os resultados sao automaticamente interpretados pelo sistema do instrumento GeneXpert por meio da medigdo de
sinais fluorescentes e algoritmos de calculo integrados, e sdo apresentados de forma clara na janela View Results (Ver
resultados). No caso do sistema GeneXpert Dx, consulte a Figura 3 e a Figura 5. No caso do sistema GeneXpert Edge,
consulte a Figura 4 e a Figura 6. Os resultados possiveis sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Resultados do HIV-1 VL e interpretagao

Resultado

Interpretagao

VIH-1 DETETADO
(HIV-1
DETECTED)

XX copias/ml

Ver Figura

3 (Sistema
GeneXpert Dx) e
Figura 4 (sistema
GeneXpert Edge).

O ARN do VIH-1 é detetado a XX cépias/ml.

e O ARN do VIH-1 tem um valor quantitativo dentro do intervalo de medigao
analitica.

IQS-H e IQS-L: APROVADO (PASS).

Verificagdo da sonda: APROVADO (PASS); todos os resultados de verificagdo da
sonda sao aprovados.

VIH-1 DETETADO
(HIV-1
DETECTED)

>1x 107 copias/
ml

O ARN do VIH-1 é detetado acima do intervalo de medig¢édo analitica.

o |QS-H e IQS-L: APROVADO (PASS).

e Verificagdo da sonda: APROVADO (PASS); todos os resultados de verificagao da
sonda sao aprovados.

VIH-1 DETETADO
(HIV-1
DETECTED)

< 40 copias/ml

O ARN do VIH-1 é detetado abaixo do intervalo de medigao analitica.

e 1QS-H e IQS-L: APROVADO (PASS).

e \erificacdo da sonda: APROVADO (PASS); todos os resultados de verificagao da
sonda sao aprovados.

VIH-1 NAO
DETETADO (HIV-1
NOT DETECTED)

Ver Figura

5 (Sistema
GeneXpert Dx) e
Figura 6 (sistema
GeneXpert Edge).

O ARN do VIH-1 nao foi detetado. Este resultado n&o significa que o doente ndo
apresenta o virus.

e |QS-H e IQS-L: APROVADO (PASS).

e \erificagdo da sonda: APROVADO (PASS); todos os resultados de verificagao da
sonda sdo aprovados.
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Nota

Resultado Interpretacao
INVALIDO N&o é possivel determinar a presenga ou a auséncia de ARN do VIH-1. Repita o
(INVALID) teste de acordo com as instrugées da Procedimento de repeti¢do do teste.

e |QS-H e/ou IQS-L: FALHOU (FAIL); Os limiares de ciclo (Cts) ndo estao dentro
do intervalo valido.

e \Verificacdo da sonda: APROVADO (PASS); todos os resultados de verificacdo da
sonda sao aprovados.

ERRO (ERROR)

N&o é possivel determinar a presencga ou a auséncia de ARN do VIH-1. Repita o
teste de acordo com as instrugdes da Procedimento de repeti¢do do teste.

e \Verificagdo da sonda: FALHOU (FAIL); um ou todos os resultados de verificagdo
da sonda falharam.

SEM RESULTADO
(NO RESULT)

SEM RESULTADO
- REPETIR TESTE
(NO RESULT -

REPEAT TEST)?

Ver Figura 7.

N&o é possivel determinar a presenga ou a auséncia de ARN do VIH-1. Repita o
teste de acordo com as instrugdes da Procedimento de repeti¢cdo do teste. SEM

RESULTADO (NO RESULT) indica que foram colhidos dados insuficientes. Por

exemplo, o utilizador parou um teste que estava a decorrer.

a Apenas para GeneXpert Edge System

Os resultados podem ser convertidos de copias/ml para Ul/ml no software. Consulte o GeneXpert Dx System Operator

Manual, GeneXpert Infinity System Operator Manual, ou GeneXpert Edge System User’s Guide relevante para
obter instrugbes sobre como alterar esta definicdo. O fator de converséo para o teste Xpert HIV-1 VL é de 1 copia =

1,72 unidades internacionais (Ul).

|Assay Name Xpert HIV-1Viral Load = Version 1

| TestResult

HIV-1 DETECTED 517 copies/mL (log 2.71)

For In Vitro Diagnostic Use Only.

400

300

Fluorescence

200

100

Legend

VI [/] HIV-1; Primary ]
[Vl [/] 10S-H; Primary
[V [./] 1S-L; Primary

4

Figura 3. VIH-1 detetado, conforme apresentado no GeneXpert Dx System
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Genexpert”  Tast Result

Patient/Sample ID

Assay

Xpert_HIV-1 Viral Load

HIV-1 DETECTED 4.93E05
pies/mL (log

|PRINT RESULT (/=)

Cartridge S/N

Start Time
12/01/21 18:27:48

Test Disclaimer

Forin Vitro

VIEW
PREVIOUS HOME

284986981

Figura 4. VIH-1 detetado, conforme apresentado no GeneXpert Edge System

| Assay Name Xpert HIV-1Viral Load ~ Version 1

| TestResuit yy.1 NOT DETECTED

For In Vitro Diagnostic Use Only.

400

300

200

Fluorescence

Legend

[v] |/| HIV-1; Primary
[v] | /| 1QS-H; Primary
[vi|/] 1QS-L; Primary

Ll

Figura 5. VIH-1 ndo detetado, conforme apresentado no GeneXpert Dx System
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VIEW
Genexpet®  Tast Result

Patient/Sample ID Cartridge S/IN

B123456 239021308 |

Assay

Xpert_HIV-1 Viral Load

Result Start Time
12/01/21 18:27:48

HIV-1 NOT DETECTED scaimer

D

f
PRINT RESULT (=)

Figura 6. VIH-1 ndo detetado, conforme apresentado no GeneXpert Edge System

B VIEW
Genexper®  Teast Result

Patient/Sample ID Cartridge SIN

clzasss  [201863204

Assay

Xpert_HIV-1 Viral Load

Result Start Time

NO RESULT - REPEAT TES o

For In Vitro

PRINT RESULT (=)

Figura 7. Sem resultado - Repita o teste conforme apresentado no GeneXpert Edge System

16 Repeticao de um teste

16.1 Motivos para repetir o teste

Se ocorrer algum dos resultados de teste mencionados abaixo, repita o teste de acordo com as instrugdes em Procedimento
de repeti¢ao do teste.

e Um resultado INVALIDO (INVALID) indica uma ou mais das ocorréncias a seguir:
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o Os Ctdo IQS-H e/ou IQS-L nao estdo dentro do intervalo valido.
e A amostra ndo foi processada adequadamente ou a PCR foi inibida.

e Um resultado ERRO (ERROR) indica que o teste foi abortado. As causas possiveis incluem: foi adicionado um volume
de amostra insuficiente, o tubo de reag@o nio foi adequadamente enchido, foi detetado um problema de integridade da
sonda de reagente ou o limite maximo de presséo foi excedido.

e SEM RESULTADO (NO RESULT) indica que foram colhidos dados insuficientes. Por exemplo, o operador parou um
teste que estava em curso ou a alimentagdo elétrica falhou.

16.2 Procedimento de repeticao do teste

Se o resultado de um teste for INVALIDO (INVALID), ERRO (ERROR) ou SEM RESULTADO (NO RESULT), utilize
um novo cartucho para repetir o teste da amostra afetada (ndo reutilize o cartucho).

1. Retire um novo cartucho do kit.

2. Inicie outro teste:

e Em relagdo a GeneXpert Dx System, consulte Secgdo 13.1.
e Em relacdo a GeneXpert Edge System, consulte Seccao 13.2.
e Em relagdo a GeneXpert Infinity System, consulte Secgdo 13.3.

3. Uma amostra que tenha dois resultados INVALIDO (INVALID), ¢ provével que contenha um inibidor, pelo que néo se
recomenda novo teste.

17 Caracteristicas do desempenho

17.1 Limite de detecao

O limite de dete¢do (LOD) do teste Xpert HIV-1 VL foi determinado testando cinco dilui¢des diferentes preparadas a partir
de dois diferentes padroes de referéncia do subtipo B do VIH-1, um stock de cultura de células e duas amostras clinicas
diluidas em plasma EDTA VIH-1 negativo. Os materiais do subtipo B do VIH-1 utilizados no estudo LOD incluiram o
material de referéncia do Laboratério de Garantia da Qualidade Viral (Viral Quality Assurance Laboratory — VQA) do
AIDS Clinical Trial Group (Grupo de Ensaios Clinicos sobre SIDA), 3.° Padrio internacional da OMS para o VIH-1 (c6digo
NIBSC: 10/152), isolado BK132 de stock de cultura de células e duas amostras clinicas. A atribui¢do da concentragao
nominal do material do stock de cultura de células e das amostras clinicas foi realizada pelo ensaio Abbott RealTime HIV-1.
O limite de detegdo foi determinado para trés lotes de kit ¢ um total de 72 réplicas por nivel. A avaliagdo foi realizada

de acordo com a diretriz E17-A2 do CLSI.20 A concentragdo de ARN do VIH-1 que pode ser detetada com uma taxa de
positividade superior a 95% foi determinada através da analise de regressdo de Probit. Os resultados dos lotes e amostras
individuais sdo apresentados na Tabela 2. O LOD méximo/mais elevado observado com o VIH-1 subtipo B em plasma
EDTA foi de 21,1 copias/ml (IC 95% 16,1-26,0). O LOD maximo/mais elevado observado com o material de referéncia
VQA para o VIH-1 subtipo B em plasma EDTA foi de 16,3 copias/ml (IC 95% 13,0-19,5).

Tabela 2. Xpert HIV-1 VL Estimativas de LOD do teste com regressao Probit e intervalos de
confianga de 95% superior e inferior para amostras de VIH-1 subtipo B em plasma EDTA

Amostra Lote LOD (copias/ml) IC de 95%
Lote 1 21,1 16,1-26,0

OMS Lote 2 14,3 11,2-17,5

Lote 3 19,0 14,3-23,7

Lote 1 15,5 12,5-18,6

VQA Lote 2 14,0 11,2-16,7

Lote 3 16,3 13,0-19,5

Lote 1 24,0 18,1-29,9

Amostra clinica 1

Lote 2 25,5 19,5-31,5
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Amostra Lote LOD (cépias/ml) IC de 95%
Lote 3 23,1 17,5-28,7

Lote 1 20,3 15,8-24,7

Amostra clinica 2 Lote 2 15,4 12,0-18,7
Lote 3 28,5 21,3-35,7

Lote 1 18,8 14,6-23,1

culﬁJTaocsigzglﬁlas Lote 2 20,0 15,6-24,4
Lote 3 32,0 24,7-39,3

O LOD do material de referéncia VQA foi também confirmado em plasma ACD utilizando um lote de reagente. A

estimativa de LOD para a amostra VQA de VIH-1 subtipo B em plasma ACD foi de 15,8 copias/ml (IC 95% 12,1-19,5).

O LOD para o VIH-1 subtipo B em plasma com EDTA foi avaliado com dois conjuntos diferentes de padrdes e trés lotes de
kits do teste Xpert HIV-1 VL utilizando a analise Probit:

e LOD com o 3.° padrio internacional da OMS: 18,3 copias/ml (IC 95% 15,9-20,8)
e LOD com material de referéncia do VQA): 15,3 copias/ml (IC 95% 13,5-17,0)

A anélise da taxa de sucesso apresenta uma taxa de positividade >95% em 40 copias/ml para todos os materiais de VIH-1
subtipo B, conforme se ilustra em Tabela 3. O LOD para o teste Xpert HIV-1 VL ¢ determinado como 40 copias/ml para
VIH-1 subtipo B em plasma EDTA e plasma ACD.

Tabela 3. LOD do teste Xpert HIV-1 VL para amostras de VIH-1 subtipo B em plasma EDTA

Concentragiao Taxa de
Amostra nominal N.° de réplicas N.° de positivos g o
. positividade (%)
(copias/ml)

1 72 10 14

2,5 72 18 25

5 72 40 56

OoMS

10 72 55 76

20 72 65 90
40 72 72 100

1 72 5 7

2,5 72 20 28

5 72 30 42

VQA 7,5 72 50 69
10 72 61 85

20 72 67 93
40 72 72 100

1 72 11 15

2,5 72 20 28

5 72 38 53

Amostra clinica 1

10 72 49 68

20 72 69 96

40 72 69 96
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Concentracgao Taxa de
Amostra nominal N.° de réplicas N.° de positivos s s o
L positividade (%)
(cépias/ml)

1 72 8 11

2,5 72 17 24

5 71 27 38

Amostra clinica 2

10 72 47 65

20 72 62 86
40 72 72 100

1 72 4 6

25 72 17 24

Amostra de 5 72 30 42
cultura de células 10 72 46 64
20 72 64 89

40 72 70 97

Além disso, as diluigdes dos stocks da cultura de células ou amostras clinicas que representam o VIH-1 grupo M subtipos A,
C-D, F-H, J, K, CRF-A/B, CRF-A/E, CRF-A/G, grupo O e grupo N em plasma EDTA humano negativo foram analisadas
com um lote de teste Xpert HIV-1 VL e 24 réplicas por nivel de concentracdo. A atribuicdo da concentragdo nominal dos
stocks da cultura de células e amostras clinicas foi determinada pelo ensaio Abbott RealTime HIV-1. A analise da taxa de
sucesso revela uma positividade > 95% para todos os subtipos e grupos em 40 copias/ml conforme se indica na Tabela 4.

Tabela 4. A analise da taxa de sucesso do LOD do teste Xpert

HIV-1 VL para amostras de VIH-1 ndo subtipo B em plasma EDTA

Taxa de sucesso
Grupo Subtipo >cgosr:/;epnat:2;égi‘r’r::i:e Taxa de sucesso (%)

baixo (copias/ml)
Grupo M A 20 96
Grupo M C 40 100
Grupo M D 20 100
Grupo M F 40 100
Grupo M G 40 96
Grupo M H 20 96
Grupo M J 20 100
Grupo M K 40 96
Grupo M CRF A/B 20 100
Grupo M CRF AJE 20 96
Grupo M CRF A/G 40 96
Grupo N NA 10 100
Grupo O- NA 20 100
Grupo O’ NA 20 100
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Taxa de sucesso
o .
Grupo Subtipo > 95% para o~n|vel_de Taxa de sucesso (%)
concentragdo mais
baixo (copias/ml)
Grupo O° NA 10 100

a Trés isolados diferentes

17.2 Limite de quantificagao

O limite de quantificacdo (LoQ) define-se como a concentragdo mais baixa de ARN do VIH-1 que é quantificada com
precisdo e veracidade aceitaveis e determinado utilizando o erro de andlise total (TAE). O TAE foi calculado com recurso
a estimativas determinadas através da analise de dados do estudo LOD (padrdes da OMS e VQA) e o estudo de precisao/
reprodutibilidade de acordo com a diretriz E17-A2 do CLSI.1?

Os TAE para as dilui¢des que tinham uma concentragdo observada no limite de dete¢do do ensaio de 40 copias/ml ou
proximo desse limite (1,60 log;o) sdo apresentados na Tabela 5. O TAE foi estimado através de dois métodos diferentes. Os
resultados da analise de TAE demonstram que o teste Xpert HIV-1 VL consegue determinar 40 copias/ml (1,60 logjo) com
uma veracidade e precisdo aceitaveis, ou seja, 0 LOQ do teste Xpert HIV-1 VL ¢ de 40 copias/ml.

Tabela 5. Estimativas do erro de analise total (TAE) do HIV-1 VL Log cépias/mi

Concentragéo TAE® TAE"
log cépias/ml i A
Amostra | | epL | N (log coplas/ml) Vies | DPtotal | Vies* | paio)
(Estudo) ] absoluto
Previsto | Observado @2xoP) | X (2xDP)
Material DL6 72 2,00 1,96 0,04 0,19 0,43 0,55
d? . DL7 71 2,00 1,91 0,09 0,19 0,46 0,53
referéncia
(precisdo) | DL8 72 2,00 1,92 0,08 0,21 0,51 0,60
Material DL6 70 1,60 1,56 0,04 0,22 0,48 0,62
d? . DL7 71 1,60 1,563 0,08 0,28 0,64 0,80
referéncia
(preciséo) | DL8 71 1,60 1,54 0,06 0,22 0,50 0,62
DL6 24 1,60 1,53 0,07 0,23 0,52 0,65
OMS
(LOD) DL7 24 1,60 1,39 0,21 0,24 0,68 0,67
DL8 24 1,60 1,49 0,11 0,19 0,48 0,52
DL6 24 1,60 1,61 0,00 0,18 0,37 0,51
VQA
(LOD) DL7 24 1,60 1,54 0,06 0,26 0,58 0,74
DL8 24 1,60 1,58 0,02 0,26 0,54 0,73

a TAE calculado de acordo com o modelo Westgard na diretriz EP17-A2 do CLSI (Secgéo 6.2).
b TAE com base na diferenga entre abordagem de duas medicdes.

Os resultados da analise TAE demonstram que o teste Xpert HIV-1 VL consegue determinar 40 copias/ml (1,60 log;o) com
uma veracidade e preciso aceitaveis.

17.3 Precisao/reprodutibilidade

A precisdo/reprodutibilidade do teste Xpert HIV-1 VL foi determinada através de analise a dilui¢des paralelas do material
de referéncia de VIH-1 (VIH-1 subtipo B) em plasma EDTA VIH-1 negativo. O material de referéncia usado foi calibrado
de acordo com o 3.° Padrdo Internacional da OMS para VIH-1 (cédigo NIBSC: 10/152). O estudo consistiu num estudo
comparativo, em ocultacdo, realizado em dois locais, utilizando um painel de sete membros de material de referéncia do
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VIH-1 em plasma EDTA VIH-1 negativo com concentra¢cdes de ARN que se encontram dentro do intervalo de quantificagao
do teste Xpert HIV-1 VL. Dois operadores em ambos os locais do estudo testaram um painel de vinte ¢ uma amostras uma
vez por dia ao longo de seis dias de teste. Um local utilizou um instrumento Infinity-80 e o outro local utilizou instrumentos
GeneXpert Dx. Foram utilizados no estudo trés lotes de reagentes do teste Xpert HIV-1 VL. A precisdo/reprodutibilidade
foram avaliadas em conformidade com o documento EP5-A2 do CLSI, “Evaluation of Precision Performance of Clinical
Chemistry Devices; Approved Guideline” (“Avaliagdo do desempenho de precisio de dispositivos de quimica clinica”).2! Os
resultados da precisdo para cada lote de kit e para trés lotes de kits combinados sdo mostrados na Tabela 6.

Tabela 6. Precisao do teste Xpert HIV-1 VL por lote e no total de trés lotes

Concentragéo s Preciséao total
de ARN Preciséo total por lote
do VIH-1 3 lotes
esperada Lote 1 Lote 2 Lote 3 Total
(logqocopias/
ml) DP’ cv’ DP’ cV’ DP’ cv’ DP" cv’
1,60 0,24 58,6% 0,29 73,6% 0,23 57,6% 0,25 62,5%
2,00 0,20 48,8% 0,20 47,3% 0,22 53,1% 0,20 49,1%
3,00 0,10 22,6% 0,08 18,2% 0,10 22,6% 0,09 20,5%
4,00 0,06 13,7% 0,07 17,3% 0,09 19,8% 0,07 17.1%
5,00 0,06 13,8% 0,07 16,3% 0,08 17,7% 0,08 17,8%
6,00 0,05 12,4% 0,07 15,3% 0,07 16,2% 0,08 19,3%
7,00 0,06 14,3% 0,07 15,5% 0,09 21,5% 0,10 22,6%

a DP total em logg.

b “CV” é o CV lognormal, conforme obtido utilizando a férmula: Lognormal CV(%) = rq(10A[DP*2 * In(10)] - 1) * 100CV(%) =
coeficiente de variagdo; DP = desvio padrao; rq = raiz quadrada

A reprodutibilidade do teste Xpert HIV-1 VL foi avaliada utilizando a analise ANOVA hierarquica com termos para centro/
instrumento, lote, dia, operador/execugdo e intraexecucdo. Calculou-se o desvio padrdo e a percentagem de variabilidade
devido a cada componente das concentragdes log;o transformadas do VIH-1 (consultar a Tabela 7).

Tabela 7. Contributo do teste Xpert HIV-1 VL para a variancia total e a precisao total

Concentracado de ARN do . . = ia L o Precisao
VIH-1 (log4o copias/ml) Contributo para o desvio-padrao da variancia total (%CV) total
. Operador/ ~
Real . Local Lote Dia Execucdo Intraexecugao Total

Esperada

(média)
DP | (%) DP | (%) DP | (%) DP | (%) DP (%) DP | cV’

1,60 1,54 212 0,00 | 0,0% | 0,00 | 0,0% | 0,00 | 0,0% | 0,09 |11,7%| 0,23 | 88,3% | 0,25 [62,5%
2,00 1,93 215 0,00 | 0,0% | 0,00 | 0,0% | 0,00 | 0,0% | 0,04 | 4,8% | 0,20 | 95,2% | 0,20 [49,1%
3,00 2,98 215 0,01 | 0,9% | 0,01 | 1,2% | 0,00 | 0,0% | 0,01 | 2,6% | 0,09 | 95,3% | 0,09 [20,5%
4,00 3,98 214 0,00 | 0,0% | 0,01 | 3,5% | 0,01 | 1,7% | 0,02 | 9,1% | 0,07 | 85,7% | 0,07 [17.1%
5,00 4,99 213 0,00 | 0,0% | 0,04 |21,8%]| 0,00 | 0,0% | 0,03 [15,0%]| 0,06 | 63,2% | 0,08 [17,8%
6,00 5,96 215 0,00 [ 0,0% | 0,05 |42,1%| 0,02 | 4,4% | 0,02 | 6,9% | 0,06 | 46,7% | 0,08 [19,3%
7,00 6,94 213 0,00 | 0,0% | 0,07 |45,3%]| 0,01 | 0,9% | 0,02 | 5,3% | 0,07 | 48,5% | 0,10 [22,6%

a Numero de réplicas validas no intervalo do ensaio

b “CV” é o CV lognormal, conforme obtido utilizando a férmula: Lognormal CV(%) = rq(10A[DP*2 * In(10)] - 1) * 100CV(%) =
coeficiente de variagdo; DP = desvio padrao; rq = raiz quadrada
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17.4 Intervalo linear

O intervalo linear do teste Xpert HIV-1 VL foi determinado pela analise de um painel com nove membros variando entre 30
(1,48 logio) e 1 x 107 (7 logyo) copias/ml preparado através de diluigdes paralelas de material de referéncia de VIH-1 (VIH-1
do subtipo B) em plasma EDTA VIH-1 negativo. O material de referéncia usado foi calibrado de acordo com o 3.° Padrdo
internacional para o VIH-1 da OMS (cdédigo NIBSC: 10/152). Dois operadores testaram o painel em réplicas de trés em

trés dias separados utilizando um lote de kit. Além disso, o mesmo painel foi testado em réplicas de trés em um dia de teste
utilizando dois lotes de kit adicionais num total de 30 réplicas por membro do painel. A anélise de linearidade foi realizada
de acordo com a diretriz EP06-A do CLSI.22 Os resultados combinados dos trés lotes sdo apresentados na Figura 8. O teste
Xpert HIV-1 VL € linear num intervalo de 30 (1,5 logjg) a 1 x 10E7 (7 log;o) cp/ml com um valor R2 de 0,9935.

Linearidade

y = 1.0099x% - 0.0775
R* =0.9935

Resultado da CV do VIH log cépias/ml
O = MW ds W v = @

T T T 1

] 1 2 3 4 5 6 7 8
Concentragdo nominal (log cépias/ml)

Figura 8. Linearidade para o teste Xpert HIV-1 VL

17.5 Reatividade analitica (inclusividade)

A reatividade analitica do teste Xpert HIV-1 VL foi avaliada testando o representante de sobrenadante de cultura de células
do VIH-1 Grupo M subtipos A-D, F-H, CRF A/G e A/E; Grupo N e Grupo O. A atribui¢do das concentragdes nominais

aos sobrenadantes da cultura de células foi realizada utilizando o ensaio Abbott HIV-1 RealTime. Cada sobrenadante de
cultura de células foi diluido em concentragdes de 1 x 102, 1 x 104 e 1 x 10 copias/ml em plasma com EDTA negativo para
VIH-1. Cada concentragao foi testada em réplicas de seis num dia utilizando um lote do kit do teste Xpert HIV-1 VL. As
concentragdes log;o médias obtidas com o teste Xpert HIV-1 VL para todos os subtipos e grupos foram comparadas com as
concentragdes log;o nominais. Os resultados apresentados na Figura 9 demonstraram um desempenho equivalente para todos
os representantes testados dos subtipos do Grupo M e Grupo O do VIH-1. Os resultados médios log;( para todos os subtipos
testados e grupo O situaram-se dentro de +/-0,5 log;o da concentragdo de entrada atribuida.
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Figura 9. Inclusividade para o teste Xpert HIV-1 VL

17.6 Especificidade Analitica (exclusividade)

A especificidade analitica do teste Xpert HIV-1 VL foi avaliada adicionando microrganismo em cultura numa concentragio
de entrada de 5 x 10% particulas ou copias/ml em plasma EDTA negativo para o VIH-1 e em plasma que continha 1000
copias/ml de material de referéncia do VIH-1 (VIH-1 subtipo B). Os microrganismos testados estdo listados na Tabela 8.

Tabela 8. Organismos utilizados para a especificidade analitica

Virus da imunodeficiéncia humana 2 Virus da hepatite B
Virus linfotrépico de células T humanas 1 Virus da hepatite C
Virus linfotrépico de células T humanas 2 Virus herpes simplex tipo 1

Candida albicans Virus herpes simplex tipo 2
Citomegalovirus Virus herpes humano 6
Virus de Epstein-Barr Gripe A
Virus da hepatite A Staphylococcus aureus

Nenhum dos microrganismos testados revelou reatividade cruzada e todas as réplicas VIH-1 positivas resultaram numa
titulagdo dentro de + 0,5 log do controlo positivo de VIH-1 quando testadas com o teste Xpert HIV-1 VL.
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17.7 Substancias potencialmente interferentes

Foi avaliada a suscetibilidade do teste Xpert HIV-1 VL a interferéncia devido a niveis elevados de substancias endogenas,
por farmacos prescritos para doentes infetados com VIH-1 e por marcadores de doencas autoimunes. Foram testados plasma
EDTA VIH-1 negativo e plasma que continha 1000 copias/ml de material de referéncia do VIH-1 (VIH-1 subtipo B).

Niveis elevados das substancias endogenas listadas na Tabela 9 ndo interferem com a quantificagdo do teste Xpert HIV-1 VL
nem afetam a especificidade do teste.

Tabela 9. Substincias enddgenas e concentragao testadas

Substéancia Concentragao testada
Albumina 9 g/di
Bilirrubina 20 mg/dl

Hemoglobina 500 mg/dl

ADN humano 0,4 mg/di

Triglicéridos 3000 mg/di

Os componentes dos farmacos apresentados na Tabela 10 ndo interferiram na quantificagdo do teste Xpert HIV-1 VL nem
tiveram impacto na especificidade do teste quando testados num nivel de trés vezes as concentragdes de pico em cinco
grupos de farmacos.

Tabela 10. Grupos de farmacos testados

Grupo Farmacos
Controlo n. a.
1 Zidovudina, saquinavir, ritonavir, claritromicina
2 Sulfato de abacavir, peginterferao 2b, ribavirina
3 Tenofov!r dispproxil fumargto, Lamivud.ina (3TC), Sulfato de indinavir, Ganciclovir,
Valganciclovir HCI, Aciclovir, Raltegravir
4 Estavudina (d4T), efavirenz, lopinavir/ritonavir, enfuvirtida (T-20), ciprofloxacina
5 Nevirapina, mesilato de nelfinavir, azitromicina, HCI de valaciclovir
6 Fosamprenavir calcico, interferao alfa-2b

Nao se observou interferéncia nos testes realizados em amostras de cinco individuos positivos para marcador de doengas
autoimunes — lapus eritematoso sistémico (LES), anticorpos antinucleares (ANA) ou fator reumatoide (FR) — utilizando o
teste Xpert HIV-1 VL.
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17.8 Equivaléncia da matriz de anticoagulantes

Para cada anticoagulante EDTA, PPT-EDTA e ACD, foram colhidas amostras de 25 individuos VIH-1 positivos
emparelhadas e amostras de 25 individuos VIH-1 negativos emparelhadas, que foram testadas com um lote de kit do teste
Xpert HIV-1 VL.

Conforme se ilustra em Figura 10 e Figura 11, o desempenho equivalente do teste Xpert HIV-1 VL foi revelado para os
anticoagulantes EDTA versus ACD e os anticoagulantes EDTA versus PPT-EDTA. Todas as amostras positivas para o
VIH-1 colhidas em meio ACD ou PPT-EDTA produziram concentra¢cdes de ARN do VIH-1 dentro de + 0,5 log;o copias/ml
das amostras VIH-1 positivas colhidas em meio EDTA quando testadas com o teste Xpert HIV-1 VL. O ensaio ndo detetou
as 25 amostras de VIH-1 negativo correspondentes.

[
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Figura 10. Grafico de dispersao de Log cépias/ml ACD versus Log copias/ml EDTA
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Figura 11. Grafico de dispersao de log copias/ml PPT-EDTA versus log copias/ml EDTA

18 Limitagoes

e O teste tem como alvo uma Unica parte conservada da regido LTR com uma combinag@o de diversos oligonucledtidos

concebidos para adaptacdo a polimorfismos no genoma. As mutagdes raras ¢ alteragdes, delegdes ou inser¢des de bases
na regido LTR do teste Xpert HIV-1 VL podem afetar a ligagéo do primer e/ou da sonda, resultando na subquantificagido
ou ndo deteg¢ao do virus. Aconselhamos os utilizadores a considerar esses fatores na avaliagdo dos resultados da carga
viral do VIH-1. Caso se verifique auséncia de adesdo a terapéutica, de dados laboratoriais complementares ou de outras
informagdes clinicas que possam indiciar uma viremia subjacente, os resultados do teste Xpert HIV-1 VL que indiquem
supressdo viral podem exigir testes adicionais utilizando tecnologias alternativas com alvos genémicos diferentes. Se os
métodos de teste para o VIH se alterarem de uma tecnologia para outra, também aconselhamos o laboratério a realizar
estudos de correlagdo metodologica, porque as diferencas entre plataformas e tecnologias poderdo resultar em variagoes
nos resultados da carga viral de VIH.

O teste Xpert HIV-1 VL foi validado apenas para utilizagdo com plasma K2 EDTA (incluindo PPT-EDTA) e plasma
ACD. A utilizagdo deste teste para analisar outros tipos de amostras pode gerar resultados imprecisos.

Um resultado de teste negativo ndo exclui a infe¢do por VIH-1. Deste modo, este teste ndo deve ser utilizado como teste
de diagnostico para confirmar a presenga de infecao por VIH-1.

Os doentes que tenham recebido terapéuticas CAR-T podem apresentar resultados positivos com Xpert (HIV-1 Qual XC,
HIV-1 VL, etc.) como resultado da presenca do alvo LTR em certos produtos de recetores de antigénios quiméricos de
células T (CAR-T). Devem ser realizados testes de confirmacédo adicionais para determinar o estado de VIH do doente
em individuos que tenham recebido tratamento CAR-T.
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19 Caracteristicas do desempenho — Desempenho clinico

19.1 Especificidade

A especificidade do teste Xpert HIV-1 VL foi avaliada com 109 amostras de plasma EDTA de dadores de sangue
negativas para o VIH-1. Nenhuma das 109 amostras testadas foi detetada pelo teste Xpert HIV-1 VL, o que equivale a uma
especificidade de 100% (IC 95% = 96,7-100,0).

19.2 Correlagao de métodos

Realizou-se um estudo em varios locais para avaliar o desempenho do teste Xpert HIV-1 VL em relagdo ao ensaio Abbott
HIV-1 RealTime (método de comparacdo) utilizando amostras de plasma humano frescas e congeladas colhidas de
individuos infetados com VIH-1. Das 724 amostras elegiveis, cada uma de individuos diferentes, 519 (71,7%) foram
colhidas de individuos do sexo masculino. A idade média foi de 44,5 &+ 11,3 anos com um intervalo de idades entre os 18 ¢
os 83 anos.

Das 724 amostras, 390 encontraram-se no intervalo de quantificagdo de ambos os testes, incluindo 47 VIH-1 Grupo M néo
subtipos B, incluindo semelhantes a A, C e semelhantes a C, D, F, G, H, J, AE, AG ¢ varias outras formas recombinantes
em circulagdo (CRF). A regressdo de Deming revela uma muito boa correlagéo entre o teste Xpert HIV-1 VL e o método de
comparagdo com um declive de 1,0589 e uma ordenada na origem de 0,1771. O R2 foi de 0,9696.

Xpert vs. método de comparagao (log copias/ml)

70
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Figura 12. Desempenho do teste Xpert HIV-1 VL em relagcido a um método de comparagao
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USA

Telephone: + 1 408 541 4191
Fax: + 1408 541 4192
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Cepheid Europe SAS
Vira Solelh

81470 Maurens-Scopont
France

Telephone: + 33 563 825 300
Fax: + 33 563 825 301
www.cepheidinternational.com

22 Assisténcia técnica

Antes de contactar a assisténcia técnica da Cepheid, retina as seguintes informagdes:

Nome do produto

Numero de lote

Numero de série do instrumento

Mensagens de erro (se houver alguma)

Versdo do software e, caso se aplique, nimero da etiqueta de servigo do computador

Assisténcia técnica nos Estados Unidos

Telefone: + 1 888 838 3222
E-mail: techsupport@cepheid.com

Assisténcia técnica em Franga

Telefone: + 33 563 825 319
E-mail: support@cepheideurope.com

As informagdes de contacto de todos os escritorios da assisténcia técnica da Cepheid estdo disponiveis no nosso website:
www.cepheid.com/en/CustomerSupport.

Termos e Condigdes da Cepheid podem ser encontrados em www.cepheid.com/en/support/support/order-management.
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23 Tabela de simbolos

Simbolo Significado
REF Numero de catalogo
C E Marcagéo CE — Conformidade Europeia
IVD Dispositivo médico para diagnéstico in vitro
® Nao utilizar mais de uma vez
LOT Cadigo do lote

(]
(=

Consultar as instrugdes de utilizagdo

Cuidado

Fabricante

Pais de fabrico

Conteudo suficiente para n testes

CONTROL| | Controlo

Prazo de validade

Limites de temperatura

Riscos bioldgicos

@@%mI@@£>

Atencao

CH |REP| | Representante autorizado na Suica

Importador

&
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il

Cepheid AB
Rontgenvigen 5
SE-171 54 Solna,
Sweden

CH |REP

Cepheid Switzerland GmbH

Ziircherstrasse 66
Postfach 124, Thalwil
CH-8800
Switzerland

®

Cepheid Switzerland GmbH

Ziircherstrasse 66
Postfach 124, Thalwil
CH-8800
Switzerland

C €2797

IVD

24 Historico de revisoes

Descricao das Alteragdes: De 301-3068-PT Rev. M a Rev. N

Finalidade: Especificar que os tubos de colheita de K2 EDTA s@o o tipo de tubos de colheita de EDTA validados para
utilizagdo com o teste Xpert HIV-1 VL.

Seccao

Descrigao da alteragao

Colheita, transporte
€ conservagao
de amostras

Substituigdo de “EDTA” por “K2 EDTA”".

Limitagdes

Substituigdo de “O teste Xpert HIV-1 VL foi validado apenas para utilizagao com
plasma EDTA e ACD. A utilizagdo deste teste para testar outros tipos de amostras
pode causar resultados imprecisos." por "O teste Xpert HIV-1 VL foi validado apenas
para utilizagdo com plasma K2 EDTA (incluindo PPT-EDTA) e plasma ACD. A
utilizagao deste teste para analisar outros tipos de amostras pode gerar resultados

imprecisos.”

Assisténcia técnica

Atualizagbes para esquema padrao.

Historico
de revisdes

Atualizacao da secgao Histérico de revisoes.
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